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RESUMO

Os moluscos compdem um filo diverso, tanto pela variedade de planos corporais quanto pela
amplitude de habitats colonizados. Tal capacidade de adaptagdo a diferentes ambientes parece
facilitar a ocorréncia de “espécies invasoras” no filo, as quais impactam negativamente
ecossistemas no mundo todo. No entanto, as origens genéticas dessa diversidade sd3o pouco
exploradas — ¢ verificado que tal falta de representagdo se estende para os demais
invertebrados, apesar destes somarem cerca de 95% de toda diversidade animal. Assim, o
presente estudo propde a utilizagdo da bioinformadtica tanto para diminuir essa lacuna de
conhecimento quanto para investigar a capacidade adaptativa de moluscos. Para tanto,
optou-se por analisar a dindmica de uma das principais familias proteicas ligadas a resposta ao
estresse — as proteinas de choque térmico. Estando estas relacionadas a resposta a diversos
agentes estressores, a expansao de suas familias poderia implicar no aumento da tolerancia a
ambientes diversos. Assim, foram obtidas montagens gendomicas de moluscos disponiveis no
NCBI, bem como as sequéncias de proteinas de choque térmico do filo. Para identificar
por¢des codificantes destas proteinas em sequéncias que ndo apresentavam anotacao, um
genoma de referéncia foi selecionado. Além de verificar a abundancia de regides codificantes
nos genomas, a formagao de clusters entre as proteinas permitiu inferir suas familias génicas e
seus padroes de expansdao. Uma relagdo direta entre a propor¢ao de proteinas de choque
térmico e a capacidade de adaptacao ambiental dos moluscos nao foi detectada, no entanto,
foram preditas 1.586 novas possiveis sequéncias de proteina e foi verificada uma expansao de
HSP70 no filo. Além desta familia, agrupamentos menores de HSP10, HSP60 e HSP90 foram
detectados. Em bivalves, a expansao € mais expressiva, principalmente nas familias Ostreidae
e Pectinidae. Tais constatagcdes fomentam a necessidade de mais estudos para averiguar a

capacidade adaptativa dos moluscos.

Palavras-chave: moluscos; proteinas de choque térmico; adaptacao ambiental.



ABSTRACT

The molluscs are unique for the variety of bauplans and for the breadth of colonized habitats.
Such ability to adapt to different environments seems to facilitate the occurrence of invasive
species among the phylum, which negatively impact environments worldwide. However, the
genetic origins of this diversity are little explored — in fact, this lack of representation extends
to other invertebrates, despite the fact that they comprise 95% of the animal diversity. Thus,
this study proposes the utilization of bioinformatics methods to reduce this knowledge gap
and to investigate the adaptability of molluscs. Therefore, the dynamics of one of the main
protein families linked to the stress response was investigated — the heat shock proteins
(HSP). Since they are related to the response to different stressors, the expansion of their
families may imply an increase in tolerance to multiple environments.. Thus, genomic
assemblies of molluscs available in the NCBI were obtained, as well as their HSPs sequences.
To identify these protein coding sequences in assemblies that were not annotated, a reference
genome was selected. In addition to the abundance of protein coding portions in the genomes,
the formation of clusters between them were investigated, allowing to infer their families and
expansion patterns. A direct relationship between the proportion of HSPs and the
environmental adaptability of molluscs was not identified. However, 1,586 new possible HSP
sequences were predicted and an expansion of HSP70 in the phylum was verified. In addition
to this family, smaller clusters of HSP10, HSP60 and HSP90 were also detected. In bivalves,
the expansion is more expressive, mainly in the families Ostreidae and Pectinidae. Such
findings encourage the need for further studies to ascertain the abiotic adaptability of

molluscs.

Keywords: Mollusca; heat shock proteins; environmental adaptation.
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1 INTRODUCAO

Desde a identificacdo do DNA como a molécula transformadora, ou carreadora
de informagdo genética, o interesse por esse componente celular aumentou (AVERY;
MACLEOD; MCCARTY, 1995). Isso porque as proteinas ja eram conhecidas por seu papel
enzimatico e a composicao repetitiva do cddigo genético, em contraposicao, ndo atraia os
pesquisadores (PORTIN, 2014). Com a proposi¢ao do papel central deste na sintese proteica
(CRICK, 1958), o interesse por decifrar o que seu codigo expressa ¢ fomentado. O fato de que
o mesmo era formado por quatro bases nitrogenadas ja era conhecido, mas a forma como
ocorria a leitura e a interpretagdo destas até a formagao de cadeias de aminoacidos funcionais,
as proteinas, s6 foi descoberta em 1965 (GRANTHAM et al., 1980).

Assim, a sequéncia das bases nitrogenadas ja podia ser interpretada — restava
sequenciar. Foi em 1977 que Sanger e colaboradores apresentaram uma forma de listar as
bases que compunham um fragmento de DNA (SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977). O
conceito e a forma de performar eram relativamente simples, mas foi com a marcagao dos
didesoxinucleotideos por fluorescéncia e outros aprimoramentos que o método pdde ser
automatizado e, consequentemente, as dificuldades relacionadas ao sequenciamento foram
consideravelmente diminuidas (HUNKAPILLER et al., 1991).

Com a automatizacdo, foi possivel iniciar o grande projeto de sequenciar o
genoma humano, marcado pela colaboracdo de pesquisadores de todo mundo (MORAES;
GOES, 2016). Este inclui toda informagdo genética do organismo: tanto de genes quanto de
regides ndo codificantes do DNA, bem como o cédigo genético de organelas — no caso de
animais, somente o DNA mitocondrial (ALBERTS et al., 2002). O projeto demandou um
grande investimento de tempo e dinheiro, levando treze anos para ser concluido e cerca de
trés bilhdes de dolares. Hoje, o mesmo tipo de andlise pode ser realizado para um unico
individuo, numa abordagem pessoal, de forma rapida e por cerca de mil doélares (GIBBS,
2020).

Foi a partir do desenvolvimento e popularizacao desses métodos que o nimero de
sequéncias disponiveis nos bancos de dados bioldgicos cresceu exponencialmente,
evidenciando a necessidade de uma abordagem computacional para lidar com as mesmas. Tal
area de estudo interdisciplinar ja existia — a bioinformatica. Seu enfoque acompanhou a
mudanga de paradigma proposta pelo dogma central, passando de proteinas para a molécula
de DNA. Com o sequenciamento do material genético, esse viés computacional foi

fundamental tanto para a automatizacdo dos processos quanto & montagem e interpretacao das
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sequéncias (GAUTHIER et al., 2019; VAN DIJK et al., 2014).

Essa alteragdo na forma de abordar a biologia se estende a interpretacao de
conceitos biologicos. O “gene”, por exemplo, que era abordado pela sua localizagdo no
cromossomo, passa a ser estudado em bancos de dados (SEARLS, 2010). A filogenia, que
originalmente se baseava apenas em caracteres morfologicos e anatdmicos, por vezes
enriquecida pelo registro fossil, pdde ser complementada pela comparagdo genOmica
(PATWARDHAN; RAY; ROY, 2014; SMITH et al., 2011). Em ultima instancia, mudancas na
arquitetura da sequéncia resultam da historia evolutiva da espécie e podem refletir seu
potencial adaptativo, criando pontes entre o genotipo e fendtipo (DUNN; MUNRO, 2016).

Para tanto, lacunas na representagdo da biodiversidade precisam ser preenchidas.
Apesar da redugdo de custos, tempo e dificuldade para realizar sequenciamentos, muitos
grupos continuam pouco documentados geneticamente. Em 2016, uma andlise no banco de
dados de sequéncias de referéncia do National Center for Biotechnology Information (NCBI)
contabilizou 170 genomas de vertebrados e 46 de invertebrados. Esta categoria “de
referéncia” se limita a sequéncias que apresentam anotagao e passaram por curadoria. Ou seja,
tém identificag@o estrutural e funcional de suas regides génicas, além de uma revisdo nesta e
em outras etapas de montagem da sequéncia, reduzindo a ocorréncia de erros e de
redundancia (O’LEARY et al., 2016).

No conjunto geral de genomas sequenciados, uma comparagao realizada em 2018
apenas entre invertebrados aponta uma enorme concentragdo em Arthropoda. Esta seria
justificavel pela sua posicao de filo mais diverso do reino animal, caso os sequenciamentos
ndo fossem compostos quase unicamente por membros de duas de suas classes. Além disso,
nos demais filos, o nimero de sequéncias ndo se mostra proporcional a variedade de espécies.
Nematoda, com quase uma centena de genomas sequenciados, supera Mollusca, mesmo que
este ocupe a segunda posi¢ao em diversidade animal (LOPEZ et al., 2019; ZHANG, 2013).

Sendo o grupo dos invertebrados uma convencgao, visto que ndo apresenta origem
monofilética, estender a representagdo gendmica de um ou dois filos pela pluralidade que o
termo engloba ¢ impossivel (GIGA COMMUNITY OF SCIENTISTS et al.,, 2014). A
disparidade fica mais evidente sabendo que este compde cerca de 95% da diversidade animal,
mas que, como apontado anteriormente, ndo tem o equivalente a um ter¢o da quantidade de
genomas de vertebrados sequenciados (LOPEZ et al., 2019; ZHANG, 2013). Em uma
realidade de crescente degradagdao ambiental e perda irreversivel de biodiversidade, parece
contraditério ndo se dedicar a conhecer a maior por¢ao dela enquanto ha tempo (LEWIN et

al., 2018).
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Com a maior quantidade de espécies do reino animal, os invertebrados também
ocupam posi¢des ecoldgicas variadas. Auxiliam na produgdo primaria de energia pelos
organismos autotroficos por meio de servicos ecoldgicos de polinizagao (KNIGHT et al.,
2018) e dispersao de sementes (SANTANA et al, 2016). Como consumidores, tém
representantes herbivoros, filtradores e predadores e, na reciclagem da matéria orgénica,
facilitam a decomposi¢do atuando como detritivoros (HASZPRUNAR; WANNINGER,
2012). Essa quase onipresenca dos invertebrados em funcdes ecologicas e sua elevada
diversidade pode ajudar a promover a estabilidade da rede tréfica. Ademais, detém grande
influéncia em seu entorno, promovendo alteragdes no ambiente e na composi¢ao bidtica do
mesmo (PRATHER et al., 2013).

No que diz respeito aos moluscos, além de estarem presentes em varios niveis
troficos, apresentam morfologia e fisiologia muito diversa, com grande pluralidade de planos
corporais ¢ modos de vida (SIGWART, 2017). Seus membros estdo presentes em habitats
variados, de fontes hidrotermais (SUN et al.,, 2017) a desertos (SCHMIDT-NIELSEN;
TAYLOR; SHKOLNIK, 1971), apresentando multiplas e independentes transicoes de
ambiente em um mesmo taxon (ROMERO et al., 2016).

Essas circunstancias exibem a plasticidade do grupo e reforcam a importancia de
estuda-lo geneticamente, buscando a origem desse potencial. Tal compreensao traz beneficios
a medicina, visto que determinados moluscos sdo hospedeiros intermedidrios de parasitas
cujos hospedeiros definitivos sdo humanos (MADSEN; FRANDSEN, 1989; BAYNE, 2009;
THIENGO et al.,, 2010; MAHULU et al., 2019). Para a agricultura, dado que algumas
espécies sdo consideradas “pestes” em plantagdes pelo mundo (SIN, 2003; KOZLOWSKI,
2009; BARONIO et al., 2014). E, por fim, a conservagdo, especialmente pelas recorrentes
bioinvasdes protagonizadas pelos moluscos, em outra demonstracdo de seu potencial
adaptativo (KNOP; REUSSER, 2012; ULIANO-SILVA et al., 2015).

Estas impactam todo o ambiente “invadido” e organismos relacionados a ele, com
consequéncias negativas a conservacao de varias espécies — inclusive outros moluscos —
dado que muitas das extingdes ou diminuigdes populacionais de linhagens nativas tém origem
na introdugdo de espécies exodgenas (LYDEARD et al., 2004). Isso ocorre pois, além de nao
contar com predadores naturais no ambiente exotico € competir com as espécies nativas, as
introduzidas frequentemente provocam alteragdes no meio, sendo denominadas “engenheiras
de ecossistema” (SOUSA; GUTIERREZ; ALDRIDGE, 2009; BURLAKOVA;
KARATAYEV; KARATAYEV, 2012; SIMBERLOFF et al., 2013). Nao obstante, esse

fendmeno tem forte repercussdo econdmica. Dentre os moluscos, os impactos dos bivalves
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sdo os mais conhecidos e se estendem do entupimento de canos em usinas de geragdo de
energia, irrigagdo e filtracdo de dgua (CONNELLY et al., 2007) a corrosdo e desgaste de
estruturas de concreto e metal, como pontes e barcos (BOLTOVSKOY; XU; NAKANO,
2015).

Antes de categorizar os supostos invasores como “vildes”, € importante notar que
os moluscos sdo frequentemente carregados pelos proprios humanos a outros territorios,
fendmeno este que ocorre através da constru¢dao de canais, da migragdo e do estabelecimento
de rotas comerciais (KARATAYEV et al., 2007). Essa diferenga ¢ vital, pois as introducdes
provocadas pela agdo humana apresentam maior frequéncia, extensdo geografica e, por
consequéncia, probabilidade de impacto ambiental (RICCIARDI, 2007). Ocorrem inclusive
introducdes intencionais, para fomentar a criagdo de espécies de interesse econdOmico em
outros territorios ou mesmo para a industria de pets (NUNES et al., 2015; YANALI et al.,
2017). Potencializada pela crescente globalizagado, essa dispersdo tende a aumentar. Identificar
a capacidade invasiva dos organismos de antemao permite a tomada de decisdes mais
responsaveis ao invés de seguir na tentativa de mitigar os efeitos dessas introdugdes
(HULME, 2009).

Aqui, a analise bioinformatica se apresenta como uma poderosa € pouco onerosa
ferramenta que, aplicada a pesquisa de grupos pouco estudados, ajudaria diminuir a
despropor¢do de informagdo genética que existe entre os filos. Por meio de métodos e
abordagens estatisticas, ¢ possivel inferir significado biologico e elucidar processos
evolutivos (STEVENS, 2013). Para estudar as origens genéticas da adaptagcdo ambiental dos
moluscos, o presente estudo se dedica a quantificacdo de familias proteicas relacionadas a
essa caracteristica, as proteinas de choque térmico (HSPs). Estas foram selecionadas
considerando o alto grau de conservagao de seus membros, sua atuagdo como uma resposta
celular fisiologica comum para tolerar estimulos estressores e a responsividade das mesmas a
varios desses estimulos (HOFMANN; TODGHAM, 2010). Assim, espera-se relacionar a
capacidade de adaptacdo a condi¢des abidticas diversas dos moluscos a processos de

expansao e contracdo dessas proteinas em seus genomas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Filo Mollusca

O filo ¢ composto por oito classes, das quais sao mais conhecidos os
representantes de Cephalopoda, Gastropoda e Bivalvia; e menos familiares os de Scaphopoda,
Monoplacophora, Polyplacophora, Solenogastres (Neomenimorpha) e Caudofoveata
(Chaetedermomorpha) (WANNINGER; WOLLESEN, 2019). Historicamente, a classifica¢do
taxondmica era fortemente baseada na concha, quando presente (COLLEY; SIMONE; DE
LOYOLA E SILVA, 2012). Assim, estabeleceu-se um padrio de planos corporais
representantes das classes, onde os bivalves estdo associados a presenga de concha em duas
valvas, os cefalopodes, a concha internalizada e os gastropodes a existéncia de uma tunica
concha ou nenhuma — no caso de lesmas. Em Scaphopoda, a classe menos conhecida do filo,
a concha ¢ tubular. Monoplacophora e Polyplacophora apresentam, como os nomes sugerem,
uma concha e varias placas, respectivamente. J& nos Aplacophora (grupo que engloba
Caudofoveata e Solenogastres) a concha ¢ ausente (PONDER; LINDBERG; PONDER,
2020).

A despeito dessas generalizagdes, os fenotipos do grupo sdo extremamente
variaveis, como exemplifica Sigwart (2017) ao citar casos de confusdo taxondmica
provocados pela quantidade de conchas, a ocorréncia de gigantismo em organismos
contemporaneos, entre outras disparidades. Anteriormente, a filogenia se baseava apenas em
dados morfologicos, propondo uma crescente complexidade dos planos corporais. Assim, o
ancestral comum do grupo seria desprovido de concha, como um Aplacophora atual. Hoje,
entende-se que a perda da concha nesse grupo se deu de forma secundaria, com o ancestral do
filo j& apresentando esse caractere, de forma ndo mineralizada. Foi a partir da interacao de
dados moleculares, de desenvolvimento em diferentes estdgios de vida e do registro fossil que

se estabeleceram estas relagdes representadas na Figura 1 (VINTHER, 2015).
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Figura 1 — Representagdo das relagdes taxonomicas de Mollusca.
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Fonte: Vinther (2015).

Equiparando-se a diversidade de planos corporais, os habitats colonizados por
moluscos sdo numerosos, sendo estes encontrados em ambientes de dulcicolas, marinhos e
terrestres. A classe Gastropoda ¢ particularmente diversificada, com representantes em todos
os habitats citados. Nesta, a transicdo para o ambiente terrestre ¢ marcante por ter ocorrido
multiplas vezes no taxon de forma independente (KANO et al., 2015). Dentre os bivalves, a
maior demonstracdo de resisténcia ambiental esta nos mexilhdes que habitam a zona
entremarés, por tal drea apresentar grande variagdo em todos componentes abidticos em um
curto periodo de tempo (TOMANEK; HELMUTH, 2002). Tal classe ¢ constituida tanto por
espécies marinhas quanto de agua doce.

Sao também comuns na regido entremarés os quitons, representantes de
Polyplacophora, com a presenca de algumas espécies em dguas profundas. Neste habitat estdo
todos os membros de Monoplacophora — com o grupo ja tendo sido considerado extinto, em
razdo da dificuldade de acesso a esse ambiente. Essas classes, bem como Aplacophora,
Scaphopoda e Cephalopoda, sdo exclusivamente marinhas (PONDER; LINDBERG;
PONDER, 2020).
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2.2 Proteinas de choque térmico

As proteinas de choque térmico sdo altamente conservadas na natureza e atuam
como chaperonas moleculares de outras proteinas, reparando e impedindo dobramentos
incorretos ou liga¢des inapropriadas. Ademais, auxiliam no transporte dessas moléculas entre
os compartimentos celulares. Apesar dessas fungdes serem executadas em condig¢des
fisiologicas, a perda de estabilidade proteica sob agdo de agentes estressantes aumenta a
expressdao das HSPs (FEDER; HOFMANN, 1999).

A despeito do nome estar associado a temperatura, varios fatores enddgenos e
exdgenos culminam no aumento da expressdo destas proteinas. Como exemplo desses
estimulos estdo a exposicdo a radiagdo ou a metais pesados, privagdo de nutrientes, hipoxia,
infec¢des e inflamagdes, dentre outros (LINDQUIST; CRAIG, 1988). Como sintetizam Feder
e Holfmann (1999), todas as formas de estresse conhecidas, se suficientemente intensas,
induzem a expressdo dessas proteinas.

Estas sdo organizadas em familias, com base na similaridade de suas sequéncias
codificantes e no peso molecular das proteinas, sendo, em geral, classificadas em HSP10,
HSP40, HSP60, HSP70, HSP90, HSP100 ¢ HSP110 (JEE, 2016). Também se realiza uma
associacdo desses grupos a fungdes ou fenotipos especificos, mas esta € questionada pela
dificuldade de determinar o estresse ao qual o aumento de expressdo se relaciona, uma vez
que raramente organismos enfrentam uma unica adversidade por vez (FEDER; HOFMANN,
1999). Além disso, uma mesma familia pode atuar na resposta a diversos agentes estressantes
(SORENSEN; KRISTENSEN; LOESCHCKE, 2003).

A familia mais estudada ¢ HSP70. Isso ocorre por a mesma ser a mais conservada
nao s6 dentre as demais HSPs, mas entre as proteinas no geral. Seus representantes sao
encontrados em todos os organismos e com tal grau de conservacdo que as sequéncias de
aminodcido compartilham relevante similaridade, mesmo considerando grandes distancias
filogenéticas (DAUGAARD; ROHDE; JAATTELA, 2007). Uma ilustracio da sua estrutura
geral ¢ indicada abaixo (Figura 2), mas essa generalizacao ¢ aplicavel as demais familias de
HSP (GARRIDO et al., 2012; VOS et al., 2008). Nela, estdo representados o dominio de
ligacdo ao ATP, o de ligagdo ao substrato e o C-terminal, dominio que permite sua ligacao a

cofatores e a outras HSPs.
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Figura 2 — Estrutura geral de uma proteina de choque térmico.
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Peptide binding
domain
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Fonte: adaptado de Fabbri, Valbonesi e Franzelliti (2008).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Identificar se existe relacdo entre a propor¢do de proteinas de choque térmico nos

genomas de moluscos e a capacidade de adaptacdo ambiental destes animais.

3.2 Objetivos especificos

=> Identificar proteinas de familias de HSP nos genomas de moluscos disponiveis;

=> Mensurar a presenga das mesmas dentre os genomas;

=> Descrever caracteristicas dos organismos incluidos no estudo que estejam relacionadas
a adaptacdao ambiental,

=> Avaliar se existe relagdo entre o historico invasivo de alguns desses organismos com a

proporg¢ao dessas familias em suas sequéncias.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencao das sequéncias

Os genomas utilizados foram adquiridos no banco de dados NCBI (SAYERS et
al., 2022), a partir da busca por montagens de sequéncia de moluscos, e estdo listados abaixo
(Tabela 1), junto ao numero de acesso. Foram adicionados ao estudo genomas
disponibilizados até marco de 2020. Estes totalizaram 46 sequéncias, das quais 21 sdo de
bivalves, 20 de gastropodes e 5 de cefalopodes, ndo constando no banco de dados montagens

das demais classes.

Tabela 1 — Lista de sequéncias de molusco utilizadas no estudo, bem como o niimero de acesso correspondente

do banco de dados utilizado, classificadas por classe.

Achatina immaculata
Anentome helena
Aplysia californica
Babylonia areolata
Biomphalaria glabrata
Colubraria reticulata
Conus consors
Conus tribblei

Elysia chlorotica
Haliotis laevigata
Haliotis rubra

Haliotis rufescens

GCA _009760885.1
GCA _009936545.1
GCF_000002075.1
GCA _011634625.1
GCF_000457365.1
GCA_900004695.1
GCA_004193615.1
GCA_001262575.1
GCA _003991915.1
GCA_008038995.1
GCA_003918875.1

GCA_003343065.1



Lanistes nyassanus
Lottia gigantea
Lymnaea stagnalis

Marisa cornuarietis

GCA_004794575.1
GCF_000327385.1
GCA_900036025.1

GCA_004794655.1
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Physella acuta GCA _004329575.1

Pomacea canaliculata GCF _003073045.1
Pomacea maculata GCA _004794325.1

Radix auricularia GCA _002072015.1

Architeuthis dux GCA _006491835.1

Euprymna scolopes GCA _004765925.1
Octopus bimaculoides GCF _001194135.1
Octopus sinensis GCF_006345805.1

Octopus vulgaris GCA _003957725.1

Argopecten irradians concentricus GCA _004382765.1

Argopecten irradians irradians GCA _004382745.1
Bathymodiolus platifrons GCA_002080005.1
Corbicula fluminea GCA 001632725.1
Crassostrea gigas GCF_902806645.1
Crassostrea virginica GCF _002022765.2
Cyclina sinensis GCA _012932295.1
Dreissena polymorpha GCA_000806325.1

Dreissena rostriformis GCA _007657795.1




Limacina bulimoides
Limnoperna fortunei
Lutraria rhynchaena
Mizuhopecten yessoensis
Modiolus philippinarum
Mytilus galloprovincialis
Pecten maximus
Pinctada imbricata
Ruditapes philippinarum
Saccostrea glomerata

Sinonovacula constricta

Venustaconcha ellipsiformis

GCA_009866985.1
GCA_003130415.1
GCA_008271625.1
GCF_002113885.1
GCA_002080025.1
GCA_900618805.1
GCF_902652985.1
GCA_002216045.1
GCA_009026015.1
GCA_003671525.1
GCA_009762815.1

GCA_003401595.1
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Fonte: elaborada pela autora (2022).

Foram obtidas tanto a sequéncia de DNA em formato fasta quanto as de proteinas

HSP de cada organismo, quando presentes. No entanto, com apenas 9 das 46 sequéncias

apresentando anotacdo, foi necessario estender essa informac¢do para a maior parte dos

organismos. Para isso, foi selecionada uma sequéncia referencial entre as que possuiam

anotacdo. Esta se deu a partir de critérios que priorizam montagens em nivel de cromossomo,

com boas estatisticas de completude e com a maior quantidade de HSPs. Dentre as

disponiveis no grau de montagem desejado, a com maior estatistica de contiguidade (N50) e

abundéncia de HSPs disponivel foi a do bivalve Crassostrea virginica, sendo esta, portanto, a

sequéncia selecionada como referéncia.
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Tabela 2 — Genomas de moluscos com anotagdo disponivel, classificados conforme o nivel da montagem, o
indice de completude (N50) e a quantidade de genes de HSP presentes na sequéncia.

Espécic Nivel de N Quantidade de porg¢oes
montagem codificantes de HSPs

Aplysia californica Scaffold 917541 37
Biomphalaria glabrata Scaffold 48059 84
Crassostrea gigas Cromossomo 58462999 251
Crassostrea virginica Cromossomo 75944018 278
Mizuhopecten yessoensis Scaffold 803631 182
Octopus bimaculoides Scaffold 475182 44

Octopus sinensis Cromossomo 105892736 59

Pecten maximus Cromossomo 44824366 115
Pomacea canaliculata Cromossomo 31531291 46

Fonte: elaborada pela autora (2022).



27

4.2 Predicao de proteinas nas sequéncias nio anotadas

As sequéncias de aminoacido de HSPs de Crassostrea virginica foram, entdo,
utilizadas para busca por homologia nos genomas dos moluscos ndo anotados, utilizando o
software de alinhamento de sequéncias Exonerate (SLATER; BIRNEY, 2005). Dessa busca,
foram selecionadas apenas sequéncias com pelo menos 60% de similaridade com as de
Crassostrea, limiar determinado para evitar alinhamentos espurios. Tais por¢des génicas
identificadas como homologas as proteinas de Crassostrea foram posteriormente traduzidas
utilizando o mesmo software. Assim, foi obtido um conjunto de sequéncias de HSP dos
moluscos que ndo possuiam anotagdo. Para reforgar essa predicdo, as proteinas de Crassostrea
foram submetidas a analise pelo software InterproScan (JONES et al., 2014). Este busca por
caracteristicas da sequéncia submetida no conjunto de bancos de dados proteicos InterPro a
fim de identificar familias, dominios e sitios funcionais nas mesmas (MULDER;
APWEILER, 2007). Essa identificacdo ¢ estendida as de HSP homologas a elas presentes nos

genomas nao anotados, adicionando confiabilidade a predicao.

4.3 Clusterizacio das proteinas

Uma comparagdo geral das sequéncias de proteinas de todos os organismos foi
realizada utilizando o software CD-HIT (LI; GODZIK, 2006; FU et al., 2012). Neste, foram
efetuados alinhamentos multiplos entre todas as sequéncias de HSP para identificar e agrupar
proteinas intimamente relacionadas entre si. Pela existéncia desta relagcdo entre as sequéncias
agrupadas, anotagdes de familias de HSP identificadas pela anélise anterior, no InterProScan,
foram estendidas as demais proteinas quando estas ocorriam em um mesmo grupo.

Para a clusterizagcdo, foram admitidas apenas sequéncias com o minimo de 60%
de similaridade em relagdo a sequéncia referencial. Esta ¢ selecionada pelo proprio software

como centrédide do cluster para formar os agrupamentos.

4.4 Listagem de caracteristicas das espécies

Foram levantados os héabitos ambientais dos organismos incluidos na pesquisa, a
fim de relacionar estes a presenca e¢ variedade das sequéncias de HSP em seus genomas.
Caracteristicas de distribuicdo geografica, tipo de habitat colonizado e presenca de historico

invasor foram listadas para cada individuo.
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Tais informagdes foram obtidas nos bancos de dados MolluscaBase
(https://www.molluscabase.org/),  Global  Invasive  Species  Database (GISD -
http://www.iucngisd.org/gisd/) e IUCN  Red  List of  Threatened  Species
(https://www.iucnredlist.org/). Ademais, algumas das montagens registradas no NCBI
possuiam artigo vinculado e, nesses casos, o mesmo foi utilizado para acessar tais

informagdes da respectiva espécie.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Quantidade de sequéncias de HSP

A busca por HSPs nas montagens ndo anotadas detectou um total de 1.586
sequéncias, com a quantidade de correspondéncias a proteinas de Crassostrea listadas por
organismo abaixo (Tabela 3). Entre os nove genomas anotados, foram obtidas no banco de
dados 1.136 sequéncias de HSP. Estas estdo também listadas na tabela, sendo destacadas das

demais pela cor.

Tabela 3 — Quantidade de sequéncias de HSP detectadas por predi¢do ou presentes na anotagdo
dos genomas de molusco, classificados por classe.

Achatina immaculata

Anentome helena

Babylonia areolata

Colubraria reticulata

Conus consors 33
Conus tribblei 19
Elysia chlorotica 36
Haliotis laevigata 43
Haliotis rubra 39
Haliotis rufescens 55

Lanistes nyassanus 22



Lottia gigantea 40
Lymnaea stagnalis 51
Marisa cornuarietis 42

Physella acuta

Pomacea maculata

Radix auricularia 67

Architeuthis dux 24

Euprymna scolopes

Octopus vulgaris

Argopecten irradians concentricus 65
Argopecten irradians irradians 58
Bathymodiolus platifrons 77

Corbicula fluminea

Cyclina sinensis
Dreissena rostriformis 62
Dreissena polymorpha 0

Limacina bulimoides 23
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Limnoperna fortunei 43

Lutraria rhynchaena

Modiolus philippinarum

Mytilus galloprovincialis

Pinctada imbricata

Ruditapes philippinarum 42
Saccostrea glomerata 165
Sinonovacula constricta 50
Venustaconcha ellipsiformis 24

Fonte: elaborada pela autora (2022).

Nas sequéncias de Corbicula fluminea ¢ Dreissena polymorpha nao foi possivel
detectar HSPs homologas as do genoma de referéncia. No entanto, esse resultado decorre da
incompletude dessas montagens — sdo as menores da amostra — e ndo da inexisténcia dessas
proteinas nesses organismos.

Também ¢ perceptivel a maior quantidade de sequéncias de HSP em bivalves, que
apresenta cerca do dobro da quantidade de sequéncias presentes em gastropodes. Tal
proporcao seria justificavel pelo fato de que a montagem utilizada como referéncia para busca
nos demais organismos foi de um bivalve, Crassostrea virginica, o que poderia favorecer a
busca por similaridade entre organismos da mesma classe. No entanto, essa concentracao se
repete nos genomas ja anotados, cujas sequéncias ndo foram apuradas por essa mesma
homologia. Na literatura, essa expansao de genes de HSP em bivalves ja foi observada e

relacionada ao modo de vida séssil de muitos desses animais (TAKEUCHI et al. 2016)


https://paperpile.com/c/RT5QxG/oPSa

5.2 Caracteristicas ambientais das espécies
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Informagdes correspondentes a ocorréncia geografica, aos habitats colonizados e a

existéncia ou ndo de historico invasivo de cada espécie estudada estdo listadas abaixo (Tabela

4), acompanhadas da fonte que foi utilizada para corroborar essa classificagao.

Tabela 4 — Espécies utilizadas no estudo, classificadas quanto a ocorréncia ambiental das mesmas e a capacidade
invasora, seguidas das fontes utilizadas para coleta destas informacaes.

Distribuicao
Espécies Habitat Invasora? | Referéncia
geografica
Achatina . 1,2 eLiuet
Africa Terrestre Nao
immaculata al. (2021)
Anentome helena Asia Agua doce Nao 1
Aplysia californica América do Norte Marinho Nao 1
Babylonia areolata Asia Marinho Nao 1
Biomphalaria . , 1 e Adema
Africa Agua doce Nao
glabrata et al. (2017)
Colubraria . .
Africa e Europa Marinho Nao 1
reticulata
Conus consors Africa, Asia e Oceania Marinho Nao le3
Conus tribblei Asia e Oceania Marinho Nao le3
_ ' 1 eCaiet
Elysia chlorotica América do Norte Marinho Nao
al. (2019)
1,3¢
Haliotis laevigata Oceania Marinho Nao Botwright

et al. (2019)


https://paperpile.com/c/RT5QxG/KvNy
https://paperpile.com/c/RT5QxG/KvNy
https://paperpile.com/c/RT5QxG/yqMlj
https://paperpile.com/c/RT5QxG/yqMlj
https://paperpile.com/c/RT5QxG/vCEe
https://paperpile.com/c/RT5QxG/vCEe
https://paperpile.com/c/RT5QxG/zB7k
https://paperpile.com/c/RT5QxG/zB7k
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1,3e
Haliotis rubra Oceania Marinho Nao Masonbrink
et al. (2019)
1,3¢
Haliotis rufescens América do Norte Marinho Nao Masonbrink
et al. (2019)
. , 1,3 e Sun
Lanistes nyassanus Africa Agua doce Nao
et al. (2019)
Lottia gigantea América do Norte Marinho Nao 1
Europa e Américado  Agua doce e
Lymnaea stagnalis Nao le3
Norte salobra
América do Sul e , 1 ¢ Sun et
Marisa cornuarietis . Agua doce Nao
Africa al. (2019)
Physella acuta Global Agua doce Sim 1,2¢3
Pomacea América, Asia e , ‘ 1 e Sun et
Agua doce Sim
canaliculata Europa al. (2019)
América, Asia e , ) 1 e Sun et
Pomacea maculata Agua doce Sim
Europa al. (2019)
) I,3e
América do Norte, , '
Radix auricularia i i Agua doce Sim Feldmeyer
Africa e Asia
et al. (2015)
1 e Da
Architeuthis dux Global Marinho Nao Fonseca et
al. (2020)
_ ' 1 e Belcaid
Euprymna scolopes América do Norte Marinho Nao
etal. (2019)
Octopus América Marinho Nao 1 e Albertin


https://paperpile.com/c/RT5QxG/aaG5
https://paperpile.com/c/RT5QxG/aaG5
https://paperpile.com/c/RT5QxG/aaG5
https://paperpile.com/c/RT5QxG/aaG5
https://paperpile.com/c/RT5QxG/uujw
https://paperpile.com/c/RT5QxG/uujw
https://paperpile.com/c/RT5QxG/uujw
https://paperpile.com/c/RT5QxG/uujw
https://paperpile.com/c/RT5QxG/uujw
https://paperpile.com/c/RT5QxG/uujw
https://paperpile.com/c/RT5QxG/uujw
https://paperpile.com/c/RT5QxG/uujw
https://paperpile.com/c/RT5QxG/YzdT
https://paperpile.com/c/RT5QxG/YzdT
https://paperpile.com/c/RT5QxG/YzdT
https://paperpile.com/c/RT5QxG/0DmO
https://paperpile.com/c/RT5QxG/0DmO
https://paperpile.com/c/RT5QxG/SyQx

bimaculoides

34

et al. (2015)

Octopus sinensis Asia Marinho Nao 1
1,3e
Octopus vulgaris Global Marinho Nao Zarrella et
al. (2019)
Argopecten
irradians América do Norte Marinho Nao 1
concentricus
Argopecten
América do Norte Marinho Nao 1
irradians irradians
Bathymodiolus , 1 e Sun et
Asia Marinho Nao
platifrons al. (2017)
Corbicula fluminea Global Agua doce Sim 1,2¢3
1,2¢
Crassostrea gigas Global Marinho Sim Zhang et al.
(2012)
Crassostrea América, Africa e
Marinho Nao 1
virginica Europa
Cyclina sinensis Asia Marinho Nao 1
. 1,2,3¢
Dreissena Agua doce e '
Global Sim McCartney
polymorpha salobra
etal. ()
i 1,3e
Dreissena . Agua doce e ‘ .
Europa e Asia Sim Calcino et
rostriformis salobra
al. (2019)
Limacina )
Global Marinho Nao 1

bulimoides


https://paperpile.com/c/RT5QxG/SyQx
https://paperpile.com/c/RT5QxG/6wmD
https://paperpile.com/c/RT5QxG/6wmD
https://paperpile.com/c/RT5QxG/lvcb
https://paperpile.com/c/RT5QxG/lvcb
https://paperpile.com/c/RT5QxG/wnYf
https://paperpile.com/c/RT5QxG/wnYf
https://paperpile.com/c/RT5QxG/iDpM
https://paperpile.com/c/RT5QxG/iDpM
https://paperpile.com/c/RT5QxG/81d7
https://paperpile.com/c/RT5QxG/81d7

Limnoperna fortunei

Lutraria

rhynchaena

Mizuhopecten

yessoensis

Modiolus
philippinarum

Mpytilus

galloprovincialis

Pecten maximus

Pinctada imbricata

Ruditapes
philippinarum

Saccostrea

glomerata
Sinonovacula

constricta

Venustaconcha

ellipsiformis

Asia e América

Africa, Asia e Oceania

Africa e Asia

Africa e Asia

Global

Europa

América, Africa e Asia

América do Norte,

Asia e Europa

Europa, Asia e

Oceania

Asia

América do Norte

Agua doce

Marinho

Marinho

Marinho

Marinho

Marinho

Marinho

Marinho

Marinho

Marinho

Agua doce

Sim

Nao

Nao

Nao

Sim

Nao

Nao

Nao

Nao

Nao

Nao
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1,2,3¢
Uliano-Silv
aetal.

(2018)

1 e Thai et
al. (2019)

1 e Sun et

al. (2017)

le2

1 e Kenny
et al. (2020)

1 e Mun et
al. (2017)

1 e Powell

et al. (2018)

1 e Ran et

al. (2019)

1,3e
Renaut et

al. (2018)

Fonte: claborada pela autora (2022).
As referéncias correspondem a 1- MolluscaDatabase, 2- GISD e 3- IUCN.


https://paperpile.com/c/RT5QxG/p3z2
https://paperpile.com/c/RT5QxG/p3z2
https://paperpile.com/c/RT5QxG/p3z2
https://paperpile.com/c/RT5QxG/tA4b
https://paperpile.com/c/RT5QxG/tA4b
https://paperpile.com/c/RT5QxG/lvcb
https://paperpile.com/c/RT5QxG/lvcb
https://paperpile.com/c/RT5QxG/rhKK
https://paperpile.com/c/RT5QxG/rhKK
https://paperpile.com/c/RT5QxG/BMI1
https://paperpile.com/c/RT5QxG/BMI1
https://paperpile.com/c/RT5QxG/vuqe
https://paperpile.com/c/RT5QxG/vuqe
https://paperpile.com/c/RT5QxG/1CfZ
https://paperpile.com/c/RT5QxG/1CfZ
https://paperpile.com/c/RT5QxG/WoS9
https://paperpile.com/c/RT5QxG/WoS9
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Como ¢ perceptivel pela frequéncia nas referéncias, o banco de dados
MolluscaBase foi a fonte de informagdes mais completa, até¢ pela especificidade do mesmo
em relacdo ao filo. Ainda assim, ndo conta com uma classificagdo das espécies em relagao a
invasibilidade, sendo esta determinada pela catalogacdo das mesmas no banco de dados de
invasores globais (GISD) ou pela indicacdo nos artigos, quando presentes. Dentre as
referéncias utilizadas, a mais deficiente corresponde a lista de espécies ameacadas, formulada
pela Unido Nacional para a Conservacao da Natureza (IUCN). A auséncia de moluscos nesta
lista seria apreciada, caso realmente refletisse um estado de conservagdo positivo destes
animais. No entanto, ndo € o caso — de acordo com a listagem da IUCN em 2016, as extingdes
de moluscos compunham 40% de todas extingdes animais, sendo mais ameagadas as espécies
de agua doce e terrestres (REGNIER; FONTAINE; BOUCHET, 2009; LOPES-LIMA et al.,
2018). O fato de que a lista ndo reflete a situacdo de conservagdo desses animais ¢
preocupante por a mesma ter relevancia na tomada de decisdes que visam a preservacao das
espécies (RODRIGUES et al., 2006)

Considerando a amplitude de distribuicdo geografica de cada espécie uma
demonstracdo de adaptacdo ambiental, ndo foi possivel detectar uma relagdo desta com a

quantidade de por¢des codificantes de HSP em seus genomas.

5.3 Clusters de proteinas

A clusterizagdo das sequéncias proteicas implica a existéncia de relacdo entre elas.
Assim, tal andlise possibilitou a identificagdo de familias de HSP entre as sequéncias
detectadas, bem como a inferéncia de expansao e diferenciacao das mesmas entre os genomas.
A andlise resultou na formacao de 559 grupos, dos quais foram considerados para analise
apenas os que apresentavam no minimo trés sequéncias, restando 238 clusters. Destes, foram

destacados para discussdo os que se enquadram nas categorias abaixo.
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5.3.1 Clusters com maior quantidade de sequéncias

Dois clusters concentraram a maior parte das sequéncias de proteina, dos quais
um apresentou 348 sequéncias de 29 organismos bem distribuidos entre as classes — 15
gastropodes, 13 bivalves e um cefaldpode — e percentual de similaridade entre as sequéncias
baixo, com uma média geral de 63,17%. O grupo mais representativo estd representado
abaixo (Tabela 5), contando com 455 sequéncias de 42 moluscos. Neste, estdo ausentes
apenas as espécies Octopus vulgaris e Lanistes nyassanus. Foi observado que as sequéncias
destes organismos ocorreram majoritariamente em grupos exclusivos de suas proprias
espécies, o que pode indicar um elevado grau de diferenciacdo das mesmas em relagdo as

demais HSPs do filo.

Tabela 5 — Cluster de sequéncias de HSP correspondentes a cada organismo e grau de similaridade médio
apresentado entre elas.

Quantidade . Percentual médio de
de sequéncias Espécle similaridade (%)
3 Achantina immaculata 78,56
9 Anentome helena 80,64
4 Aplysia californica 74,85
10 Architeuthis dux 74,44
28 Argopecten irradians concentricus 77,6
19 Argopecten irradians irradians 77,08
15 Babylonia areolata 83,19
21 Bathymodiolus platifrons 76,39
9 Biomphalaria glabrata 74,09
5 Colubraria reticula 72,93
15 Conus consors 77,03

10 Conus tribblei 82,01



13

22

17

11

13

19

17

18

Crassostrea gigas
Crassostrea virginica
Cyclina sinensis
Dreissena rostriformis
Elysia chlorotica
Euprymna scolopes
Haliotis laevigata
Haliotis rubra
Haliotis rufescens
Limacina bulimoides
Limnoperna fortunei
Lottia gigantea
Lutraria rhynchaena
Lymnaea stagnalis
Marisa cornuarietis
Mizuhopecten yessoensis
Modiolus philippinarum
Mytilus galloprovincialis
Octopus bimaculoides
Octopus sinensis
Pecten maximus

Physella acuta

74,64

71,28

75,98

78,34

76,66

75

77,29

77,41

77,65

77,27

77,33

75,58

79,95

78,65

94,32

74,48

77,59

69,53

71,91

71,1

73,13

75,3

38



24

15

22

30

6

Pinctada imbricata
Pomacea canaliculata
Pomacea maculata
Radix auricularia
Ruditapes philippinarum
Saccostrea glomerata
Sinonovacula constricta

Venustaconcha ellipsiformis

73,26

85,12

93,62

76,97

78,88

73,67

70,96

78,16
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Fonte: elaborada pela autora (2022).

Por o cluster apresentar proteinas de Crassostrea virginica classificadas pelo

InterProScan como membros de HSP70 (com cddigo de acesso IPRO13126 no InterPro), foi

possivel inferir que o mesmo ¢ composto por sequéncias dessa mesma familia. Além desta,

foram identificadas as familias HSP10, HS60 ¢ HSP90, em menor quantidade, nos clusters

representados abaixo (Tabela 6, 7 e 8).

Tabela 6 — Cluster de HSP10 detectado nos genomas de moluscos, junto ao grau de

similaridade médio apresentado entre suas sequéncias.

Quantidade de Percentual médio
Espécie
sequéncias de similaridade (%)

1 Aplysia californica 80,2

1 Biomphalaria glabrata 78,02
6 Colubraria reticula 69,31
8 Crassostrea gigas 71,29
2 Crassostrea virginica 71,29
2 Dreissena rostriformis 72,28
2 Limacina bulimoides 100
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4

Octopus bimaculoides

Physella acuta

71,29

72,28

Fonte: elaborada pela autora (2022).

Tabela 7 — Cluster de HSP60 detectado nos genomas de moluscos, junto ao grau de
similaridade médio apresentado entre suas sequéncias.

Quantidade de Percentual médio de
Organismo
sequéncias similaridade (%)

1 Aplysia californica 82,84
2 Biomphalaria glabrata 83,1

2 Colubraria reticula 85,61
4 Crassostrea gigas 74,91
2 Crassostrea virginica 74,39
1 Mizuhopecten yessoensis 76,91
1 Octopus bimaculoides 78,82
1 Octopus sinensis 78,82
1 Pecten maximus 76,44
1 Pomacea canaliculata 100

Fonte: claborada pela autora (2022).

40
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Nos clusters de HSP10 e HSP60, as sequéncias indicadas com um percentual de
similaridade de 100% foram as “de referéncia” dos seus respectivos clusters. Assim, esse
percentual ¢ absoluto, pois ele se refere a comparacdo da sequéncia com ela mesma. O
software seleciona uma sequéncia central tanto para estabelecer um parametro para avaliar a
semelhanca entre as demais, quanto para representar o cluster em analises posteriores,
permitindo a utilizacdo dessa Unica sequéncia para reduzir a redundancia dos dados (LI;
GODZIK, 2006). Aqui, essa redundancia ¢ desejavel, pois representa a quantidade de

sequéncias de HSP de cada individuo presente em um mesmo cluster.

Tabela 8 — Cluster de HSP90 detectado nos genomas de moluscos, junto ao grau de similaridade
médio apresentado entre suas sequéncias.

Quantidade de Percentual médio de
Organismo
sequéncias similaridade (%)
1 Biomphalaria glabrata 73,68
2 Crassostrea gigas 9791
1 Crassostrea virginica 96,26
2 Mizuhopecten yessoensis 86,23
4 Octopus sinensis 79,73
1 Pecten maximus 86,9
2 Pomacea canaliculata 85,09

Fonte: elaborada pela autora (2022).

Ao contrario de HSP70, as informagdes disponiveis para as demais familias dessa
proteina em moluscos sdo escassas. Em bivalves, estudos apontam que membros de HSP90
apresentam expressdo similar a de HSP70, quando submetidos aos mesmos estressores.
Assim, essas familias podem apresentar uma sobreposi¢cdo funcional no grupo. As
especificidades de sequéncia e expressdo de HSP60 ¢ HSP10 no filo, no entanto, sdo pouco

aprofundadas (FABBRI; VALBONESI; FRANZELLITTI, 2008).
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5.3.2 Clusters restritos a um género

5.3.2.1 Crassostrea

A expansdo de HSP70 especificamente em Crassostrea gigas ja foi proposta
durante a anotacdo dessa sequéncia (ZHANG et al., 2012). Porém, a partir da comparagao
com as demais montagens disponiveis, a formacao dos clusters aqui indica que essa expansao
pode ser muito maior e especifica, na verdade, ao género. Isso se da por C. gigas e virginica
apresentarem 31 clusters exclusivos, compostos por 251 sequéncias — das quais 104 sdo de C.
gigas e 147 correspondem a C. virginica.

Além dos grupos em que ocorrem associacdes entre proteinas das duas espécies,
53 sequéncias de C. gigas compdem 15 clusters exclusivos da espécie. C. virginica, por sua
vez, apresenta 65 sequéncias proteicas agrupadas em 11 clusters especificos.

Estes resultados apontam uma expansdo de HSP70 especifica no género
Crassostrea. com diferenciacdo e continua amplificacdo da familia entre suas espécies. Tal
hipotese ¢ refor¢ada pela auséncia de clusters entre sequéncias de Saccostrea glomerata e
Crassostrea, apesar da proximidade filogenética, sendo ambos membros da familia Ostreidae
(LIU et al., 2011). Saccostrea, por sua vez, apresenta 59 sequéncias de HSP em 12 clusters
especificos da espécie, o que pode apontar, na verdade, a ocorréncia de expansdo e

diferenciagdo dessas sequéncias em toda a familia.

5.3.2.2 Argopecten

Entre os agrupamentos de Argopecten irradians irradians e Argopecten irradians
concentricus ¢ perceptivel uma relacdo semelhante a que ocorre entre as sequéncias de
Crassostrea — apresenta clusters restritos ao género e especificos de cada espécie.

Todavia, sdo concentragdes bem menores se comparadas as de Crassostrea.
Foram 14 sequéncias de proteina, distribuidas entre dois clusters compostos por ambas
espécies e apenas quatro restritas a A. irradians concentricus. Ja A. irradians irradians

concentrou 16 sequéncias em trés clusters especificos.


https://paperpile.com/c/RT5QxG/wnYf
https://paperpile.com/c/RT5QxG/TV2Q
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Outros membros da familia Pectinidae (FENG et al, 2011), por outro lado,
apresentam uma expansao mais expressiva — Mizuhopecten yessoensis € Pecten maximus
possuem 28 clusters limitados as duas espécies, com o total de 159 sequéncias, das quais 51
sdo proteinas de Pecten e 108 de Mizuhopecten. Além desses agrupamentos, ambos
apresentam indicio de expansdo especifica de HSP em cada espécie, como ocorre também em
Crassostrea. Aqui, Mizuhopecten apresentou oito clusters exclusivos, de 31 sequéncias, e
Pecten, quatro clusters proprios com 17 sequéncias, no total.

Essas evidéncias sugerem a ocorréncia de expansdes independentes na familia
Pectinidae, visto que sequéncias dos trés géneros — Mizuhopecten, Pecten e Argopecten — nao

ocorreram em um cluster comum.

5.3.2.3 Octopus

As sequéncias de HSP de cefalopodes, no geral, apresentaram um padrdao de
clusterizacdo exclusivo a classe. Dentre os Octopus, as sequéncias das trés espécies — O.
bimaculoides, sinensis e vulgaris — apresentaram 9 grupos comuns entre pelo menos duas
delas. Destes, O. vulgaris compunha apenas um junto a O. sinensis, formado por trés
sequéncias e um percentual de similaridade entre as HSPs das espécies de 60,4%. Conforme
foi apontado anteriormente, as sequéncias de O. vulgaris aparentam grande diferenciagdo —
ndo s6 em relagdo as do filo, como também entre as de seu proprio género.

Assim, foram mais significativos os agrupamentos entre HSPs de O. bimaculoides
e sinensis. Entre estas a relacdo ¢ intima, com percentuais de similaridade entre as sequéncias
chegando a 99,88%. Outra evidéncia dessa relagdo ¢ o fato de que somente um cluster nao foi
composto por ambas as espécies — contando com trés sequéncias exclusivas de O. sinensis.
Nos oito clusters compartilhados por elas, as espécies apresentaram o total de 33 proteinas —

das quais 20 sao de O. sinensis e 13 de O. bimaculoides.

5.3.2.4 Pomacea, Conus e Haliotis

O estudo englobou ainda duas espécies correspondentes a Pomacea, duas de
Conus e trés referentes a Haliotis. Contudo, nesses géneros nao foram identificados clusters
compartilhados entre suas respectivas espécies. Foi observada, na verdade, uma separacdo

bem definida nos grupos de proteinas de cada uma delas.


https://paperpile.com/c/RT5QxG/Ai5k
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As espécies H. rubra, H. laevigata e H. rufescens apresentaram apenas dois
clusters com mais de um representante do género. Estes foram compostos por H. laevigata e
rubra e as sequéncias apresentaram, considerando a proximidade filogenética, um percentual
de similaridade baixo, de 68,67%. No entanto, todas as espécies apresentaram clusters
independentes, sendo o de H. rubra o mais numeroso — com 12 sequéncias.

Esta mesma distingdo ¢ identificada nos clusters de Pomacea e Conus que, por
sua vez, nao apresentaram nenhum cluster particular de suas espécies. Esse padriao de
clusterizagdo propde uma diferenciagdo especifica das sequéncias de HSP de cada espécie,
por as mesmas ocorrerem majoritariamente em clusters restritos a elas e apresentarem um

baixo grau de similaridade com as demais sequéncias do género.

5.3.3 Clusters restritos a espécie

Foram destacadas na Tabela 9 as espécies que apresentaram agrupamentos de

sequéncias de HSP particulares, a fim de identificar outras expansdes restritas a elas.

Tabela 9 — Quantidade de clusters especificos por espécie e de sequéncias de HSP neles agrupadas.

Quantidade Quantidade de
Espécie

de clusters sequéncias agrupadas
Achantina immaculata 3 14
Aplysia californica 3 10
Architeuthis dux 2 19
Argopecten irradians concentricus 1 4
Argopecten irradians irradians 3 16
Babylonia areolata 1 5

Bathymodiolus platifrons 3 17



Biomphalaria glabrata

Conus consors
Conus tribblei

Crassostrea gigas

Crassostrea virginica

Cyclina sinensis

Dreissena rostriformis

Elysia chlorotica

Euprymna scolopes

Haliotis laevigata
Haliotis rubra

Haliotis rufescens

Lanistes nyassanus

Limacina bulimoides

Limnoperna fortunei

Lottia gigantea

Lutraria rhynchaena

Lymnaea stagnalis

Marisa cornuarietis

15

11

14

10

53

65

19

29

10

12

12

13

12
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Mizuhopecten yessoensis

Modiolus philippinarum

Mytilus galloprovincialis

Octopus sinensis

Octopus vulgaris
Pecten maximus
Physella acuta

Pinctada imbricata

Pomacea canaliculata

Pomacea maculata

Radix auricularia

Ruditapes philippinarum

Saccostrea glomerata

Sinonovacula constricta

Venustaconcha ellipsiformis

12

31

19

17

15

14

10

59

40

Fonte: elaborada pela autora (2022).
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Além dos clusters ja destacados, apresentaram concentragdes especificas de HSP

em seus genomas as espécies Sinonovacula constricta e Dreissena rostriformis. A ultima ¢

classificada como uma espécie invasora global, enquanto Sinonovacula tem distribuicao

restrita a Asia.
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho comparou a propor¢do de sequéncias de HSP em genomas de
moluscos e a capacidade de adaptagdo ambiental dos mesmos, observando que ndo existe uma
relacdo identificdvel entre essas variaveis. Tal conclusdo foi alcancada ao analisar tanto a
quantidade de proteinas nos genomas e quanto as possiveis relagdes entre elas, quando
agrupadas em clusters relacionados. A quantidade de HSPs por organismo nao se mostrou
proporcional aos seus tragos de adaptacdo ambiental, bem como esses individuos mais
“adaptados” ndo apresentaram indicio de expansdo em suas sequéncias proteicas — mesmo
que filogeneticamente proximos, como foi o caso das Pomaceas. A busca por clusters
expandidos de forma especifica nas espécies tampouco indicou expansdo de HSP em
individuos caracterizados como “invasores”. A auséncia dessa relacdo sugere, portanto, que
tais “invasdes” t€ém viés oportunista. Ou seja, ndo estaria ligada a capacidade prévia dos
organismos, mas se da por meio de introducdes dos mesmos em habitats variados.

Ainda assim, foram preditas 1.586 sequéncias de proteinas em montagens de
genomas de moluscos ndo anotados. Estas, junto as HSPs anotadas disponiveis, foram
agrupadas para a identificagdo de familias. Nessa abordagem foram identificados
agrupamentos de HSP10, HSP60, HSP 90 e HSP70. Esta tltima se mostrou expandida entre
todos os moluscos, formando um grande cluster entre eles. Em bivalves, a expansao de HSPs
se mostrou ainda mais expressiva — com a formacao de clusters nas familias Ostreidae e
Pectinidae, mais especificamente nos géneros Crassostrea, Saccostrea, Argopecten,
Mizuhopecten e Pecten. Aqui, sdo necessarios mais estudos para determinar se a expansao
ocorreu de forma independente nos géneros ou se ¢, de fato, comum a familia, com
subsequente diferenciagdo nas sequéncias de HSP em cada género. Em Cephalopoda essas
proteinas também aparentam ter passado por grande diferenciagdo, com as mesmas estando
majoritariamente restritas a suas classes e apresentando grande similaridade entre si.

Sao sugeridos, ainda, estudos para incrementar a predicdo dessas proteinas,
empregando metodologias de busca ab initio ou utilizando mais de um genoma como
referéncia para busca por homologia. Isto se da pois, como a maior parte das proteinas foram
identificadas por similaridade, sequéncias mais diferenciadas podem ndo ter sido detectadas,
bem como organismos mais filogeneticamente proximos podem ter apresentado uma maior
identificacao.

Ademais, o conceito de capacidade de adaptacdo ambiental foi baseado em

caracteristicas de amplitude de distribuicdo geografica e na caracterizagdo prévia das espécies
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como invasivas ou ndo. Estas informag¢des podem ser influenciadas pela insuficiéncia e/ou
desatualizagdo dos bancos de dados utilizados na busca, o que destaca mais uma lacuna de
conhecimento em relagao ao filo. Além da necessidade de suprir tais lacunas, para abranger
melhor a heterogeneidade das classes podem ser considerados os diferentes modos de vida e
habitos alimentares das espécies.

Considerando essa diversidade, é possivel que existam relagdes identificaveis que
expliquem a capacidade de adaptagao ambiental destes organismos, mas como as estratégias
de adaptagdo sdo multiplas, sdo necessarias averiguagcdes na dindmica de outras proteinas
relacionadas a essa capacidade. Para isso, ¢ frisada a necessidade de mais genomas de
moluscos sequenciados e anotados, bem como a melhora na qualidade de montagens
disponiveis. Isto pois, em sequéncias incompletas, como as de Corbicula fluminea e

Dreissena polymorpha, a identificacdo de sequéncias proteicas ¢ invidvel.
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