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RESUMO

Durante muito tempo acreditou-se que 0 aumento dos niveis de oxigénio no final da
Era Neoproterozoica teria possibilitado a origem dos animais, isso porque os fosseis
mais antigos aceitos de animais datam desse periodo. Entretanto, essa hipotese tem
sido contrariada por estimativas de relégio molecular e pelo aumento de
complexidade de algumas moléculas relacionadas ao metabolismo aerobico. Os
animais dependem de oxigénio para o seu metabolismo energético e a maior parte
do ATP produzido nas células aerdbicas ocorre na fosforilagdo oxidativa, via
metabdlica em que a primeira reacdo € catalisada pela NADH desidrogenase
(Complexo 1). Esse complexo enzimatico € composto por subunidades codificadas
pelo genoma mitocondrial e pelo genoma nuclear. Destas subunidades, 14 sao
responsaveis pelo processo catalitico, e estdo presentes em todos 0s organismos
com respiragdo aerObica que contém a enzima. Considerando 0s aspectos
fisiologicos intrinsecamente ligados a respiracdo aerébica nos animais, a
reconstrucdo da histéria evolutiva de proteinas associadas com o metabolismo
aerobico pode fornecer novas informacdes quanto a relacdo entre a evolugdo dos
animais e o oxigénio. Nesse sentido, por meio de reconstrucdes filogenéticas por
maxima verossimilhanca, foram construidas arvores de sequéncias de proteinas das
14 subunidades cataliticas do Complexo | da fosforilagdo oxidativa utilizando
sequéncias de todos os filos animais e de coanoflagelados disponiveis no banco de
dados. Nao foram constatados eventos de duplicacédo génica nessas subunidades
na linhagem dos animais, possivelmente devido a alta conservacdo dessa proteina
em sua histéria evolutiva. Apesar de pertencerem ao mesmo complexo enziméatico e
de interagirem fisicamente, essas subunidades exibem padrbes evolutivos
diferentes. Todas as subunidades codificadas pelo genoma mitocondrial recuperam
uma linhagem monofilética formada por sequéncias de animais bilatérios, ao
contrario das nucleares, que nao recuperam nenhum sinal filogenético e apresentam
valores de suporte muito baixos. Esses diferentes padrdes evolutivos provavelmente
estdo relacionados com as diferentes propriedades dos genomas mitocondrial e
nuclear, pois o genoma mitocondrial apresenta taxas de substituicdo de aminoacidos
superiores ao genoma nuclear. Esses resultados contribuem para uma melhor
compreensao da evolucdo do Complexo | da fosforilagdo oxidativa na linhagem dos
animais, contribuindo, dessa forma, com uma melhor compreenséo da relacéo entre
a historia evolutiva dos animais com o oxigénio.

Palavras-chave: arvore de genes; Neoproterozoico; respiracao aerdbica.



ABSTRACT

For a long time, it was believed that the increase in oxygen levels at the end of the
Neoproterozoic Era would have enabled the origin of animals because the oldest
accepted fossils of animals date from this period. However, this hypothesis has been
contradicted by molecular clock estimates and the increase in complexity in some
molecules related to the aerobic respiration. Animals depend on oxygen for their
energy metabolism and most of the ATP produced in aerobic cells occurs in oxidative
phosphorylation, a metabolic pathway in which the first reaction is catalyzed by
NADH dehydrogenase (Complex 1). This enzyme complex is composed of subunits
encoded by the mitochondrial genome and the nuclear genome. Of these subunits,
14 are responsible for the catalytic process and are present in all organisms with
aerobic respiration that contain the enzyme. Considering the physiological aspects
intrinsically linked to aerobic respiration in animals, reconstructing the evolutionary
history of proteins associated with aerobic metabolism can provide new information
regarding the relationship between animal evolution and oxygen. In this sense,
through maximum likelihood phylogenetic reconstructions, protein sequence trees of
the 14 catalytic subunits of Complex | of oxidative phosphorylation were constructed
using sequences from all animal phyla and choanoflagellates available in the
database. No gene duplication events were found in these subunits in the animal
lineage, possibly due to the high conservation of this protein in its evolutionary
history. Despite belonging to the same enzyme complex and interacting physically,
these subunits exhibit different evolutionary patterns. All subunits encoded by the
mitochondrial genome recover a monophyletic lineage formed by bilaterian animal
sequences, unlike the nuclear ones, which do not recover any phylogenetic signal
and have low support values. These different evolutionary patterns are probably
related to the different properties of the mitochondrial and nuclear genomes, as the
mitochondrial genome has higher amino acid substitution rates than the nuclear
genome. These results contribute to a better understanding of the evolution of
Complex | in the animal lineage, thus contributing to a better understanding of the
relationship between the evolutionary history of animals and oxygen.

Keywords: gene tree; Neoproterozoic; aerobic respiration.
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1INTRODUCAO

1.1 AHISTORIA DO OXIGENIO NO PLANETA TERRA

A histéria da vida na Terra remonta a uma origem muito antiga, levando em
consideracdo a idade do planeta. Com base em evidéncias geoquimicas e
paleontoldgicas, estima-se que 0s primeiros seres vivos tenham emergido ha cerca
de 3,7-3,2 bilhdes de anos, durante o Eon Arqueano (4,0-2,5 Ga) (PEARCE et al.,
2018). Esse tempo geologico foi marcado por condigfes fisico-quimicas muito
distintas das que encontramos hoje em dia no oceano e na atmosfera do planeta.
Por conta disso, 0s seres vivos que ocupavam 0 planeta na época possuiam
algumas caracteristicas distintas dos organismos atualmente viventes. Por exemplo,
ndo havia oxigénio molecular disponivel na atmosfera e nos oceanos (HOLLAND,
2016). Nesse sentido, todas as formas de vida surgidas nesse periodo possuiam o

metabolismo exclusivamente anaerdbico (KIM et al., 2012).

Acredita-se que foi somente com o0 surgimento das cianobactérias que o
oxigénio molecular passou a estar presente na atmosfera e nos oceanos
(PLANAVSKY et al., 2014). O metabolismo baseado em fotossintese oxigénica
desses organismos possibilitou o chamado Grande Evento de Oxidacdo (GOE) ha
cerca de 2,5-2,3 GA, no Eon Proterozoico (2,5-0,54 Ga) (PLANAVSKY et al., 2014),
0 qual representa a transicdo de uma atmosfera andxica para uma atmosférica
contendo oxigénio molecular como um componente estavel (SESSIONS et al.,
2009). Inicialmente, por conta das grandes concentracbes de metais dissolvidos nos
oceanos em seu estado reduzido, o oxigénio produzido pela fotossintese
rapidamente oxidava os metais e, portanto, néo ficava disponivel no oceano (KUMP,
HOLLAND, 1992). Foi somente quando todo o estoque de metais reduzidos foi
consumido que as concentracbes de oxigénio livre comecaram a aumentar
(KASTING, HOWARD, 2006). Aléem disso, reacfes de foto oxidacdo de metano,
mediadas por raios ultravioletas, rapidamente destruiam o oxigénio formado pela
fotossintese, convertendo o metano e oxigénio em dioxido de carbono e agua
(GOLDBLATT et al.,, 2006). Por volta de 2.4 GA, quando os niveis de oxigénio
ultrapassaram um limiar de cerca de 2 x 10 do nivel atual de oxigénio atmosférico,
tornou-se possivel a formagcdo de uma fina camada de o0zénio (GOLDBLATT et al.,

2006). Como resultado, os raios ultravioletas passaram a ser filtrados e as reacdes
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de foto oxidagdo do metano cessaram (GOLDBLATT et al, 2006).
Consequentemente, tornou-se possivel que os organismos fotossintetizantes
ocupassem as camadas mais superiores do oceano sem que eles fossem
prejudicados pela acdo mutagénica dos raios ultravioletas, o que provavelmente
contribuiu para o aumento dos niveis de oxigénio no oceano (DECKER, VAN HOLDE
2010).

Apesar de o GOE ter aumentado significativamente os niveis de oxigénio no
planeta, esses niveis permaneceram relativamente baixos por um periodo
prolongado, em comparagdo aos niveis atuais (OCH, SHIELDS-ZHOU, 2011).
Somente durante o final da Era Neoproterozoica é que houve um aumento
substancial dos niveis de oxigénio, no chamado Evento de Oxigenacdo do
Neoproterozoico (NOE) (OCH, SHIELDS-ZHOU, 2011). Embora a existéncia do NOE
esteja em constante debate, devido a possibilidade de terem ocorridos janelas de
oxigenacdo entre o periodo Ediacarano e o inicio da Era Paleozoica, foi durante
esse periodo que o oxigénio atingiu niveis mais proximos do necessario para o
metabolismo da maioria dos animais atualmente viventes, até que as condi¢des
atuais de oxigénio se estabilizaram no final da Era Paleozoica (TOSTEVIN, MILLS,
2020).

1.2 A ORIGEM DO METABOLISMO AEROBICO

O oxigénio molecular é uma molécula que ndo apresenta grande estabilidade,
pois apenas um par de elétrons é compartilhado entre os dois atomos de oxigénio,
restando dois elétrons ndo pareados (KEELING et al., 1993). Essa caracteristica

torna-o “‘uma faca de dois gumes”, pois embora seja tdéxico para os seres vivos,
também possui um alto potencial de reducdo e, portanto, funciona como um
excelente aceptor de elétrons (DECKER, VAN HOLDE, 2010). Quando o oxigénio
aceita um elétron, combina-se com um proton disponivel no meio para formar uma
molécula de agua, liberando uma grande quantidade de energia. Nesse sentido,
apo0s emergiram, nas linhagens anaerobicas, mecanismos de defesa contra
espécies reativas de oxigénio, tornou-se possivel a evolugdo de um metabolismo
aerébico, que provavelmente surgiu a partir da recombinacdo e modificacdo de vias

metabolicas pré-existentes (BAYMANN et al., 2003).
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O metabolismo aerbbico € composto essencialmente pelo ciclo do acido citrico
e pela fosforilacdo oxidativa. No ciclo do &cido citrico, ocorre a oxidacdo da
acetilcoenzima A, resultando na reducdo das coenzimas NAD+ e FAD (AKRAM,
2014). Posteriormente, esses dois componentes sdo oxidados na fosforilagao
oxidativa através de uma sequéncia de reacdes de transferéncia de elétrons que
ocorrem em complexos enzimaticos (PAREY et al., 2020) (Figura 1). Essas reacoes
de transferéncia de elétrons fornecem a energia necessaria para o bombeamento de
protons, gerando um gradiente eletroquimico que atua como for¢ca motriz para a
sintese de ATP (PAREY et al., 2020). Comparado ao metabolismo anaerébico, essas
reacdes podem permitir uma producdo de energia estequiometricamente maior
(KOCH; BRITTON, 2008). Além disso, o metabolismo aerébico leva a producéo de
metabdlitos com maior hidrofobicidade. Essa caracteristica possibilitou uma maior
variedade de moléculas capazes de interagir com a membrana celular, o que
permitiu o desenvolvimento de novas funcées na membrana (JIANG et al., 2012).
Esses aspectos metabdlicos, portanto, podem ter possibilitado um aumento de
complexidade celular nos seres vivos, que antes, dependiam de metabolismo
independente de oxigénio (JIANG et al., 2012; ACQUISTI; KLEFFE; COLLINS, 2006;
RAYMOND; SEGRE, 2006).
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Figura 1 - A fosforilagao oxidativa. Cl - Complexo I; Cll - Complexo Il; Clll - Complexo
lll; CIV - Complexo IV; CV - Complexo V (ATP-sintase); Q - ubiquinona; Cyt C -
citocromo C. Os elétrons provenientes da NADH e FADH2 séo transferidos ao longo
da cadeia de complexos respiratorios, liberando energia que € usada para bombear
prétons da matriz mitocondrial para o espaco intermembranas e, posteriormente, se
liga a 2 prétons e ao oxigénio (aceptor final), formando uma molécula de agua.
Posteriormente, os préotons fluem de volta para a matriz mitocondrial através da ATP

sintase, impulsionando a sintese de ATP a partir de ADP e fosfato inorganico.

Espaco intermembranas

o

v
scosessser || ‘seese
cv
00000004 be :

ADP + Pi /.\

H20 ATP

2H++% 02

Fumarato

Matriz mitocondrial

Fonte: elaborado pelo autor

O metabolismo aerdbico surgiu em organismos procariotos e foi rapidamente
difundido entre as linhagens procaritticas por transferéncias horizontais de gene
(LIGRONE, 2019). Atualmente, esse tipo de metabolismo € comum tanto em
bactérias quanto em arquéias (LIGRONE, 2019). Nos organismos eucariotos, 0
metabolismo aerdbico tem sua origem em um evento de endossimbiose (ROGER et
al., 2017). De acordo com as principais hipéteses, os eucariotos descendem de uma
linhagem de arquéias exclusivamente anaerdbica, que incorporaram uma
alfaproteobactéria a qual continha todo o aparato molecular para a realizacdo da
respiracdo aerdbica (LANE, 2017). Esse evento resultou no surgimento das
mitocdndrias, as principais organelas responsaveis pela sintese de ATP nos

eucariotos (LANE, 2017). Dessa forma, a aquisicdo do metabolismo aerdbico por
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meio da endossimbiose foi um marco crucial na evolugcdo das células eucaridticas,
fornecendo-lhes uma importante vantagem metabdlica que esta, possivelmente,

relacionada a historia evolutiva dessa linhagem (DUNN, 2017).
1.3 A ORIGEM DOS ANIMAIS E SUA RELACAO COM O OXIGENIO

Os animais pertencem a linhagem dos eucariotos e sdo caracterizados por
apresentarem uma multicelularidade complexa caracterizada por uma coordenagao
precisa de varios mecanismos moleculares e redes de sinalizacdo que permitem
uma diversidade de tipos celulares e formacdo de estruturas organizadas, como
tecidos e orgdos funcionais (KNOLL, 2011). Seu metabolismo &,
predominantemente, baseado em respiracdo aerdbica (SCHMIDT-RHAESA, 2007),
e devido a essa caracteristica, muitos estudos tém sido realizados para
compreender a relagdo do oxigénio com a evolugdo animal. Por muito tempo,
acreditou-se que a origem dos animais ocorreu no final da Era Neoproterozoica,
principalmente com base em registros fésseis do Periodo Ediacarano, datados de
aproximadamente 571 Ma (WOOD et al., 2019). Esses fésseis datam de um periodo
posterior ao NOE e, por essa razao, hipéteses correlacionando o aumento do nivel
de oxigénio com o surgimento dos animais costumavam ser levantadas (NURSALL,
1959). No entanto, estimativas de relégio molecular passaram a sugerir uma origem
mais antiga dos animais, entre 1.298—-650 Ma (DOS REIS et al., 2015; ERWIN et al.,
2011; DOHRMANN, WORHEIDE, 2017; CUNNINGHAM et al., 2017; HEDGES,
2004). Essas estimativas remontam a periodos em que 0s niveis de oxigénio no
oceano eram muito baixos (SPERLING et al.,, 2015) e que, portanto, 0s animais
teriam surgido em um ambiente de hipoxia (SPERLING et al., 2016).

Ha varias evidéncias que sustentam a ideia do surgimento dos animais em
periodos de niveis reduzidos de oxigénio nos oceanos. Por exemplo, a via HIF
(hypoxia-inducible factor), uma via metabdlica relacionada com a manutencdo da
homeostase do oxigénio no organismo em condi¢cdes de hipdxia esta ausente em
Porifera e Ctenophora (MILLS et al, 2018; BELATO et al., 2023), duas linhagens que,
dependendo da hipétese, sdo consideradas grupo-irméas de todos os outros animais
(HALANYCH, 2016). Além disso, a enzima isocitrato desidrogenase (IDH),
componente do ciclo do &cido citrico, teve uma adicdo de uma subunidade que

surgiu em um evento duplicacdo génica na linhagem dos animais (BEZERRA et al.,



20

2021). Considerando que os animais possivelmente surgiram durante um periodo
em que o0s niveis de oxigénio eram baixos (DOS REIS et al., 2015; ERWIN et al.,
2011; DOHRMANN, WORHEIDE, 2017; CUNNINGHAM et al., 2017), o aumento de
complexidade estrutural dessa enzima pode estar relacionado a demandas
metabdlicas que o0s animais necessitavam em um ambiente de baixo oxigénio
(BEZERRA et al.,, 2021). Nesse sentido, a evolucdo dos animais esta
intrinsecamente ligada a histéria evolutiva das enzimas participantes das vias de

respiracao aerobica.
1.4 O COMPLEXO I DA FOSFORILA(;AO OXIDATIVA

A primeira etapa da fosforilacdo oxidativa é realizada pela NADH
desidrogenase (Complexo I). Esse complexo enzimatico acopla a transferéncia de
um elétron da coenzima NADH para a ubiquinona com a translocacdo de quatro
protons (PAREY et al., 2020) (Figura 1). De forma direta, o Complexo | contribui com
cerca de 40% do gradiente eletroquimico responsavel pela sintese de ATP na célula
aerdbica (GARVIN et al., 2014). Esse complexo é formado por um numero variado
de subunidades a depender da linhagem em questdo, sendo 14 subunidades
homdlogas a todos os organismos que possuem o Complexo |, incluindo bactérias,
arquéias e eucariotos (GABALDON et al., 2005). Essas 14 subunidades s&o
responsaveis pelo processo catalitico do Complexo | e estdo presentes em todos 0s
organismos com respiracdo aerobica que contém a enzima. Nos eucariotos, 7 das
subunidades cataliticas foram transferidas do genoma mitocondrial para 0 genoma
nuclear (GABALDON et al., 2005). Por conta disso, nos eucariotos, o0 Complexo | se
tornou um complexo enzimatico quimérico, pois possui subunidades codificadas por
dois genomas distintos (Figura 2). Nesse sentido, por essas subunidades
interagirem umas com as outras, a evolucdo delas esti diretamente relacionada
(HILL, 2020). Entretanto, devido as propriedades distintas de cada genoma, elas
estdo submetidas a diferentes processos evolutivos e podem apresentar histérias
evolutivas com padrbes divergentes (DE GRASSI et al., 2006; SACCONE et al.,
2006).

O restante das subunidades, ndo-cataliticas, varia de acordo com as linhagens
eucaridticas, e sdo chamadas de supernumerarias. Acredita-se que estejam

relacionadas a montagem, regulacdo, estabilidade ou protecdo contra o estresse
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oxidativo da enzima (VINOTHKUMAR et al.,, 2014). Dessas subunidades nao
cataliticas, 18 sdo encontradas em todas as espécies de eucariotos que contém o
Complexo | (GABALDON et al., 2005), estando, possivelmente, presente no
ancestral comum a todos os eucariotos. O restante das subunidades
supernumerarias provavelmente surgiu ao longo da evolugdo das linhagens
eucarioticas (FRIEDRICH, 2001). Nesse sentido, o surgimento e acoplamento de
novas subunidades nao cataliticas no Complexo | da fosforilacdo oxidativa pode
estar relacionado com a altera¢cdes nas concentracdes de oxigénio do planeta, assim

como ocorreu com a IDH.

Figura 2 - Subunidades cataliticas do Complexo | da Fosforilacdo Oxidativa. A
porcao catalitica do Complexo | esta posicionado no centro da imagem. As setas em
vermelho apontam para cada uma das subunidades mitocondriais e as setas azuis

apontam para as subunidades nucleares.
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Fonte: elaborado pelo autor
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20BJETIVOS

Com intuito de elucidar questbes relacionadas a evolugcdo do metabolismo
aerobio nos animais, foi investigada a histéria evolutiva das 14 subunidades
cataliticas do Complexo | da fosforilagdo oxidativa a partir de dados protedmicos de
animais. As analises compreenderam sequéncias de proteinas de coanoflagelados e
de todos os filos de animais disponiveis no banco de dados utilizado com o intuito de

fazer inferéncias acerca da histoéria evolutiva dessas subunidades.

Hipotetiza-se que as subunidades codificadas pelo genoma mitocondrial e
nuclear apresentam padrdes evolutivos semelhantes e que eventos de duplicagéao
génica possam ter ocorrido, assim como observado na proteina IDH, componente do

ciclo do acido citrico.
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3METODOS

3.1 BUSCADE SEQUENCIAS

As sequéncias utilizadas neste trabalho foram obtidas a partir do banco de
dados de sequéncias de proteinas Uniprot. Apenas sequéncias anotadas com o
nome respectivo a cada uma das subunidades cataliticas do complexo | foram
selecionadas. As sequéncias denominadas como 'low-quality’, 'putative’ e ‘partial’
foram excluidas. Para confirmar a identidade do dominio proteico em cada
sequéncia e, consequentemente, suas homologias, foi realizada uma busca local
utilizando o software HMMER 3.3 e a base de dados de familias de proteinas Pfam,
com um valor de corte de 10° (POTTER et al., 2018). Apenas as sequéncias que
apresentaram dominios correspondentes as subunidades cataliticas do Complexo |
foram selecionadas para compor os conjuntos de dados utilizados nas etapas

subsequentes.

3.2 MONTAGEM DOS DATASETS

Foi criado um conjunto de dados independente para cada uma das
subunidades cataliticas do Complexo |, pois as subunidades ndo sao homologas
entre si e, portanto, possuem histoérias evolutivas distintas. Cada dataset contou com
sequéncias de coanoflagelados e de todos os filos de animais disponiveis no banco
de dados, com o objetivo de ter a maior cobertura filogenética possivel (Tabela 1;
Apéndice A). Realizamos uma curadoria manual para garantir uma distribuicdo mais
equilibrada do numero de sequéncias entre as diferentes linhagens, uma vez que
algumas linhagens especificas (como Arthropoda e Vertebrata) sao
sobrerepresentadas e poderiam enviesar as analises subsequentes. A distribuicao

de sequéncias pertencentes a cada linhagem esta representada nas tabelas 2 e 3.



Tabela 1 — Dados dos datasets criados na etapa de montagem.

, Tamanho aproximado . Numero de
Subunidad . Numero de :
o das sequéncias (aa.) sequéncias hnhagensde
animais
Mitocondria
1 313 198 25
2 344 167 22
3 111 189 24
4 457 200 28
41 95 160 21
5 604 187 24
6 171 167 21
Nuclear
sl 715 88 17
s2 426 95 17
s3 206 68 15
s7 147 82 15
s8 176 72 15
vl 464 82 16
v2 249 90 16

Fonte: elaborado pelo autor
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Tabela 2 — Numero de sequéncias respectivas a cada uma das linhagens animais

em cada dataset das subunidades mitocondriais.

) .. Subunidades Mitocondriais
Linhagens animais

1 2 3 4 41 5 6
Porifera 8 4 11 13 9 12 10
Ctenophora 1 - - - - - -
Placozoa 2 2 2 2 2 2 2
Cnidaria 11 9 16 14 15 12 12
Xenacoelomorpha 8 9 8 8 6 8 10
Hemichordata 6 6 6 6 6 7 8
Echinodermata 14 16 11 11 11 12 14
Chordata*
Cephalochordata 9 10 11 10 11 11 9
Tunicata - - - - - 5 -
Vertebrata 18 16 17 14 15 15 14
Chaetognatha 5 10 4 8 4 7 -
Platyhelminthes - - - 3 - - 1
Gastrotricha - - - 1 - 1 -
Entoprocta 2 2 2 2 2 2 2
Nemertea 13 13 11 11 11 12 7
Annelida 24 19 17 10 20 18 23
Mollusca 10 15 16 17 11 17 13
Gnathostomulida - - - 2 - - -
Rotifera - 1 5 5 - - -
Phoronida 2 2 2 2 2 2 2
Bryozoa 9 5 10 9 9 7 9
Brachiopoda 3 4 7 1 3 7 7
Priapulida 3 3 3 3 3 3 3
Kinorhyncha 3 - - 3 - - -
Nematoda 14 1 1 11 - 4 -
Nematomorpha 4 - 4 4 - - 2
Tardigrada 6 - 6 6 2 2 -
Onychophora 7 7 6 4 3 6 7
Arthropoda 15 12 12 12 10 13 10
*Q filo Chordata foi dividido entre as trés linhagens que o comp&em (Vertebrata, Cephalochordata e
Tunicata)

Fonte: elaborado pelo autor
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Tabela 3 — Numero de sequéncias respectivas a cada uma das linhagens animais

em cada dataset das subunidades nucleares.

Subunidades Nucleares

Linhagens animais <1 s2 s3 s7 s8 vl  v2

Porifera 1 1 1 1 1 1 1
Placozoa 1 2 2 2 1 2 2
Cnidaria 6 6 4 4 8 7 7
Echinodermata 3 3 3 1 1 1 2
Chordata*
Cephalochordata 3 2 1 2 3 2 2
Tunicata 4 6 - - - 2 3
Vertebrata 15 13 11 13 14 13 15
Platyhelminthes 13 11 10 13 - 16 11
Annelida 3 3 2 3 3 2 3
Mollusca 9 13 9 10 8 10 9
Rotifera 1 1 - 2 1 1 -
Bryozoa 1 1 1 - 1 1 1
Brachiopoda 3 2 1 1 1 1 1
Nematoda 12 10 10 10 14 11 15
Tardigrada 2 3 2 2 2 - 2
Arthropoda 9 17 9 15 12 10 14
*O filo Chordata foi dividido entre as trés linhagens que o comp8em (Vertebrata, Cephalochordata e
Tunicata)

Fonte: elaborado pelo autor

3.3 ALINHAMENTO E TRIMAGEM

Cada dataset foi alinhado de maneira independente usando o programa
MAFFT, a partir do algoritmo acurado E-INS-i (KATOH, STANDLEY, 2013). Este
algoritmo foi escolhido pois, dos trés métodos acurados do MAFFT, é 0 que possui
menos suposicdes e, portanto, o recomendado quando a natureza das sequéncias
nao é clara. Apos o alinhamento, foi feita uma curadoria visual, a fim de remover dos
datasets sequéncias mal alinhadas em relagdo ao alinhamento como um todo. Todos
os datasets foram trimados com o programa trimAl 1.2 (CAPELLA-GUTIERREZ et
al., 2009) com o objetivo de remover sitios ou regides com muitas lacunas. O
parametro de gap threshold utilizado na trimagem foi de 90% para todas as
subunidades, exceto para a subunidade 4l. Essa subunidade foi trimada utilizando
um parametro de gap threshold de 50%, pois € uma subunidade pequena (95 aa.), e
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uma trimagem utilizando um parametro alto deixaria o dataset com informagdes
insuficientes para a realizacdo da etapa de inferéncia filogenética. Os datasets
resultantes das trimagens foram utilizados para a realizacdo de inferéncias

filogenéticas.

3.4 INFERENCIA FILOGENETICA

Para a construcéo das arvores de genes para cada subunidade catalitica do
Complexo |, utilizamos o programa ModelFinder implementado no programa 1Q-
TREE para a escolha do melhor modelo evolutivo (KALYAANAMOORTHY et al.,
2017). O ModelFinder realiza uma selecédo estatistica automatizada e ultrarrapida do
modelo de evolucdo de proteinas mais adequado para o conjunto de dados
proposto, utilizando os critérios de informacdo de Akaike e Bayes (AIC e BIC,
respectivamente) (DARRIBA et al., 2011). A abordagem adotada para inferéncia
filogenética molecular em cada subunidade foi a analise de maxima verossimilhanca,
utilizando o programa IQ-TREE (NGUYEN et al., 2015). Os suportes estatisticos dos
ramos foram obtidos através de um bootstrap ultrarrdpido com 1000 réplicas
(HOANG et al.,, 2017). As topologias das arvores de genes resultantes foram
resumidas e comparadas usando o programa FigTree 1.4.3 (RAMBAUT, 2007). As

etapas dos procedimentos metodoldgicos estao resumidas na figura 3.
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Figura 3 — Sequéncia de etapas dos procedimentos metodolégicos utilizados no

trabalho

Sequéncias de proteinas
retiradas do banco de dados:

Arvorede genes

l 1

Avaliagaodos
dominios usandoo
Pfam IQTREE
Datasets paracada

subunidade catalitica do

Complexo 1 da fosforilagio Datasets finais
oxidativa
Datasetsde
MAFFT - proteinas —_ trimAl
alinhados

Fonte: elaborado pelo autor
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4 RESULTADOS

4.1 DESCRICAO DAS ARVORES GENICAS

4.1.1 Subunidades mitocondriais

411.1 Subunidade 1

O dataset final da subunidade 1 foi composto por um total de 198
sequéncias. Apos a trimagem, as sequéncias ficaram com um tamanho maximo de
291 aminoacidos. De acordo com o BIC, o modelo evolutivo mais adequado foi o
mtZOA+RO.

Com relagéo as linhagens de animais ndo bilatérios, as sequéncias do
filo Porifera formam um grupo monofilético com um valor de suporte significativo (BS
>95%). No entanto, as sequéncias do filo Cnidaria ndo foram recuperadas como um
grupo monofilético. As sequéncias de Anthozoa formam duas linhagens distintas
(Hexacorallia e Octocorallia) e as sequéncias de Hydrozoa e Cubozoa formam
agrupamentos com valor de suporte significativo (ambos BS = 100%). Ja as
sequéncias do filo Placozoa formam um agrupamento ndo monofilético, e foram
recuperadas em um clado contendo uma sequéncia de Ctenophora com um valor de
suporte significativo (BS = 100%) (Figura 4).

As sequéncias de bilatérios foram recuperadas em um agrupamento
monofilético com um valor de suporte significativo (BS = 100%). A linhagem Bilateria
divide-se em dois grupo-irméos, Protostomia e Deuterostomia. As sequéncias do
clado Deuterostomia formam um agrupamento monofilético com um valor de suporte
significativo (BS > 95%), e incluem as sequéncias de Xenacoelomorpha. Embora
evidéncias recentes sugiram que Xenacoelomorpha seja grupo-irméo de Nephrozoa
(todos os outros bilatérios) e nado integrante de Deuterostomia (CANNON et al.,
2016), essa linhagem costuma ficar inserida em Deuterostomia em inferéncias
filogenéticas baseadas em genoma mitocondrial (BERNT et al.,, 2013). As

sequéncias de Protostomia também formam um grupo monofilético (BS > 95%)
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(Figura 4). Dentro de Deuterostomia, ndo foi observado nenhum sinal filogenético.
No entanto, em Protostomia, a linhagem Ecdysozoa foi recuperada incluindo
sequéncias de Chaetognatha, um filo com um posicionamento incerto na filogenia
animal (DUNN et al., 2014) (BS > 80%).

Figura 4 - Arvore génica da subunidade 1 do Complexo | da Fosforilagdo Oxidativa.
Alguns ramos contendo mais de uma sequéncia foram colapsados e coloridos para
facilitar a visualizagdo da é&rvore. Laranja - Porifera; Lilas — Cnidaria; Verde —
Placozoa; Vermelho — Deuterostomia; Azul — Protostomia; BS — Valor de bootstrap;
Circulo cinza - BS < 85%; Circulo preto — 85% < BS < 99%, Auséncia de circulo no

né — BS = 100%; BS < 85% - ndo significativo; BS > 85% - significativo
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Fonte: elaborado pelo autor

41.1.2 Subunidade 2

O dataset final da subunidade 2 foi composto por um total de 167 sequéncias.

Ap6s a trimagem, as sequéncias ficaram com um tamanho méaximo de 292
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aminoéacidos. De acordo com o BIC, o modelo evolutivo mais adequado foi o
mtinv+F+R7.

Com relacédo as linhagens de animais nao bilatérios, as sequéncias do
filo Porifera exibem uma configuracdo ndo monofilética. As sequéncias da linhagem
Hexactinellida foram recuperadas como um grupo monofilético com valor de suporte
significativo (BS > 95%). No entanto, ha uma sequéncia de Demospongiae separada
dessa linhagem. As sequéncias do filo Cnidaria também n&o foram recuperadas
como um grupo monofilético. As sequéncias de Hexacorallia formam uma linhagem
monofilética (BS < 85%), assim como as sequéncias de Hydrozoa (BS = 100%). As
sequéncias do filo Placozoa foram recuperadas em um grupo monofilético (BS =
100%) (Figura 5).

As sequéncias de animais bilatérios foram recuperadas como um
agrupamento monofilético, com um valor de suporte significativo (BS = 100%). A
linhagem Bilateria divide-se em dois grupo-irmaos: Protostomia e Deuterostomia. As
sequéncias de Deuterostomia foram recuperadas como uma linhagem génica
monofilética com um valor de suporte significativo (BS > 95%) e incluem as
sequéncias de Xenacoelomorpha. As sequéncias de Protostomia também foram
recuperadas como uma linhagem génica monofilética (BS > 95%) (Figura 5). Dentro
de Deuterostomia, nenhum sinal filogenético €& recuperado. No entanto, em
Protostomia, as sequéncias se dividem em duas linhagens-irmés: uma composta
apenas por sequéncias de Ecdysozoa (BS > 90%) e outra composta por sequéncias
de Spiralia que incluindo sequéncias de Chaetognhatha e uma sequéncia de
Xenacoelomorpha (BS > 95%).
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Figura 5 - Arvore génica da subunidade 2 do Complexo | da Fosforilagdo Oxidativa.
Alguns ramos contendo mais de uma sequéncia foram colapsados e coloridos para
facilitar a visualizacdo da arvore. Laranja - Porifera; Lilas — Cnidaria; Verde —
Placozoa; Vermelho — Deuterostomia; Azul — Protostomia; BS — Valor de bootstrap;
Circulo cinza - BS < 85%; Circulo preto — 85% < BS < 99%, Auséncia de circulo no
né — BS = 100%; BS < 85% - ndo significativo; BS > 85% - significativo
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Fonte: elaborado pelo autor

1.24

4113 Subunidade 3

O dataset final da subunidade 3 foi composto por um total de 189 sequéncias.

Ap6s a trimagem, as sequéncias ficaram com um tamanho maximo de 110

aminoéacidos. De acordo com o BIC, o modelo evolutivo mais adequado foi o
MtZOA+RY7.

Com relagéo as linhagens de animais ndo bilatérios, as sequéncias do

filo Porifera exibiram uma configuracdo ndo monofilética. As sequéncias de

Demospongiae e Homoscleromorpha foram recuperadas em um grupo contendo as

sequéncias de Placozoa (BS < 85%). As sequéncias de Demospongiae formam um
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grupo monofilético (BS < 85%). Ja as sequéncias de Homoscleromorpha formam um
agrupamento nao monofilético, pois incluem as sequéncias de Placozoa na
linhagem. O restante das sequéncias de Porifera, pertencentes ao clado
Hexactinellida, formam um grupo monofilético (BS = 100%). As sequéncias do filo
Cnidaria foram recuperadas como um grupo monofilético com valor de suporte
significativo (BS > 90%). Entretanto, Anthozoa ndo forma um grupo monofilético e
Hexacorallia e Octocorallia ndo foram recuperadas como linhagens-irméas (Figura 6).

As sequéncias de animais bilatérios foram recuperadas como um
agrupamento monofilético com um valor de suporte significativo (BS = 100%). A
linhagem Bilateria divide-se em duas linhagens-irmas. As sequéncias do clado
Deuterostomia foram recuperadas como uma linhagem génica monofilética com um
valor de suporte significativo (BS > 85%), e incluem as sequéncias pertencentes ao
filo Xenacoelomorpha. As sequéncias de Protostomia também formam uma
linhagem monofilética com valor de suporte significativo (BS = 99%). Entretanto,

nenhum sinal filogenético é recuperado em ambas as linhagens.
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Figura 6 - Arvore génica da subunidade 3 do Complexo | da Fosforilagdo Oxidativa.
Alguns ramos contendo mais de uma sequéncia foram colapsados e coloridos para
facilitar a visualizacdo da arvore. Laranja - Porifera; Lilas — Cnidaria; Verde —
Placozoa; Vermelho — Deuterostomia; Azul — Protostomia; BS — Valor de bootstrap;
Circulo cinza - BS < 85%; Circulo preto — 85% < BS < 99%, Auséncia de circulo no
né — BS = 100%; BS < 85% - ndo significativo; BS > 85% - significativo
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41.1.4 Subunidade 4

O dataset final da subunidade 4 foi composto por um total de 200 sequéncias.

ApoOs a trimagem, as sequéncias ficaram com um tamanho maximo de 393
aminoacidos. De acordo com o BIC, o modelo evolutivo mais foi o mtinv+R?7.

Com relacédo as linhagens de animais nao bilatérios, as sequéncias do

filo Porifera exibem uma configuracdo ndo monofilética. As sequéncias de

Homoscleromorpha formam um grupo monofilético com valor de suporte significativo
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(BS = 100%), assim como as sequéncias de Hexactinellida (BS = 100%). Uma das
sequéncias do clado Demonspongiae se encontra separada das outras, as quais
formam um agrupamento com valor de suporte significativo (BS = 100%). As

sequéncias do filo Cnidaria ndo foram recuperadas como uma linhagem

monofilética. As sequéncias de Hexacorallia formam um grupo monofilético (BS

100%), assim como as sequéncias de Hydrozoa (BS = 100%), Scyphozoa (BS
100%) e Staurozoa (BS = 100%). As sequéncias do filo Placozoa foram recuperadas
como um grupo monofilético (BS = 100%) (Figura 7).

As sequéncias de animais bilatérios foram recuperadas como uma
linhagem monofilética com um valor de suporte significativo (BS = 100%). No
entanto, diferentemente das subunidades anteriores, a linhagem Bilateria ndo se
divide em duas linhagens-irmas. As sequéncias de Deuterostomia ndo foram
recuperadas como um grupo monofilético. As sequéncias do filo Vertebrata formam
um grupo monofilético com valor de suporte significativo (BS = 94%), assim como as
sequéncias dos filos Cephalochordata (BS = 100%), Echinodermata (BS = 100%) e
Hemichordata (BS = 100%). Hemichordata e Echinodermata foram recuperadas
como linhagens-irmas (BS = 100%). Embora evidéncias recentes sugiram que
Xenacoelomorpha seja grupo-irméo de Nephrozoa (todos os outros bilatérios) e nédo
integrante de Deuterostomia, aqui essa linhagem sera considerada como parte de
Deuterostomia, pois em todas as outras subunidades essa Xenacoelomorpha é
constituinte de Deuterostomia. Ja as sequéncias de Protostomia formam uma
linhagem monofilética com valor de suporte significativo (BS = 100%). No entanto,

nenhum sinal filogenético foi recuperado nessa linhagem.
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Figura 7 - Arvore génica da subunidade 4 do Complexo | da Fosforilagdo Oxidativa.
Alguns ramos contendo mais de uma sequéncia foram colapsados e coloridos para
facilitar a visualizacdo da arvore. Laranja - Porifera; Lilas — Cnidaria; Verde —
Placozoa; Vermelho — Deuterostomia; Azul — Protostomia; BS — Valor de bootstrap;
Circulo cinza - BS < 85%; Circulo preto — 85% < BS < 99%, Auséncia de circulo no
né — BS = 100%; BS < 85% - ndo significativo; BS > 85% - significativo
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4115 Subunidade 4l

O dataset final da subunidade 4l foi composto por um total de 160 sequéncias.
Ap6s a trimagem, as sequéncias ficaram com um tamanho méximo de 97
aminoéacidos. De acordo com o BIC, o modelo evolutivo mais adequado foi o
mtinv+l+G4.

Com relagcéo as linhagens de animais nao bilatérios, as sequéncias do filo

Porifera exibiram uma configuracdo ndo monofilética. As sequéncias do clado
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Hexactinellida formam uma linhagem monofilética com valor de suporte significativo
(BS = 100%), enquanto que as sequéncias de Demospongiae e Homoscleromorpha
nao foram recuperadas como linhagens monofiléticas. As sequéncias do filo Cnidaria
também ndo foram recuperadas como uma linhagem monofilética. Anthozoa néo
forma uma linhagem monofilética, e Hexacorallia e Octocorallia ndo foram
recuperadas como linhagens-irmas. As sequéncias de Staurozoa formam uma
politomia. Ja as sequéncias de Hydrozoa e Scyphozoa formam linhagens
monofiléticas distintas com valor de suporte significativos (BS = 100% para ambas).
As sequéncias de Cubozoa formam um agrupamento com valor de suporte nao
significativo (BS < 85%). As sequéncias do filo Placozoa foram recuperadas como
um grupo monofilético (BS = 100%) (Figura 8).

As sequéncias de animais bilatérios foram recuperadas como uma linhagem
monofilética com um valor de suporte significativo (BS = 100%). No entanto, assim
como a subunidade 4, a linhagem Bilateria ndo se divide em duas linhagens-irmas e
as sequéncias de Deuterostomia ndo formam um grupo monofilético. As sequéncias
do filo Vertebrata ndo formam um grupo monofilético, e foram recuperadas como trés
linhagens génicas distintas. As sequéncias pertencentes ao filo Cephalochordata
formam uma politomia. J& as sequéncias dos filos Xenacoelomorpha (BS = 100%),
Hemichordata (BS < 70%) e Echinodermata (BS > 90%) formam grupos
monofiléticos. Juntas, as linhagens de Hemichordata e Echinodermata constituem
linhagens-irmas com valor de suporte significativo (BS > 90%). Com relacdo as
sequéncias de Protostomia, elas formam uma linhagem monofilética com valor de
suporte significativo (BS = 98%). Dentro desse agrupamento, as sequéncias de
Ecdysozoa foram recuperadas como uma linhagem monofilética com valor de
suporte significativo (BS = 92%). Ja as sequéncias de Spiralia ndo formam um grupo

monofilético.
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Figura 8 - Arvore génica da subunidade 4| do Complexo | da Fosforilagdo Oxidativa.
Alguns ramos contendo mais de uma sequéncia foram colapsados e coloridos para
facilitar a visualizacdo da arvore. Laranja - Porifera; Lilas — Cnidaria; Verde —
Placozoa; Vermelho — Deuterostomia; Azul — Protostomia; BS — Valor de bootstrap;
Circulo cinza - BS < 85%; Circulo preto — 85% < BS < 99%, Auséncia de circulo no

né — BS = 100%; BS < 85% - ndo significativo; BS > 85% - significativo
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Fonte: elaborado pelo autor

4.1.1.6 Subunidade 5

O dataset final da subunidade 5 foi composto por um total de 187 sequéncias.
ApOs a trimagem, as sequéncias ficaram com um tamanho méximo de 538
aminoacidos. De acordo com o BIC, o modelo evolutivo mais adequado foi o
mtinv+F+R7.

Com relacéo as linhagens de animais nao bilatérios, as sequéncias do filo
Porifera exibiram uma configuragdo nado monofilética. As sequéncias de

Hexactinellida formam um grupo monofilético com alto valor de suporte (BS = 100%),
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assim como as sequéncias de Homoscleromorpha (BS = 100%). Ja as sequéncias
de Demospongiae ndo foram recuperadas como um grupo monofilético. Também
nao foi possivel recuperar as sequéncias de Cnidaria como uma linhagem
monofilética. As sequéncias de Staurozoa, Cubozoa e Hydrozoa formam grupos
monofiléticos distintos (BS = 100% para todos). Ja as sequéncias de Scyphozoa e
Anthozoa nao formam grupos monofiléticos, e Hexacorallia e Octocorallia ndo foram
recuperadas como linhagens-irmds. As sequéncias do filo Placozoa foram
recuperadas como um grupo monofilético (BS = 100%) (Figura 9).

As sequéncias de animais bilatérios foram recuperadas como uma linhagem
monofilética com um valor de suporte significativo (BS = 100%). A linhagem Bilateria
divide-se em duas linhagens-irmas. As sequéncias de Deuterostomia formam um
agrupamento monofilético com um valor de suporte significativo (BS > 90%), e
incluem as sequéncias de Xenacoelomorpha. As sequéncias de Protostomia
também formam uma linhagem com valor de suporte significativo (BS = 100%).

Entretanto, nenhum sinal filogenético foi recuperado em ambas as linhagens.
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Figura 9 - Arvore génica da subunidade 5 do Complexo | da Fosforilagdo Oxidativa.
Alguns ramos contendo mais de uma sequéncia foram colapsados e coloridos para
facilitar a visualizacdo da arvore. Laranja - Porifera; Lilas — Cnidaria; Verde —
Placozoa; Vermelho — Deuterostomia; Azul — Protostomia; BS — Valor de bootstrap;
Circulo cinza - BS < 85%; Circulo preto — 85% < BS < 99%, Auséncia de circulo no

né — BS = 100%; BS < 85% - ndo significativo; BS > 85% - significativo
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Fonte: elaborado pelo autor

41.1.7 Subunidade 6

O dataset final da subunidade 6 foi composto por um total de 167 sequéncias.
ApOs a trimagem, as sequéncias ficaram com um tamanho méximo de 134
aminoacidos. De acordo com o BIC, o modelo evolutivo mais adequado as
sequéncias que compuseram o dataset foi 0 mtinv+F+R6.

Com relacédo as linhagens de animais nao bilatérios, as sequéncias do filo
Porifera exibiram uma configuragdo nado monofilética. As sequéncias de
Hexactinellida formam um grupo monofilético com valor de suporte significativo (BS

= 100%), assim como as sequéncias de Homoscleromorpha (BS > 95%). Ja as
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sequéncias de Demospongiae ndo formam um grupo monofilético. N&o foi possivel
recuperar as sequéncias do filo Cnidaria como uma linhagem monofilética. As
sequéncias de Staurozoa, Cubozoa e Scyphozoa formam grupos monofiléticos (BS
= 100% para todos). J& as sequéncias de Anthozoa ndo formam uma linhagem
monofilética. As sequéncias de Hexacorallia ndo foram recuperadas como um grupo
monofilético, e elas ndo formam uma relacdo de grupo-irmdo com Octocorallia. As
sequéncias do filo Placozoa foram recuperadas como um grupo monofilético (BS =
100%) (Figura 10).

As sequéncias de animais bilatérios foram recuperadas como uma linhagem
monofilética com um valor de suporte significativo (BS > 95%). A linhagem Bilateria
divide-se em duas linhagens-irmas. As sequéncias de Deuterostomia formam uma
politomia. Ja as sequéncias de Protostomia estdo reunidas em um agrupamento
sem valor de suporte significativo (BS < 80%). As sequéncias de Ecdysozoa foram
recuperadas como uma linhagem monofilética com valor de suporte significativo (BS
> 95%). O mesmo nao ocorre com as sequéncias de Spiralia, que formam um
agrupamento com valor de suporte significativo (BS = 85%) mas exclui as

sequéncias do filo Brachiopoda e uma sequéncia de Mollusca.
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Figura 10 - Arvore génica da subunidade 6 do Complexo | da Fosforilagdo Oxidativa.
Alguns ramos contendo mais de uma sequéncia foram colapsados e coloridos para
facilitar a visualizacdo da arvore. Laranja - Porifera; Lilas — Cnidaria; Verde —
Placozoa; Vermelho — Deuterostomia; Azul — Protostomia; BS — Valor de bootstrap;
Circulo cinza - BS < 85%; Circulo preto — 85% < BS < 99%, Auséncia de circulo no
né — BS = 100%; BS < 85% - ndo significativo; BS > 85% - significativo
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Fonte: elaborado pelo autor

4.1.2 Subunidades nucleares
41.2.1 Subunidade s1
O dataset final da subunidade s1 foi composto por um total de 88 sequéncias.

Ap6s a trimagem, as sequéncias ficaram com um tamanho méximo de 522

aminoécidos. De acordo com o BIC, o modelo evolutivo mais adequado foi o LG+R6.
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N&o foi possivel recuperar nenhum sinal filogenético na linhagem formada
pelas sequéncias de metazoarios, e os valores de suporte dos nds sdo, no geral,
muito baixos. Algumas sequéncias pertencentes a filos especificos formam
linhagens monofiléticas com valor de suporte significativo, como por exemplo
Nematoda (BS = 100%), Vertebrata (BS = 100%), Tunicata (BS = 100%), Annelida
(BS > 90%), Platyhelminthes (BS = 100%) e Echinodermata (BS = 100%). No
entanto, sequéncias de outros filos, como Arthropoda, Mollusca e Cnidaria, nao
formam grupos monofiléticos. As sequéncias do filo Cnidaria exibiram uma
configuracdo ndo monofilética, com sequéncias de Hydrozoa e Hexacorallia
formando linhagens monofiléticas distintas com valor de suporte significativo (BS =
100% para ambas). Hexacorallia forma uma linhagem, junto com sequéncias dos
filos Porifera e Nematoda, com valor de suporte nao significativo (BS > 55%) (Figura
11).

Figura 11 - Arvore génica da subunidade s1 do Complexo | da Fosforilacdo
Oxidativa. Alguns ramos contendo mais de uma sequéncia foram colapsados e
coloridos para facilitar a visualizagdo da arvore. Verde-claro - Choanoflagellata; Lilas
— Cnidaria; Vermelho — Deuterostomia; Azul — Protostomia; BS — Valor de bootstrap;
Circulo cinza - BS < 85%; Circulo preto — 85% < BS < 99%, Auséncia de circulo no
né — BS = 100%; BS < 85% - ndo significativo; BS > 85% - significativo
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Fonte: elaborado pelo autor
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41272 Subunidade s2

O dataset final da subunidade s2 foi composto por um total de 95 sequéncias.
ApOs a trimagem, as sequéncias ficaram com um tamanho méximo de 336
aminoacidos. De acordo com o BIC, o modelo evolutivo mais adequado foi 0 LG+R5.

Novamente, nao foi possivel recuperar nenhum sinal filogenético na linhagem
formada pelas sequéncias de metazoarios, e os valores de suporte dos nos tambéem
foram muito baixos. Algumas sequéncias pertencentes a filos especificos formam
linhagens monofiléticas distintos com valor de suporte significativo, como por
exemplo Nematoda (BS = 100%), Vertebrata (BS = 100%), Tunicata (BS > 90%),
Platyhelminthes (BS = 100%) e Annelida (BS > 90%). No entanto, sequéncias de
outros filos, como Mollusca e Cnidaria, ndo foram recuperadas como grupos
monofiléticos.

A sequéncia do filo Porifera forma um agrupamento com as sequéncias de
Placozoa (BS < 80%). Junto com as sequéncias dos filos Vertebrata e
Echinodermata, essas sequéncias formam uma linhagem maior com um valor de
suporte significativo (BS > 85%). O restante das sequéncias, com exce¢ao das
sequéncias de Cnidaria e Cephalochordata, ficaram reunidas em um agrupamento

com valor de suporte significativo (BS > 85%) (Figura 12).
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Figura 12 - Arvore génica da subunidade s2 do Complexo | da Fosforilagéo
Oxidativa. Alguns ramos contendo mais de uma sequéncia foram colapsados e
coloridos para facilitar a visualizacdo da arvore. Verde-claro - Choanoflagellata;
Verde — Placozoa; Lilds — Cnidaria; Vermelho — Deuterostomia; Azul — Protostomia;
BS — Valor de bootstrap; Circulo cinza - BS < 85%; Circulo preto — 85% < BS < 99%;
Auséncia de circulo no n6 — BS = 100%; BS < 85% - nao significativo; BS > 85% -

significativo
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Fonte: elaborado pelo autor

4123 Subunidade s3

O dataset final da subunidade s3 foi composto por um total de 68 sequéncias.
Apés a trimagem, as sequéncias ficaram com um tamanho maximo de 217
aminoéacidos. De acordo com o BIC, o modelo evolutivo mais adequado foi o LG+R5.

Nao foi possivel recuperar nenhum sinal filogenético na linhagem formada
pelas sequéncias de metazoarios, e os valores de suporte dos nés sdo, no geral,
muito baixos. Algumas sequéncias pertencentes a filos especificos formam
linhagens monofiléticas com valor de suporte significativo, como por exemplo
Annelida (BS = 100%), Vertebrata (BS > 95%), Nematoda (BS = 100%) e
Echinodermata (BS > 95%). Com excecdo de uma sequéncia, Platyhelminthes

também foi recuperado como uma linhagem com valor de suporte significativo (BS =
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100%). As sequéncias do filo Cnidaria ndo formam uma linhagem monofilética. As
sequéncias de Hexacorallia formam uma linhagem monofilética com valor de suporte
significativo (BS = 100%), que nao constitui uma relacdo de linhagem-irma com a
sequéncia de Hydrozoa. As sequéncias do filo Nematoda formaram uma politomia.
As sequéncias de Mollusca formam uma linhagem com valor de suporte nao
significativo (BS < 70%). Ja as sequéncias de Vertebrata formam uma politomia junto
com as sequéncias de Cephalochordata e Echinodermata. As sequéncias de
Echinodermata, Porifera, Vertebrata, Cephalochordata, Cnidaria e Placozoa também
formam um agrupamento (BS > 80%), com uma sequéncia de Brachiopoda como
linhagem-irma (BS < 80%) (Figura 13).
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Figura 13 - Arvore génica da subunidade s3 do Complexo | da Fosforilagéo
Oxidativa. Alguns ramos contendo mais de uma sequéncia foram colapsados e
coloridos para facilitar a visualizacdo da arvore. Verde-claro - Choanoflagellata; Lilas
— Cnidaria; Vermelho — Deuterostomia; Azul — Protostomia; BS — Valor de bootstrap;
Circulo cinza - BS < 85%; Circulo preto — 85% < BS < 99%, Auséncia de circulo no
né — BS = 100%; BS < 85% - ndo significativo; BS > 85% - significativo
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Fonte: elaborado pelo autor
Subunidade s7

4.1.2.4

O dataset final da subunidade s7 foi composto por um total de 82 sequéncias.
Ap6s a trimagem, as sequéncias ficaram com um tamanho méximo de 132
aminoéacidos. De acordo com o BIC, o modelo evolutivo mais adequado foi o LG+R4.

N&o foi possivel recuperar nenhum sinal filogenético na linhagem formada
pelas sequéncias de metazoarios, e os valores de suporte dos nés sdo, no geral,
muito baixos. H& um agrupamento que relne todas as sequéncias de metazoarios,
exceto a do filo Porifera, com valor de suporte significativo (BS > 90%). A Unica
linhagem monofilética formada por sequéncias de um unico filo é constituida pelas
sequéncias do filo Platyhelminthes (BS = 100%). As sequéncias dos filos Mollusca,
Nematoda, Arthropoda e Annelida n&o foram recuperadas como linhagens
monofiléticas. As sequéncias do filo Cnidaria também n&o constituem uma linhagem

monofilética, pois Hexacorallia forma uma linhagem monofilética junto com as
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sequéncias do filo Placozoa (BS > 90%), e ndo incluem a sequéncia de Hydrozoa

(Figura 14).

Figura 14 - Arvore génica da subunidade s7 do Complexo | da Fosforilagio
Oxidativa. Alguns ramos contendo mais de uma sequéncia foram colapsados e
coloridos para facilitar a visualizacdo da arvore. Verde-claro - Choanoflagellata;
Vermelho — Deuterostomia; Azul — Protostomia; BS — Valor de bootstrap; Circulo
cinza - BS < 85%; Circulo preto — 85% < BS < 99%; Auséncia de circulo no né — BS

= 100%; BS < 85% - nao significativo; BS > 85% - significativo
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Fonte: elaborado pelo autor

4.1.25 Subunidade s8

O dataset final da subunidade s8 foi composto por um total de 72 sequéncias.
Ap6s a trimagem, as sequéncias ficaram com um tamanho maximo de 174
aminoéacidos. De acordo com o BIC, o modelo evolutivo mais adequado foi o
LG+I+G4.

N&o foi possivel recuperar nenhum sinal filogenético na linhagem formada
pelas sequéncias de metazoarios, e os valores de suporte dos ndés sdo, mais uma
vez, muito baixos. Um agrupamento que compreende todas as sequéncias de

animais exceto a do filo Placozoa apresenta valor de suporte significativo (BS >



49

90%). As sequéncias do filo Cnidaria formam uma linhagem com a sequéncia do filo
Porifera (BS < 85%). No entanto, as sequéncias de Cnidaria ndo foram recuperadas
como um grupo monofilético. O mesmo ocorre com as sequéncias de Vertebrata,
gue estdo agrupadas com a sequéncia de Echinodermata (BS > 90%) mas néo
formam um grupo monofilético dentro dessa linhagem. A Unica linhagem monofilética
formado por todas as sequéncias de um unico filo é constituida pelas sequéncias do
filo Nematoda (BS = 100%). As sequéncias dos filos Mollusca, Arthropoda e Annelida

néo foram recuperadas como linhagens monofiléticas (Figura 15).

Figura 15 - Arvore génica da subunidade s8 do Complexo | da Fosforilacdo
Oxidativa. Alguns ramos contendo mais de uma sequéncia foram colapsados e
coloridos para facilitar a visualizacao da arvore. Verde-claro - Choanoflagellata; Lilas
— Cnidaria; Vermelho — Deuterostomia; Azul — Protostomia; BS — Valor de bootstrap;
Circulo cinza - BS < 85%; Circulo preto — 85% < BS < 99%, Auséncia de circulo no

né — BS = 100%; BS < 85% - ndo significativo; BS > 85% - significativo
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Fonte: elaborado pelo autor



50

4.1.2.6 Subunidade v1

O dataset final da subunidade v1 foi composto por um total de 82 sequéncias.
ApOs a trimagem, as sequéncias ficaram com um tamanho maximo de 439
aminoacidos. De acordo com o BIC, o modelo evolutivo mais adequado foi o0 LG+R6.

N&o foi possivel recuperar nenhum sinal filogenético na linhagem formada
pelas sequéncias de metazoarios, e os valores de suporte dos nds sao, no geral,
muito baixos. Um agrupamento formado pelas sequéncias de metazoérios exceto a
do filo Placozoa apresenta valor de suporte significativo (BS > 91%). Dentro desse
agrupamento, ha uma linhagem com valor de suporte significativo que exclui as
sequéncias de Nematoda e Rotifera (BS = 90%). As sequéncias dos filos Nematoda
(BS < 85%) e Platyhelminthes (BS > 85%) formam grupos monofiléticos. No entanto,
sequéncias de outros filos, como Annelida, Mollusca, Cnidaria, Arthropoda e
Vertebrata ndo foram recuperadas como linhagens monofiléticas. Com relacdo as
sequéncias do filo Cnidaria, as sequéncias de Anthozoa e Hydrozoa formam
linhagens distintas. Entretanto, em Anthozoa, Hexacorallia ndo constitui uma
linhagem monofilética. Ja com relacdo as sequéncias de Vertebrata, elas se relinem
em um agrupamento com alto valor de suporte (BS > 90%) que exclui uma

sequéncia do filo (Figura 16).
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Figura 16 - Arvore génica da subunidade vl do Complexo | da Fosforilagéo
Oxidativa. Alguns ramos contendo mais de uma sequéncia foram colapsados e
coloridos para facilitar a visualizacdo da arvore. Verde-claro - Choanoflagellata; Lilas
— Cnidaria; Vermelho — Deuterostomia; Azul — Protostomia; BS — Valor de bootstrap;
Circulo cinza - BS < 85%; Circulo preto — 85% < BS < 99%, Auséncia de circulo no
né — BS = 100%; BS < 85% - ndo significativo; BS > 85% - significativo
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4.1.2.7 Subunidade v2

O dataset final da subunidade v2 foi composto por um total de 90 sequéncias.
Ap6s a trimagem, as sequéncias ficaram com um tamanho méximo de 219
aminoacidos. De acordo com o BIC, o modelo evolutivo mais adequado foi 0 LG+R5.

N&o foi possivel recuperar nenhum sinal filogenético na linhagem formada
pelas sequéncias de metazoarios, e os valores de suporte dos nds sado, no geral,
muito baixos. As sequéncias do filo Vertebrata foram recuperadas como uma
linhagem monofilética com valor de suporte significativo (BS > 91%). Esse
agrupamento, junto com as sequéncias de Tunicata e Porifera, formam uma
linhagem com valor de suporte significativo (BS = 90%). Além das sequéncias de
Vertebrata, sequéncias de outros filos também foram recuperadas como linhagens
monofiléticas, como as do filo Tunicata (BS = 100%) e Nematoda (BS = 100%). J&
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as sequéncias dos filos Platyhelminthes, Mollusca, Annelida, Arthropoda e Cnidaria

nao formam linhagens monofiléticas (Figura 17).

Figura 17 - Arvore génica da subunidade 1 do Complexo | da Fosforilagdo Oxidativa.
Alguns ramos contendo mais de uma sequéncia foram colapsados e coloridos para
facilitar a visualizacdo da arvore. Verde-claro - Choanoflagellata; Lilas — Cnidaria;
Vermelho — Deuterostomia; Azul — Protostomia; BS — Valor de bootstrap; Circulo
cinza - BS < 85%; Circulo preto — 85% < BS < 99%; Auséncia de circulo no né — BS
= 100%; BS < 85% - nao significativo; BS > 85% - significativo
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4.2 DESCRICAO DOS PADROES EVOLUTIVOS

Foram constatados padrfes evolutivos semelhantes entre as subunidades
codificadas pelo genoma mitocondrial. Por exemplo, em todas essas subunidades é
possivel observar que as sequéncias pertencentes ao clado Bilateria foram
recuperadas em linhagens monofiléticas com alto valor de suporte estatistico. Além
disso, com exceg¢do das subunidades 4 e 4l, nas quais as sequéncias de
Deuterostomia ndo formam linhagens monofiléticas, todas as subunidades

mitocondriais apresentam sinal filogenético na linhagem Bilateria, sendo possivel
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recuperar as relagdes filogenéticas entre Protostomia e Deuterostomia. No entanto,
na subunidade 6, a linhagem composta pelas sequéncias de Protostomia néo
apresentou valor de suporte significativo (BS < 70%). Além disso, nas subunidades
1, 2, 4l e 6, é possivel observar, dentro da linhagem Protostomia, um agrupamento
das sequéncias de Ecdysozoa formando uma linhagem monofilética. No restante da
linhagem Bilateria ndo € possivel observar sinal filogenético em nenhuma
subunidade. Com relacdo as sequéncias dos filos ndo bilatérios, ndo foi possivel
recuperar nenhum sinal filogenético, ou seja, ndo é possivel resgatar as relacdes

filogenéticas das linhagens as quais essas sequéncias pertencem.

Com relagcdo as subunidades codificadas pelo genoma nuclear, ao contrario
das subunidades mitocondriais, ndo foi possivel recuperar nenhum sinal filogenético.
Portanto, ndo conseguimos resgatar nenhuma relacéo filogenética significativa entre
as linhagens das sequéncias dessas subunidades. As sequéncias pertencentes ao
clado Bilateria ndo formam uma linhagem monofilética nessas subunidades. Além
disso, ndo conseguimos observar um agrupamento de sequéncias de Protostomia e
Deuterostomia em linhagens especificas. No geral, os nés mais basais dessas
subunidades possuem valores de suporte baixos e 0s nds mais derivados
apresentam valores de suporte mais altos, principalmente em linhagens formadas

por sequéncias pertencentes a alguns filos de animais.
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5DISCUSSAO

Nenhuma das inferéncias filogenéticas demonstrou alguma evidéncia de
duplicacdo génica na histéria evolutiva das subunidades cataliticas do Complexo |
nos animais. As subunidades cataliticas do Complexo | tém origem bacteriana e séo,
portanto, muito antigas (ROGER et al., 2017). Analises protedmicas revelam que
essas subunidades bacterianas sdo notavelmente semelhantes as subunidades
cataliticas encontradas em eucariotos (EFREMOV & SAZANQV, 2012). Isso implica
gue, embora o periodo de divergéncia entre a historia evolutiva das subunidades de
eucariotos e de bactérias seja extremamente antigo, pouco foi alterado em sua
estrutura e fungcéo. No entanto, esse ndo € o caso de todas as enzimas relacionadas
a respiracdo aerdbica, como a IDH (BEZERRA et al.,, 2021). As enzimas da
fosforilagdo oxidativa desempenham um papel crucial para a célula aerdbica e, por
conseguinte, a liberdade de mutacdo dos aminoacidos é extremamente limitada,
uma vez que mutacdes pequenas podem ter efeitos severos na principal via de
producdo de ATP nessas células (BARRIENTOS et al., 1998; NDEGWA & LEMIRE,
2004). Além disso, de acordo com a “hipétese do balango”, genes duplicados que
codificam subunidades de complexos proteicos sdo negativamente selecionados,
pois a expressao desses genes pode causar um desequilibrio na concentracdo das
subunidades e, por consequéncia, atrapalhar o processo de formacédo do complexo
enzimatico (YANG et al., 2003). Portanto, 0 aumento na complexidade estrutural
dessas subunidades, como ocorreu com a IDH, pode ter sido impedido por uma
intensa selecéo negativa.

No entanto, em contraste com as enzimas do Complexo | de bactérias, que
sdo compostas por apenas 14 subunidades cataliticas, os eucariotos apresentam
uma série de subunidades acessorias adicionais, que surgiram apenas na linhagem
eucariotica (GALBADON et al., 2005). Essas subunidades acessoérias podem estar
relacionadas com a estabilidade e protecdo do Complexo | (VINOTHKUMAR et al,
2014), e a sua quantidade varia de acordo com a linhagem eucaridtica. Em
mamiferos, por exemplo, ha um total de 30 subunidades acessorias
(VINOTHKUMAR et al, 2014), enquanto o fungo aerdbico Yarrowia lipolytica possui
28 (PAREY et al., 2019). Portanto, é possivel que um aumento na complexidade

estrutural do Complexo I, semelhante ao que ocorreu na enzima IDH em resposta a
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demandas metabdlicas em um ambiente de hip6xia, possa ter ocorrido com o
surgimento de novas subunidades acessoérias. No entanto, € importante ressaltar
gue essa hipotese requer investigacao adicional para obter resultados conclusivos.

As arvores resultantes das inferéncias filogenéticas das subunidades
mitocondriais ndo refletem com preciséo as relac¢des filogenéticas entre as linhagens
animais nao Bilateria. A distribuicdo irregular das sequéncias de linhagens animais
nao Bilateria € uma caracteristica frequentemente observada em inferéncias
filogenéticas baseadas em sequéncias de proteinas mitocondriais (OSIGUS et al.,
2013; BERNT et al., 2013). Os resultados deste estudo corroboram essa tendéncia.
Com excecao da subunidade 1, todas as subunidades mitocondriais revelaram uma
configuracdo ndo monofilética das sequéncias de Porifera devido a instabilidade de
alguns agrupamentos dentro dessa linhagem. Por exemplo, as sequéncias de
Hexactinellida frequentemente s&o agrupadas com as sequéncias de Bilateria
(HAEN et al.,, 2007). Embora as sequéncias dessas duas linhagens possam
apresentar semelhancas em sua composicdo, é improvavel que isso seja resultado
de uma histéria evolutiva compartilhada. Similarmente, exceto na subunidade 3, as
sequéncias de Cnidaria demonstram uma configuragcdo ndo monofilética em todas
as subunidades. Conforme relatado em outros estudos, a linhagem Anthozoa
frequentemente apresenta uma parafilia, abrangendo duas linhagens distintas: uma
contendo sequéncias de Hexacorallia e outra contendo sequéncias de Octacorallia
(KAYAL et al., 2013). As subunidades 2 e 4, que agrupam as sequéncias de
Anthozoa de forma monofilética, ndo incluem sequéncias de Octacorallia no conjunto
de dados. Isso ressalta como a limitada representatividade de algumas linhagens
nos bancos de dados pode influenciar na topologia das linhagens néao Bilateria.

Ao contrario das sequéncias de linhagens nao Bilateria, que ndo recuperam
as relacdes filogenéticas entre as linhagens, as sequéncias de Bilateria formaram
uma linhagem monofilética em todas as subunidades mitocondriais, e exceto nas
subunidades 4l e 4, a linhagem Bilateria se divide em dois ramos distintos: um
composto pelas sequéncias de Deuterostomia e o outro formado pelas sequéncias
de Protostomia. Além disso, € notavel que os ramos representando as sequéncias
de linhagens de Bilateria, em geral, apresentem tamanhos consideravelmente
maiores em comparacdo com as sequéncias das linhagens nZo Bilateria. E
importante observar que o tamanho dos ramos esta correlacionado com a taxa de

substituicdo de aminoacidos, ou seja, ramos mais longos indicam taxas de
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substituicdo mais elevadas. De fato, o0 genoma mitocondrial dos animais bilaterais
demonstra uma taxa de mutacdo mais acelerada em relacdo as linhagens nao
bilaterais (HAVIRD & SLOAN, 2016), e topologias semelhantes ja foram previamente
identificadas em outros estudos que realizaram inferéncias filogenéticas com base
em sequéncias de proteinas codificadas pelo genoma mitocondrial (BERNT et al.,
2013).

As subunidades nucleares e mitocondriais precisam interagir adequadamente
entre si para a manutencao da estrutura do Complexo | e, consequentemente, para
a funcdo enzimatica. Nesse sentido, a evolugdo dessas subunidades esta
diretamente relacionada (GERSHONI et al., 2010). Comparado ao genoma nuclear,
0 genoma mitocondrial possui, frequentemente, uma taxa de substituicdo de
aminoécidos muito mais acelerada devido a uma série de fatores, como um
mecanismo de reparo menos eficaz e a proximidade a um ambiente com maior
concentracdo de espécies reativas de oxigénio (GROSSMAN et al., 2004). Nesse
sentido, as subunidades mitocondriais mudam com muito mais facilidade durante o
processo evolutivo. Assim, presume-se que ocorra uma coevolucao entre esses dois
genomas, na qual a evolucdo de um genoma deve favorecer alteracbes
complementares no outro genoma para garantir o funcionamento correto do
complexo enzimatico (HILL, 2020). Considerando isso, esperava-se que as
topologias das subunidades nucleares fossem semelhantes as das subunidades
mitocondriais (PICCININI et al., 2021). Existe uma série de trabalhos que mostram
essa coevolucdo em linhagens menores (PICCININI et al., 2021; WEAVER et al.,
2022; YAN & WERREN, 2019; LI et al., 2017). Entretanto, nesse trabalho, as
subunidades nucleares apresentaram topologias bem distintas das subunidades
mitocondriais, sem qualquer tipo de sinal filogenético, e a coevolucdo das
subunidades nao € perceptivel a partir da topologia das arvores quando séao
analisadas as principais linhagens de animais.

O genoma nuclear pode apresentar taxas de substituicido de nucleotideos
muito menores que o genoma mitocondrial (SACCONE et al., 1999). Isso, aliada a
alta conservacao das subunidades do Complexo I, pode ter resultado na auséncia
de sinal filogenético nas subunidades nucleares, ou seja, as substituicbes de
aminoacidos ao longo da histéria evolutiva dessas subunidades, considerando as
grandes linhagens animais, podem ter sido insuficientes para que as analises

filogenéticas realizadas conseguissem separar as sequéncias em diferentes
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linhagens. Além disso, ao contrario das subunidades mitocondriais, que apresentam
um sinal filogenético facilitado pela maior taxa de substituicdo de aminoacidos das
linhagens de Bilateria, nas subunidades nucleares, os ramos das sequéncias de
Bilateria e das linhagens ndo Bilateria possuem um tamanho muito semelhante,
indicando uma taxa de substituicAo semelhante entre essas linhagens. Por conta
disso, nas subunidades nucleares, as sequéncias de Bilateria ndo formam uma

linhagem monofilética como nas subunidades mitocondriais.
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6 CONCLUSAO

Esse estudo revelou que, apesar de pertencerem ao mesmo complexo
enzimatico e de interagirem fisicamente, as subunidades cataliticas do Complexo |
da fosforilacdo oxidativa em animais exibem padrdes evolutivos diferentes. Esse
resultado contraria a hipétese de que as subunidades mitocondriais e nucleares
apresentariam padrdes evolutivos semelhantes, e isso provavelmente é atribuido as
diferentes propriedades dos genomas mitocondrial e nuclear, pois 0 genoma
mitocondrial apresenta taxas de substituicdo de aminoacidos superiores ao genoma
nuclear. Além disso, ndo foi possivel observar eventos de duplicacdo génica em
gualquer das subunidades do Complexo | na linhagem dos animais, e isso deve
estar relacionado a funcédo vital que o Complexo | desempenha na célula, a qual o
torna altamente conservado em sua historia evolutiva.

Os resultados desse trabalho proporcionam uma melhor compreensédo da
evolugcdo do Complexo | da fosforilagdo oxidativa, dos padrdes evolutivos das suas
subunidades na linhagem animal e da relacdo entre a evolugdo das subunidades

mitocondriais e nucleares em animais.
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