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Resumo 
 

Cnidaria é um filo de invertebrados que abarca organismos que colonizaram 
ambientes de água doce e marinhos. Ao longo da história evolutiva, os cnidários 
desenvolveram diversas características adaptativas para lidarem com os diversos 
habitats e suas sugestões ambientais. A produção de toxinas a partir de células 
urticantes, os cnidócitos, espalhadas por todo o corpo, foi uma dessas novidades 
evolutivas que contribuíram para o sucesso evolutivo de Cnidaria. Estudos em 
Anthozoa revelaram a presença de diversas toxinas únicas a esse grupo e ausentes 
em outros Cnidaria, mas ainda pouco exploradas em Ceriantharia, um grupo 
evolutivamente basal em comparação a Actiniaria. Com base neste cenário, o intuito 
deste trabalho foi entender a evolução das famílias de  genes putativos similares a 
toxinas formadoras de poros e de neurotoxinas em anêmonas do mar da ordem 
Actiniaria e da subclasse Ceriantharia. Para isso, foi feito um levantamento a 
respeito das ferramentas mais adequadas para os processos de limpeza das 
leituras, montagem de novo do transcriptoma e avaliação da qualidade da 
montagem. Nesse sentido, um guia prático foi proposto com base em artigos   
selecionados a partir de buscas na plataforma Google acadêmico usando as 
seguintes palavras-chaves “transcriptome assembly”, “RNA-seq”, “transcriptomics” e 
“RNA” associadas ao termo “Anthozoa”. Ademais, a partir de transcriptomas de nove 
espécies de Ceriantharia e sete espécies de Actiniaria, procurou-se discutir a 
evolução de dois domínios e uma família de proteínas similares a toxinas putativas, 
com suas duplicações identificadas e reiterando a monofilia presente entre os 
grupos analisados.   
 
Palavras-chaves: RNA-Seq; Anêmonas do mar; Anêmonas de tubo; Evolução.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 
 

Cnidaria is a phylum of marine invertebrates that includes organisms that have 
colonized both freshwater and marine environments. Throughout evolutionary history, 
cnidarians developed various adaptive characteristics to cope with diverse habitats 
and their environmental challenges. One such evolutionary innovation was the 
production of toxins through stinging cells, the cnidocytes, distributed across the 
body, which contributed to the evolutionary success of Cnidaria.Studies in Anthozoa 
have revealed the presence of various toxins unique to this group and absent in other 
cnidarians, but these toxins remain poorly studied in Ceriantharia, a basal group 
compared to Actiniaria. Against this backdrop, this study aimed to understand the 
evolution of gene families putatively associated with pore-forming toxins and 
neurotoxins in sea anemones of the order Actiniaria and the subclass Ceriantharia.To 
achieve this, a review was conducted to identify the most suitable tools for read 
cleaning, de novo transcriptome assembly, and quality assessment of the 
assemblies. Based on this review, a practical guide was proposed using selected 
articles retrieved from searches on Google Scholar with the keywords “transcriptome 
assembly,” “RNA-seq,” “transcriptomics,” and “RNA,” combined with the term 
“Anthozoa.” Additionally, using transcriptomes from nine species of Ceriantharia and 
seven species of Actiniaria, the study sought to discuss the evolution of two domains 
and one family of putative toxin-like proteins, with their duplications identified and 
reinforcing the monophyly observed among the analyzed groups. 

Keywords: RNA-Seq; Sea anemones; Tube anemones; Evolution. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 
 

1.1 AVANÇOS EM TRANSCRIPTÔMICA 
 

Após 15 anos do descobrimento da dupla hélice por Rosalind Franklin, James 

Watson e Francis Crick, o primeiro sequenciamento do DNA, mesmo que de forma 

parcial, já havia sido realizado em 1968 (KLUG, 1968; HUTCHISON, 2007). Na 

década de 70, Frederick Sanger foi responsável pelo desenvolvimento de uma 

técnica de sequenciamento que perdurou como sendo dominante por 30 anos 

(HUTCHISON, 2007). Sua técnica se baseia na utilização de didesoxinucleotídeos 

(ddNTPs) para interromper a síntese de DNA em pontos específicos, onde, na 

replicação in vitro, a incorporação aleatória desses ddNTPs resulta em fragmentos 

de diferentes comprimentos, cada um terminando com um nucleotídeo marcado. 

Esses são então separados por eletroforese capilar, permitindo a leitura sequencial 

das bases e a determinação precisa da sequência de nucleotídeos do DNA alvo 

(SANGER et al., 1977).  

Nos anos 2000, a técnica de sequenciamento de nova geração (do inglês 

Next Generation Sequencing – NGS, também chamada de sequenciamento de alto 

desempenho, HTS) surgiu (HEATHER E CHAIN, 2016). Essa nova abordagem 

combinou as etapas de amplificação gênica (similar à PCR) e sequenciamento por 

síntese (similar à técnica de Sanger) de forma massiva e simultânea (YAMAMOTO, 

2017). Entre os sequenciamentos de nova geração, destaca-se o sequenciamento 

por Illumina, que, utilizando-se da técnica do sequenciamento por síntese, permite a 

leitura de milhões de fragmentos do material genético (MARDIS, 2008; GOODWIN et 

al., 2016). 

O sequenciamento Illumina inicia-se com a fragmentação do DNA e adição de 

adaptadores, seguida da fixação dos fragmentos em uma flow cell, onde ocorre a 

amplificação em ponte (Bridge PCR) (MARDIS, 2008). Durante o sequenciamento, 

nucleotídeos fluorescentes reversíveis são incorporados pela DNA polimerase, cada 

um com um marcador fluorescente distinto e uma extremidade temporariamente 

bloqueada para evitar múltiplas incorporações simultâneas (MARDIS, 2008). Após a 

adição de cada nucleotídeo, um sistema óptico registra o sinal fluorescente, a 

extremidade é desbloqueada e o processo se repete até que o fragmento seja 
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completamente sequenciado (MARDIS, 2008; GOODWIN et al., 2016). Esse 

método, realizado de forma massivamente paralela, permite a leitura simultânea de 

milhões de fragmentos, reduzindo tempo e custos, enquanto um software reconstrói 

a sequência do DNA com alta precisão (YAMAMOTO, 2017).  

Com o sequenciamento completo, o arquivo de saída resultante é composto 

por curtas sequências de DNA (reads), que apresentam um comprimento de 50 a 

300 pares de base (bp), com alta precisão e cobertura (MARDIS, 2008). Entretanto, 

o fato de serem curtas implica dificuldades na montagem de 

genomas/transcriptomas complexos, especialmente em regiões altamente 

repetitivas, pois as leituras podem não apresentem comprimento suficiente para 

cobrir completamente essas áreas e estabelecer conexões entre fragmentos 

distantes, resultando em montagens fragmentadas (scaffolds curtos) e dificuldades 

na identificação de variantes estruturais (VAN DIJK et al., 2014). Outra problemática 

são possíveis contaminações oriundas do processo de sequenciamento em si 

(material genético externo à amostra; adaptadores etc.) (STOLER, 2021). 

A fim de conferir qualidade ao montar-se o genoma e transcriptoma, além de 

garantir que não haja ruídos e enviesamento no resultado final, faz-se necessário 

remover os possíveis contaminantes e redundâncias oriundos do processo de 

sequenciamento, por meio de processos como análise preliminar (utilizando, por 

exemplo, o FastQC) (ANDREWS, 2010) e a trimagem (i.e., SeqyClean) 

(ZHBANNIKOV et al., 2017). Uma vez com as reads filtradas, a montagem pode ser 

feita utilizando um genoma de referência ou não, sendo denominada montagem de 

novo (GRABHERR et al., 2011). De forma geral, as montagens de transcriptomas 

ocorrem com a construção de gráficos de Bruijn, que são formados a partir do 

alinhamento de pares de bases em comum de reads com determinado comprimento 

definido (k-mers), formando contigs, e a junção deles resulta no transcriptoma 

montado (RAGHAVAN et al., 2022). 

A montagem do transcriptoma interfere nas análises posteriores a serem 

realizadas, podendo comprometer as respostas biológicas dos dados, caso 

apresente baixa qualidade. Uma montagem fragmentada e incompleta pode não 

apresentar a completude esperada dos genes. Além disso, a criação de transcritos 

artificiais pode ocorrer em montagens de baixa qualidade, distorcendo a abundância 

real de genes e interferindo em análises de expressão gênica, por exemplo (HASS 

et al., 2013; CONESA et al., 2016). Em estudos comparativos, uma montagem que 
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apresenta sequências não confiáveis gera uma anotação imprecisa, prejudicando a 

identificação de genes e domínios proteicos e dificultando análises de função gênica 

e evolução molecular (SMITH-UNNA et al., 2016; SALZBERG, 2019). 

 

1.2 FILO CNIDARIA  

 

Com mais de 13.000 espécies descritas, o filo Cnidaria apresenta uma grande 

variedade entre os seus indivíduos (COLLINS, 2002; DALY et al., 2007). O grupo é 

dividido em três subfilos (Figura 1), com base em caracteres morfológicos, dados 

filogenômicos e em seu desenvolvimento (COLLINS, 2002; KAYAL et al., 2013; 

ZAPATA et al., 2015; KAYAL et al., 2018). De forma geral, a divisão do grupo se dá 

em: Medusozoa, caracterizado por um ciclo de vida metagenético (com algumas 

exceções em Hydrozoa) (GIBBONS et al., 2010); Anthozoa, cujo desenvolvimento é 

caracterizado por uma fase de plânula e um estágio polipoide (COLLINS, 2002), com 

exceção de algumas espécies de Ceriantharia, que podem apresentar uma larva 

livre-natante denominada cerínula (UCHIDA, 1979); e Endocnidozoa, que possui um 

hábito de vida parasitário (OKAMURA et al., 2015). 

 
Figura 1 - Árvore filogenética mostrando a divisão de Cnidaria. 

Fonte: Adaptada de KAYAL et al., 2018. 
 

Apesar dessa grande diversidade, a característica que confere sinapomorfia 

ao filo é a presença de células especializadas, os cnidócitos, que provavelmente 

possuem origem neuronal (BABONIS & MARTINDALE, 2017). Os cnidócitos são 

classificados em três tipos distintos: (a) pticocistos, que estão presentes somente na 
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subclasse Ceriantharia e exercem um papel crucial na síntese dos tubos que 

circundam o corpo desses organismos (MARISCAL, 1977); (b) espirocistos, 

exclusivos de Hexacorallia e Ceriantharia, que possuem uma função adesiva; e (c) 

nematocistos, compartilhados por todos os cnidários, nos quais os compostos 

tóxicos estão presentes (MARISCAL, 1977). 

Dentre os diversos grupos de indivíduos dentro de Cnidaria, destaca-se, pelo 

número de espécies e alta diversidade, o subfilo Anthozoa, representado pelos 

corais, anêmonas-do-mar e anêmonas-de-tubo (7.500 espécies – DALY et al., 2007). 

Além disso, Anthozoa é o grupo basal dentro de Cnidaria, devido sua derivação mais 

ancestral, em relação aos outros grupos dentro do filo. O grupo apresenta, de forma 

majoritária, seus organismos tendo DNA mitocondrial circular; entretanto, na 

subclasse Ceriantharia, há registro de um possível DNA mitocondrial formado por 

uma série de pequenos fragmentos de sequências lineares (KAYAL et al., 2013; 

STAMPAR et al., 2019).  

Dentro de Anthozoa encontra-se a subclasse Hexacorallia, que inclui a ordem 

Actiniaria, constituída pelas anêmonas-do-mar — indivíduos solitários ou coloniais — 

encontradas ao longo de todo o globo, desde costões rochosos até recifes de corais. 

Em sua morfologia, apresentam de zero a duas sifonoglifes e filamentos 

mesentéricos trilobados ou unilobados (GOMES, 1998; DALY et al., 2003; AMMONS 

& DALY, 2008; WALLACE & CROWTHER, 2019). Outro grupo de destaque é a 

subclasse Ceriantharia, formada pelas anêmonas-de-tubo, que apresentam 

características que diferem dos demais antozoários, sendo a principal delas a 

presença de um tubo de proteção formado pela aglutinação do substrato através dos 

pticocistos (MARISCAL, 1977). São indivíduos solitários, encontrados em 

profundidades elevadas (30–130 m), com larva plânula conhecida como cerínula, 

presença de um sifonoglife e tentáculos divididos entre marginais e labiais (UCHIDA, 

1979; DALY et al., 2003; STAMPAR et al., 2016). 

 

1.3 CNIDARIA E SUAS TOXINAS 

 

​ Cnidaria é o grupo basal dos metazoários, crucial para compreender a 

evolução das toxinas (VAN ITEN et al., 2014). Com sua derivação ocorrendo no 

Período Criogeniano (aproximadamente 700 milhões de anos atrás), o filo Cnidaria 

foi o primeiro grupo de animais a produzir toxinas, sendo anterior à grande radiação 
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do Cambriano (ERWIN et al., 2011; VAN ITEN et al., 2014). A produção, o 

armazenamento e a utilização das toxinas em cnidários ocorrem por meio dos 

nematocistos, um tipo de cnidócitos, que são células com origem neural, 

especializadas para tal função (MARISCAL, 1984). Sua ativação ocorre mediante 

estímulos físicos e químicos, liberando as toxinas armazenadas através de um 

sistema semelhante ao funcionamento de um arpão, configurando-se como uma 

inovação evolutiva no que se refere à produção e armazenamento de toxinas 

(HOLSTEIN & TARDENT, 1984; BABONIS & MARTINDALE, 2014; ZANCOLLI et al., 

2022).  

Os nematocistos estão distribuídos ao longo de todo o organismo (FAUTIN, 

2009; MACRANDER et al., 2016), proporcionando um perfil de toxinas que difere 

com base nos tecidos específicos e em suas funções ecológicas (ex.: SURM et al., 

2019; ASHWOOD et al., 2021). Os cnidários possuem um extenso repertório de 

compostos tóxicos à sua disposição (FRAZÃO et al., 2012; STARCEVIC & LONG, 

2013). Os ancestrais de Anthozoa e Medusozoa continham pelo menos dezessete 

classes de toxinas; porém, após a divergência evolutiva, algumas dessas famílias 

foram perdidas, resultando em diferenças nos perfis tóxicos entre os dois grupos 

(JAIMES-BECERRA et al., 2017).   

Em Nematostella vectensis, as cnidas apresentam cerca de 6,5 a 11,5 kDa de 

neurotoxinas, as quais são capazes de interferir nos canais iônicos das células-alvo, 

levando à paralisia, e aproximadamente 20 kDa de toxinas formadoras de poros, que 

são responsáveis pela formação de poros na membrana celular, causando lise 

celular no alvo (HONMA, 2006; MARTINS et al., 2009). Em linhagens mais antigas, 

como Cnidaria, os genes responsáveis pelas toxinas sofreram seleção purificadora, 

preservando o funcionamento essencial das suas principais toxinas (SUNAGAR et 

al., 2014; JOUIAEI et al., 2015). Apesar da seleção negativa, muitas famílias de 

genes apresentaram duplicações, o que desencadeou a evolução dessas 

características via seleção positiva (CASEWELL et al., 2014).  

Tratando-se da subclasse Ceriantharia, o grupo apresenta um repertório de 

toxinas constituído principalmente por toxinas responsáveis por ações 

homeostáticas e hemorrágicas, um grupo de enzimas com funções mistas e 

neurotoxinas, mas apresenta menor representatividade de toxinas ativas de 

membrana, inibidoras de protease, alergênicas e proteínas auxiliares (KLOMPEN et 

al., 2020). Em contrapartida, a ordem Actiniaria apresenta um perfil tóxico diferente, 
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no qual as neurotoxinas apresentam dominância, seguidas por toxinas que carecem 

de informação funcional e toxinas ativas de membrana (formadoras de poros) 

(MITCHELL et al., 2020).  
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