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RESUMO

O repertorio de genes de globinas nos vertebrados gnatostomados é ditado pela perda e
retencdo diferencial de nove tipos de genes paralogos: androglobina, neuroglobina, globina X,
citoglobina, globina Y, mioglobina, globina E, e as globinas dos tipos « e . NOs descrevemos
0 repertorio de genes de globinas nas trés ordens de anfibios modernos: Anura, Caudata e
Gymnophiona. Combinando analise filogenética e de sintenia conservada, mostramos que
mioglobina e globina E foram perdidas no clado Batrachia, mas retidas em Gymnophiona. Os
principais grupos de anfibios também retiveram diferentes pardlogos de globina X. Nenhum
anfibio apresentou o gene de globina do tipo «P. Todavia, dois clados de globinas do tipo S
estdo presentes em todos os anfibios, indicando que o ancestral dos anfibios possuia dois
paralogos do tipo f. NOs também mostramos que ortélogos do gene que codifica uma
hemoglobina monomérica que foi encontrada no coracdo de Rana catesbeiana estdo presentes
em espécies analisadas pertencentes aos grupos Neobatrachia e Pelobatoidea. N6s sugerimos
que tais genes realizem funcdes analogas a mioglobina e globina E. N6s concluimos que o
repertorio de globinas em anfibios é ditado pela perda e retencédo dos tipos de genes paralogos
citados acima, assim como pelo surgimento de um novo tipo de gene de globina através da
cooptacdo de uma globina do tipo «, possivelmente facilitada por um evento de transposicéo

prévio.

Palavras-chave: duplicacdo génica; neofuncionalizacdo; anotacdo de genes.



ABSTRACT

The globin gene repertoire of gnathostome vertebrates is dictated by differential retention and
loss of nine paralogous gene types: androglobin, neuroglobin, globin X, cytoglobin, globin Y,
myoglobin, globin E, and the a- and f-globins. We report the globin gene repertoire of three
orders of modern amphibians: Anura, Caudata, and Gymnophiona. Combining phylogenetic
and conserved synteny analysis, we show that myoglobin and globin E were lost only in the
Batrachia clade, but retained in Gymnophiona. The major amphibian groups also retained
different paralogous copies of globin X. None of the amphibian presented aP-globin gene.
Nevertheless, two clades of g-globins are present in all amphibians, indicating that the
amphibian ancestor possessed two paralogous proto S-globins. We also show that orthologs of
the gene coding for the monomeric hemoglobin found in the heart of Rana catesbeiana are
present in Neobatrachia and Pelobatoidea species we analyzed. We suggest that these genes
might perform myoglobin- and globin E-related functions. We conclude that the repertoire of
globin genes in amphibians is dictated by both retention and loss of the paralogous genes
cited above and the rise of a new globin gene through co-option of an a-globin, possibly

facilitated by a prior event of transposition.

Keywords: gene duplication; neofunctionalization; gene annotation.
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1 INTRODUCAO

Nove membros da superfamilia de genes de globinas estdo presentes nos
gnatostomados: androglobina (Adgb), globina X (GbX), neuroglobina (Ngb), citoglobina
(Cygb), globina Y (GbY), mioglobina (Mb), globina E (GbE) e as globinas dos tipos « e g
(Hba e Hbb, respectivamente), que codificam as cadeias da proteina hemoglobina (Hb), um
tetrdmero o2p2 (BURMESTER; HANKELN, 2014; KEPPNER et al., 2020; STORZ, 2019). O
dominio globina é a estrutura terciaria conservada através de todas as globinas de vertebrados.
Ele compreende entre sete e oito hélices a (nomeadas de A até H de acordo com a estrutura
cristalogréfica da Mb) (KENDREW et al., 1958; PERUTZ et al., 1960). Um grupo prostético
composto por protoporfirina IX estd confinado num bolsdo hidrofébico do polipeptideo de
globina. No centro do grupo prostético existe um atomo de ferro sendo coordenado por quatro
nitrogénios pirrdlicos coplanares. Um residuo de histidina (His F8 ou o oitavo residuo da
hélice a F, ou ainda histidina proximal) também € responsavel por coordenar o ferro do grupo
heme em um dos sitios axiais. Um residuo de fenilalanina (Phe CD1 ou o primeiro residuo da
regido entre as hélices a C e D) mantém o grupo heme numa posicdo estavel. His F8 e Phe
CD1 sdo conservadas em todas as globinas de vertebrados. O sexto sitio de coordenacdo do
ferro pode ser ou ndo coordenado por um residuo de histidina ou glutamina (His/GIn E7),
também na posicdo axial. O sexto sitio de coordenacdo é responsavel pela ligacéo de ligantes
gasosos, tais como O2 e NO (GELL, 2018). As globinas pentacoordenadas [cujo sexto sitio de
coordenacao ndo estd sendo coordenado pela cadeia lateral de um residuo de aminoacido da
proteina] como Hb, Mb e GbE, desempenham fungdes respiratdrias no transporte e
armazenamento de O, (BLANK et al., 2011a; LUDEMANN et al., 2019; MAIRBAURL;
WEBER, 2012; WEBER; FAGO, 2004). Globinas hexacoordenadas [cujo sexto sitio de
coordenacdo esta sendo coordenado pela cadeia lateral de um residuo de aminoacido da
proteina] como Adgb, Ngb, GbX e Cygb vém sendo caracterizadas estruturalmente e
funcionalmente (CORTI et al., 2016; DE SANCTIS et al., 2004; DEWILDE et al., 2001;
SAWAI et al., 2003; TRENT I1I; WATTS; HARGROVE, 2001). Fungdes propostas para as
globinas hexacoordenadas incluem regulacdo redox, funcdo de sensor de O. e funcdes
enzimaticas, tal como atividade de reducéo de nitrito, que estdo envolvidas em mecanismos de
sinalizacéo celular ou na limpeza de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (BLANK et al.,
2011b; BURMESTER; HANKELN, 2009, 2014; HANKELN et al., 2005; KAKAR et al.,
2010).
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2 EVOLUCAO DAS GLOBINAS DE VERTEBRADOS

As globinas encontradas em vertebrados possuem origens duplicativas distintas.
Por exemplo, Adgb, Ngb e GbX evoluiram a partir de eventos de duplicacdo antigos que
ocorreram antes da separacao entre protostomios e deuterostdmios (BLANK; BURMESTER,
2012; BURMESTER et al., 2000; DROGE et al., 2012; EBNER et al., 2010; HOFFMANN et
al., 2012; HOOGEWIWJS et al., 2012). A classificacdo mais recente da superfamilia das
globinas em metazoarios apresenta cinco clados (SONG et al., 2020), onde estdo incluidas
todas as globinas presentes nos vertebrados, exceto Adgb. A Ngb pertence ao clado V,
enquanto que a GbX de vertebrados pertence ao clado I1l. No clado | encontramos todas as
globinas especificas de vertebrados, que possivelmente se originaram a partir de um gene
ancestral do tipo Cygb (SONG et al., 2020). O grupo das globinas especificas de vertebrados
(Cygb, GbY, Mb, GbE, Hba e Hbb) também inclui as hemoglobinas e mioglobinas
encontradas nos agnatos (aHb e aMb), que sdo produtos de duplicacbes especificas na
linhagem dos agnatos e ndo sdo ortologas aos genes Hba/Hbb ou Mb dos gnatostomados
(FAGO et al., 2018; SCHWARZE et al., 2014). Portanto, podemos dizer que o repertdrio de
globinas do ultimo ancestral comum dos vertebrados incluiu um gene de globina que deu
origem as globinas especificas de vertebrados através de duas rodadas de duplicacdo do
genoma inteiro acompanhadas por duplicacbes em tandem, assim como copias de Adgb, Ngb,
e pelo menos quatro pardlogos de GbX (GOODMAN; MOORE; MATSUDA, 1975;
HOFFMANN; OPAZO; STORZ, 2012; OPAZO et al., 2015a; STORZ; OPAZO;
HOFFMANN, 2013). Um terceiro evento de duplicacdo do genoma inteiro especifico da
linhagem dos peixes teledsteos forneceu material genético para especializacdo dos genes de
globinas nesse grupo numeroso em espécies (DAANE et al.,, 2020; GALLAGHER,;
MACQUEEN, 2017; OPAZO et al., 2013).

2.1 Mecanismos evolutivos na origem das hemoglobinas

Como explicado acima, as hemoglobinas de agnatos e gnatostomados evoluiram
de forma independente durante o Periodo Cambriano (430 a 540 Ma) a partir de genes
paralogos distintos. No entanto, ambas convergiram num padrdo de expressdo especifico em
eritrocitos (ROHLFING et al., 2016), o que nos permite questionar se a expressdo especifica
em eritrécitos evoluiu duas vezes independentemente. Usando cuidadosas analises

bioquimicas e genéticas para esclarecer os dados da genémica comparativa, Miyata et al.
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(2020) mostraram que o ancestral comum dos vertebrados veio a possuir um gene NPRL3
contendo um forte elemento regulatorio ligado a pelo menos dois diferentes genes de globina.
Um dos genes de globina era similar a Cygb e foi cooptado para o transporte de Oz nos
agnatos enquanto que o0 outro gene, mais similar & Hba e Hbb dos gnatostomados, foi
cooptado para o transporte de O2 nos gnatostomados. Dessa forma, as Hbs de gnatostomados
e de agnatos evoluiram a partir de genes diferentes, mas convergiram no mesmo padrdo de
expressao pelo fato de terem herdado o mesmo elemento regulatério localizado a montante
dos genes de globina presentes no ancestral comum (HARDISON, 2020; MIYATA et al.,
2020).

As Hbs de agnatos e gnatostomados funcionam bem no transporte de O; atraves
do sistema circulatério porque possuem a capacidade de ligar-se cooperativamente ao Os.
Porém, as Hbs de agnatos e gnatostomados evoluiram o efeito cooperativo através de
mecanismos estruturais distintos. No caso dos agnatos, a Hb € monomérica quando oxigenada,
mas forma dimeros ou tetrdmeros quando é desoxigenada. A Hb dos gnatostomados € um
tetrdmero a2B2> que é capaz de sofrer mudangas conformacionais durante a oxigenagdo ou
desoxigenacdo. Em ambos 0s casos, 0S mecanismos estruturais sdo capazes de mudar a
afinidade por O e produzir em maior ou menor grau um efeito cooperativo (INGERMANN,
2011; PERUTZ, 1978; ROYER, 1992; WEBER; FAGO, 2004).

Recentemente, Pillai et al. (2020) usaram uma abordagem de bioquimica
evolutiva, consistindo na reconstrucdo e ressuscitacdo dos polipeptideos ancestrais da Hb dos
gnatostomados e caracterizacdo de suas propriedades estruturais e funcionais, a fim de
elucidar o processo evolutivo que originou o tetrdmero cooperativo a partir de ancestrais
monomeéricos e ndo cooperativos. Em resumo, apds o evento de duplicacdo que deu origem a
Mb e ao ancestral monomeérico da Hb, surgiu uma interface na Hb monomeérica ancestral que
permitiu a formacdo de homodimeros. A duplicacdo da Hb homodimérica ancestral gerou os
ancestrais das globinas o e B, que eram capazes de formar heterodimeros. Uma nova interface
surgiu na globina B, capaz de unir os heterodimeros e produzir o heterotetramero. O estudo
demonstrou que estruturas e fungdes moleculares complexas podem evoluir por meio de
mecanismos genéticos simples que recrutam caracteres biofisicos existentes para formar
arquiteturas de ordem mais elevada, consistindo na primeira descri¢cdo do processo evolutivo
de uma proteina multimérica (BERENBRINK, 2020; PILLAI et al., 2020).

2.2 Tempo e modo na diversificacdo das globinas a e p dos tetrapodes



13

Os vertebrados frequentemente possuem grupamentos com multiplos parélogos de
Hba e Hbb que séo subfuncionalizados de forma a regular a expressao de diferentes isoformas
de Hb durante a ontogenia (ALEV et al., 2009; DAMSGAARD et al., 2013; FORGET;
HARDISON, 2009; GRISPO et al., 2012; JOHNSON et al., 2006; JOHNSON; GUMUCIO;
GOODMAN, 2002; OPAZO et al., 2015b; RUNCK; MORIYAMA,; STORZ, 2009; STORZ et
al., 2015; STORZ, 2016; STORZ et al.,, 2011). Durante a evolugdo, a ligacdo dos
grupamentos de Hba e Hbb observada em peixes (CHAN et al., 1997; GILLEMANS et al.,
2003; MARINO et al., 2007; OPAZO et al., 2013) foi conservada na linhagem dos anfibios
(HOSBACH; WYLER; WEBER, 1983; JEFFREYS et al., 1980; PATIENT et al., 1980),
enquanto que na linhagem dos amniotas um gene de Hbb foi transposto para outro
cromossomo, produzindo um grupamento separado de pardlogos de Hbb (HARDISON, 2012;
JEFFREYS et al., 1980; OPAZO; HOFFMANN; STORZ, 2008a; PATEL et al., 2008, 2010;
PATEL; DEAKIN, 2010; WHEELER et al., 2001, 2004). O tempo e 0 modo na evolugéo da
regulacdo ontogenética dos grupamentos de Hba e Hbb séo diferentes. Enquanto a diviséo de
trabalho entre genes ontogeneticamente expressos cedo e tarde no grupamento de Hba
aconteceu no ancestral comum dos tetrdpodes, a regulacdo da expressdao de Hbb durante o
desenvolvimento evoluiu independentemente nas diferentes linhagens de tetrapodes que
herdaram uma cépia do mesmo tipo de Hbb (GAUDRY et al., 2014; HOFFMANN et al.,
2010, 2018; HOFFMANN; OPAZO; STORZ, 2008a, 2008b; OPAZO; HOFFMANN; STORZ,
2008a, 2008b; ZHANG et al., 2014). O arranjo ancestral do grupamento de Hba pode ser
representado da seguinte maneira: 5’-a5-0P-0-3’. Duas hipoteses alternativas tentam explicar
as origens dos paralogos de Hba. De acordo com uma das hip6teses, a globina of e o gene
progenitor das globinas o”/oP se originaram na linhagem basal dos tetrapodes via duplicacio
em tandem, seguida de outra duplicagio em tandem do gene proto-o'® na linhagem basal dos
amniotas, produzindo a topologia (of (a°, o). De acordo com a hipdtese alternativa e também
mais aceita, duas duplicac6es em tandem sucessivas do gene proto-Hba na linhagem basal dos
tetrapodes deram origem, primeiro, ao gene de globina o” e ao gene proto-o'°, e em seguida
as globinas of e of a partir do gene proto-oF®, produzindo a topologia ((of, aP) o?)
(COOPER et al., 2006; HOFFMANN; STORZ, 2007).

2.3 Anfibios: lacunas no conhecimento das globinas de vertebrados
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Fuchs, Burmester e Hankeln (2006) analisaram a versdo inicial do genoma de
Xenopus tropicalis (Anura: Pipidae) e descobriram a GbY. Eles também notaram a auséncia
de Mb em Xenopus. Desde entdo, o cenario onde a Mb e a GbE foram deletadas na linhagem
dos anfibios anuros é a hipotese mais aceita (HOFFMANN; OPAZO; STORZ, 2011). A
expressdo de Cygb no musculo esquelético e cardiaco e também nos fotorreceptores de
segmentos internos da retina sugere que a Cygb pode compensar pela falta de Mb e GbE em
Xenopus (XI et al., 2007). N&o obstante, uma hemoglobina monomérica foi purificada a partir
de extratos do coracdo de Rana catesbeiana (Anura: Neobatrachia) e sua sequéncia de
aminoacidos apresentou similaridade a cadeias o de Hb expressas em estagios larvais de
anfibios (MAEDA; FITCH, 1982). A partir dos estudos citados e do conhecimento sobre a
evolucdo dos genes de globinas em vertebrados, podemos notar que o repertério de globinas
de anfibios ainda é pouco compreendido. A primeira limitacdo estd no fato de Xenopus fazer
parte do grupo dos Pipidae, que por ser pouco numeroso em espécies e por ter divergido cedo
na filogenia dos anuros, € pouco representativo dos anfibios modernos. Além disso, 0
repertorio de globinas de anfibios precisa também levar em conta a distribuicdo filética das
globinas no grupo das salamandras (Caudata) e dos caecilianos (Gymnophiona). Ademais, 0
fato de anfibios serem um grupo irmdo dos amniotas é algo importante para compreendermos
em profundidade a evolucgdo dos genes de Hba e Hbb, pois uma amostragem apropriada de
anfibios adicionaria informacédo filogenética em regides da filogenia das globinas ainda néo
totalmente esclarecidas. Por exemplo, apesar da hipdtese mais aceita para a origem da globina
oP sugerir que ela surgiu antes da divergéncia dos anfibios, devemos notar que nenhum gene
de globina oP foi ainda caracterizado em anfibios. Por outro lado, conclusdes sobre a origem
dos genes de Hbb a partir de um Unico gene ancestral em anfibios, da mesma forma que
ocorreu em diferentes linhagens de amniotas, sdo fortemente limitadas pelo fato de que os
estudos anteriores ndo utilizaram uma amostragem taxonémica apropriada de anfibios. E
devemos lembrar que apds quase 40 anos da caracterizacdo da hemoglobina monomérica no
coracdo da Rana catesbeiana, ainda ndo temos nenhuma descricdo do gene que codifica essa
proteina, nem sabemos a sua distribuicao filética em anfibios ou sua relacdo evolutiva com

outros genes de globina.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Determinar o repertdrio de globinas nas trés ordens de anfibios modernos: Anura,
Caudata e Gymnophiona.

3.2 Objetivos especificos

e Anotar os genes de globinas em genomas e transcriptomas de representantes das trés
ordens de anfibios modernos (Anura, Caudata e Gymnophiona).

e Reconstruir a filogenia dos genes de globina através da regido codificante.

e Determinar as relagdes entre os genes de globinas (ortologia e paralogia) contrastando
a arvore dos genes com a arvore das espécies.

e Analisar a sintenia da regido gendmica dos genes de globinas e comparar com a

sintenia observada em peixes e amniotas.

e Identificar linhagens e genes que estejam sofrendo répida evolucao.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Anotacdo e curadoria manual dos genes de globinas

Nossa abordagem para a anotacdo de genes de globinas em genomas de anfibios
usou evidéncias de homologia fornecidas por alinhamentos de um conjunto representativo de
sequéncias de aminoacidos de globinas conhecidas contra genomas e transcriptomas de
anfibios, buscando predizer os genes através de regides com suficiente similaridade e
identidade para posterior inspecdo e anotacdo, conforme as boas praticas de anotacdo de
genomas de eucariotos (YANDELL; ENCE, 2012). Realizamos a curadoria manual dos genes
usando o conhecimento disponivel na literatura sobre a estrutura dos genes de globinas, como
a quantidade de éxons e introns relatados para cada tipo de gene de globina, assim como
elementos indispensaveis da estrutura proteica das globinas, tais como os residuos Phe CD1 e
His F8. Adicionalmente, buscamos evidéncias da expressdo dos genes nos transcriptomas ou
em bancos de dados de ESTs de cada espécie analisada. Também verificamos a presenca de
dominios conservados (LU et al., 2020). Usamos o software Exonerate para alinhar proteinas
contra 0os genomas e transcriptomas (SLATER; BIRNEY, 2005) e polimos 0s genes com
auxilio de browsers de genoma como UCSC e o software GBiB
(https://genome.ucsc.edu/index.html) (HAEUSSLER et al., 2015; ZWEIG et al., 2008), ou o
software Artemis (CARVER et al., 2012). Obtivemos 0s genomas e transcriptomas a partir do
NCBI (AGARWALA et al., 2018) e outras fontes mencionadas abaixo, juntamente com as
espécies com genomas e transcriptomas disponiveis até 0 momento.

Genomas de anfibios disponiveis na base de dados do NCBI que analisamos
incluem: Xenopus tropicalis (v9.1) (HELLSTEN et al., 2010); o alotetraploide Xenopus laevis
(v2), no qual o conjunto de cromossomos é dividido em dois subgenomas, L e S, que
correspondem aos cromossomos de cada espécie ancestral (SESSION et al., 2016); Rana
catesbeiana (RCv2.1) (HAMMOND et al., 2017); Pyxicephalus adspersus (Pads_1.0)
(DENTON et al., 2018); Nanorana parkeri (ASM93562v1) (SUN et al., 2015); Rhinella
marina (RM170330) (EDWARDS et al., 2018); Ambystoma mexicanum (ASM291563v2)
(NOWOSHILOW et al., 2018; SMITH et al., 2018); Microcaecilia unicolor (aMicUnil.1);
Rhinatrema bivittatum (aRhiBiv1.1); Geotrypetes seraphini (aGeoSerl.1l); Leptobrachium
leishanense (ASM966780v1) (LI et al., 2019a); Limnodynastes dumerilii (BGIl_Ldum_1.0)
(LI et al., 2020); Oophaga pumilio (GCA _009801035.1 UCB_Opum_1.0) (ROGERS et al.,
2014); Rana temporaria (UCB_Rtem_1.0); Spea multiplicata (usc_Smult_1.0), Spea
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bombifrons  (usc_Sbombifrons_0.1), Scaphiopus holbrookii  (usc_Sholbrookii_0.1),
Scaphiopus couchii (usc_Scouchii_0.1) (SEIDL et al., 2019). O genoma de Leptobrachium
ailaonicum foi obtido a partir do repositério GigaGD (LI et al., 2019b).

Transcriptomas de anfibios disponiveis na base de dados do NCBI que analisamos
incluem: Rana clamitans (GAEGO01.1), Pseudacris regilla (GAEI01.1) (ROBERTSON;
CORNMAN, 2014); Hynobius chinensis (GAQKO01.1) (CHE et al., 2014); Pelophylax
nigromaculatus (GBETO01.1) (XU et al., 2015); Rana catesbeiana (GDDOO01.1, GFBS01.1,
GFBS01.2, GFBS01.3) (BIROL et al., 2015); Bufotes viridis (GDRL01.1) (GERCHEN et al.,
2016); Ambystoma mexicanum (GEBKO01.1, GFBMO01.1, GFBMO01.2, GFBM01.3, GFZP01.1)
(BRYANT et al, 2017; HALL; EISTHEN; WILLIAMS, 2016); Microhyla fissipes
(GECVO01.1) (ZHAO et al., 2016); Rhacophorus omeimontis (GEGF01.1), Rhacophorus
dennysi (GEGGO01.1), Polypedates megacephalus (GEGHO01.1), Pelophylax nigromaculatus
(GEGIO01.1), Odorrana margaretae (GEGJO01.1), Leptobrachium boringii (GEGKO1.1),
Xenophrys sangzhiensis (GEGLO01.1) (HUANG et al., 2016); Hyla cinerea (GENEOL1.1);
Tylototriton wenxianensis (GESS01.1); Ambystoma tigrinum (GFLI01.1), Ambystoma
texanum (GFLJ01.1), Ambystoma laterale (GFLOO01.1) (MCELROY et al., 2017); Rhinella
marina (GFMTO01.1) (RICHARDSON et al., 2018); Ambystoma maculatum (GFMYO01.1)
(BURNS et al., 2017); Oreobates cruralis (GFNJO1.1) (MONTERO-MENDIETA et al.,
2017); Caecilia tentaculata (GFODO01.1), Microcaecilia dermatophaga (GFOEO01.1),
Typhlonectes compressicauda (GFOHO01.1) (TORRES-SANCHEZ et al., 2018); Odorrana
tormota (GGLBO01.1) (SHU et al., 2018); Rana temporaria (GGNS01.1) (MA et al., 2018);
Mantella betsileo (GGTLO01.1) (CIVITELLO et al., 2019); Anaxyrus baxteri (GGUQO1.1,
GGURO01.1, GGUSO01.1); Pelobates cultripes (GHBHO01.1); Scaphiopus couchii (GHBOO01.1);
Rhinella arenarum (GHCGO1.1); Batrachuperus yenyuanensis (GHDZ01.1) (XIONG et al.,
2019); Taricha granulosa (GHKF01.1) (GLASS; MELIN; VAMOSI, 2019); Bolitoglossa
vallecula (GHMEO01.1) (ARENAS GOMEZ et al., 2020); Odorrana tormota (GICS01.1);
Salamandra salamandra (GIKKO01.1) (GOEDBLOED et al., 2017); Hypsiboas pugnax
(GINYO01.1, GINYO01.2, GINY01.3); Bombina bombina (HADQO01.1, HADUO01.1), Bombina
variegata variegata (HADRO1.1, HADVO01.1), Bombina variegata scabra (HADS01.1),
Bombina orientalis (HADT01.1) (NURNBERGER et al., 2016); Pyxicephalus adspersus
(ICLDO02.1, ICPNO01.1) (YOSHIDA; KAITO, 2019). O transcriptoma de Rana pipiens (versao
001) foi obtido em (https://www. davislab.net/rana/) (CHRISTENSON et al., 2014).

4.2 Reconstrucéao filogenética
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Fizemos alinhamentos multiplos das regides codificantes de trés conjuntos de
genes de globinas: (1) todas as globinas de anfibios exceto Adgb devido ao seu dominio
globina permutado; (2) Hba de anfibios; (3) Hbb de anfibios. Em cada conjunto de dados
incluimos uma amostragem taxonémica adequada de representantes de outros grupos de
vertebrados para comparagdo. Utilizamos diferentes softwares para alinhamento de
sequéncias, como MUSCLE (EDGAR, 2004), ClustalW (LARKIN et al., 2007), os modelos
G-INS-I, E-INS- i, FFT-NS-i, G-INS-i, e L-INS-i do MAFFT disponiveis no servidor web
(https://mafft.cbrc.jp/alignmen t/server/) (KATOH; ROZEWICKI; YAMADA, 2019) e 0 M-
coffee (http://tcoffee.crg.cat/apps/tcoffee/do:mcoffee) (MORETTI et al., 2007; WALLACE et
al., 2006). Inspecionamos manualmente os alinhamentos e depois utilizamos o software
MUMSA (LASSMANN; SONNHAMMER, 2005) disponivel no servidor web
(https://msa.sbc.su.se/cgi-bin/msa.cgi) (LASSMANN; SONNHAMMER, 2006) para verificar
e comparar automaticamente a qualidade dos diferentes alinhamentos multiplos de sequéncias
obtidos. Em todos os casos, 0 modelo G-INS-i do MAFFT produziu os melhores
alinhamentos de acordo com a pontua¢do do MUMSA. Usamos os alinhamentos multiplos de
sequéncias selecionados na etapa anterior para estimar por maxima verossimilhanca os
melhores modelos de substituicdo de nucleotideos de acordo com as menores pontuagdes no
Bayesian Information Criterion (BIC), conforme implementado em softwares como MEGA X
(KUMAR et al., 2018) ou o ModelFinder do servidor 1Q-Tree (KALYAANAMOORTHY et
al., 2017). Realizamos a reconstrucdo filogenética usando maxima verossimilhanca pelo
software 1Q-Tree (versdo 1.6.12) a partir do servidor web (http://igtree.cibiv.univie.ac.at/)
(NGUYEN et al., 2015; TRIFINOPOULOS et al., 2016), calculando os valores de bootstrap
pelo procedimento ultrarrapido do 1Q-Tree com 1000 pseudoreplicatas (HOANG et al., 2018).
Também reconstruimos a filogenia das globinas usando o método bayesiano pelo software
MrBayes (versdo 3.2.7) (RONQUIST et al., 2012), configurando duas corridas independentes
com quatro cadeias simultaneas durante 2 x 10" geragdes, coletando amostras a cada 1000
geracOes. Average standard deviation of split frequencies foi inferior a 0,01 antes das corridas
convergirem. Avaliamos a convergéncia pelo potential scale reduction fator estimado, que foi
igual ou préximo a 1,0. Estimamos as probabilidades posteriores a partir das ultimas 5000
arvores usando majority rule of consensus.

Inferimos os eventos de duplicagdo e especia¢do na arvore dos genes com auxilio
de uma filogenia conhecida das espécies de anfibios e de outros grupos de vertebrados

incluidos para comparacdo. Usamos algoritmos do pacote forester para adicionar informacéo
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taxondmica a arvore dos genes no formato phyloXML e entdo mapear os eventos de
duplicacdo e especiacdo (HAN; ZMASEK, 2009; ZMASEK; EDDY, 2001, 2002). Como 0
algoritmo requer uma arvore das espécies que seja confiavel a fim de contrastar com a arvore
dos genes, usamos a arvore consenso das familias de anfibios disponivel no website
AmphibiaWeb (https://amphibiaweb.org), baseada numa literatura recente (BLACKBURN;
WAKE, 2011; BROWN et al., 2015; FENG et al., 2017; HEINICKE et al., 2018; JETZ;
PYRON, 2018; KAMEI et al., 2012; PELOSO et al., 2016; SAN MAURO et al., 2014;
STREICHER et al., 2018; TU et al., 2018; VIEITES et al., 2011; YAN et al., 2016; YUAN et
al., 2019; ZHANG; WAKE, 2009), para reconstruir a filogenia das espécies usadas no estudo.
Primeiro, usamos os dados e as ferramentas fornecidos pelo website VertLife.org
(http://vertlife.org/) (JETZ; PYRON, 2018) para reconstruir a filogenia das espécies
selecionadas em nosso estudo, e em seguida corrigimos a filogenia das espécies de acordo
com a arvore consenso das familias de anfibios fornecida pelos especialistas do AmphibiaWeb.
Para visualizar os filogramas e cladogramas, usamos os pacotes ape (verséo 5.4-1) (PARADIS;
SCHLIEP, 2019) e ggtree (versdo 2.2.4) (YU, 2020; YU et al., 2017) disponiveis na
linguagem R (R CORE TEAM, 2020). Cada etapa da reconstrucao filogenética € descrita em
detalhes em outro lugar (KAPLI; YANG; TELFORD, 2020). Avaliamos o suporte para 0s
ramos de acordo com 0s seguintes critérios. Porcentagens bootstrap (b%) entre 90 e 100%
foram consideradas como fortes, 70 e 89% moderadas, 50 e 69% fracas, e valores abaixo de
50% como auséncia de suporte. Consideramos probabilidades posteriores bayesianas (ppb)

iguais ou acima de 0.95 como confiaveis e abaixo desse valor como ndo confiaveis.

4.3 Anélise de sintenia conservada

Usamos o browser Genome Data Viewer do NCBI (AGARWALA et al., 2018)
para mapear a posicao dos genes de globinas e outros genes sinténicos nos cromossomos ou
scaffolds de cada especie de anfibio analisada que possuia anotagéo de referéncia disponivel.
Analisando a sintenia conservada buscamos revelar inversdes, duplicacbes em pequena ou em
grande escala, e transposicdes de genes na regido gendmica dos genes de globinas, de forma a
complementar e em alguns casos esclarecer as inferéncias filogenéticas. Utilizamos o
software IBS 1.0.3 (http://ibs.biocuckoo.org/) (LIU et al., 2015) para desenhar modelos de

nucleotideos das regiGes gendmicas dos genes de globinas.
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5 RESULTADOS
5.1 O repertorio de globinas nos anfibios
Nossa andlise filogenética recuperou todos os clados de globinas de vertebrados,

como mostrado na Figura 1.

Figura 1 — Filograma de maxima verossimilhanca das globinas de anfibios
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Fonte: elaborado pelo autor.

A arvore das globinas foi reconstruida por maxima verossimilhanca no software 1Q-Tree usando o
modelo de substituicdo de nucleotideos GTR + F + | + I's. Os nimeros em negrito abaixo dos nds sdo
os valores de porcentagem do booststrap. Os nimeros acima dos nos sao os valores de probabilidades
posteriores bayesianas. A analise bayesiana foi realizada usando o modelo de substituicdo de
nucleotideos GTR + I" + I. As sequéncias de GbX e Ngb foram usadas como outgroup. Retangulos em
cinza destacam o0s genes de anfibios. Alguns ramos foram colapsados (triangulos em cinza) para
facilitar a visualizagdo. Entre eles incluimos os clados Ngb e Cygb de anuros. O cladograma a direita

representa a filogenia das espécies esperada.
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Por terem surgido antes da separagéo entre protostomios e deuterostomios, GbX e
Ngb foram usadas como outgroup. NO6s usamos um conjunto representativo de paralogos de
GbX de outros vertebrados para verificar quais estdo presentes em anfibios. Todos os
paralogos de GbX formaram um clado com suporte moderado, embora a probabilidade
posterior seja baixa (b% = 89, ppb = 0,61). O clado de GbX recuperou os quatro clados de
parélogos de GbX, em concordancia com Opazo et al. (2015a). Mas observamos que 0s genes
das diferentes ordens de anfibios foram agrupados em diferentes clados. GbX de caecilianos e
salamandras fazem parte do clado contendo GbX1 do Gar manchado (Lepisosteus oculatus) e
do celacanto (Latimeria chalumnae), assim como a GbX de amniotas. Por outro lado, genes
de GbX de anuros fazem parte do clado contendo GbX2 do Gar manchado e do celacanto. A
sintenia da regido de gendmica da GbX (Figura 2) confirma os resultados da analise
filogenética, onde podemos notar que os ortdlogos de GbX1 de caecilianos sdo flanqueados
por TIMM50 e SUPT5H, enquanto que os ortélogos de GbX2 em anuros séo flanqueados por
PLEKHGS3 e SRP14, em concordancia com Opazo et al. (2015a). Ndo analisamos a sintenia
da regido de GbX de salamandras, pois nenhum genoma de referéncia para esse grupo estava
disponivel no browser Genome Data Viewer do NCBI.

Figura 2 — Sintenia da regido gendmica da GbX de anfibios
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Fonte: elaborado pelo autor.

Todos os genes de Ngb formaram um clado com suporte forte (b%/ppb =
100/1,00). Apesar do clado de Ngb desviar da filogenia dos organismos esperada, a sintenia é
conservada em caecilianos e anuros (TMEMG63C-Ngh-POMT2), como podemos observar na
Figura 3, sugerindo que a arvore dos genes desviou da arvore das espécies devido a alguma

faceta do processo de evolugéo que iremos discutir mais adiante.
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Figura 3 — Sintenia da regido genémica da Ngb de anfibios
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Fonte: elaborado pelo autor.

As globinas especificas de vertebrados formaram um clado com suporte forte
(b%/ppb = 99/1,00). Divergindo primeiro, o clado formado pelos genes aHb e aMb dos
cicléstomos teve suporte forte (b%/ppb = 100/1,00). A topologia sugere que ele é um clado
irmdo de todas as outras globinas especificas de vertebrados, mas ndo estamos certos dessa
relacdo porque o clado de globinas especificas de vertebrados menos aHb e aMb ndo teve
probabilidade posterior confidvel (b%/ppb = 96/0,78). A Cygb do agnato Lethenteron
camtschaticum foi colocada como ortéloga da Cygb dos gnatostomados com suporte forte,
mas probabilidade posterior ndo confiavel (b%/ppb = 95/0,75). A Cygb dos gnatostomados
formou um clado bem suportado, mas com desvios da filogenia dos organismos esperada, em
especial a posicdo dos genes de Cygb de mamiferos. Pensamos inicialmente que tal
discordancia ocorreu devido a presenca de um quarto éxon que se originou na linhagem dos
mamiferos e que ndo € homdlogo a qualquer parte de genes de Cygb em ndo mamiferos
(BURMESTER et al., 2002). Porém, a topologia permaneceu a mesma gquando repetimos as
analises depois de remover o quarto éxon dos genes de Cygb de mamiferos.

Os clados GbE, Mb, GbY e (Hba, Hbb) foram suportados fortemente (b%/ppb =
100/1,00). Todos foram colocados juntos em um clado de globinas especificas de

gnatostomados que é irmdo do clado Cygb com suporte forte (b%/ppb = 98/0,99).
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Observamos que Mb e GbE estdo presentes em caecilianos, mas néo GbY, e o clado (Mb, GbE)
é colocado como irmé&o do clado GbY com forte suporte, embora a probabilidade posterior ndo
seja confiavel (b%/ppb = 92/0,64). Cada clado exibiu algumas discordancias da filogenia dos
organismos esperada. Nao obstante, o clado (GbY (GbE, Mb)) é colocado como sendo irméo
do clado (Hba, Hbb) com suporte moderado e probabilidade posterior ndo confiavel (b%/ppb
= 86/0,53).

Nos verificamos a sintenia da regido gendmica da Mb e GbE em caecilianos
(Figura 4). Todos os dados de caecilianos analisados, incluindo os transcriptomas, mostram a
presenca de pelo menos uma copia de Mb. Por outro lado, GbE parece ser restrita a
Geotrypetes seraphini e Rhinatrema bivittatum, sendo deletada em Microcaecilia unicolor.
Nenhum dos transcriptomas apresentou GbE. Curiosamente, existem duas cépias de Mb

distintas no transcriptoma de Microcaecilia dermatophaga.

Figura 4 — Sintenia da regido gendmica da Mb e GbE de caecilianos
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Fonte: elaborado pelo autor.

Pelo fato de que realizamos analises filogenéticas de conjuntos de genes de Hba e
Hbb separadamente, incluimos apenas uma fracdo desses genes na Figura 1. Entdo, nos
concentraremos por enquanto apenas no clado GbA. Esse clado inclui todos os genes que
codificam proteinas similares a hemoglobina monomérica que foi encontrada no coracdo de
Rana catesbeiana (MAEDA; FITCH, 1982). Encontramos varios genes do tipo GbA em
espécies do grupo Neobatrachia, comumente na forma de varias copias em individuos da
familia Bufonidade. Também encontramos dois genes do tipo GbA em Leptobrachium
leishanense, membro do grupo Pelobatoidea, um grupo irm@o dos Neobatrachia. Todos 0s
genes de GbA formam um clado fortemente suportado (b%/ppb = 100/1,00) e concordam
totalmente com a filogenia das espécies quando levamos em conta os eventos de duplicacdo
nos Bufonidae. Além disso, o clado GbA ¢ relacionado as globinas do tipo af com forte
suporte (b%/ppb = 94/0,99). Genes de GbA foram localizados no mesmo cromossomo que a
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Adgb em algumas espécies, mas ndo pudemos analisar a sintenia da regido da GbA, exceto nos
scaffolds do genoma de Nanorana parkeri. Observamos que a GbA € flanqueada por
ANKRD9, YPELS5 e LBH de um lado, e por ALK e CLIP4 do outro lado. Todos os genes que
flanqueiam GbA em Nanorana parkeri foram anotados nos genomas de caecilianos e, com

excecdo de ANKRD9, localizamos todos no mesmo cromossomo da Adgb.

5.2 Filogenia dos genes de globina dos tipos a e

A filogenia dos genes de globinas do tipo a (Figura 5) mostra que os anfibios
possuem genes do tipo of ou o, mas ndo o tipo aP. O clado de globinas o” dos tetrapodes
recebeu suporte forte (b%/ppb = 99/1,00), mas notamos alguns desvios da filogenia das
espécies nas sequéncias de amniotas. O clado o” dos anfibios, assim como o clado o* de
caecilianos, salamandras e anuros, todos receberam suporte forte (b%/ppb = 100/1,00). O
clado de globinas o dos Batrachia (Anura, Caudata) recebeu suporte forte, mas a
probabilidade posterior ndo foi confiavel (b%/ppb = 90/0,51). De modo geral, 0s genes
recuperaram a filogenia das espécies e ocorreram poucos eventos de duplicacdo, os ultimos
restritos a linhagem das salamandras. O clado de globinas of dos tetrapodes recebeu suporte
fraco, embora a probabilidade posterior seja confidvel (b%/ppb = 68/0,98). O ramo dos
amniotas concordou com a filogenia das espécies em geral. Por outro lado, o clado de
globinas of dos anfibios é marcado por muitos eventos de duplicagdo e recebeu suporte forte
(b%/ppb = 99/1,00). Alguns dos ramos internos de globinas of também receberam bom

suporte, mas algumas divergéncias profundas ndo foram bem resolvidas.
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Figura 5 — Filograma de méxima verossimilhanca das globinas do tipo a
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Fonte: elaborado pelo autor.
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A arvore das globinas do tipo o foi reconstruida por maxima verossimilhanga no software 1Q-Tree usando o
modelo de substitui¢do de nucleotideos SYM + I + I's. Os nimeros em negrito abaixo dos nés sdo os valores
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de porcentagem do booststrap. Os nimeros acima dos nds sdo os valores de probabilidades posteriores
bayesianas. A analise bayesiana foi realizada usando o modelo de substitui¢do de nucleotideos HKY + T + 1.
A sequéncia de Hbal do gar manchado (Lepisosteus oculatus) foi usada como outgroup. Retdngulos
coloridos destacam os genes de anfibios. O cladograma a direita indica a filogenia das espécies esperada.

As relacbes filogenéticas dos genes de Hbb de tetrdpodes sdo complexas.
Supreendentemente, os anfibios possuem dois clados de globinas do tipo  (Figura 6). Um dos
clados ¢ irmdo do clado de globinas do tipo B de amniotas, e por isso nomeamos o clado de BT,
referente a globinas B de tetrapodes. O outro clado foi especifico de anfibios e por isso
denominados B*, referente a globinas B de anfibios. Apesar do clado BT ter sido colocado
como irmao das globinas B de amniotas, o relacionamento entre eles ndo foi suportado em
ambas as analises, por maxima verossimilhanca e pelo método bayesiano, a exclusdo dos
genes de globinas B oOrfaos encontrados no grupamento de Hba de marsupiais e
monotremados, referidos aqui como Hbw de acordo com Aguileta, Bielawski e Yang (2006).
Na analise bayesiana temos uma politomia (B7 de anfibios, BT de amniotas, Hbow de
marsupiais e monotremados) com suporte forte (b%/ppb = 97/0,99). O clado p* dos anfibios
foi colocado como sendo um clado irmdo de um dos genes Hbb do celacanto, mas o suporte
foi fraco (b%/ppb = 59/0,66). O clado BT de anfibios, assim como o clado BT de caecilianos e
salamandras, ambos receberam suporte forte (b%/ppb = 100/1,00). No entanto, os clados B"
de caecilianos e salamandras agruparam juntos, desviando da topologia esperada para o clado
Batrachia com suporte forte, mas probabilidade posterior ndo confiavel (b%/ppb = 93/0,84).
O clado B" de anuros recebeu suporte forte (b%/ppb = 99/0,99). O clado B* de anfibios junto
com Hbb2 do celacanto recebeu suporte fraco, mas alguns ramos internos foram bem
suportados. E possivel que adigbes futuras de outros taxa, como representantes dos peixes
pulmonados, ajudem a resolver as relacGes filogenéticas desse novo clado de globinas p.



Figura 6 — Filograma de méxima verossimilhanca das globinas do tipo
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Fonte: elaborado pelo autor.
A arvore das globinas do tipo B foi reconstruida por méxima verossimilhanca no software 1Q-Tree
usando o modelo de substituicdo de nucleotideos TIM3e + I + I's. Os nimeros em negrito abaixo dos
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nos sdo os valores de porcentagem do booststrap. Os nimeros acima dos nés sdo os valores de
probabilidades posteriores bayesianas. A andlise bayesiana foi realizada usando o modelo de
substituicdo de nucleotideos GTR + I' + I. As sequéncias do gar manchado (Lepisosteus oculatus) foram
usadas como outgroup. Retangulos coloridos destacam os genes de anfibios. O cladograma a direita
indica a filogenia das espécies esperada.

5.3 Sintenia dos genes de globina dos tipos a. e

A regido gendmica dos genes de Hba e Hbb de anfibios é apresentada na Figura 7.

Figura 7 — Representacdo sem escala do grupamento de globinas o e  de anfibios
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Fonte: elaborado pelo autor.

Representamos os genes de globina com quadrados coloridos: GbY (rosa); of (verde); o”
(vermelho); AT (laranja); g~ (azul). Os genes que flanqueiam os genes de globina séo representados
por setas. ¥ denota os pseudogenes e quadrados em branco sdo pseudogenes cuja ortologia ndo
conseguimos inferir. O simbolo // se refere a segmentos do genoma que foram cortados da
representacdo por clareza.

Podemos observar que os genes de globina de Xenopus estdo arranjados em dois
grupamentos no mesmo cromossomo (o alotetraploide Xenopus laevis possui dois
cromossomos paralogos). Um dos grupamentos possui varias copias de globinas p* ligadas a
GbY e flanqueadas por LUC7L e KCTD18. O segundo grupamento possui varias copias de
globinas «f ligadas a cdpias tnicas de globina a” e A7, sendo flanqueado por NPRL3. Por que
o grupamento de Hba é frequentemente flanqueado por NPRL3 (e/ou RHBDF1) e LUC7L em
tubarédo e em amniotas (PHILIPSEN; HARDISON, 2018), podemos inferir que o primeiro
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grupamento é produto de um rearranjo especifico da linhagem dos anfibios. Apesar de ndo ser
mostrado na Figura 7, 0 mesmo arranjo ocorreu em outros genomas de anuros, como
observamos nas montagens a nivel de scaffolds de Nanorana parkeri e Rhinella marina, e a
montagem a nivel de cromossomos de Pyxicephalus adspersus. O rearranjo nos impediu de
representar o grupamento de Hba e Hbb nos moldes do esquema convencional, onde o gene
NPRL3 é representado na extremidade 5’ do grupamento. Caecilianos também apresentaram o
grupamento oF-a”-47 ligado ao NPRL3, mas a globina p* foi encontrada como uma unica
copia num cromossomo diferente onde € flanqueada por PPIL3 e TGFB1L1. Isto se deve
provavelmente a um evento de transposicao especifico na linhagem dos caecilianos. Contrario
a diversificacdo das globinas af e p* em anuros e salamandras, os caecilianos apresentaram
um namero reduzido destes genes. De fato, Rhinatrema bivittatum parece ter perdido ambas

as globinas, of e pA.
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6 DISCUSSAO

6.1 Discordancia antiga na arvore dos genes

Em todos os clados de globinas que podemos observar conflitos protuberantes
com a filogenia dos organismos, como nos clados Ngb, Cygb, of, p* e T, os conflitos
geralmente ocorrem nas relagcdes mais profundas entre as ordens de anfibios, ou entre anfibios
e amniotas. Quando olhamos para as relagdes dentro de cada ordem ou familia de anfibios, a
arvore dos genes frequentemente concorda com a filogenia dos organismos esperada. NOs
pensamos que tais discordancias observadas nas partes interiores da arvore dos genes se
devem provavelmente ao sorteio incompleto das linhagens (também conhecido como
coalescéncia profunda), um fenémeno mais provavel de ocorrer quando 0s ramos internos da
arvore das espécies sdo curtos (KAPLI; YANG; TELFORD, 2020; MADDISON, 1997). De
fato, Hime et al. (2020) realizaram uma andlise filogendmica de anfibios que revelou
discordancias antigas na arvore de genes que compde a arvore da vida dos anfibios. Apesar de
suportarem fortemente a hipdtese Batrachia (Gymnophiona (Anura, Caudata)), os autores
observaram também que diferentes subconjuntos dos genomas suportavam hipéteses
alternativas. A partir de 195 loci incluindo pelo menos um membro de cada ordem dos
anfibios, os autores encontraram 89 loci suportando a hipo6tese Batrachia, 51 suportando
Procera (Anura, (Caudata, Gymnophiona)), e 55 suportando Acauda (Caudata (Anura,
Gymnophiona)). Os autores sugerem que muitos loci sdo insuficientemente informativos para
resolver os ramos mais profundos da filogenia dos anfibios. N6s pensamos que esse é
provavelmente o caso com 0 nosso conjunto de dados, pois globinas sdo proteinas pequenas
que tipicamente possuem um tamanho de 200 aa ou menos, limitando o nimero de sitios
informativos em potencial e aumentando as incertezas inerentes ao processo de estimativa
filogenética, tais como ambiguidades nos alinhamentos de sequéncias, duvidas sobre os
modelos de substituicdo mais adequados, e o poder dos algoritmos usados para a reconstrucéo
filogenética (STORZ; OPAZO; HOFFMANN, 2011).

6.2 Distribuicéo filetica das globinas em vertebrados
Analisando genomas e transcriptomas de 55 espécies, compreendendo 26 das 110

familias de anfibios, nos relatamos pela primeira vez a distribuicdo filética das globinas nas

trés ordens de anfibios modernos e contrastamos o repertdrio de anfibios com o de outros
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vertebrados para entender melhor os padrbes de evolucdo de genes de globinas (Figura 8).
Como nosso foco foi nos padrdes de evolugdo de globinas em grande escala, incluimos apenas

uma espécie representativa por género nas analises filogenéticas.

Figura 8 — Distribuicao filética das globinas de vertebrados
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Fonte: elaborado pelo autor.

A presenca de cada tipo de gene de globina € sinalizada por retangulos preenchidos em cinza. Genes
gue podem ndo ter sido encontrados devido a cobertura dos genomas e transcriptomas sdo sinalizados
por “?”. A ilustracdo é uma atualizacdo de uma figura similar apresentada em Storz (2019) usando
nosso conjunto de dados mais representativo de anfibios.

Como podemos ver na Figura 8, Adgb é encontrada em todos os principais grupos
de vertebrados, mas ndo encontramos genes putativos de Adgb em Caudata e Discoglossoidea
(Anura). Devido ao grande tamanho da Adgb e ao seu padrdo de expressdo restrito
(HOOGEWILJS et al., 2012), podemos esperar que genomas e transcriptomas com pouca
cobertura falhem em capturar a sequéncia desse gene de globina. A Ngb (monomérica) e a
Cygb (homodimérica) sdo expressas principalmente em neurdnios e fibroblastos,
respectivamente. Enquanto Cygb é encontrada em todos os principais taxa de vertebrados,
exceto peixes pulmonados, Ngb foi perdida na linhagem dos peixes pulmonados, peixes
cartilaginosos e lampreias (LUDEMANN et al., 2020; OPAZO et al., 2015a; SCHWARZE et
al., 2014). No6s confirmamos a presenca de Ngb e Cygb em todos os grupos de anfibios. GbX,
uma globina monomeérica ligada & membrana e possuindo sitios de acilagdo no N-terminal, foi
provavelmente perdida em mamiferos, aves e crocodilianos (BLANK; BURMESTER, 2012).
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Nos encontramos GbX em todos os anfibios, exceto Discoglossoidea, provavelmente devido a
cobertura dos genomas e transcriptomas. Mas as diferentes linhagens de anfibios retiveram
paralogos diferentes de GbX. Outrossim, como o celacanto e as tartarugas possuem o
repertorio completo de globinas de vertebrados (SCHWARZE; BURMESTER, 2013;
SCHWARZE; SINGH; BURMESTER, 2015), sabemos que a distribuicdo filética dos
principais tipos de genes paralogos de globinas nas demais linhagens de vertebrados é ditada
pelo ganho de genes via duplicacdo e pela perda de genes via delecdo ou inativacdo (STORZ,
2019). Tendo em conta esse fato, GbA é uma nova adicdo a familia génica das globinas de
vertebrados, estando presente nos grupos de anuros Pelobatoidea e Neobatrachia.

GbY foi perdida independentemente em peixes teledsteos, aves e mamiferos térios,
e nés mostramos aqui que a GbY também foi perdida em Gymnophiona, Pelobatoidea e
Neobatrachia, mas permaneceu em Caudata, Discoglossoidea e Pipoidea (Figura 8). Enquanto
GbE tem uma distribuicdo filética restrita a celacanto, aves, tartarugas e peixes pulmonados
(KUGELSTADT et al., 2004; LUDEMANN et al., 2019; SCHWARZE; BURMESTER, 2013;
SCHWARZE; SINGH; BURMESTER, 2015), Mb é encontrada em todos os gnatostomados,
exceto seis espécies da familia de peixes-gelo da Antartida, Channichthyidae (FERRERAS et
al., 2016; KOCH et al., 2016; LUDEMANN et al., 2020; SIDELL; O’BRIEN, 2006). Por que
Mb desempenha papéis importantes no transporte difusivo de Oz nos tecidos de vertebrados,
ndo possuir Mb pode ser maladaptativo. De fato, todas as 16 espécies atuais de peixes-gelo da
Antértida também perderam a Hb. A maior [O2] em agua e a menor taxa metabolica
proporcionadas pelo ambiente gélido, juntamente com um maior débito cardiaco devem
explicar como as espécies de Channichthyidae compensam a falta de Hb e Mb no transporte
convectivo e difusivo de Oz (SIDELL; O’BRIEN, 2006; STORZ, 2019). N6s observamos que
apenas Gymnophiona reteve Mb e GbE no clado dos anfibios (Figura 8). Como 0s anuros e
salamandras que analisamos parecem ambos ter perdido Mb e GbE, e outra salamandra,
Cynops pyrrhogaster, ndo apresentou Mb (X1 et al., 2007), nds sugerimos a hipdtese de que a
perda de Mb e GbE ocorreu no dltimo ancestral comum do clado Batrachia que viveu por
volta de 297 Ma (KUMAR et al., 2017). A perda dos genes curiosamente coincide com o
aumento da concentracdo de Oz atmosférica no final do Carbonifero e comeco do Permiano
(BERNER; VANDENBROOKS; WARD, 2007; KRAUSE et al., 2018), mas na falta de
evidéncia adicional sobre a relacdo entre tais eventos, 0 modelo nulo da evolugdo molecular

coloca que a perda dos genes deve ter sido aproximadamente neutra.

6.3 Hemoglobina nos anfibios
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A nossa andlise do grupamento de genes codificantes da Hb de anfibios revelou
pistas sobre rearranjos que parecem ter ocorrido na regido cromossémica onde 0S genes
estavam presentes. A partir dos grupamentos de Hb de anuros e caecilianos modernos (Figura
7), e levando em conta os padrbes de evolucdo dos loci de Hb j& conhecidos (PHILIPSEN;
HARDISON, 2018), inferimos que o arranjo ancestral dos paralogos de Hba, Hbb e a cdpia
tnica de GbY no ancestral dos anfibios deve ter sido o seguinte: 5’-NPRL3-a5-a”-4T-pA-GbY-
LUC7L-3’. A sintenia dos genes na extremidade 3’ do grupamento foi logo quebrada por um
rearranjo, que gerou dois grupamentos no mesmo cromossomo: 5’-LUC7L-GbY-p”-3’ e 5’-
NPRL3-aE-a”-47-3°. Caecilianos perderam GbY e tém um gene de globina f* em outro
cromossomo, sugerindo que uma transposicao ocorreu na linhagem dos caecilianos. Podemos
ver nos filogramas das Figuras 5 e 6 que globinas of e p* se diversificaram em anuros e
salamandras, enquanto globinas a” e AT geralmente permaneceram como copias Unicas. Ao
checarmos o padrdo de expressdo, notamos que globinas a” e AT sdo geralmente expressas em
estagios adultos. Uma interessante exce¢do foi o Xenopus tropicalis, onde também pudemos
observar outro rearranjo (Figura 7) que provavelmente inverteu a expressao ontogenética de
genes ligados ao NPRL3. A diversidade de globinas of e * deve estar relacionada a variacéo
na expressdo de isoformas de Hb (isoHbs) observada na ontogenia e filogenia de muitas
espécies de anuros (AGGARWAL; RIGGS, 1969; ATHA et al., 1979; CARDELLINI; SALA,
1978, 1979b, 1979a, 1983, 1987; CLEMENTI et al., 2007; LIMA et al., 1983, 1985;
MEIRELLES et al., 1979; VAN AARDT; WEBER, 2010; VIEIRA et al., 1982) e salamandras
(BONAVENTURA et al., 1977; CONDO et al., 1989; FLAVIN; DUPRAT; ROSA, 1979;
KOUSSOULAKOS; KAPAROS; STATHAKOQOS, 1986; MACLEAN; JURD, 1971; TAKETA,
NICKERSON, 1973a, 1973b; WEBER; WELLS; ROSSETTI, 1985). Encontramos apenas
um estudo relatando as isoHbs expressas em um caeciliano, Typhlonectes compressicauda, no
qual o sangue maternal e fetal apresentaram o0 mesmo padréo consistindo de um componente
majoritario e um minoritario (GARLICK et al., 1979). Tal padréo € consistente com 0 nimero
de globinas que codificam as cadeias da Hb que encontramos em caecilianos. Estudos
bioquimicos futuros podem revelar o papel dos diferentes paralogos de Hba e Hbb na
expressdo de isoHbs, assim como revelar os mecanismos genéticos e bioquimicos das

adaptac0es respiratorias em anfibios.

6.4 Globina A
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Encontramos genes do tipo GbA em espécies de anuros pertencentes aos grupos
Neobatrachia e Pelobatoidea. Varias copias de GbA estdo presentes na familia Bufonidae,
indicando uma possivel evolucdo por duplicacdo génica seguida de subfuncionalizacdo nesse
grupo. Maeda e Fitch (1982) sugeriram que a proteina monomérica codificada pela GbA de
Rana catesbeiana e expressa no tecido cardiaco surgiu por volta do tempo do evento de
duplicacdo que originou Hba e Hbb. Nossa andlise filogenética (Figura 1) nos permite inferir
uma origem mais recente para a GbA, que ocorreu por meio da cooptac¢io de uma globina af
no ultimo ancestral comum do clado que compreende os grupos Neobatrachia e Pelobatoidea,
por volta de 186 Ma (KUMAR et al., 2017). Os genes de GbA estdo localizados no mesmo
cromossomo da Adgb em Pyxicephalus adspersus e Leptobrachium leishanense. Por isso, n6s
sugerimos a hipdtese de que ocorreu um evento de transposicdo de uma globina of para o
mesmo cromossomo da Adgb antes do surgimento da GbA. Pelo fato da GbA de Rana
cateshbeiana codificar uma proteina monomérica (MAEDA; FITCH, 1982), n6s podemos
inferir que a neofuncionalizacdo da globina af que deu origem a GbA envolveu a perda de
residuos que permitem cadeias o formarem homodimeros, um carater que ja estava presente
no polipeptideo ancestral das cadeias o e  da Hb (PILLAI et al., 2020). De fato, Maeda e
Fitch (1982) observaram que enquanto os residuos envolvidos no contato com o heme foram
conservados, os residuos envolvidos no contato entre as subunidades ndo foram conservados.
Estudos futuros devem esclarecer a estrutura e as propriedades funcionais da GbA, assim
como revelar seu papel fisioldgico e os mecanismos genéticos e bioguimicos responsaveis

pela evolucdo dessa pequena globina monomérica (~132 aa) em anfibios.
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7 CONCLUSAO

Os principais grupos de anfibios retiveram diferentes paralogos de GbX.
Gymnophiona reteve Mb e GbE, com algumas delecdes de GbE em linhagens especificas,
enquanto Anura e Caudata perderam ambos o0s genes. GbY, por sua vez, foi perdida em
Gymnophiona, mas retida em Caudata e em algumas linhagens dos Anura. Os anfibios
modernos ndo apresentam o gene de globina o, mas apresentam dois tipos de paralogos de
globinas g, indicando que pelo menos dois genes de Hbb ja estavam presentes no ancestral
dos anfibios. GbA € um novo tipo de gene de globina que evoluiu em anfibios através da
cooptacéo de uma globina of que foi transposta previamente para outra regifo gendmica. Os
demais tipos de globinas presentes em gnatostomados (Adgb, Ngb e Cygb) foram retidos nos

anfibios.
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