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RESUMO

Microalgas sdo microrganismos eucariotos capazes de utilizar em seu metabolismo vias
autotrdficas e heterotréficas. Podem ser encontradas nos mais diversos tipos de ambientes
aquaticos. Determinados tipos de ambientes possuem condigdes extremas as quais organismos se
adaptam para sobreviver. Essas adaptacOes induzem especializagdes e ativacdo de vias metabolicas
secundarias capazes de produzir compostos que permitem a sobrevivéncia de organismos nas mais
variadas condi¢cbes. Diversos destes metabolitos secundarios possuem atividades contra
microrganismos devido a competi¢do do meio, antibiofilme, atividade antioxidante dentre outras.
Deste modo, este trabalho buscou avaliar o potencial biotecnoldgico em saude, usando técnicas in
silico de prospeccdo, de duas microalgas verdes Chlamydomonas acidophila e Jaagichlorella
hainangensis. Ambas as microalgas foram isoladas de ambientes extremofilos localizados em area
de mineragdo: Chlamydomonas acidophila de uma Drenagem Acida de Mina de Cobre e
Jaagichlorella hainangensis de um lago natural de Ferro. Apos as etapas de obtencéo dos genomas,
controle de qualidade e montagem dos mesmos foi realizada a anotacdo destes utilizando a
plataforma GenSAS. Para predi¢do de agrupamentos génicos ligados a metabolitos secundarios foi
utilizada a plataforma antiSMASH nas versoes bactéria e fungo. O antiSMASH apontou diversos
clusters génicos ligados a vias biossintéticas de metabdlitos secundarios de interesse em ambas as
microalgas tais como, terpenos, sideroforos e ectoinas. O resultado destes clusters preditos foram
analisados através de graficos de sintenia com os agrupamentos depositados no MIBIG e as
possiveis funcdes dos genes foram preditas através de BLAST no CDD e no banco de dados PFAM.
O antiSMASH também apontou clusters classificados como peptideos sintase ndo-ribossémicos
(NRPS) e policetideo sintases (PKS) no genoma das duas microalgas e clusters hibridos
NRPS/PKS somente em Jaagiclhorella hainangensis. Os genes relacionados a PKS tipo | foram
os de maior prevaléncia em Jaagichlorella hainangensis, seguidos dos genes relacionados ao tipo
I11. No entanto, este perfil ndo e encontrado em Chlamydomonas acidophila na qual somente os
genes relacionados a PKS tipo Il foram identificados. Analises mais robustas com os clusters
NRPS e PKS preditos nos genomas destas microalgas foram realizadas utilizando a plataforma
NaPDoS. Somente em Jaagichlorella hainangensis 2 clusters foram vinculados com baixa
similaridade a vias biossintéticas, sendo um destes um agrupamento PKS similar a sequéncia de
epotilola, um metabdlito ja conhecido por sua atividade anticancer. A falta de resultados em
Chlamydomonas acidophila e nos clusters remanescentes em Jaagichlorella hainangensis apontam
que estas sequencias podem estar relacionadas com vias ndo categorizadas ou ndo inseridas no
NaPDoS e nestes casos estdo ligadas a compostos de carater inédito. Obter estes dados preliminares
nestas espécies, direcionam possiveis experimentos in vitro os quais possam ser realizados com
objetivo de extracdo de metabolitos secundarios bem como elucidar vias metabolicas, além de
contribuir com bancos de dados genémicos com os agrupamentos génicos preditos para possiveis
relagdes sintenicas e expansdo do conhecimento genémico de microalgas.

Palavras-chave: Mineracdo Gendmica; Fitoplancton; Chlamydomonas; Jaagichlorella;
Bioprospecgdo; Bioinformatica
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ABSTRACT

Microalgae are eukaryotic microorganisms capable of using autotrophic and heterotrophic
pathways in their metabolism. These can be found in the most diverse types of aquatic
environments. Certain types of environments have extreme conditions to which organisms adapt
to survive. These adaptations induce specializations and activation of secondary metabolic
pathways capable of producing compounds that allow organisms to survive in the most varied
conditions. Several of these secondary metabolites have activities against microorganisms due to
media competition, antibiofilm, antioxidant activity, among others. Thus, this work sought to
evaluate the biotechnological potential in health, using in silico prospecting techniques, of two
green microalgae Chlamydomonas acidophila and Jaagichlorella hainangensis. Both microalgae
were isolated from extremophile environments located in a mining area: Chlamydomonas
acidophila from an acidic copper mine drainage and Jaagichlorella hainangensis from a natural
iron lake. After the steps of obtaining the genomes, quality control and assembly, they were
annotated using the GenSAS platform. To predict gene clusters linked to secondary metabolites,
the antiSMASH platform was used in the bacterium and fungus versions. AntiSMASH pointed to
several gene clusters linked to biosynthetic pathways of secondary metabolites of interest in both
microalgae such as terpenes, siderophores and ectoins. The results of these predicted clusters were
analyzed using synthesis plots with the groupings deposited in the MIBIG and the possible
functions of the genes were predicted through BLAST in the CDD and in the PFAM database.
AntiSMASH also identified clusters classified as non-ribosomal synthase peptides (NRPS) and
polyketide synthases (PKS) in the genome of the two microalgae and NRPS / PKS hybrid clusters
only in Jaagiclhorella hainangensis. Genes related to PKS type | were the most prevalent in
Jaagichlorella hainangensis, followed by genes related to type I1l. However, this profile is not
found in Chlamydomonas acidophila in which only genes related to PKS type Il have been
identified. More robust analyzes with the NRPS and PKS clusters predicted in the genomes of
these microalgae were performed using the NaPDoS platform. Only in Jaagichlorella
hainangensis 2 clusters were linked with low similarity to biosynthetic pathways, one of which is
a PKS cluster similar to the epothilone sequence, a metabolite already known for its anticancer
activity. The lack of results in Chlamydomonas acidophila and in the remaining clusters in
Jaagichlorella hainangensis indicate that these sequences may be related to pathways that are not
categorized or not inserted in NaPDoS and in these cases are linked to compounds of
unprecedented character. Obtaining these preliminary data in these species, direct possible in vitro
experiments which can be carried out with the objective of extracting secondary metabolites as
well as elucidating metabolic pathways, in addition to contributing to genomic databases with the
predicted gene clusters for possible syntenic relationships and expansion of the genomic
knowledge of microalgae.

Keywords: Genome Mining; Phytoplankton; Chlamydomonas; Jaagichlorella; Bioprospection;
Bioinformatics



viii

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

antiSMASH Antibiotics & Secondary Metabolite Analysis Shell
BLAST Basic Local Alignment Search Tool

BGCs Biosynthetic Gene Clusters

C. reinhardtii Chlamydomonas reinhardtii

C. acidophila Chlamydomonas acidophila

CDD Conserved Domain Database

Cluster Agrupamento

ITVO1 Linhagem do Instituto Tecnologico Vale 01 (Chlamydomonas acidophila)
ITVO09 Linhagem do Instituto Tecnologico Vale 09 (Jaagichlorella hainangensis)

J. hainangensis  Jaagichlorella hainangensis

MIBIG Minimum Information about a Biosynthetic Gene cluster
NaPDoS Natural Product Domain Seeker

NRPS Peptideos Sintetases N&o-Ribossémicos

Pfam Protein Family database

PKS Policetideos Sintases



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

LISTA DE FIGURAS

Resultados da busca por microalgas e aplicacdes biotecnoldgicas nos

ultimos 22 anos.

lustracdo de um BGC em uma regido em particular de um cromossomo,
os diferentes genes que o compdem (codificantes de produtos
enzimaticos ou ndo), e o metabdlito secundario (produto natural)
derivado do mesmo. Adaptado de Chavali e Rhee (2017).

Microscopia das microalgas: A. Chlamydomonas acidophila ITVO1. B.

Jaagichlorella hainangensis ITVV09

Workflow adaptado de Adamek et al. (2016) com o sugerido por O’Neill
(2020) para as analises nos genomas das microalgas Chlamydomonas

acidophila ITV01 e Jaagichlorella hainangensis ITV09.

Pagina

13

19

23

26



) SUMARIO
LINTRODUGAD. ...ttt ettt bt bbbt bt bt sb e sb e bbb e e e b et e ebeabeebe e sbeabe e 11
2 RETEIENCIAI TEOMICO ... ittt bbbt bbb b nn s 12
2.1 Microalgas € SUAS CAraCTEITSTICAS .......c.uviiiieeiteite ettt 12
2.1.1 GENEro ChlamydOMONAS. .......cueueiiriiiieitienie et et ettt et b b se e e e e e sbeabesbe s seesbe e 14
2.1.1.1 Chlamydomonas aCidOPhila .............coiiiiiiiiiie e 16
2.1.2 Jaagichlorella NAINANGENSIS. .........oiiiiiiiii et 17
2.2 Bioprospeccao: O metabolismo secundario como fonte de produtos naturais..............cc.cc..... 17
2.2.1 Bioprospeccao baseada em Gendmica — 1N SIliCO ........c.oooiiiiiiiiiiici e 18
2.2.2 Softwares de BioproSpPecGao iN SIHHCO ........coieiiiieiiiiiciie e 21
T O ] 1= (A0TSR UPOUPRTPRTURURPP 22
3.1 ODJELIVO GEIAL ...ttt bbbt bbbttt et b bbb e 22
3.2 ODJEtiVOS ESPECITICOS ...ttt bbb ettt b e nn s 22
4. MALEriaiS € METOUOS ..ottt bbb sttt b bbb b 23
4.1 Linhagens Microbianas e Sequenciamento GENOMICO.........ccccuiuererieieeieeieee e 23
4.2 Pré-processamento de sequéncia e montagem do genoma de C acidophila..............cccccceueee. 24
ZC N g o] = Tox: (o I (oS o [T g o] o o - USSP PO PR 24
4.4 Bioprospecgdo de BGCs relacionados a metabolitos SECUNTArios .........ccooveveviiiiiiiecnieniene. 24
5. RESUIAAOS (AITIJ0) .. eeiteeteiteite ettt bbbttt b e eb e b bttt e e b et e sbe e bbb 27
5.1 Prospecting of bioactive metabolites from extremophilic microalgae: an in silico approach. 27
B. CONCIUSAD ...ttt et bbbt b bt e st et et e e b e b e be s b nbenae s 53
7. Refer@ncias BibDlIOGrAfiCas. ......ccoiiiiiiiiii e e 54



11

1.INTRODUCAO

As microalgas pertencem a um grupo extremamente diversificado de microrganismos que
se adaptaram com éxito a inimeros tipos de ambientes aquaticos sendo eles de agua doce, salobra
ou salgada. Devido a sua rica biodiversidade, este grupo possui diversas caracteristicas funcionais,
bioldgicas e papéis ecoldgicos. Estas possuem como caracteristicas o tamanho microscopico, tipo
celular eucariotico, pigmentacdo fotossintetizante, podendo assim utilizar vias autotréficas ou
heterotroficas (BARRA et al., 2014).

Pela perspectiva humana um ambiente em estado habitavel possui condigdes normais de
temperatura, pH neutro, pressao de latm dentre outros fatores, assim, ecossistemas que fogem a
estas condi¢Oes sdo considerados “ambientes extremos”, e 0s organismos que neles habitam
“extremofilos”. A pesquisa por novas espécies que possuam a capacidade de sobreviver a estes
ambientes vem sendo constantemente impulsionada, pois, a habilidade de sobrevivéncia aos
mesmos esta associada a qualidades especiais. Alguns exemplos séo novas vias bioguimicas,
enzimas e compostos com bioatividade com potencial uso nos diversos setores biotecnoldgicos da
industria, meio ambiente e saude (RADDADI et al., 2015 e SINGH et al., 2019). Neste contexto,
microalgas extremofilas seriam de grande interesse para bioprospecgéo.

Este estudo est4 vinculado a um projeto de origem no qual, em etapas anteriores, foram
isoladas e identificadas duas linhagens de microalgas extremofilas do filo Chlorophyta
(Chlamydomonas acidophila e Jaagichlorella hainangensis), isoladas de minas em funcionamento
no norte do Brasil (SANTQOS, 2017). Ambientes de mineragdo sdo extremos e geram elementos
seletivos, ndo somente para caracteristicas de resisténcia a metais pesados, como também a
habilidade para producdo de outros compostos de interesse que podem ser aplicados para 0 uso
biotecnoldgico. Os estudos sobre esses organismos e o potencial biotecnoldgico dos mesmos ainda
sdo escassos (BRIERLEY; BRIERLEY, 2013; SOUZA et al., 2017).

Assim, este trabalho propde-se a investigagdo do potencial biotecnologico destas duas
espécies de microalgas extremofilas para a producdo de metabdlitos secundarios (tambem
chamados produtos naturais) com bioatividade na area da sadde. Utilizando metodologias de
bioprospeccao in silico baseadas na analise dos seus genomas com ferramentas de bioinformatica,
abordagem a qual auxilia na busca de metabolitos secundarios e facilita processos biotecnologicos

para a obtencdo de novos compostos bioativos.
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2 Referencial Teodrico
2.1 Microalgas e suas caracteristicas

As microalgas do filo Chlorophyta, apresentam coloragéo verde devido as clorofilas tipo A
e B. Estdo distribuidas tanto em ambientes marinhos quanto em &gua doce. Possuem ampla
diversidade de caracteristicas morfoldgicas: cloroplasto com 2 membranas, armazenamento de
energia em forma de amido e alguns membros deste filo podem possuir flagelos. Atualmente o filo
Chlorophyta esta dividido em 11 classes com mais de 6.772 espécies: Chlorodendrophyceae,
Chloropicophyceae, Mamiellophyceae, Nephroselmidophyceae, Pedinophyceae,
Picocystophyceae, Prasinophyceae, Pyramimonadophyceae, Ulvophyceae, Chlorophyceae e
Trebouxiophyceae. Sendo as 3 ultimas classes consideradas o nicleo do filo (FUCIKOVA et al.,
2014; GUIRY, M.D. & GUIRY, 2020; PAL; CHOUDHURY, 2014).

Como organismos eucariotos possuidores de plastidios, algumas microalgas possuem duas
vias optativas, autotréfica e heterotréfica, de acordo com o habitat que ocupam. A via autotréfica
fotossintetizante utiliza luz solar, nutrientes inorganicos e didxido de carbono (COy) para a sintese
de proteinas, lipidios e carboidratos. Em condic¢des de auséncia de luz, as microalgas utilizam a via
heterotrdfica, realizando a fermentacdo de substratos organicos simples tais como: glicerol, glicose
e acetato, como fontes de carbono para o crescimento celular (PEREZ-GARCIA et al., 2011).

As microalgas sdo produtoras de diversos compostos de interesse comercial com
caracteristicas quimicas diversas. Carotenoides, vitaminas, proteinas, carboidratos, lipideos e
acidos graxos que podem ser utilizados na producdo de biodiesel e bioetanol. Além disso, as
microalgas sdo produtoras de substancias contendo propriedades antioxidantes, antitumorigénicas,
imunomoduladoras dentre outras (DOLGANYUK et al., 2020). Outros compostos biologicamente
ativos produzidos pelas microalgas possuem funcdo de defesa contra diferentes organismos
encontrados no meio em que habitam naturalmente, podendo ter efeitos antimicrobiano,
antifngico e antibiofilme. Estes pertencem a diversos grupos, dentre eles alcaloides, terpenos,
lactonas, pirroles e esteroides. Tais metabolitos secundarios possuem potencial para producéo
comercial em larga escala com a utilizagdo de técnicas de maximizagdo metabdlica (QIAN; XU;
FUSETANI, 2009).

Para o uso biotecnoldgico, as microalgas apresentam notdveis vantagens quando em

comparagdo com os demais sistemas de producdo de biocompostos de alto valor, ou mesmo de
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proteinas recombinantes. Microalgas podem ser massivamente cultivadas sobre condicdes
controladas em fotobiorreatores, com relativamente pequenas quantidades de micro e
macronutrientes. As microalgas possuem diversas vantagens sobre o modelo de expressdo
bacteriano com as mais importantes sendo as modificacdes pos-traducionais que geram proteinas
glicosiladas. Em comparagdo com os modelos de plantas geneticamente modificadas, as microalgas
quando desenvolvidas em sistemas fechados, impedem o escape de transformantes para o ambiente.
Microalgas que sintetizam compostos bioativos com potencial terapéutico podem ser administradas
via oral ou pé liofilizado devido a diversas espécies pertencerem a categoria GRAS (Geralmente
Reconhecido como Segura), do inglés Generally Recognized As Safe (ALVES, 2007; GONG et al.,
2011; SCRANTON et al., 2015).

Vingiani et al. (2019) revisaram a literatura na base de dados PubMed, esta revisdo
demonstrou o crescente aumento em publicagdes na tematica microalgas e aplicagdes
biotecnoldgicas (Figura 1).
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Pesquisa no bando de dados PubMed foi realizada com as palavras “microalgae” e
“biotechnolog*”, com uso do asteristico (*) ampliando a possibilidade de termos (como
“biotechnology”, “biotechnological”, e “biotechnologies”). Adaptado de Vingiani et al.
(2019). Os anos de 2019 e até a data de 23 de novembro de 2020 foram acrescentados
no grafico adaptado neste trabalho.

Figura 1. Resultados da busca por microalgas e aplicacdes biotecnoldgicas nos Gltimos 22 anos.

Vingiani e colaboradores, 2019, observaram que as publicacbes dominavam quatro
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principais setores: (1) Uso direto de microalgas para biorremediacdo e em suplementos alimentares;
(2) Extracdo de bioativos das microalgas para diferentes aplicagdes (Exemplo; em
cosmecéuticos, nutracéuticos, e aplica¢des farmacéuticas, e para producdo de biocombustiveis);
(3) Uso das microalgas como plataforma para expressdo heterdloga, ou edi¢do génica, e
superexpressao; (4) Uso das microalgas como fonte de enzimas para aplicacdo industrial, este
altimo setor parece ser o menos estudado, e um dos limitantes seria a escassez de genomas de
microalgas anotados disponiveis. A metodologia adotada na presente dissertagdo contempla dois
dos citados setores de interesse biotecnoldgico com foco na area da saude, em destaque (2) e (4),
avaliando os genomas de duas microalgas, de dois diferentes géneros descritos a seguir.
2.1.1 Género Chlamydomonas
O género de microalgas Chlamydomonas, pertencente a classe Chlorophyceae, possui mais
de 600 espécies das quais diversos membros apresentam rico potencial biotecnolégico, no
entanto apenas 12 genomas estdo depositados nos bancos de dados de DNA GenBank
(BENSON; LIPMAN; OSTELL, 1993), alguns exemplos estdo dispostos na Tabela 1. Possuem
como caracteristicas morfologicas coloragdo verde, parede celular, 2 flagelos de igual tamanho
geralmente proximos um do outro e um unico cloroplasto provido de um microcompartimento
singular denominado pirenoide. Apesar de diversas espécies isoladas, apenas algumas
desempenharam papéis importantes como organismos de pesquisa. Dentre as quais se destaca
como organismo modelo a Chlorophyta Chlamydomonas reinhardtii (C. reinhardtii),
majoritariamente devido a sua capacidade de sintetizar acetato como Unica fonte de carbono de
forma heterotréfica (HARRIS, 2001; PROSCHOLD et al., 2001).
No &mbito da investigacdo para uso clinico, o extrato metandlico de C. reinhardtii (Tabela
1) demonstrou inibir os fatores Quorum Sensing, hidrofobicidade da superficie celular,
substancias poliméricas extracelulares responsaveis pela formagdo de biofilme e piocianina
ligadas a patogenicidade de Pseudomonas aeruginosa (NITHYA et al., 2014). O mesmo extrato
demonstrou atividade antifungica em Aspergillus niger e Aspergillus fumigatus (BAJPAI, 2016)
e antibacteriana em Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis,
Escherichia coli e Salmonella typhi (JAYSHREE; JAYASHREE; THANGARAJU, 2016). A
microalga C. reinhardtii € a mais conhecida e a mais estudada do género Chlamydomonas. Possui

diversos usos biotecnologicos como um organismo utilizado em modelos de expressao
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heterdloga, e é utilizada como fornecedora de biomassa para produgédo de etanol (MAYFIELD

et al., 2007; SCRANTON et al., 2015).

Tabela 1. Relevancia biotecnoldgica j& descrita na literatura no género Chlamydomonas.

Especies com atividades descritas

Referéncias

Chlamydomonas reinhardtii

Atividade antibacteriana em Pseudomonas aeruginosa
Atividade antifdngica em Aspergillus spp.

Atividade antibacteriana em Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis, Escherichia
coli e Salmonella typhi.

Atividade antioxidante

Atividade anti a-sinucleina

NITHYA et al., 2014

BAJPALI, 2016

GHASEMI et al., 2007;
JAYSHREE; JAYASHREE;
THANGARAJU, 2016
RENUKADEVI; SARAVANA,
ANGAYARKANNI, 2011
CHOUDHARY; SAVE;
VAVILALA, 2018

Chlamydomonas debaryana

Atividade anti-inflamatoria

DE LOS REYES et al., 2014

AVILA-ROMAN et al., 2016

Chlamydomonas hedleyi
Atividade antioxidante

Atividade anti-inflamatoria

CHOl et al., 2015; SUH et al., 2014

Chlamydomonas spp.
Atividade antibacteriana em Staphylococcus aureus

Atividade antitumoral

SENHORINHO; LANNER;
SCOTT, 2019

Chlamydomonas acidophila
Atividade antioxidante

Resistencia a metais pesados

CUARESMA et al., 2011
OLSSON et al., 2015

Chlamydomonas nivalis

Atividade antioxidante

REZANKA et al., 2013

Chlamydomonas moewusii

Biorremediacéo

OTTO et al., 2015
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Outros integrantes do género também apresentaram compostos bioativos peculiares tal
como Chlamydomonas hedleyi (Tabela 1) na qual foram encontrados aminoécidos do tipo
micosporina. Estes sdo compostos que possuem acao antioxidante capazes de absorver e neutralizar
a acdo dos raios Ultravioleta que geram radicais livres. Alem de demonstrar atividade anti-
inflamatoria em ensaios com celulas fibroblésticas linhagem HaCat e reducdo dos niveis de
expressdo do gene COX-2 que esta relacionado com respostas inflamatorias (SUH et al., 2014).

Chlamydomonas debaryana, por sua vez, possui 0 mesmo potencial anti-inflamatorio
através da atividade de oxilipinas que atuam como inibidoras do TNF-a. Oxilipinas sdo metabolitos
originados da oxidacdo de &cidos graxos poli-insaturados. Estre grupo de compostos possui
inmeros membros e estdo envolvidos na regulagdo de processos bioldgicos. Além disso, sdo
sintetizados em resposta a estresses ambientais e a agentes patoldgicos (DE LOS REYES et al.,
2014; MOSBLECH; FEUSSNER; HEILMANN, 2009).
2.1.1.1 Chlamydomonas acidophila

A microalga Chlorophyta Chlamydomonas acidophila (C. acidophila) é uma espécie
encontrada em ambientes extremofilos, primeiramente descrita e isolada por Negoro (1944). Esta
microalga é frequentemente a espécie dominante do fitoplancton em lagos de ambientes de
minerag&o e lagos vulcénicos, ambos ambientes acidos e normalmente com altas concentracdes de
metais (DEAN et al., 2019; SANTOS, 2017). Anélises transcriptdmicas permitiram a identificacéo
dos agrupamentos génicos expressos quando uma linhagem de C. acidophila é exposta a altas
concentracfes de cobre. Estes atributos demonstram o0 seu potencial uso para acdes de
biorremediacdo em ambientes com contaminacdo, bem como outras potenciais aplicacdes
biotecnoldgicas (OLSSON et al., 2015).

Quanto a prospecgdo de metabolitos, Cuaresma et al. (2011) isolaram uma linhagem de C.
acidophila de um rio proximo a area de mina. Experimentos foram realizados envolvendo a
utilizacdo de fontes diferentes de carbono para explorar o potencial da sintese de carotenoides,
compostos com conhecida atividade antioxidante. Os resultados destas analises demonstraram a
relacdo da producdo de Luteina, [B-caroteno, Zeaxantina e Violaxantina com diferentes
concentracdes de glucose, amido, glicerol, glicina e ureia.

Experimentos de Senhorinho et al. (2019) com o extrato de um membro do género

Chlamydomonas spp., também isolado de ambiente de mineracdo, observaram atividade
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antimicrobiana contra uma cepa de Staphylococcus aureus e atividade antitumoral em linhagens
de células cancerosas sem afetar ou manifestar citotoxicidade em linhagens de celulas néo
cancerosas.

2.1.2 Jaagichlorella hainangensis

A microalga Jaagichlorella hainangensis (J. hainangensis), pertencente a classe
Trebouxiophyceae, primeiramente descrita e isolada a partir da seringueira Hevea brasiliensis, no
leste asiatico por Zhang et al. (2008) como Heveochlorella hainangensis e posteriormente
reclassificada no género Jaagichlorella por Darienko e Proschold (2019). S&o descritas como
organismos unicelulares, de formato esférico, que se reproduzem por autoesporulacdo e possuem
cloroplastos providos de pirenoide. Um estudo sobre espécies deste género, isoladas do tronco da
palmeira real Roystonea regia na China, indicaram que J. hainangensis necessita de carbono livre
para um crescimento ideal (MA et al., 2013).

Atualmente esta microalga € descrita como de ampla distribuicdo, em regides tropicais e
subtropicais, podem ser encontradas de forma livre ou em endofitismo. Embora alguns estudos
relatem caracteristicas de cultivo, como as taxas de crescimento (6timo em pH 7 e lento em pH
abaixo de 3), fatores de distribuicdo, ecologia e metabolismo desta espécie, atualmente ndo existem
trabalhos que explorem o potencial biotecnoldgico deste organismo (MA et al., 2013; SANDERS
et al., 2016).

2.2 Bioprospecgdo: O metabolismo secundario como fonte de produtos naturais

A relagdo entre os seres humanos e os produtos de origem natural € milenar. Diversos
medicamentos e produtos biologicamente ativos foram desenvolvidos a partir de plantas, animais
e microrganismos. Mesmo com diversos farmacos sintéticos (que possuem base produtos de
origem biologica), é notorio que a natureza permanece como uma rica fonte de novos compostos
com estruturas singulares e novas classes quimicas (NEWMAN; CRAGG, 2020). Deste modo, a
exploracdo da natureza e sua biodiversidade com o intuito de encontrar compostos com atividades
de interesse € denominada Bioprospeccao. Historicamente, os resultados da Bioprospeccdo sao
utilizados em inddstrias de cunho farmacéutico, cosmético e agricultura. Contemporaneamente, as
abordagens relacionadas a aquicultura, biorremediagdo, engenharias biossintéticas e mimeticas,
nanotecnologia e biomineragdo de genomas receberam destaque devido aos avancos relacionados
a estas areas (BEATTIE et al., 2011).
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Deste modo, a bioprospeccdo revelou a importancia de diversos organismos, dos mais
variados habitats, como fontes de biocompostos, genes e vias metabolicas para a industria e
economia global. Dentre os quais se destacam 0s microrganismos produtores de metabolitos
secundarios. Estes metabolitos sdo um grupo de moléculas das mais variadas classes quimicas.
Diferentemente dos metabdlitos priméarios que sdo necessarios para a sobrevivéncia do organismo,
estes metabdlitos ndo sdo essenciais para 0 mesmo, entretanto, possuem funcées singulares como
defesa, sinalizacdo intra e entre espécies, simbiose dentre outras (BEATTIE et al., 2011,
THIRUMURUGAN et al., 2018).

Uma das metodologias de bioprospeccao in vitro que mais contribuiu para a descoberta de
novos antibidticos € nomeada como plataforma Waksman, desenvolvida pelo pesquisador Selman
Waksman, na qual se baseia no cultivo de microrganismos provenientes do solo cultivados em
variados meios. Apds o cultivo, diversos testes de atividade sdo realizados para identificacdo de
metabolitos com capacidade antimicrobiana. Esta padronizacdo da prospeccédo de produtos naturais
revolucionou a forma de como buscar compostos de interesse, desde entdo as pesquisas in vitro
baseiam-se em variagdes desta metodologia. Este modelo rendeu a Waksman um Nobel em
Medicina através da descoberta da estreptomicina, revisado em LEWIS, (2013).

No entanto, mesmo com a enorme contribuigdo que as metodologias in vitro demonstraram,
as mesmas possuem desvantagens na prospeccdo dos metabolitos com atividade de interesse:
diversos desses compostos sdo encontrados em baixas concentragfes e com frequéncia os
microrganismos produtores deixam de sintetizar estas moléculas devido as diversas condi¢fes
laboratoriais. Sendo assim, diversas destas metodologias acabam sendo laboriosas e de elevado
custo (WRIGHT, 2014).

2.2.1 Bioprospecgdo baseada em Gendmica — In silico

A andlise de genomas microbianos tem revelado que muitos metabdlitos secundarios, tem
a maquinaria biossintética responsavel pela sua producdo codificada por um grupo de genes
localizados fisicamente proximos uns aos outros no cromossomo, sendo assim conhecidos como
conjuntos ou agrupamentos génicos biossintéticos (do inglés Biosynthetic gene clusters, BGCs)
(Figura 2).

O fendmeno de “clusters” (agrupamentos) de genes é comum em bactérias, onde até 50%

de todos o0s genes costumam estar organizados em estruturas de operons sobre o controle de um
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mesmo promotor, por outro lado, em eucariotos, genes organizados em clusters estariam
similarmente proximos fisicamente, mas com promotores independentes. Assim, alguns beneficios
deste fendmeno em eucariotos seriam; regulacdes co-transcricionais ou pos-transcricionais, como,
por exemplo, relacionadas a sintese, compartimentalizacdo e exportacdo de proteinas (CHAVALI;
RHEE, 2018).

P— = |
=0 | 0 J
Enzima Enzima Produto ndo
central adicional enzimatico

Figura 2. llustragdo de um BGC em uma regido em particular de um cromossomo, os diferentes
genes que o compdem (codificantes de produtos enzimaticos ou ndo), e o metabolito secundario
(produto natural) derivado do mesmo. Adaptado de Chavali e Rhee (2017).

O uso de ferramentas computacionais, 0 avango das ciéncias 6micas alinhados a queda do
custo do sequenciamento de DNA permitiram a mineracdo do genoma de vérias espécies de
microalgas, o que revelou uma série de novos conjuntos ou agrupamentos de BGCs. Demonstrando
um potencial destes microrganismos para a producéo de compostos com aplicabilidade tanto para
areas industriais quanto para as biomedicas. As recentes aplicagdes da gendmica comparativa
possibilitam o exame de variagdes de genes e funcionalidades através das comparacdes de BGCs
intra e entre espécies, fornecendo assim uma visao geral da capacidade dos mesmos (GUARNIERI;
PIENKQOS, 2015).

Dentre alguns exemplos de metabolitos secundarios os quais possuem BGCs ja descritos na
literatura, com relevéncia na area da salde, destacam-se:

Terpenos, ou isoprendides, sdo metabdlitos secundarios que possuem como formula geral
(CsHs)n. Esta classe de compostos € a maior familia de metabolitos secundarios conhecida.
Carotenoides sdo pigmentos com propriedades antioxidantes formados por 8 unidades bésicas de
isoprendides. Estes por sua vez sdo divididos em dois grupos de acordo com a presenca ou ndo de
oxigénio em sua composicao: xantofilas, os quais possuem oxigénio, e carotenos, que ndo possuem
oxigénio. Exemplos de carotenos estdo o B-caroteno e licopeno. Dentre as xantofilas destacam-se
a zeaxantina e a astaxantina, esta Ultima destaca-se por ser um pigmento avermelhado descrito em

literatura como um dos mais potentes antioxidantes relatados. Quando comparado com outros
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antioxidantes a astaxantina ¢ 10 vezes mais potente que o -caroteno e zeaxantina e 65 vezes mais
potente que a vitamina C (NOVOVESKA et al., 2019; SHAH et al., 2016).

O ferro € necessario para diversos processos essenciais no metabolismo de diversos seres
vivos. Mesmo sendo abundante no ambiente, 0 mesmo nédo se encontra biodisponivel para o uso,
este fato gerou uma presséao evolutiva a qual diversos organismos desenvolveram mecanismos para
a captacdo de ferro. Sideréforos sdo os metabolitos secundarios sintetizados por diversos
organismos para coletar ferro do ambiente e permitir o seu uso (HIDER; KONG, 2010). A
comunidade cientifica tem grandes expectativas para o uso terapéutico de sideréforos, com
diversos usos descritos em literatura tais como 0 uso em entrega seletiva de drogas na estratégia
cavalo-de-Tréia (GORSKA; SLODERBACH; MARSZALL, 2014).

Ectoina € um metabdlito secundario de organismos extremdfilos pertencente a um grupo
denominado solutos compativeis. Esta classe de compostos tem como principal func¢do o controle
do estresse osmotico o qual estes organismos sdo expostos por seu habitat e também esté
relacionada a protecdo de proteinas impedindo a sua desnaturagdo (CZECH et al., 2018). Devido
as suas atividades biologicas, ectoinas tem demonstrado um potencial uso em diversas areas
relacionadas a patologias por defeitos no enovelamento de proteinas e outras &reas da saide em
geral. A atividade deste metabolito na estabilizagéo de proteinas e resultados positivos nos modelos
de doengas neurodegenerativas é promissora (JORGE et al., 2016). Estudo realizado por
Werkhdauser e colaboradores (2014) exemplifica outra aplicacdo deste metabolito, este grupo
demonstrou que a adi¢do de ectoina em spray nasal e a um colirio diminuiram os sintomas nasais
e oculares, respectivamente, de pacientes com rinite alérgica sem apresentar efeitos colaterais.

Dentre os diversos BGCs, 2 tipos de grupos génicos destacam-se como indicativos de
producdo de moléculas de interesse: Peptideos Sintetases Nao-Ribossémicos (NRPS) e
Policetideos Sintases (PKS). Esstas enzimas podem ser essenciais para a formagdo metabdlitos
sencundérios tais como antibidticos, antifungicos e antitumorais (WANG et al., 2014). Os PKS
formam cadeias de policetideos através da oligomerizacdo de pequenos acidos carboxilicos e os
NRPS utilizam aminoacidos para formar ligagdo amida ou éster (WANG et al., 2015). Um exemplo
de produto mediado por enzima do tipo PKS € a eritromicina um conhecido antibiético ja utilizado
em ampla escala no uso clinico (SHELEST et al., 2015).

Chlamydomonas reinhardtii como microalga modelo teve seu genoma nuclear finalizado
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em 2007, desde entdo diversas técnicas pos-gendmicas e genéticas foram utilizadas nesta
microalga. As demais espécies de microalgas que também ja tiveram genomas sequenciados foram
escolhidas gragas a sua distribuicéo filogenética, papéis ecologicos e potencial nocivo. Os dados
gerados por estes sequenciamentos fornecem referéncias para anélises pds-genémicas, tais como
estudos transcriptdmicos, protedmicos, metabolémicos, bem como para a bioprospeccéo in silico
(CADORET; GARNIER; SAINT-JEAN, 2012).

2.2.2 Softwares de Bioprospeccao in silico

O avanco no sequenciamento do genoma de indmeras espécies microbianas e a
disponibilidade destas em bancos de dados possibilitou a busca de agrupamentos génicos e a
mineragdo de genomas in silico. Uma das ferramentas para a busca de metabolitos secundarios
mais popularizada é conhecida pela sigla “antiSMASH” (Antibiotics & Secondary Metabolite
Analysis Shell) que permite a busca de produtos naturais provenientes de diversos organismos. Esta
plataforma de mineracdo de genomas, microbianos e de plantas, utiliza uma segmentacdo de
instrucbes (pipeline), baseada no modelo oculto de Markov, para identificar 45 tipos de vias
biossintéticas ja descritas na literatura que geram metabdlitos secundarios (BLIN et al., 2019a;
MEDEMA et al., 2011). Diversos estudos envolvendo a plataforma antiSMASH foram utilizados
para evidenciar o potencial de organismos e a mineracdo gendémica de metabdlitos secundarios.
Com o auxilio desta ferramenta Shelest et al. (2015) prospectaram agrupamentos génicos do tipo
PKS em 15 diferentes espécies de microalgas clorofitas.

O modelo oculto de Markov é um modelo estatistico de probabilidade de eventos finitos
acontecerem de acordo com uma base de dados pré-fornecidos. Este modelo probabilistico é
utilizado em diversas plataformas de bioinformatica com diversos objetivos. Destacam-se 0
alinhamento de sequencias para avaliacdo de homologia, desenho de mapas génicos com distancias
entre os diferentes loci e anélises filogenéticas através de sequéncias bioldgicas (GOLLERY,
2008).

A plataforma online NaPDoS (Natural Product Domain Seeker) realiza anélises de
sequencias de genoma baseadas em filogenia e no modelo oculto de Markov para busca de produtos
naturais. Esta plataforma tem como foco a busca de dominios PKS e NRPS. O NaPDosS é otimizado
para a utilizagdo em procariotos, no entanto devido a histéria evolutiva, existe a possibilidade da

identificacdo e classificacdo de genes em eucariotos (ZIEMERT et al., 2012).
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3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral:
Avaliar o potencial biotecnolégico para a &rea da satde das linhagens das microalgas
extremofilas Chlamydomonas acidophila ITVO1 e Jaagichlorella hainangensis ITV09 analisando

seus aspectos gendmicos.

3.2 Objetivos Especificos:

I.  Aplicar filtros de qualidade e montar o genoma de Chlamydomonas acidophila
ITVO1l
Il.  Anotar funcionalmente os genomas das microalgas Chlamydomonas acidophila e
Jaagichlorella hainangensis
1. Avaliar os agrupamentos génicos das microalgas envolvidos na sintese de

compostos bioativos de interesse biotecnoldgico para a area da saude.
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4. Materiais e Métodos
4.1 Linhagens Microbianas e Sequenciamento Gendmico

Foram utilizadas as linhagens ITVO01 (Chlamydomonas acidophila) e ITV09
(Jaagichlorella hainangensis) isoladas a partir de amostra de Drenagem Acida de Mina de cobre
(Coordenadas: 6°26'42.3"S 50°04'36.9"W), e de um lago natural de uma mina de ferro
(Coordenadas: 6°24'02.5"S 50°21'06.7"W), respectivamente (SANTOS, 2017). Ambientes 0s
quais apresentam elevada concentracdo de metais e sdo acidos (pH < 3); ambos com atividade de
mineragdo estdo situados na regido de Carajés, estado do Para, Brasil. Estas linhagens foram
cedidas da Colecdo de Microalgas e Cianobactérias do Instituto Tecnoldgico Vale (ITV),
localizado na capital Belém — Para.

Ambas as espécies de microalgas foram identificadas morfologicamente e molecularmente,
através de amplificagdo e sequenciamento de genes codigo de barra, como rbcl, 16S rRNA e 18S
rRNA.

A | B
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Figura 3. Microscopia das microalgas: A. Chlamydomonas acidophila ITV01. B. Jaagichlorella
hainangensis ITV09

A sequéncia de DNA gendmico da linhagem de Chlamydomonas acidophila (ITV01) e
Jaagichlorella hainangensis (ITV09) foram obtidas por sequenciamento de DNA de nova geragéo,
realizado pela equipe do Instituto Tecnoldgico Vale Desenvolvimento Sustentavel (ITV-DS), no
qual foi utilizada a plataforma Illumina/MiSeq (lllumina, Inc., EUA) de acordo com os protocolos
descritos pelos fabricantes.

Os genomas das microalgas foram cedidos em arquivos contendo sequéncias de DNA para
as analises bioinformaticas. Para a microalga Jaagichlorella hainangensis (ITV09), o genoma foi
previamente montado por Santos (2017), sendo cedida a sequéncia do mesmo em formato FASTA,
para anotacdo e mineragdo no presente trabalho. Para a microalga Chlamydomonas acidophila

(ITV01), o dado bruto proveniente do sequenciador de DNA Illumina, arquivo em formato
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FASTAQ, foi cedido para montagem, anotacdo e mineragéo para clusters de produtos naturais neste
tabalho.

4.2 Pré-processamento de sequéncia e montagem do genoma de C acidophila

Antes de iniciar a montagem do genoma de 1TVO01, a qualidade do sequenciamento foi
primeiramente visualizada atraves da ferramenta FASTQC (ANDREWS et al., 2010), para
remocao das leituras de baixa qualidade seguindo a escala Phred (EWING; GREEN, 1998) (phread
20) e das bases das extremidades dos reads, permanéncia minima de 80% das reads com a qualidade
selecionada e reads com tamanho de 420pb - foi utilizado o pacote FASTX-Toolkit (GORDON
e HANNON, 2017). A montagem do genoma foi realizada utilizando o software SPAdes, com 0s
pardmetros padrdo do programa (BANKEVICH et al., 2012).

4.3 Anotacgéo dos genomas

Para a anotagdo automatica foi utilizada a plataforma online GenSAS v.6.0 (HUMANN et
al., 2019) que reune diversos programas utilizados no pipeline de anotacdo de genomas eucariotos.
Para a predicdo de genes foi utilizado o programa AUGUSTUS (STANKE et al., 2006) com 0s
parametros disponibilizado nesta plataforma da microalga modelo Chlamydomnas reinhardtii CC-
503 MT (Bioproject: PRINA12260). Para o alinhamento das proteinas preditas pelo webAugusutus
e anotacéo foi utilizado o DIAMOND (BUCHFINK; XIE; HUSON, 2015) tendo como referencia
a base de dados do SwissProt versdo 9.22 (BATEMAN, 2019) . O N50 das sequencias submetidas
no GenSAS foram calculadas utilizando a ferramenta online Quast (GUREVICH et al., 2013).

4.4 Bioprospeccao de BGCs relacionados a metabdlitos secundarios

Para a prospeccdo dos BGCs ligados a metabdlitos secundérios de interesse, foi utilizada a
metodologia sugerida para microalgas eucariotas de O’Neill (2020) com adaptacGes baseadas na
mineracdo de genomas descrita por Adamek e colaboradores (2017). O workflow utilizado neste
trabalho esta descrito na Figura 04.

Os possiveis clusters génicos de metabolitos secundarios foram identificados através da
ferramenta de predicdo antiSMASH (antibiotics & Secondary Metabolite Analysis Shell), versdo

5.0 (BLIN et al., 2019b) utilizando a verséo para bactérias e a versdo para fungos. Primeiramente
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tendo como input somente os arquivos formato FASTA dos genomas e uma segunda submisséo
tendo como input os arquivos FASTA e os arquivos formato GFF3 obtidos da anotagéo realizada
no GenSAS. O pardmetro utilizado para o rigor da deteccdo dos agrupamentos foi o relaxed com
todos os algoritmos extras (KnownClusterBlast, ActiveSiteFinder, ClusterBlast, Cluster Pfam
analysis, SubClusterBlast e Pfam-based GO term annotation) disponibilizados pelo antiSMASH
ligados.

Todos as sequencias dos agrupamentos preditos pelo antiSMASH com maior similaridade
apontadas pela plataforma foram submetidas na ferramenta onlinge BLAST (MADDEN, 2013) do
NCBI. Este procedimento foi realizado para identificar se os agrupamentos eram pertencentes as
microalgas ou se eram provenientes de uma possivel contaminagéo destes genomas.

Para filtragem e classificacdo dos clusters mais conhecidos a partir do predito pelo
antiSMASH foram utilizados bancos de dados especificos. O MIBIG (Minimum Information about
a Biosynthetic Gene cluster) versdo 2.0 (KAUTSAR et al., 2020) é um repositério de BGCs o qual
possui curadoria manual. O banco de dados de dominios conservados (CDD) do NCBI
(MARCHLER-BAUER et al., 2017) e o Pfam (EL-GEBALI et al., 2019) foram utilizados para
analise dos genes ligados a sintese de produtos naturais e inferéncia das possiveis funcoes.

A partir dos clusters preditos pelo antiSMASH, foi realizada uma analise comparativa dos
genes de cada BGC apontados nos genomas das microalgas com os genes dos clusters depositados
no banco de dados MIBIG através de gréficos de sintenia plotados no programa Easyfig 2.2.5
(SULLIVAN; PETTY; BEATSON, 2011). Os arquivos utilizados foram as saidas em formato
genbank do antiSMASH e os arquivos em formato genbank dos BGCs contidos no MIBiG. Para a
contrucdo dos graficos de sintenia foram utilizados os pardmetros tBLASTX com um e-value
<0.001, tamanho de alinhamento > 50 e alinhamento de identidade > 35. Para uma investigacéo da
identidade dos genes, sejam eles do tipo cerne ou adicional, foram realizadas buscas por BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) no banco de dados do NCBI, inferéncia da funcéo atraves do
alinhamento de proteinas BLASTP no CDD e PFAM.

Os contigs contendo os agrupamentos preditos como NRPS e PKS foram submetidos no
servidor NaPDoS (Natural Product Domain Seeker) para a busa de dominios “KS” ¢ “C”
(ZIEMERT et al., 2012). Primeiramente foi realizada uma busca com os parametros padrdes e

posteriormente a sensibilidade dos parametros foi diminuida para a busca destes dominios.
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Figura 4: Workflow adaptado de Adamek et al. (2016) com o sugerido por O’Neill (2020) para as
analises nos genomas das microalgas Chlamydomonas acidophila 1TVO01 e Jaagichlorella
hainangensis ITV09. As cores indicam quais processos foram realizados em trabalho anterior
(azul) e neste estudo (verde).
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Abstract

Background: Microalgae are eukaryotic microorganisms capable of using autotrophic and
heterotrophic pathways in their metabolism. Certain types of environments have extreme
conditions to which organisms adapt in order to survive. These adaptations induce specializations
and activation of secondary metabolic pathways capable of producing compounds that allow
organisms to survive in the most varied conditions. Several of these secondary metabolites have
activities against microorganisms due to the competition of the medium, antibiofilm, antioxidant,
protective activity and others. Thus, this work sought to evaluate the biotechnological potential in
health, using in silico prospection techniques, of 2 green microalgae Chlamydomonas acidophila
and Jaagichlorella hainangensis. Both microalgae were isolated from extremophile environments:
Chlamydomonas acidophila from an acidic copper mine drainage and Jaagichlorella hainangensis

from a iron natural lake, also in a mining area.
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Results: The results after submission in the web platform antiSMASH pointed several gene
clusters linked to biosynthetic pathways of secondary metabolites of interest in both microalgae
such as terpenes, siderophores and ectoins. The results of these predicted clusters were analyzed
using synteny plots with the agroupments deposited in the MIBiG and the possible functions of the
genes were predicted with BLAST in CDD and PFAM databases. AntiSMASH also pointed out
clusters of NRPS and PKS in the genome of the 2 microalgae and a hybrid NRPS / PKS clusters
only in Jaagiclhorella hainangensis. Genes related to PKS type | were the most prevalent in
Jaagichlorella hainangensis. This profile is not found in Chlamydomonas acidophila. Further
analyzes were performed using the NaPDoS platform. Only in Jaagichlorella hainangensis, 2
clusters were linked with low similarity to biosynthetic pathways, one of them a PKS cluster similar
to the sequence of a metabolite already known to have anticancer activity. The low or the non-

similarity of the clusters may indicate compounds of unprecedented character.

Conclusions: Obtaining these preliminary data in these species, direct possible in vitro
experiments which can be carried out with the objective of extracting secondary metabolites as
well as elucidating metabolic pathways. In addition to contributing with genomic databases with
predicted gene clusters for possible synthetic relationships and expansion of microalgae genomic
knowledge.
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Background

Microalgae belong to a diverse group of microorganisms that successfully adapted to numerous
types of aquatic environments as well as fresh, brackish or salt water. These have as characteristics
microscopic size, eukaryotic cell type, photosynthetic pigmentation, being able to use autotrophic
or heterotrophic pathways. Due to its rich biodiversity, this group has several functional, biological
and ecological roles, thus showing very promising uses for biotechnological applications (BARRA
etal., 2014).

The search for new species that have the ability to survive in hostile environments (extreme

temperatures, high variation of pH, variants of 1atm pressure and others ) it has been constantly
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promoted because of their ability to survive is associated with special qualities. In this context,
extremophilic microalgae would be of great interest for bioprospection. Some examples of
bioprospection are new biochemical pathways, enzymes and compounds that have bioactivity and
applicability in various biotechnological industry, environment and health (RADDADI et al., 2015;
SINGH et al., 2019).

In order to prospecting bioactive metabolites, the use of computational tools, the advancement of
omic’s sciences, aligned with the decrease in the cost of DNA sequencing allowed microbial
genome mining. These genome’s data in silico analysis showed their abilities to produce
compounds with applicability for both industrial and biomedical areas (GUARNIERI; PIENKOS,
2015).

The analysis of microbial genomes has revealed that many secondary metabolites have the
biosynthetic machinery responsible for their production encoded by a group of genes located
physically close to each other on the chromosome, thus being known as biosynthetic gene clusters
(BGCs). The phenomenon of gene clusters is common in bacteria, where up to 50% of all genes
are organized in structures of operons under the control of the same promoter. On the other hand,
in eukaryotes, the genes organized in clusters would be similar physically close, but with
independent promoters (CHAVALI; RHEE, 2018). In microalgae, recently, O'neill (2020)
demonstrated that programs used to search BGC’s signatures in bacterial and fungal genomes may

be applied on eukaryotic microalgae genomes.

Our study performed the analyses of two extremophilic microalgae genomes from the phylum
Chlorophyta (Chlamydomonas acidophila and Jaagichlorella hainangensis), isolated and
identified from operating copper and iron mines, respectively, in northern Brazil. Mining
environments are extreme, as they generate selective elements for several types of microorganisms,
selecting not only characteristics of resistance to heavy metals, but also the ability to produce other
compounds of interest that may be applied for biotechnological use (BRIERLEY; BRIERLEY,
2013; SOUZA et al., 2017).

The microalgae genus Chlamydomonas has more than 600 species of which several members have

a wide biotechnological application already known. These microalgae belong to the class
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Chlorophyceae, their morphological characteristics are green colour, cell wall, 2 flagella of equal
size usually close to each other and a single chloroplast provided with a unique microcompartment
called pyrenoid. This genus stands out for owning the biological model organism Chlamydomonas
reinhardtii, a microalga known by its historical studies about cycle cell and photosynthesis mainly
(HARRIS, 2001; SALOME; MERCHANT, 2019). However, only 12 genomes of this genus are
available at the DNA data banks, including the model C. reinhardtii, and so far there is no genome
submitted for C. acidophila (BENSON; LIPMAN; OSTELL, 1993).

The microalgae Chlamydomonas acidophila is a species found in extremophile environments, first
described and isolated by Negoro in 1944 (NEGORO, 1944). This microalgae is often the dominant
species of phytoplankton in lakes of mining sites and volcanic lakes, both of them are acidic
environments and usually have high concentrations of metals (DEAN et al., 2019). Transcriptomic
analyses allowed the identification of gene clusters expressed when a strain of C. acidophila is
exposed to high concentrations of copper. These attributes demonstrate its potential use for
bioremediation actions in environments with metal contamination, as well as other potential
biotechnological applications (OLSSON et al., 2015).

The microalgae Jaagichlorella hainangensis (J. hainangensis) belongs to the class
Trebouxiophyceae, first described and isolated from the rubber tree Hevea brasiliensis, in East
Asia as Heveochlorella hainangensis (ZHANG et al., 2008) and recently reclassified into the genus
Jaagichlorella (DARIENKO; PROSCHOLD, 2019). The literature describe as single-celled
organisms, spherical in shape, which reproduction is due to by self-sporulation and have

chloroplasts provided with pyenoids (MA et al., 2013).

Currently, this genus is described as widely distributed, in tropical and subtropical regions and can
be found living as endophytes or not. Although some studies report cultivation characteristics, such
as growth rates (excellent at pH 7 and slow at pH below 3), distribution factors, ecology and
metabolism of this species (SANDERS et al., 2016; ZHANG et al., 2008).Until the publication of
this article only the mitochondrial genome of Heveochlorella.

Results and Discussion

Microalgae’s genomes features
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The search for gene clusters of secondary metabolites was carried out for the genomes of the
microalgae C. acidophila ITV01 J. hainangensis ITV09 and, which are in their Draft versions. The
genome of J. hainangensis containing about 23,000 contigs and C. acidophila containing about
94,000 contigs. For the annotation of the genomes, the Augustus software was used which
identified 18,861 genes in C. acidophila and 16,630 genes in J. hainangensis (Table 1).

Table 1 Draft Genome data and predicted features of C. acidophila ITV01 and J. hainangensis
ITV09.

Genome C. acidophila ITV01 J. hainangensis ITV09
Number of contigs 94.008 23.782

N50 4165 106246

Length of largest contigs 39.215 1.627.548

GC content (%) 58% 42%

Genes 18.861 16.630

MRNA 18.861 16.630

rRNA 21 42

Proteins 16.956 16.238

tRNA 258 605

Genome mining for natural products synthesis

The online platform antiSMASH 5.0 (BLIN et al., 2019b) identified a total of 58 BGCs in J.
hainangensis and 24 BGCs in C. acidophila (Fig. 3). In J. hainangensis clusters were found clusters
related to Terpenes’ synthesis pathways (10), PKS (9), Hybrids -PKS / NRPS (4), NRPS (10),
Ectoines (1), Siderophores (4) and others (20). In C. acidophila were found clusters related to
Terpenes’ synthesis pathways (9), PKS (4), NRPS (2), Ectoine (1), Siderophores (2) and others (6)
(Fig. 1).
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Fig. 1 Distribution of BGCs predicted by antiSMASH in the genomes of Chlamydomonas
acidophila ITVO01 and Jaagichlorella hainangensis ITV09

Synthesis of carotenoids

Carotenoids, which are tetraterpenes, are pigments with antioxidant properties formed by 8 basic
units of isoprenoids. The review study by Novoveska et al. (2019) highlighted the growth of the
market of carotenoids synthesised by microalgae (e.g. Astaxanthin produced by Haemotococcus
pluvialis) due to the growing demand for natural products in the food (for humans and animals),
cosmetic and nutraceutical industries (NOVOVESKA et al., 2019).

The homology with BGCs of other microorganisms supports the inference of the metabolic
pathways of carotenoid synthesis in microalgae. Majority the genes, enzymes and metabolic
pathways specific to microalgae are still unknown, the ones related were found through homology
of the known genes of cyanobacterial and land plants (TAKAICHI, 2020). Nonetheless, current
databases have made it possible to identify the possible synthesis of relevant carotenoids

through analysis of the conserved domains.

Terpenes, the basic units that forms carotenoids, were the majority of the clusters pointed out by
antiSMASH in both microalgae. The analyses carried out through BLASTx at the NCBI CDD
(MARCHLER-BAUER et al., 2015) and PFAM database (EL-GEBALI et al., 2019) in the amino
acid and nucleotide sequences of the core and additional genes, allowed to infer their possible
bioactivities. Among the BGCs predicted for the synthesis of terpenes in J. hainangensis, the region
3.1 stands out. The analysis by BLASTx identity (%) identified the core genes related to the
enzymes Phytoene synthase crtB (76%), phytoene dehydrogenase crtl (87%) and lycopene beta-
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cyclase crtY (82%) which are linked to the synthesis of Zeaxanthin in Xanthobacter autotrophicus
Py2 (MIBiG BGC0000656) (Fig. 2a).

C. acidophila shows the 1583.1 region pointed out by the antiSMASH database as the most similar
to carotenoid synthesis. It is due to the core phytoene / squalene synthase family protein crtB
(100%), phytoene desaturase (phytoene dehydrogenase) crtl (100%) and lycopene beta-cyclase
crtY (99%). These three core enzymes are linked to Zeaxanthin synthesis. Nevertheless, the BGC
predicted in C. acidophila showed two other genes linked to the carotenoid metabolic pathways.
Those are Zeaxanthin glucosyltransferase crtX (98.77%) and beta-carotene hydroxylase crtZ
(99.4% ) which are associated with changes in the synthesis of carotenoids and it shows similarity
to the MIBiG BGC BGC0000642 of Enterobacteriaceae bacterium DC413 (See figure 2.b).

A Region 3.1

| S m— Xanthobacter autotrophicus Py2

T DET——) Jaagichlorella hainangensis ITV09

=SertY 2 Kbp 100%
=crtl
=crtB
=P Genenotinvoledin the

biosynthetic pathway 35%

Region 1583.1
> ™ B D ommmmm)(m=  Enterobacteriaceae bacterium DC413
> O Chlamydomonas acidophila ITVO1

=ortE =ortl 2 Kbp 100%
=>idi =crtB b . I

=ortX =t
=ty = Gene not involved inthe blosynthetic pathway

35%

Fig. 2 Easyfig tBLASTx synteny graphs of the MIBIG clusters with the BGCs predicted by

antiSMASH in the microalgae genomes related to: a and b as carotenoids.

Although MIBIG database only stores bacteria and fungi BGCs, the literature shows that the
majority of the genes found in C, acidophila ITVOl and J. hainangensis 1TV09, related to
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carotenoid synthesis, they are described in eukaryotic microalgae already. This correlation data can

be visualized in table 2.

Table 2. Enzymes coded by genes found in the Chlamydomonas acidophila ITV01l and
Jaagichlorella hainangensis ITV09 and correlation with an organism previously described in

literature containing these genes.

C. J.
Enzyme acidophil  hainangensi Organism Reference
alTvol sITV09

Phytoene synthase crtB Chlamydomona (STEINBRENNER
s reinhardtii ; SANDMANN,
2006)
Lycopene beta-cyclase Chlamydomona (COUSO etal.,
crty s reinhardtii 2012)
Phytoene Dunaliella (SRINIVASAN;
desaturase/dehydrogenas salina BABU;
ecrtl GOTHANDAM,
2017)
Zeaxanthin Pantoea (HUNDLE et al.,
Glucosyltransferase crtX agglomerans 1992)
Beta-carotene Haematococcus
hydroxylase pluvialis NIES- (LINDEN, 1999)
144

Siderophores

Siderophores are the secondary metabolites synthesized by various organisms in order to uptake
iron from the environment and allow its use. The scientific community has high expectations for
the therapeutic use of siderophores, with several uses described in the literature, such as iron

overload, malaria treatment and the use of selective delivery of antibacterial drugs in the Trojan
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horse strategy. This strategy uses the iron uptake system of bacteria in order to actively deliver the
drug into its cells (GORSKA; SLODERBACH; MARSZALL., 2014). Eukaryotic microalgae can
also use the siderophore-iron complexes in order to acquire the iron needed (SUTAK;
CAMADRO; LESUISSE, 2020).

Three clusters related to the synthesis of siderophores were identified in J. hainangensis. In one of
these clusters, the core gene of the region 7.1 dfoC (97.89%) and the additional lysine / ornithine
N-monooxygenase dfoA gene (95.91%) are similar to the core gene and to the one of the additional
genes in the MIBIG cluster related to the synthesis of deferoxamine E of Pantoea agglomerans
(MIBiG BGC0001572). Further analysis in the region 7.1 revealed another three genes: an
additional acetyltransferase AT gene (98.51%), a regulatory gene of the Helix-turn-helix htx type
(98.75%) and a multi-drug efflux transporter gene type MFS MFSt (94.19 %) which activity is
similar to the BGC0001572 dfoS gene (Fig 3a).

ITV09 presented two gene clusters with 85% similarity with the cluster related to ochrobactin
synthesis of Ochrobactrum anthropi deposited in the MIBIiG database (BGC0001713). This cluster
consists of two core lucA/luc genes and two additional genes. The analysis showed that the two
predicted clusters have two core genes and two additional genes with high identity rates and they
are related to the genes found in the MIBIG database (Fig. 3b and 3c). The core genes of one of the
predicted clusters in ITV09 demonstrated more than 96% and 82% identity with the family of
lucA/lucC enzymes related to siderophore biosynthesis (CHEUNG et al., 2009).

The antiSMASH identified In C. acidophila a cluster with high similarity to the one of
deferoxamine E synthesis in Streptomyces sp. 1D38640 (MIBiG BGC0001478). The predicted
cluster is similar to the core gene lucA/lucC siderophore biosynthesis family of proteins (99.79%)
and to the lysine/ornithine N-monooxygenase additional gene (98.16%). The analysis of C.
acidophila showed that it has the MFS transporter MFSt gene (99.48%) in the predicted cluster and
the MIBIG cluster has pyridoxal-dependent decarboxylase DesD (Fig. 3d).
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Fig. 3 Easyfig tBLASTx synteny graphs of the MIBIG clusters with the BGCs predicted by
antiSMASH in the microalgae genomes related to: a, b, c and d as siderophores.
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There are reports of siderophore synthesis in red and green microalgae described in literature such
as Rhodomonas ovalis (NAITO et al., 2001), Closterium aciculare (NAITO et al., 2004) and
Scenedesmus incrassatulus (BENDERLIEV; IVANOVA, 1994). An in silico study of Palenik et
al (PALENIK et al, 2007) in the genome of a green microalga from the genus
Ostreococcus demonstrated that this organism has genes related to siderophore-iron uptake with
similarities with prokaryotic pathways and they suggest siderophore synthesis by this microalga.
Thus, it is possible to infer due to the same pattern is found in C. acidophila ITV01 and J.
hainangensis ITV09 and may be possible these microalgae are able synthesize siderophores as

well.
Ectoines

Ectoine is a secondary metabolite of extremophile organisms that belongs to a group called
compatible solutes. This class of compounds has as its main function the control of osmotic stress,
which these organisms are exposed to in their habitat and is also related to the protection of proteins
preventing their denaturation. It was known to only be produced by bacteria, however an
experimental study of Fenizia et al. indicated that eukaryotic microalgae synthesize these types of
metabolite (CZECH et al., 2018; FENIZIA et al., 2020).

Due to their biological activities, ectoines have demonstrated a potential use in several areas related
to pathologies due to defects in protein folding and other health areas in general. The activity of
this metabolite in protein stabilization and positive results in models of neurodegenerative diseases
is promising (JORGE et al., 2016). A study by Werkh&user et al. (2014) exemplifies another
application of this metabolite, their study demonstrated that the addition of bacterial ectoine in
nasal spray and eye drops decreased nasal and ocular symptoms, respectively, in patients with
allergic rhinitis without showing side effects (WERKHAUSER; BILSTEIN; SONNEMANN,
2014).

The same BGC related to ectoine synthesis was found in the genome of both microalgae. In C.
acidophila the cluster indicated by antiSMASH contained a core ectoine synthase ectC gene
(98.50%) and an additional diaminobutyrate - 2-oxoglutarate transaminase ectB gene (100%). In
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the synteny plot, (Fig. 4a) it was visualized that other two genes were similar to the ectoine cluster
of Methylomicrobium alcaliphilum 20Z (MIBiG BGC0000854).

J. hainangensis exhibited 1 core ectoine synthase gene ectC (100%) and 1 additional gene
diaminobutyrate - 2-oxoglutarate transaminase ectB (99.54%) which are present in the MIBIG
cluster (BGC0000858) of the ectoine synthesis in Methylobacter marinus. The cluster predicted by
antiSMASH also pointed the regulatory gene MarR of the transcriptional regulator family (99.45%)
in J. hainangensis (Fig. 4b).

Region 3030.1

—C:—M 5 > Methylomicrobium alcaliphilum 202
e N N
,)—E:)-‘ 4 Chlamydomonas acidophila ITVO1
=ranscriptional regulator MarR famiy 2 Kbp 00%
=L-24-damnobulyral acelylransferase | I

=$| -2 4-diaminobutyrat transamnase

=pectoine synthase

=baspartokinase 35%
=>putative ectone hydroxylase

=P Gene not involved [n the biosyrthetic pat way

b Region 14.1

_‘:>‘:>~'—_ Methylobacter marinus

: N N
':>‘|::>" >-' - ,><3_E>':>_ Jaagichlorella hainangensis ITVO9

=>_-2.4-diaminobutyric acid acetyltransferase 2 Kbp I100 o
=|-2 4-diaminobutyric acid aminotransferase ‘

=>ectoine synthase

=piransporter solute:sodium symporter (SSS) famiy

=MaR 35%
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Fig. 4 Easyfig tBLASTx synteny graphs of the MIBIG clusters with the BGCs predicted by
antiSMASH in the microalgae genomes related to: a and b as ectoines.

NRPS and PKS gene clusters

Among the various BGCs, two types of gene groups stand out as indicative of the production of
molecules of interest: Nonribosomal Peptide Synthetases (NRPS) and Polyketide Synthases (PKS).
These secondary metabolites may be essential for the formation of antibiotics, antifungals and
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antitumor agents (WANG et al., 2014). The polyketides are produced through oligomerization of
carboxylic acids mediated by PKS and NRPS use amino acids to form an amide or ester bond
(WANG et al., 2014). An example of a PKS-type enzyme-mediated product is erythromycin, a
well-known antibiotic already widely used in clinical use (SHELEST et al., 2015)

The antiSMASH identified clusters classified as PKS, and NRPS in the genome of the two
microalgae and hybrid NRPS / PKS clusters only in J. hainangensis. All predicted clusters were
submitted to manual curation, according to the criteria related to these types of clusters: for PKS
the presence of the B-ketoacil synthase (KS), acyltransferase (AT), acyl carrier protein (ACP)
modules; for NRPS the presence of the domains adenylation (A), thiolation (T) and condensation
(C) (SINGH; CHAUDHARY; SAREEN, 2017).

Shelest and co-workers (2015) (SHELEST et al., 2015) identified that type | PKS clusters are the
most frequent in the microalgae genomes of the phylum Chlorophyta, and one or no NRPS clusters
were present in the analysed species. Both microalgae showed the same profile: the most prevalent
clusters were from the PKS type. Genes related to PKS type | were the most prevalent in J.
hainangensis, followed by genes related to type I1l. On the other hand this profile was different in
C. acidophila which only genes related to PKS type 111 have been identified.

AntiSMASH identified 23 clusters related to NRPS and PKS pathways in J. hainangensis. All
clusters were submitted to the NaPDoS platform (ZIEMERT et al., 2012) to search for similarity
in the KS and C domains. Nevertheless, only two clusters of this microalgae were related to
metabolic pathways. In the analysis of the platform, the sequences of the domains related to the
functions described in the literature were identified and these domains were confirmed using the
BLAST tool at NCBI (Table 2).

None of the 6 clusters identified by antiSMASH, submitted to the NaPDoS platform of microalgae
C. acidophila were related to a biosynthetic pathway, even with a reduction in the alignment
restrictions (HMM e-value, minimum amino acid alignment size and e-value of the BLASTP). One
of the clusters in J. hainangensis was related by NaPDoS to have similarity with the epothilone
metabolic pathway, a secondary metabolite with anticancer activity from mixobacteria (CHENG,;
HUANG; HUANG, 2018). According to the developers of the NaPDoS platform, its database is
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continuously updated, however not all metabolic pathways are deposited. In the case of the
percentage of identity below 85% here is a probability that the related synthetic routes has not been
inserted or categorized and in these cases it may be possible that the sequence is related to a
compound of an unprecedented character (ZIEMERT et al., 2012). All the clusters submitted to
NaPDoS showed percentage of identity below 85%.

Table 2. NaPDoS’s results of the clusters identified in J. hainangensis ITV09, the metabolic
pathway indicated by NaPDoS and their BLAST identity percentage.

Region * with the Metabolic pathway of NaPDoS ]
BLAST at NCBI with

predicted cluster in (percentage of identity) o
) ) identity percentage
antiSMASH organism (reference paper)
Epothilone (58%) )
] Polyketide synthase type
6.1 Sorangium cellulosum
1 (99.06%)

(MOLNAR et al., 2000)
Fatty acid synthesis (60%)
10.1 Streptomyces coelicolor
(BENTLEY et al., 2002)

Beta-ketoacyl-ACP
synthase 11 (98.69%)

* The number of the region that identifies the contig of origin in the J. hainangensis ITV09 genome.
Conclusions

This study used an in silico approach in order to bioprospection of gene clusters related to
secondary metabolites with an emphasis on red biotechnology in two new microalgae genomes,
extremophilic microalgae C. acidophila and J. hainangensis. Through genomic mining platforms,
the relationship of conserved domains and similarity between BGCs deposited in databases, it was
possible to infer the possible functions of the genes contained in the clusters of these microalgae.

The analyses of the C. acidophila and J. hainangensis clusters suggest the synthesis of carotenoids,
ectoines and siderophores. The results for the biosynthetic pathways NRPS and PKS of C.
acidophila does not exclude the potential for secondary metabolites of these pathways, since new
pathways may be inserted in the databases in the future. On the other hand J. hainangensis

presented a PKS cluster similar to a metabolite already known to have anticancer activity.



41

These preliminary data in these species guides possible in vitro experiments such as the ones with
the objective of extracting secondary metabolites as well as elucidating metabolic pathways. In
addition to contributing with genomic databases with predicted gene clusters for possible synthetic

relationships and expansion of the knowledge of microalgae genomes.
Methods
Samples

The strains ITVO1 (Chlamydomonas acidophila) and ITV09 (Jaagichlorella hainangensis),
respectively, were isolated from a copper mine acid drainage sample (Coordinates: 6 ° 26'42.3 'S
50 ° 04'36.9" W), and of an iron mine natural lake (Coordinates: 6 ° 24'02.5 "S 50 ° 21'06.7" W)
(SANTOS, 2017). These environments have a high concentration of metals and are acidic; both
with mining activity are located in the Carajas region, state of Pard, Brazil. These strains were
obtained from the Collection of Microalgae and Cyanobacteria of the Instituto Tecnologico Vale
(ITV), located in the capital Belém - Para.

Both microalgae species were identified morphologically and molecularly, through amplification
and sequencing of barcode genes, such as rbcl, 16S rRNA and 18S rRNA.

Sequencing, quality control and assembly of the genomes

The genomic DNA sequence of the Chlamydomonas acidophila lineage (ITV01l) and
Jaagichlorella hainangensis (ITV09) were obtained by sequencing a new generation DNA already
carried out by the team from the Instituto Tecnoldgico Vale Desenvolvimento Sustentavel (ITV-
DS) it was used the platform Illumina / MiSeq (Illumina, Inc., USA) according to the protocols
described by the manufacturers. The DNA sequences of the microalgae genomes were provided in
FASTA format files for ITV09 and FASTQ for ITVOL.

In order to assembly and obtain the ITV01 FASTA file, the quality of the sequencing was first
analysed using the FASTQC tool (ANDREWS; OTHERS, 2010). The FASTX-Toolkit package
was used (GORDON; HANNON, 2017) to remove the low quality readings and the bases of the
ends of the reads - phread 20 (EWING; GREEN, 1998), minimum stay of 80% of the reads with
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the selected quality and reads with a size of 420 bp -. The genome assembly was performed using
the SPAdes software in standard setting (BANKEVICH et al., 2012).

Genome annotation

For automatic annotation of the nuclear genomes of C. acidophila and J. hainangensis , the online
platform GenSAS v.6.0 (HUMANN et al., 2019) was used, which gathers several programs used
in the eukaryotic genome annotation pipeline. For the prediction of genes, the AUGUSTUS
program (STANKE et al., 2006) trained with the microalgae model Chlamydomnas reinhardtii was
used. For the alignment of the predicted proteins, DIAMOND (BUCHFINK; XIE; HUSON, 2015)
was used, with the SwissProt database version 9.22 as reference (BATEMAN, 2019).

Bioprospection of BGCs related to secondary metabolites

For the prospection of BGCs linked to secondary metabolites of interest, the suggested
methodology for eukaryotic microalgae from O’Neill (O’NEILL, 2020) was used with adaptations
based on the genome mining described by Adamek et al. (ADAMEK et al., 2017). The workflow
used in this work is described in the additional file 01.

The possible gene clusters of secondary metabolites were identified using the antiSMASH
(antibiotics & Secondary Metabolite Analysis Shell) version 5.0 (BLIN et al., 2019b) using the
both bacteria and fungi versions. Firstly, using only the FASTA format files of the genomes and a
second submission using the FASTA files and the GFF3 format files obtained from the annotation
performed in GenSAS. The parameter used for the accuracy of detecting clusters was relaxed with
all the extra algorithms provided by antiSMASH (KnownClusterBlast, ActiveSiteFinder,
ClusterBlast, Cluster Pfam analysis, SubClusterBlast and Pfam-based GO term annotation) turned

on.

To filter and classify the most well-known clusters based on the predicted BGCs by antiSMASH,
specific databases were used. The MIBIG (Minimum Information about a Biosynthetic Gene
cluster) version 2.0 (KAUTSAR et al., 2020) is a repository of BGCs which has manual curation.
The NCBI's database of conserved domains (CDD) (MARCHLER-BAUER et al., 2017) and Pfam
(EL-GEBALLI et al., 2019) were used for analysis of genes linked to the synthesis of natural
products and inference of possible functions.



43

From the clusters predicted by antiSMASH, a comparative analysis of the predicted genes of each
BGC in the genomes of the microalgae was carried out with the genes of the clusters deposited in
the MIBIG database through synteny plots plotted with Easyfig 2.2.5 (SULLIVAN; PETTY;
BEATSON, 2011). For input were used the files of the outputs in genbank format of antiSMASH
and the files in genbank format of the MIBiG’s BGCs. The tBLASTx was perfomed with an e-
value of <0.001, alignment size > 50 and identity alignment > 35. For an investigation of the
identity of the genes, whether core or additional, searches were performed using BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) in the NCBI database. The inference of the functions was carried
out through the alignment of BLASTP proteins in the CDD and PFAM.

The contigs containing the predicted clusters such as NRPS and PKS were submitted on the
NaPDoS (Natural Product Domain Seeker) server in order to search for “KS” and “C” domains
(ZIEMERT et al., 2012). Initially a search was conducted using the standard parameters and later
with less stringent to search for these domains.
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6. Concluséo

As andlises dos clusters de C. acidophila e J. hainangensis sugerem a sintese de
carotenoides, ectoinas e sideroforos. A falta de retorno na busca das vias biossintéticas NRPS e
PKS de C. acidophila ndo exclui o potencial de metabdlitos secundarios destas vias, visto que
novas vias podem ser inseridas futuramente nos bancos de dados.

Obter estes dados preliminares nestas espécies, direcionam possiveis experimentos in vitro
0s quais possam ser realizados com objetivo de extracdo de metabolitos secundarios bem como
elucidar vias metabolicas. Além de contribuir com bancos de dados gendmicos com 0s
agrupamentos génicos preditos para possiveis relagdes sintenicas e expansdo do conhecimento

gendmico de microalgas.
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Anexo 1, Graficos de qualidade dos sequenciamentos obtidos pelo programa FASTQC em 1.
Chlamydomonas acidophila e em 2. Jaagichlorella hainangensis.
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