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RESUMO

Genes mitocondriais evoluem relativamente mais rapido do que genes nucleares,
portanto, essa abordagem tem sido mais apropriada para tracar a evolugéo recente de diversos
grupos de eucariotos. Porém, genes mitocondriais de certos antozoarios (Cnidaria) geralmente
evoluem 10-100x mais devagar do que os genes do ndcleo. Considerando essa peculiaridade
destes genes mitocondriais, tém-se aumentado a utilidade potencial destes genes para inferir
relacBes filogenéticas mais profundas entre as familias e ordens de Anthozoa, um grupo de
organismos que compartilharam um Gltimo ancestral em comum no periodo pré-Cambriano.
O presente trabalho analisou a presenga de selecdo mitogendmica e a potencial relagdo a
eventos de adaptacdo dos genes ATP6, COIl e ND5 nos grupos de Hexacorallia e Ceriantharia
(Anthozoa:Cnidaria) com diferentes abordagens metodoldgicas. Os resultados reforcam um
cenario complexo, como destacado em trabalhos recentes. Por exemplo, vérios dos genes
mitocondriais entendidos como fonte da maior variabilidade genética, como o gene COI, ndo
resultaram como aqueles com maior diversidade genética. Os genes analisados apresentaram
selecdo positiva em quase todos 0s casos, com excecdo da analise do gene ATP6 (método
BUSTED). Genes avaliados descrevem padrdes histéricos diferentes, destacando uma historia
complexa ao considerar a mitocondria como um genoma de grande relevancia para o0s
organismos em estudo. Nosso resultado destaca espécies e clados onde a selecdo atuou de
forma heterogénea, como nos Scleractinia. Estudos como o presente projeto, da literatura
recente e do futuro proximo com abordagem comparativa serdo de grande valor para
aprimorar nosso conhecimento da macroevolucdo dos antozoarios, com destaque para 0S

Hexacorallia e Ceriantharia.

Palavras-Chave: Anthozoa; Genoma mitocondrial; Adaptacéo.



ABSTRACT

Mitochondrial genes evolve relatively faster than nuclear genes, thus using this
approach has been more useful for inferring recent evolution in several eukaryotic clades.
However, anthozoan mitochondrial genes generally evolve 10-100x slower than nuclear
genes. Considering this peculiarity in these mitochondrial genes, the potential usefulness of
these genes to infer deeper phylogenetic relationships between families and orders of
Anthozoa, a group of organisms that shared a last common ancestor in the Precambrian
period, has increased. The present work analyzes the presence of mitogenomic selection and
its potential relation to adaptation events of ATP6, COl and ND5 genes in groups of
Hexacorallia and Ceriantharia (Anthozoa:Cnidaria) based on different methodological
approaches. Our results reinforce a complex scenario, as highlighted in recent studies on
Anthozoans. For example, several of the mitochondrial genes understood as a source of high
genetic variability, such as the COI gene, did not turn out to be those with the greatest genetic
diversity. The analyzed genes indicated positive selection in almost all cases, with the
exception of the ATP6 gene analysis (BUSTED method). Analyzed genes describe different
historical patterns, highlighting a complex history when considering mitochondria as a great
relevant genome for the organisms under study. Our result highlights species and clades
where selection acted heterogeneously, as in Scleractinia. Studies such as the present project,
the recent literature and the near future with a comparative approach will be of great value to
improve our knowledge of the macroevolution of anthozoans, with emphasis on Hexacorallia

and Ceriantharia.

Keywords: Anthozoa; Mitochondrial genome; Adaptation.
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1 INTRODUCAO

1.1 Producdo de energia

A necessidade fundamental de gerar energia de maneira eficiente determinou uma
influéncia profunda na histéria da vida sobre a Terra (ALBERTS et al., 2017). Muito da
estrutura, funcdo e evolucdo das células dos organismos pode ser relacionado as suas
necessidades de energia (ALBERTS et al., 2017). No inicio da histéria da vida, surgiu um
mecanismo muito mais eficiente para gerar energia e sintetizar ATP, o qual é baseado no
transporte de elétrons ao longo das membranas (ALBERTS et al., 2017).

Os mecanismos de transporte de elétrons associados as membranas séo utilizados pelas
células com o objetivo de extrair energia a partir de diferentes fontes (ALBERTS et al.,
2017). Dois exemplos fundamentais que utilizam tais mecanismos sdo a converséo de energia
luminosa em energia quimica no processo de fotossintese, e a formacdo de grandes
quantidades de ATP durante a respiracdo celular (ALBERTS et al., 2017).

O mecanismo baseado em membrana, utilizado pelas mitocdndrias, cloroplastos e
muitos procariotos para geracdo de energia é conhecido como acoplamento quimiosmético, o
qual envolve a utilizacdo de um gradiente eletroquimico de prétons para promover a sintese
de ATP (ALBERTS et al., 2017). As mitocondrias sdo responsaveis pela maior parte da
producdo de ATP em células animais, usando a energia derivada da oxidacdo de acgUcares e
acidos graxos (ALBERTS et al., 2017).

As mitocondrias estdo presentes em quase todas as células eucaridticas, e sem elas 0s
eucariotos dependeriam de um processo relativamente ineficiente da glicélise para a producgéo
de todo o ATP, isto é, a conversdo da glicose em piruvato no citosol, cujo resultado liquido é
de apenas duas moléculas de ATP produzidas por molécula de glicose (ALBERTS et al.,
2017). Isso representa menos de 10% do total de energia livre potencialmente disponivel a
partir da oxidagdo do agucar, uma vez que, quando as mitocondrias sdo utilizadas para
completar a oxidacédo da glicose, cerca de 30 moléculas de ATP s&o produzidas (ALBERTS et
al., 2017). Portanto, se as células ancestrais nédo tivessem estabelecido relagdes simbioticas
com as bactérias que originaram as mitocondrias modernas, de acordo com a teoria
endossimbidtica, seria improvavel que os organismos multicelulares complexos pudessem ter
evoluido (ALBERTS et al., 2017).



1.2 Origem e caracteristicas gerais do genoma dos cloroplastos e mitocéndrias

O mecanismo de transporte de elétrons associado a membrana surgiu primeiramente
nas bactérias ha mais de trés bilhGes de anos e depois em células eucarioticas, mantendo-se
até hoje em uma diversidade de formas de vida (ALBERTS et al., 2017). Isso é explicado pela
teoria endossimbidtica, a qual defende que descendentes das células procaridticas pioneiras
desse mecanismo foram fagocitadas por celulas eucariontes primitivas e viveram em
simbiose, dando origem as organelas cloroplasto e mitocondria, posteriormente (ALBERTS et
al., 2017).

Duas das principais evidéncias que sustentam esta teoria de origem das mitocondrias e
cloroplastos € a presenca de um genoma proprio; e 0s seus processos de divisdo celular
similares a divisdo celular bacteriana (ALBERTS et al., 2017). Ou seja, diferentemente das
outras organelas, elas possuem genes préprios e codificam proteinas independentes do nucleo
celular (ALBERTS et al., 2017).

Embora o ndcleo contenha a maior parte dos genes de um organismo eucariotico, um
subconjunto distinto e especializado do genoma é encontrado nas mitocondrias e, em
organismos fotossintetizantes, também nos cloroplastos (GRIFFITHS et al., 2022). Esses
subconjuntos sdo herdados de forma independente do genoma nuclear e, portanto, constituem
um caso especial de heranca independente, também chamada de heranca extranuclear
(GRIFFITHS et al., 2022).

As mitocondrias e os cloroplastos contém pequenos cromossomos circulares que
carreiam um subconjunto definido do genoma celular total (GRIFFITHS et al., 2022). A
maior parte dos genes esta relacionada as rea¢des quimicas que ocorrem dentro da prépria
organela: a fotossintese em cloroplastos e a fosforilagdo oxidativa em mitocondrias
(GRIFFITHS et al., 2022).

Além disso, os genes de organelas demonstram seu proprio modo particular de
heranca, denominado heranca uniparental, isto €, a prole herda os genes de organelas apenas
de um dos genitores, mas ndo do outro, sendo que na maioria dos casos, o genitor € a mée, um
padrdo denominado heranga materna (GRIFFITHS et al., 2022). A explicacdo para este
fendmeno encontra-se no fato de que os cromossomos de organelas estdo localizados no
citoplasma e os gametas masculino e feminino ndo contribuem igualmente com citoplasma
para 0 zigoto, enquanto nos genes nucleares, ambos os genitores contribuem igualmente para

0 zigoto (GRIFFITHS et al., 2022). O dvulo contribui com a maior parte do citoplasma,
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enquanto o espermatozoide quase nao contribui, e tendo em vista que as organelas estdo
localizadas no citoplasma, logo, a genitora contribui com as organelas e também com o
citoplasma, e praticamente nenhum DNA de organela no zigoto € do genitor (GRIFFITHS et
al., 2022). Sendo assim, os fendtipos variantes causados por mutacdes no DNA de organelas
citoplasmaticas em geral sdo herdados de modo materno e independente dos padrdes

mendelianos demonstrados pelos genes nucleares (GRIFFITHS et al., 2022).

1.3 Subunidades da mitocondria

Considerando a mitocondria, as subunidades mitocondriais dos complexos da cadeia
respiratoria codificadas por 13 genes mitocondriais na maioria dos metazoarios, estdo
envolvidas em varios processos evolutivos chave dos eucariotos, tendo um papel importante
na producdo de energia (ALMEIDA et al., 2015). As subunidades mitocondriais —
subunidades 1-3 citocromo ¢ oxidase (COI, COll, COlll), citocromo b (CYTB), subunidades
1-6 NADH desidrogenase (ND1, ND2, ND3, ND4, ND5, ND6), subunidade NADH
desidrogenase 4L (ND4L), subunidade 6 ATPase FO (ATP6) e subunidade 8 ATPase FO
(ATPS).

As subunidades interagem com proteinas codificadas no nucleo estabelecendo quatro
(Complexos I, 111, 1V e V) dos cinco complexos enzimaticos envolvidos na cadeia respiratoria
de células aerdbicas. Os complexos enzimaticos sdo divididos em: Complexo | (ND1, ND2,
ND3, ND4, ND4L, ND5 e ND6), Complexo 111 (CYTB), Complexo IV (COlI, COIll e COlll) e
Complexo V (ATP6 e ATP8). O Complexo Il consiste inteiramente em proteinas codificadas
no nucleo. Globalmente, os Complexos I, I1, 11l e IV s&o responsaveis pela via de fosforilagéo
oxidativa mitocondrial (OXPHOS) e o Complexo V utiliza o gradiente de energia gerado para
sintetizar trifosfato de adenosina (ATP) (ALMEIDA et al., 2015).


https://www.zotero.org/google-docs/?yqaroz
https://www.zotero.org/google-docs/?mLl54J
https://www.zotero.org/google-docs/?mLl54J
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1.4 Caracteristicas morfoldgicas gerais de Hexacorallia e Ceriantharia

Proposta filogenética Biodiversidade
(considerando familias e resultados moleculares) ~ géneros/espécies
—e Corallimorpharia 12/48
e Scleractinia 235/1.680
— Antipatharia 50/294 HEXBCDI"EH |ia
Actiniaria 275/1.174
Zoantharia 30/288
Penicillaria Arachnanthus ¢
Arachnacticae] o Isarachnanthus 4
—s Ceriantheomorphe 2
cerianthicac® Ceriantheopsis 4 Ce rian th aria
s Cerianthus 20
Spiralia Pachycerianthus 17
—s Bofruanthus 1
Botrucnidiferidael o Botrucnidifer 2

Figura 1- Filogenia simplificada de Anthozoa, destacando os grupos-irméaos Ceriantharia e Hexacorallia.
No ramo de Hexacorallia destaca-se as cinco ordens (Corallimorpharia; Scleractinia; Antipatharia;
Actiniaria; e Zoantharia) e o ramo de Ceriantharia destaca-se os principais grupos (ordens, familias e
géneros). Sistematica construida a partir dos resultados dos trabalhos: MCFADDEN et al., 2021
(Hexacorallia) e STAMPAR et al., 2016 (Ceriantharia).

Actiniaria e Corallimorpharia sdo ordens de organismos exclusivamente solitarios.
Embora eles possam se reproduzir clonalmente, nenhuma conexéo fisioldgica é mantida entre
polipos-filhos geneticamente idénticos (MCFADDEN et al., 2021). A falta de colonialidade
também esta relacionada a falta de um esqueleto nessas ordens (GREBELNY'I, 1982 apud
MCFADDEN et al., 2021). Contudo, evoluiram formas alternativas para aumentar o tamanho
do corpo ao inves de esqueletogénese ou colonialidade (GREBELNY'l, 1982 apud
MCFADDEN et al.,, 2021). Em contrapartida, Antipatharia e Zoantharia sdo quase
exclusivamente coloniais (com pequenos pdlipos), e cada grupo obteve esta caracteristica de
forma unica e independente (STAMPAR et al., 2016).

Todos os ceriantarios, zoantarios, antipatarios, e um clado divergente inicial de
Actiniaria mantiveram simetria bilateral ancestral (SCRUTTON, 1997 apud MCFADDEN et
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al.,, 2021). Embora Scleractinia, Corallimorpharia e Actiniaria passem por fases
bilateralmente simétricas durante o desenvolvimento, a maioria dos p6lipos adultos nessas
linhagens s&o caracterizados por simetria interna birradial (GONCALVES, 2016 apud
MCFADDEN et al., 2021). Os antozoarios que mantiveram simetria bilateral internamente,
evoluiram para exibir simetria radial externamente (ou seja, um polipo cilindrico com um
ciclo de 360° de tentaculos), que pode ser seletivamente vantajosa em filtradores sésseis cujas
fontes de alimento podem vir de qualquer direcdo (SHICK 1991 apud MCFADDEN et al.,
2021).

Corallimorpharia inclui 12 géneros validos, distribuidos em 4 familias, compostas por
48 espécies. Ocorrem em mares rasos e profundos, sendo as formas do mar profundo
solitarias; e a maioria das formas de &guas rasas clonal, passando por reproducdo assexuada
por fissdo longitudinal ou laceracdo pedal (FAUTIN, 2011). Possuem coluna lisa e base
achatada, esta geralmente aderente em formas de dguas rasas, mas pode estar solta em aguas
profundas (FAUTIN, 2011). Os tentaculos deste grupo sdo organizados em linhas radiais e
que podem ser ramificados ou tentaculos Unicos com protuberancias (“knobs”; STAMPAR et
al., 2016).

Actiniaria é composta por 275 géneros, divididas em 51 familias, abrangendo 1.174
espécies. Em Actiniaria, os tentaculos estdo sempre organizados em ciclos (tipicamente 1-8),
mas sempre em apenas uma regido na margem do disco oral ou dispersos na parte mais
interna do disco (MANUEL, 1981; BENETI et al., 2015 apud STAMPAR et al., 2016).

Scleractinia possui 235 géneros validos, atribuidos a 33 familias, divididas em 1.680
espécies. Os tentaculos dos representantes de Scleractinia sdo dispostos em uma fileira,
geralmente na regido marginal do disco oral e frequentemente exibem uma protuberéancia no
final do tentaculo (STAMPAR et al., 2016).

Antipatharia abrange 50 géneros, distribuidos em 7 familias, contendo 294 espécies no
total. Representantes de Antipatharia normalmente exibem de 6 a 12 tentaculos organizados
em uma ou duas filas numa Unica regido (MANUEL, 1981 apud STAMPAR et al., 2016).
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Figura 2 - Fotos de representantes de Ceriantharia e das ordens de Hexacorallia.
A: Rhodactis indosinensis (Corallimorpharia); B: Alicia mirabilis (Actiniaria); C: Madracis decactis
(Scleractinia); D: Ceriantheomorphe brasiliensis (Ceriantharia); E: Tanacetipathes cf. thamnea
(Antipatharia); F: Zoanthus sociatus (Zoantharia). Fotos por: A: wikidata-Treball propi.; B: Anémona-
do-mar. Banco de imagens Cifonauta.; C: Alvaro E. Migotto. Coral. Banco de imagens Cifonauta.; D:
Stampar, Sérgio. WoRMS database.; E: NOAA-FGBNMS/UNCW-UVP. WoRMS database; F: Alvaro
E. Migotto. Zoantideo. Banco de imagens Cifonauta.

Zoantharia inclui 27 géneros validos, atribuidos em 9 familias, divididas em 2
subordens (REIMER; SINNIGER, 2019 apud POLISENO et al., 2020), contendo no total 288
espécies. Representantes de Zoantharia tém tentaculos dispostos em duas fileiras na margem
do disco oral (FUJII; REIMER, 2013 apud STAMPAR et al., 2016). As duas subordens de
Zoantharia, tradicionalmente, tém sido delimitadas se baseando na caracteristica do quinto
septo da diretiva dorsal, podendo ser completo (macrocnémico; subordem Macrocnemina) ou
incompleto (braquicnémico; subordem Brachycnemina) (HADDON; SHACKLETON, 1891
apud POLISENO et al., 2020). No entanto, analises filogenéticas moleculares redescobriram
Macrocnemina como um grupo parafilético, e a disposicao do quinto par de septos dentro dos
membros macrocnémicos é considerado um traco simplesiomorfico (SINNIGER et al., 2005;
SWAIN, 2010; SWAIN, 2018 apud POLISENO et al., 2020). Portanto, a classificacdo de
Zoantharia em nivel de subordem necessita de revisdo (POLISENO et al., 2020).

Ceriantharia inclui 139 espécies divididas em 3 familias e 40 géneros, sendo uma
subclasse de animais cnidarios antozoarios conhecidos popularmente como anémonas-de-tubo
ou ceriantos (STAMPAR, 2012). Os ceriantarios possuem um corpo de formato cilindrico que
geralmente é semelhante a um verme (TIFFON, 1987 apud STAMPAR et al., 2016). O lado
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aboral do polipo € oco e opaco, aberto por um poro (STAMPAR et al., 2016). A coluna, disco
oral e os tentdculos sdo lisos e seus tecidos sdo simples (STAMPAR et al.,, 2016). Os
tentaculos séo divididos em tentaculos marginais na borda do disco oral, e em tentaculos
labiais, os quais estdo ao redor da boca (VAN BENEDEN, 1924; TIFFON, 1987 apud
STAMPAR et al., 2016). Além disso, Ceriantharia possui um tipo altamente “notavel” e
divergente de cnida (STAMPAR et al., 2016). Este tipo diferenciado de cniddcito, o
pticocisto, é considerado como carater definitivo do grupo (MARISCAL et al., 1977 apud
STAMPAR et al., 2016).

1.5 Utilizacdo do genoma mitocondrial para reconstrucao filogenética

As diferencas e semelhancas das sequéncias de DNA mitocondrial (DNAmMit)
homologas entre as especies foram utilizadas extensivamente para construir arvores
evolutivas (GRIFFITHS et al., 2022). Geralmente, o DNAmit evolui relativamente rapido.
Logo, essa abordagem tem sido mais util para tracar a evolucdo recente, tal como a evolucgéo
de humanos e outros primatas (GRIFFITHS et al., 2022). Porém, a propriedade incomum de
genomas mitocondriais de antozoarios que mais impactou a sua utilizagdo em reconstrucao
filogenética é justamente a taxa que eles evoluem (QUATTRINI et al. Preprint. 2022). No
caso de Bilateria, que sdo metazoarios com simetria bilateral no estagio adulto ou em que a
simetria bilateral se transformou em simetria radial no estagio larval (e.g. equinodermos);
triploblasticos, isto €, a presenca de uma terceira camada intermediaria ou mesoderma, a partir
da qual a maioria dos o6rgdos se forma; e a maioria dos representantes com estruturas
sensoriais e células nervosas concentradas na parte anterior do corpo (e.g. cefalizagdo)
(BAGUNA et al., 2008), os genomas mitocondriais deste grupo tendem a evoluir 5-10x mais
rapido do que o genoma nuclear (BROWN et al., 1982; VAWTER; BROWN, 1986 apud
QUATTRINI et al. Preprint. 2022). Em contrapartida, genes mitocondriais de antozoarios
geralmente evoluem 10-100x mais devagar do que os genes nucleares (HELLBERG, 2006
apud QUATTRINI et al. Preprint. 2022). Como resultado, genes mitocondriais, que tém sido
amplamente utilizados em Bilateria, para andalises filogenéticas em nivel de espécie e
filogeografia sdo frequentemente invariantes tanto dentro quanto entre 0s géneros de
antozoarios (SHEARER; COFFROTH, 2008; HUANG et al., 2008 apud QUATTRINI et al.
Preprint. 2022). No entanto, essas baixas taxas de evolucdo de genes mitocondriais tém
aumentado a utilidade potencial destes genes para reconstruir relacdes filogenéticas mais

profundas entre as familias e ordens de Anthozoa, um grupo de organismos que


https://www.zotero.org/google-docs/?FPpRF1
https://www.zotero.org/google-docs/?FPpRF1
https://www.zotero.org/google-docs/?FPpRF1
https://www.zotero.org/google-docs/?6Qa8Rj
https://www.zotero.org/google-docs/?6Qa8Rj
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compartilharam um altimo ancestral em comum no periodo pré-Cambriano (QUATTRINI et
al., 2020; MCFADDEN et al., 2021 apud QUATTRINI et al. Preprint. 2022).

2 OBJETIVOS

O presente trabalho de conclusdo de curso teve como objetivo analisar a presenca de
selecdo mitogendmica dos genes ATP6, COl e ND5 nos grupos de Hexacorallia e
Ceriantharia (Cnidaria), a partir de métodos com diferentes abordagens analiticas. Procura-se
detectar espécies e clados com presenca de selecdo diversificadora, potencialmente associada

a eventos de adaptacdo com base molecular mitocondrial.

3 MATERIAL E METODOS
3.1 Dados de genoma mitocondrial

Os dados genbmicos mitocondriais dos grupos principais de Hexacorallia foram
reunidos utilizando 0 programa Geneious Prime Version 2022.2.2
(https://www.geneious.com) a partir do banco de dados do Centro Nacional de Informacao

Biotecnoldgica/National Center for Biotechnology Information (NCBI). As informacdes
consideradas foram do banco de dados Nucleotide, componente principal do atual GenBank, o
qual abrange sequéncias completas e parciais dos genes (sub-unidades e também genomas
mitocondriais completos e parciais). Apesar de haver o banco de dados “Genome”, nao ha
sequéncias registradas de nenhum dos grupos presentes. A filtragem de dados foi realizada
considerando o codigo de identificagdo das familias de cada grupo da plataforma e a palavra-
chave “mitochondrion”, uma vez que ao pesquisar apenas o nome do grupo na barra de
pesquisa ao inves do numero de identificacdo, 0 banco de dados trouxe também dados

referentes as espécies de outros grupos.

3.2 Levantamento de espécies e selecdo de grau de genoma mitocondrial sequenciado

Para a quantificacdo de grupos, foram selecionadas até uma espécie por género; no
caso de apresentar mais de uma espécie, ou mais de um espécime por espécie, foi selecionada
aquela amostra que apresentasse anotagdo mais completa com verificacdo do proprio pipeline
de qualidade do NCBI: protocolo de verificagdo REFSEQ (O’LEARY et al., 2016). Por


https://www.zotero.org/google-docs/?MAkWS5
https://www.zotero.org/google-docs/?MAkWS5
https://www.geneious.com/
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ultimo, foram adicionados os genomas mitocondriais (DNAmit) de espécies do grupo
Ceriantharia: Isarachnanthus nocturnus (Arachnactidae) - dados pessoais do Prof. Dr. Sérgio
N. Stampar, a partir da publicacdo (STAMPAR et al., 2019), Botruanthus mexicanus e
Ceriantheopsis americana (familias Botrucnidiferidae e Cerianthidae, respectivamente) -
resultados do projeto de TCC do bidlogo Lucas D. Martinez — UNESP/AssIS).

Tabela 1- Sistematica geral de Hexacorallia e Ceriantharia. Destacam-se valores de familias, géneros e
espécies validas contemporaneas e aquelas representadas no presente estudo para cada caso
(total/representado nas andlises). Sistematica geral dos grupos construida a partir do banco de dados do
World Register of Marine Species (WoRMS) em janeiro 2023.

Taxa Familias Géneros spp
Corallimorpharia  4/3 12/8 48/8
Scleractinia 33/17 235/47 1680/47
Antipatharia 7/5 50/17 294/17
Actiniaria 51/16 275/25 1174/25
Zoantharia 9/8 27/10 288/10
Ceriantharia 3/3 40/3 139/3
TOTAL 107/52 642/110 3623/110

3.3 Isolamento e alinhamento de genes selecionados do genoma mitocondrial

Utilizando o programa Geneious foram isoladas as regifes codificantes de trés genes
representando as principais etapas metabdlicas da fosforilagdo oxidativa na mitocondria:
producao de ATP, “ATP synthase membrane subunit 6” ATP6, “Cytochrome c oxidase 1”
cadeia transportadora de elétrons COI e “NADH dehydrogenase subunit 5” cadeia
transportadora de prétons NADS. No total, 110 DNAmit foram base para os dados analisados.

Ap0s o isolamento das subunidades, cada matriz inicial de dados foi alinhada de forma
independente com o algoritmo “translation aware” do pacote MAFFT Version 7 (KATOH;
STANDLEY, 2013) implementado como add-on no Geneious; sendo assim, evita-se a
potencial geracdo de regides que afetem a codificacdo original de cdédons (geralmente
chamados de erros artificiais do marco de leitura). A tabela de traducéo dos cédons utilizada
foi a “Invertebrate Mitochondrial” (transl table 5), pois é a tabela aceita no servidor de
analise DataMonkey (WEAVER et al., 2018). Regides homdlogas que apresentaram eventos
de insercdo e delecéo nos alinhamentos (regides com gaps) foram removidas manualmente
dos alinhamentos, para finalmente estabelecer as matrizes de dados para analise no servidor
de analise DataMonkey (WEAVER et al., 2018). O total de espécies (terminais) e posi¢des no
alinhamento (espécies:cddons) foram ATP6=104:195, COI=103:498 e NAD=103:457.
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3.4 Analise de evolucdo com foco nos processos de selecédo

Para definir uma visao integral dos diferentes tipos de cenarios de selecao “gene, sitio,
ramo filogenético” foram aplicados os algoritmos BUSTED (Branch-site Unrestricted
Statistical Test for Episodic Diversification; MURRELL et al., 2015) para verificar a presenga
de selecéo diversificadora a partir do ponto de vista do gene em si, e aqueles com abordagem
episédica, MEME (Mixed Effects Model of Evolution; (MURRELL et al., 2012), verificando
a presenca de selecdo a partir do ponto de vista dos sitios, e aBSREL (adaptive Branch-Site
Random Effects Likelihood; (SMITH et al., 2015), a fim de verificar a presenca de selecéo a
partir do ponto de vista dos ramos da filogenia. Para cada caso foram mantidas as condi¢6es
padrdo (default) de analise, sendo o clado Ceriantharia (3 espécies) estabelecido como grupo
irmdo das demais linhagens dos Hexacorallia, clado incluindo terminais de Antipatharia (17
espécies), Corallimorpharia (8 espécies), Actiniaria (25 espécies), Scleractinia (47 espécies) e
Zoantharia (10 espécies) (Tabela 1).

4 RESULTADOS
4.1 Método MEME

O terceiro método utilizado no trabalho, Mixed Effects Model of Evolution, encontrou
evidéncias para selecdo positiva/diversificadora episddica nos trés genes, com todos com o
limite de valor p=0.1.

Para o gene ATP6, MEME encontrou evidéncias para selecao positiva/diversificadora
episddica em 5 sitios, sendo eles os cddons 61, 142, 57, 55 e 136. O segundo gene, COl,
encontrou-se evidéncias para selecdo positiva/diversificadora episodica em 12 sitios, nos
cddons 131, 336, 496, 337, 476, 489, 166, 498, 195, 126, 466 e 495. E o ultimo gene, ND5,
houve evidéncias para selegdo positiva/diversificadora episodica em 19 sitios, nos codons
335, 341, 318, 338, 344, 359, 15, 268, 438, 347, 50, 93, 418, 7, 339, 401, 30, 32 e 446.

4.2 Meétodo BUSTED

Utilizando a metodologia Branch-site Unrestricted Statistical Test for Episodic
Diversification (BUSTED), houve evidéncias de selecdo diversificadora episddica nos genes
COI (p=0.0001434) e ND5 (p=0.0006292), porém nédo houve no gene ATP6 (p=0.05126).



18

Para o primeiro gene, o ATP6, no alinhamento havia 104 sequéncias, contendo 195
codons no total, porém com 0 sitios com taxa de evidéncias > 10 para selecdo positiva. O
segundo, o gene COl, o alinhamento havia 103 sequéncias, contendo 498 codons no total; e
com 8 sitios com taxa de evidéncias > 10 para sele¢do positiva, sendo eles 0os codons 131,
488, 498, 482, 495, 489, 484 e 337. E por ultimo, o gene ND5, o alinhamento tinha 103
sequéncias, contendo 457 codons no total; e com 3 sitios com taxa de evidéncias > 10 para
selecdo positiva, sendo eles 0s codons 341, 335 e 338.

4.3 Método aBSREL

Apbs a analise utilizando o método Adaptive Branch Site REL, houve evidéncias de
selecdo diversificadora episodica em todos os genes analisados. A significancia foi verificada
utilizando o Likelihood Ratio Test com o limite de p < 0.05, depois de corregdo para testagem
multipla. Nesta andlise, ha resultados para outros tipos de selecdo, além da diversificadora.
Por esse motivo, ha resultados que apresentam mais de uma classe de taxa . Isto acontece,
pois pode haver diferentes tipos e tendéncias de selecGes dependendo da regido do gene (e.g.
90% da proporcao dos sitios de um gene pode estar sob selecdo purificadora enquanto os
outros 10% podem estar sob selecdo diversificadora).

Na andlise do primeiro gene, ATP6, no alinhamento havia 104 sequéncias, contendo
195 codons no total e houve um total de 202 ramos formalmente testados para selecédo
diversificadora (Figura 3). Do total de ramos, 180 (89% do total de ramos) apresentaram
apenas 1 classe de taxa de substituicdes ndo-sindbnimas sobre substitui¢cdes sindbnimas (dN/dS
= o) com o equivalente a 6,6% do total da variabilidade genética da arvore, enquanto os
outros 22 (11% do total de ramos) apresentaram 2 classes de taxa ® com 0 equivalente a 93%
da variabilidade genética da arvore. Dentre os 22 ramos, 2 destes apresentaram evidéncias
para presenca de selecdo, sendo eles ramos terminais e referentes as espécies Siderastrea
radians (Scleractinia), com o1 = 0.217 (o < 1 = selegdo purificadora), distribuida em 94% dos
sitios € w2 = 9090 (® > 1 = selegdo positiva), distribuida em 6,4% dos sitios (Figura 4); e
Savalia savaglia (Zoantharia), com w1 = 0.0541 (® < 1 = selegédo purificadora), distribuida em

98% dos sitios e m2 =110 (® > 1 = selegao positiva), distribuida em 2% dos sitios (Figura 5).
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Figura 3 - Filogenia gerada na analise do gene ATP6 pelo método aBSREL.
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Figura 4 - Grafico da relacdo de propor¢do de sitios e a taxa ® da espécie Siderastrea radians
(Scleractinia).
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Figura 5 - Grafico da relagdo de proporgdo de sitios e a taxa o da espécie Savalia savaglia (Zoantharia).
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Na segunda analise, do gene COI, o alinhamento tinha 103 sequéncias, contendo 498
cddons no total, e houve um total de 202 ramos formalmente testados para a presenca de
selecdo (Figura 6). Do total de ramos, 169 (84% do total de ramos) apresentaram apenas 1
classe de taxa @ com 0 equivalente a 15% da variabilidade genética da arvore; 30 (15% do
total de ramos) apresentaram 2 classes de taxa ® com o equivalente a 66% da variabilidade
genética da arvore; e 3 (1,5% do total de ramos) apresentaram 3 classes de taxa ® com o
equivalente a 19% da variabilidade genética da arvore. Destes ramos, apenas 1 teve
evidéncias de selecdo: 0o nd 41, o qual teve 3 classes de taxa o, sendo eles: w1 =1.00 (o =1=
neutralidade), distribuidas em 89% dos sitios; m2 = 1.00 (01 = w2 ~ 1), distribuidas em 10%
dos sitios; e w3 = 1960 (o > 1 = selecdo positiva), distribuidas em 0.71% dos sitios (Figura 7).

O nd 41 abrange 10 espécies de Scleractinia.
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Figura 6 - Filogenia gerada na analise do gene COI pelo método aBSREL, destacando o n6 41.
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Figura 7 - Grafico da relagdo de proporg¢do de sitios e a taxa ® do nd 41.

A terceira analise considera o gene ND5: o alinhamento tinha 103 sequéncias,
contendo 457 cddons no total, e houve um total de 203 ramos formalmente testados para a
presenca de selecdo diversificadora (Figura 8). Do total de ramos, 167 (82% do total de
ramos) do ramos apresentaram 1 classe de taxa ® com o equivalente 13% do total da
variabilidade genética da arvore, enquanto que os outros 36 (18% do total de ramos)
apresentaram 2 classes de taxa w com o equivalente a 87% da variabilidade genética da
arvore. Dentre os 36 ramos, 3 destes apresentaram evidéncias para selecdo, sendo 2 deles
ramos terminais e referentes as espécies Sagartia ornata (Actiniaria), com o1 = 0.00 (0 = 0 =
praticamente auséncia de substitui¢cdes ndo sindbnimas), distribuida em 96% dos sitios e w2 =
132 (o > 1 = selegdo positiva), distribuida em 3,9% dos sitios (Figura 9); e Microzoanthus
occultus (Zoantharia), com w1 = 0.0365 (o < 1 = seleg@o purificadora), distribuida em 95%
dos sitios e m2 =26.1 (0 > 1 = selecdo positiva), distribuida em 5,2% dos sitios (Figura 10). O
terceiro ramo € o nd 157, com w1 = 0.0913 (o < 1 = sele¢do purificadora), distribuida em 89%
dos sitios € @2 = 119 (o > 1 = selegdo positiva), distribuida em 11% dos sitios (Figura 11),

sendo que este nd abrange 24 espécies de Scleractinia.
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CIRRHIPATHES CF ANGUINA LS 2022 NADS
STICHOPATHES LUETKEMI NADS
EPIZOANTHLUE ILLORICATUS MADS
HYDROZOANTHUS GRACILIS NADS
PARAZOANTHUS SWIFTII NADS

SAVALLA SAVAGLIA NADS

MNEQZOANTHLUS AFF UCHIMA AP 2020 NADS
ZOANTHUS SOCIATUS NADS

il

PALYTHOA HELIODISCUS NADS
PALYTHOA MUTUKI NADS
MICROZOANTHUS DCCULTUS NADS
NANOZOANTHUS HAREMACELUS NADS
ACROFPORA VALIDA NADS

ISOPORA TOGIANENSIS NADS
ANACROFORA MATTHAI NADS
MONTIPORA CACTUS NADS
ASTREDPORA EXFLANATA MADS
ALVEOPORA JAPONICA MADS
FIMBRIAPHYLLIA ANCORA NADS
GALAXEA FASCICULARIS NADS
AGARICIA HUMILIS MADS

PAVOMA CLAVUS NADS
PSEUDDEIDERASTREA FORMODSA NADS
SIDERASTREA RADIANS MADS
FUNGIAGYATHUS STEPHANUS NADS
DENDROPHYLLIA CRIBROSA NADS
TUBASTRAEA COCCINEA NADS
DUNCANOPSAMMIA PELTATA MADS
GONIOPORA COLUMNA NADS
FORITES FORITES NADS
GARDINERIA HAWAIENSIS NADS

AMPLEXIDISCUS FENESTRAFER NADS
RHODACTIS INDOSINENSIS NADS
DISCOSOMA NUMMIFORME NADS
PLATYZOAMTHUS MUSSOIDES NADS
PSEUDOCORYNACTIS SP 510 NADS
RICORDEA YUMA MADS

CORYMACTIS CALIFORNICA NADS
CORALLIMORPHUS PROFUMDUS NADS

e [ e o [ [ e

ASTRANGIA SP JVK 2006 NADS
PLESIASTREA VERSIPORA NADS
TROCHOCYATHUS CARYOPHYLLOIDES NADS
COLPOPHYLLIA MATANS NADS
MUSEA ANGULOSA NADS
DIPLOASTREA HELIOPORA NADS
DIFSASTRAEA ROTUMAMNA NADS
PLATYGYRA CARNOSA NADS
FAVITES PENTAGONA NADS
HYDNOPHORA EXESA NADS
ORBICELLA FRANKS| NADS
ECHINOPHYLLIA ASFERA NADS
HETEROCYATHUS SULCATUS NADS
FOLYCYATHUS 57 MFL 2011 NADS
MADREPORA OCULATA NADS
MADRACIS MYRIASTER MADS
POCILLOPORA DAMICORNIS NADS
STYLOPHORA PISTILLATA MADS
SERIATOPORA HYSTRIX NADS
CARYOPHYLLIA SCOBINDSA NADS
DESMOPHYLLUM PERTUSUM NADS
SOLENOEMILIA VARIABILIS NADS

1=

CRISPATOTROCHUS RUBESCENS NADS
PREMOCYATHUS 5P IS 2022 NADS

PARACONOTROCHUS ANTARCTICUS NADS
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Figura 8 - Filogenia gerada na andlise do gene ND5 pelo método aBSREL, destacando o n6 157.
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Figura 9 - Grafico da relagdo de proporgdo de sitios e a taxa o da espécie Sagartia ornata (Actiniaria).

25



Proportion of sites
100%

Neutrality (w=1)

90%
80% —
70%
60% —
50%
40% -
30%
20%
10%
w

T T TTITT
0.00001  0.0001 0.001 0.01 0.1 1 10 100 1000 10000

0%

Figura 10 - Grafico da relagdo de propor¢do de sitios e a taxa  da espécie Microzoanthus occultus
(Zoantharia).
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Figura 11 - Grafico da relagdo de proporgao de sitios e a taxa ® do n6 157.
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4.4 Comparacdes dos resultados

Tabela 2 - Resultados das analises de selecdo nos genes mitocondriais ATP6, COl e ND5, considerando
método de andlise com base na informagédo génica (BUSTED), topologia filogenética (aBSREL) e sitios
(MEME).

Gene ramos:sequéncias:codons MEME BUSTED aBSREL

ATP6  202:104:195 sim: 5 codons  ndo sim: 2 ramos, 2 spp
Col 202:103:498 sim: 12 cddons sim: 8 cddons  sim: 1 ramo, 10 spp
ND5 203:103:457 sim: 19 codons sim: 3 codons  sim: 3 ramos, 26 spp

Um resultado interessante nas analises dos genes COl e ND5 no método dos
ramos (aBSREL), é que as 10 espécies de Scleractinia do n6 41 (analise do gene COI)
apresentando sinal de selecdo positiva também estdo presentes entre as 24 espécies de
Scleractinia do n6 157 (analise do gene ND5), também com evidéncias para tal selecéo.
As espécies em questdo estdo dispostas na Tabela 3, agrupadas em suas respectivas

familias.

Tabela 3 - Espécies em comum de Scleractinia com presenca de selecéo diversificadora nos genes COIl e
ND5 pelo método aBSREL

Familias Espécies
Caryophyllia scobinosa
Crispatotrochus rubescens
Caryophylliidae Desmophyllum pertusum
Premocyathus sp
Solenosmilia variabilis
Madracis myriaster
Pocillopora damicornis
Pocilloporidae

Seriatopora hystrix

Stylophora pistillata
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Oculinidae Madrepora oculata

Outra observagdo destas espécies de Scleractinia é que todas elas estdo incluidas
no clado “Robust”, dentro de Scleractinia, sendo uma das caracteristicas deste clado a
taxa mais rapida de evolucdo do genoma mitocondrial, em comparagdo aos outros
antozoarios (KITAHARA et al., 2014). Sugere-se que este fato pode estar relacionado a
diminuicdo da eficiéncia do processo de reparo do genoma mitocondrial neste clado
(KITAHARA et al., 2014), e os resultados positivos para a presenca de selecdo em dois

dos trés genes analisados deste trabalho (COI e ND5) condiz com essa hipotese.

5 DISCUSSAO

Os estudos de selecdo molecular permitem avaliar de forma direta a diversidade
genética em termos de processos evolutivos. As distintas formas que estes processos podem
acontecer encontram-se relacionados com dois fenémenos de dificil tratamento direto em
organismos como 0s cnidarios (taxa mutacional e dindmica populacional). Pela sua parte, a
mitocondria € uma importante fonte metabdlica do organismo eucarioto, assim como
referéncia para estudos de sistematica e taxonomia. Nossos resultados reforcam um cenério
complexo, como destacado nos recentes trabalhos focados em Zoantharia (POLISENO et al.,
2020), Scleractinia (SEIBLITZ et al., 2020) e nos Anthozoa em geral (QUATTRINI et al.
Preprint. 2022). Por exemplo, o gene COI, que é um dos varios genes mitocondriais
entendidos como fonte de alta variabilidade genética, ndo estava entre a maior diversidade
genética nos resultados obtidos (clado Zoantharia; POLISENO et al., 2020). Se
considerarmos a sele¢cdo em termos filogenéticos (resultados aBSREL) observamos presenca
de ramos sob sele¢éo diversificadora em 1, 2 e 3 ramos (COIl, ATP6 e ND5, respectivamente).
De forma integrada, casos de selecdo positiva encontram-se em relativamente poucos sitios e
ramos filogenéticos; entretanto, isto pode ser um contexto para avaliar casos de adaptacéo
associada a eventos raros e heterogéneos. Por exemplo, na analise do gene COIl no método
aBSREL, as 10 espeécies de Scleractinia do nd 41 apresentando sinal de sele¢do positiva estdo
presentes entre as 24 espécies de Scleractinia do né 157, também com evidéncias para tal
selecdo, na analise do gene ND5.

Comparando os resultados dos métodos BUSTED e MEME, observou-se uma
discrepancia consideravel. No método BUSTED, encontrou-se 0, 8 e 3 sitios com taxa de


https://www.zotero.org/google-docs/?97LLdd
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evidéncia para selecdo positiva para os genes ATP6, COIl e ND5, respectivamente. Enquanto
no método MEME, encontrou-se 5, 12 e 19 sitios com evidéncias de selecéo
positiva/diversificadora episodica para os genes ATP6, COIl e ND5, respectivamente.
Contudo, houve cdédons sob selecdo positiva/diversificadora em comum entre 0os métodos
BUSTED, sendo eles os sitios: 131, 498, 495, 489 e 337, para o0 gene COI; e 341, 335 e 338,
para o gene ND5.

Logo depois do inicio do presente projeto, foi liberado um texto em fase de revisao
(QUATTRINI et al. Preprint. 2022). Nele os autores realizam um estudo geral de selecéo
génica nos DNAmit nos Anthozoa, mas ndo encontram-se detalhados quais clados/espécies,
genes ou sitios estariam sob selecdo, especialmente sobre aquela associada a eventos de
adaptacdo (selecdo diversificadora). Além disso, utilizam apenas um método analitico,
enquanto neste presente trabalho utilizou-se trés métodos analiticos diferentes, cada um com
um ponto de vista comparativo diferente (sitios, genes e ramos), dando um carater mais

detalhado em relacéo ao trabalho em fase de reviséo.

6 CONCLUSAO

Os genes analisados apresentam selecdo positiva em quase todos os casos, com
excecdo da analise do gene ATP6 (método BUSTED), a qual ndo houve taxa de evidéncias
suficiente para a presenca de selecdo. Genes avaliados descrevem padrdes histdricos
diferentes, destacando uma histéria complexa e heterogénea ao considerar a mitocéndria
como um genoma de grande relevancia para os organismos em estudo. A presenca de sele¢édo
em espécies (ramos recentes) assim como nos ancestrais demonstra que as linhagens se
encontraram em processos que potencialmente poderiam ser base de fendbmenos adaptativos.
Acreditamos que estudos como o proprio do presente projeto, literatura recente e no futuro
proximo no contexto comparativo serdo de grande valor para ampliar e aprimorar os estudos
neste sentido. Partindo de uma melhor compreensédo de outras caracteristicas genotipicas (i.e.,
de como os genomas lineares e fragmentados nos Ceriantharia impactam na taxa mutacional),
fenotipicas (i.e., ciclos de vida, cnidae) e ecoldgicas (i.e., batimetria), podem ser base fertil de
hipdteses para descrever e explicar de forma mais acurada e detalhada a macroevolucdo dos

antozoarios, com destaque para Hexacorallia e Ceriantharia.
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