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RESUMO

O filo Cnidaria é formado por animais que desempenham importantes papéis no ambiente
marinho, tanto bent6nico quanto pelagico. Assim como os demais seres vivos, dispdem
de redes moleculares responsaveis por regular respostas adequadas que se refletem em
sua expressdo génica e consequentemente em sua fisiologia e comportamento.
Atualmente, estudos realizados com esse filo acerca dessa expressdo tém sido vistos com
mais frequéncia, por meio da utilizacdo de sequenciamento do transcriptoma. A maioria
destes estudos, no entanto, tem como foco, apenas dois clados da classe Anthozoa
(Scleractinia e Actiniaria). Logo, estudos que detalham esse processo, sao escassos frente
a diversidade de Cnidaria. Sendo assim, o estudo em questdo teve como objetivo, reunir
informacGes sobre a expressao génica disponivel atualmente na literatura para individuos
da classe Anthozoa. Para tanto, uma revisdo sistematica acerca de estudos
transcriptomicos foi realizada, com o intuito de destacar caracteristicas como ano de
publicacdo, principais tdxons antozodrios utilizados, temas abordados, assim como as
tecnologias mais utilizadas para a realizacdo desses estudos, revelando a natureza e o
perfil dessas investigacoes transcriptomicas. Ademais, visando enriquecer as informacdes
disponiveis, organismos escassamente estudados — Subclasse Ceriantharia — foram
utilizados, e por meio da realizacdo da anotacdo de setores do transcriptoma obtidos de
amostras de tentaculos da espécie de anémona de tubo, Ceriantheomorphe brasiliensis,
contribuicBes adicionais acerca da transcriptdmica e da expressdo génica foram

disponibilizadas para Ceriantharia.

Palavras-chave: Expressdo génica. Transcriptoma. Ceriantharia. Cnidaria. Anthozoa.



GODQY, lIsabela Alves. Transcriptomic studies in Anthozoa and the annotation of
Ceriantheomorphe brasiliensis transcriptome (Cnidaria, Ceriantharia). 2021. 78 p.
Dissertation (Masters in Biological Sciences). — S&o Paulo State University (UNESP),
Biosciences Institute, Botucatu, 2021.

ABSTRACT

The phylum Cnidaria consists animals that play important roles in the marine
environment, both benthic and pelagic. Like other living beings, they have molecular
networks responsible for regulating appropriate responses that are reflected in their gene
expression and consequently in their physiology and behavior. Currently, studies carried
out with this phylum on this expression, have been seen more frequently, by the use of
transcriptome sequencing. Most of these studies, however, focus on only two clades of
the Anthozoa class (Scleractinia and Actiniaria). Therefore, studies that detail this process
are scarce given the diversity of Cnidaria. Thus, the study in question aimed to gather
information about gene expression in individuals of the Anthozoa class. Therefore, a
systematic review about transcriptomic studies was carried out, in order to point
characteristics such as year of publication, main anthozoan taxa used, topics covered, as
well as the most frequent technologies currently used to carry out these studies, having
revealed the nature and the profile of these transcriptomic investigations. Furthermore, in
order to improve the available information, sparsely studied organisms - Subclass
Ceriantharia — were used, and through the annotation of sectors of the transcriptome
obtained from tentacle samples of the tube-dwelling anemone specie, Ceriantheomorphe
brasiliensis, additional contributions about transcriptomics and gene expression was
presented to Ceriantharia

Keywords: Gene expression. Transcriptome. Ceriantaria. Cnidaria. Anthozoa.
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INTRODUCAO GERAL

O filo Cnidaria € formado por organismos exclusivamente aquéticos e quase
estritamente marinhos, que habitam diferentes profundidades e regides, sendo
encontrados tanto na comunidade pelagica, quanto bentdnica (Bridge et al., 1995; Cairns
et al., 2009; Morandini & Stampar, 2016).

Uma das caracteristicas mais marcantes do filo é a presenca do processo de
metagénese (alterndncia de geracdes entre estagio de pélipo e de medusa) que ocorre em
grande parte de seus representantes (Bridge et al., 1995; Morandini & Stampar, 2016), e
que auxiliou na divisdo atual do grupo em trés subfilos — Medusozoa, Anthozoaria e
Endocnidozoa (Zapata et al., 2015; Chang et al., 2015) — onde esta presente uma aparente
diversidade morfoldgica (Fig. 1). Os cnidarios apresentam uma importante caracteristica
em comum, a presenca de cnidas, um produto celular altamente complexo utilizado para
multiplos fins (captura de presas, defesa, construcdo de tubos) (Daly et al., 2007), que se
tornou 0 mais marcante atributo do filo.

A classe Anthozoa, a Unica existente no subfilo Anthozoaria, compreende
organismos exclusivamente polipoides, podendo ser coloniais ou solitarios, e apresentar
ou ndo esqueletos minerais e/ou proteicos (Daly et al., 2007). Entre esses organismos, sao
descritos clados como Actiniaria, Scleractinia e Ceriantharia, subclasse de particular
interesse nesse estudo (Fig. 1).

O clado Ceriantharia, cujos organismos sdo popularmente conhecidos como
anémonas de tubo — em funcéo de sua capacidade de construir tubos ao redor da coluna
corporal, utilizando sedimentos e um tipo especifico de cnida, os pticocistos (Mariscal et
al., 1977) — compreende espécies escassamente estudadas, o que promoveu, ao longo dos
anos, diversas inconsisténcias acerca de suas caracteristicas biologicas, assim como de
sua posicdo filogenética dentro do filo Cnidaria (Stampar 2012), questdo essa que vém
sendo reavaliada. Por meio de estudos realizados com marcadores moleculares nucleares
e mitocondriais (Stampar et al., 2014; 2019), Ceriantharia passou a ser sugerida como um
ramo isolado dentro de Anthozoa e aceita como mais uma de suas subclasses (Stampar et
al, 2014). Contudo, ainda que pesquisas acerca desse clado tenham sido retomadas nos
altimos anos ap6s um hiato sem significativas investigacdes (Stampar, 2012), o

conhecimento a respeito desses organismos segue ainda incipiente.
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Figura 1. Representacdo simplificada da filogenia de Anthozoa, grupo de interesse no

presente estudo (baseada em dados disponibilizados por Stampar et al., 2019).

Diversos aspectos singulares vém tornado os ceriantos um grupo de particular
interesse em investigacOes atuais. Segundo estudos disponibilizados para Ceriantharia,
esse clado agrupa cnidarios com histérias de vida complexas que incluem um estagio
larval pelagico e um estagio adulto habitante de tubos (Klompen et al., 2020), o que os
torna um grupo filogeneticamente informativo. Ademais, em relacdo a caracteristicas
moleculares, apresentam um padrdo Unico de estruturacdo do genoma mitocondrial —
genomas mitocondriais lineares (Stampar et al., 2019) — assim como um padrdo de
divergéncia do DNA mitocondrial — de rapida evolucao (Stampar et al., 2014) — ambos
diferentes do estimado para outros antozoarios.

Sendo assim, investigac6es adicionais com o clado Ceriantharia sdo ainda cruciais

para que possamos expandir nosso conhecimento acerca desses notaveis organismos.
Estudos transcriptébmicos em Cnidaria
Um transcriptoma € definido como a colecdo de RNAs presentes em uma célula/

tecido em um dado momento, ou seja, € a parcela do DNA que por meio da RNA

polimerase foi transcrito em moléculas de RNA (Ceccatto, 2015). Atualmente, a
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utilizacdo de seu sequenciamento em organismos ndo-modelos se tornou uma pratica
interessante em relacdo ao custo e a velocidade na obtencdo dos dados (Kitchen et al.,
2015). A aplicagdo comecou com a utilizacdo de medicOes de expressao génicas por
analises quantitativas (Meyer et al., 2011), mas em Cnidaria essas abordagens migraram
rapidamente para andlises qualitativas baseadas, inicialmente, em genomas
disponibilizados para o grupo (ex. Acropora digitifera, Aurelia aurita e Hydractinia
symbiolongicarpus).

Em Medusozoa, o transcriptoma despertou muito interesse pela possibilidade de
inferir o arsenal de toxinas pelo seu proteoma (Brinkman et al., 2015), permitindo o uso
de tais dados para auxiliar em reconstrucdes evolutivas (Jaimes-Becerra et al., 2017).

Em Anthozoa, o interesse central se desenvolveu em torno de avaliar variagdes no
transcriptoma em relagcdo aos simbiontes e a mudancas climaticas (Shinzato et al. 2011),
gerando diversas abordagens em Scleractinia (Karako-Lampert et al., 2014), ademais, séo
frequentemente encontrados estudos com a espécie de anémona do mar (Actiniaria)
Nemastostella vectensis (Tulin et al., 2013). Com genoma completo descrito (Sullivan et
al., 2006), a principal razdo do uso dessa espécie como um modelo bioldgico alternativo
¢ a auséncia de simbiontes e a rapida taxa de multiplicacdo em laboratério (Darling et al.,
2005). Ja em relacdo aos demais organismos de Anthozoa, os dados transcriptémicos
disponiveis sdo ainda restritos a certos taxons (Lopez et al., 2011; Huang et al., 2016; Le
Goff et al., 2016; Guzman et al., 2018; Liao et al., 2019).

Em relacdo a Ceriantharia, dados acerca de informacdes transcriptémicas, sao
ainda elementares. Em sua investigacéo a respeito da composicao do veneno de ceriantos,
Klompen e colaboradores (2020), identificaram 525 genes candidatos a toxinas entre
quatro espeécies selecionadas, o que permitiu apontar um perfil de genes associados a
toxinas ceriantarias consistente com achados anteriores para cnidarios (Huang et al, 2016;
Jaimes-Becerra et al., 2017).

Entre os ceriantos que despertam um particular interesse, esta a espécie
Ceriantheomorphe brasiliensis (Fig. 2). Atualmente descrita para a costa da regido Sul e
Sudeste do Brasil e para o Uruguai (Lopes et al., 2019), pode ser encontrada desde a zona
infralitoral até por volta de 35 m de profundidade. (Stampar, 2012).

Sua importancia, esta associada ao fato de serem significativamente relevantes
para outras espécies em sua zona de ocorréncia ao proporcionarem habitats adequados
para a sobrevivéncia e recuperacdo de espécies ameagadas (Soeth et al., 2019), assim

como, promoverem atividades de associacdo interespecificas (Stampar et al., 2010).
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Porém, segundo o Livro vermelho da fauna brasileira ameacada de extin¢do (2008), C.
brasiliensis, figurou entre as espécies sob risco de extingdo. O que pode estar associado
a recorrente pesca de arrasto em locais onde esta espécie é encontrada (Soeth et al., 2019)
e acarretar impactos ecoldgicos e até mesmo econémicos, levando em conta os beneficios
trazidos por esses organismos aos habitats onde esta inserida.

Em relacdo aos dados transcriptdmicos disponiveis para essa espécie, apenas o
arsenal toxico, esta atualmente bem descrito (Klompen et al., 2020), o que inclui um
conjunto de 169 transcritos candidatos a toxinas, com fungfes diversas. Logo, em
contraponto a sua importancia, pesquisas que se dedicam a compreender sua expressao

génica, assim como, variagGes em seu transcriptoma séo ainda insuficientes.

Figura 2. Espécimes de Ceriantheomorphe brasiliensis. A. Espécime de Santa Catarina

(Ilha do arvoredo) em habitat natural, foto de Sérgio Stampar. B. Espécime mantido em

laboratdrio em S&o Sebastido (CEBIMar).

Baseado neste cenario, 0 presente estudo teve o intuito de revisar sistematicamente
as informacGes existentes em pesquisas transcriptdmicas descritivas para o clado
Anthozoa, a fim de verificar o avanco de publicacdes sobre essa tematica ao longo dos
Gltimos anos. Assim como, avaliar a expressao génica presente em amostras de tentaculos
coletados de um cerianto, por meio da anotacao de setores do transcriptoma sequenciado
da espécie Ceriantheomorphe brasiliensis (Fig.2), disponibilizando informacfes a

respeito do conjunto génico e proteico expresso por esse organismo.
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CONCLUSAO GERAL

Por meio dos resultados obtidos na revisdo sistematica aqui desenvolvida, é
possivel apontar uma significativa evolucdo dos estudos transcriptdmicos para o clado
Anthozoa. Assim como, apontar as espécies mais utilizadas, os delineamentos
experimentais variados aplicados e consequentemente as tematicas mais investigadas por
meio de recursos transcriptdmicos. Além de analisar as ferramentas e tecnologias
bioinformaticas mais utilizadas atualmente em estudos com esses organismos. Em
conjunto, essas informacGes podem destacar caminhos promissores dentro do campo da
transcriptbmica de Anthozoa, auxiliando pesquisadores que estdo iniciando nessa area do
conhecimento, bem como, alavancar investigacoes futuras, visto que com base nos dados
aqui apresentados € possivel identificar tdxons e tematicas ainda carentes de informacao.

Ademais, os dados disponibilizados para a espécie de anémona de tubo
Ceriantheomorphe brasiliensis por meio da anotacdo de setores do transcriptoma,
fornecem recursos Uteis para a pesquisa gendmica e transcriptdmica de espécies
antozodarias para as quais informacbes acerca de sequéncias transcritas sdo quase
inexistentes, como diversas espéecies da subclasse Ceriantharia. A estratégia de anotacéao
aqui desenvolvida por meio do uso de duas ferramentas Blast diferentes, permitem
disponibilizar informacdes tanto a respeito de genes e proteinas expressas na espécie em
questdo, quanto acerca da similaridade a nivel molecular com outros tdxons metazoarios.
Contribuindo para langar luz a questbes elementares ainda ndo descritas para esses
organismos.

Desse modo, por meio desse estudo, foi possivel avaliar e reunir dados
transcriptomicos esparsamente disponibilizados para Ceriantharia, assim como, dados
amplamente disponibilizados na literatura para Anthozoa, resultando na conjuncéo de
uma série de informacgdes Uteis sobre estudos transcriptbmicos em Chnidaria,
especialmente para Anthzoa, que fornecem um panorama atual e inédito para o campo da

transcriptémica desses organismos.
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