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Resumo

A ordem Cetartiodactyla é composta por dois grupos de mamiferos que até recentemente ndo eram
relacionados, Artiodactyla e Cetacea. Evidéncias morfoldgicas e moleculares sugerem esses dois
grupos possuem um ancestral em comum. Os ancestrais dos cetaceos passaram por uma transicao
da vida terrestre para a aquatica, adquirindo membros anteriores em forma de nadadeiras e
posteriores ausentes. Os genes Hox possuem papel central na especificagdo dessas estruturas
corporais. O cluster HoxD foi cooptado na evolugdo de tetrdpodes para a funcdo de regular o
crescimento e padronizacdo de membros. Também foi demonstrado que a acumulacéo e atividade
transcricional de elementos transponiveis (TES) inseridos nos genomas entre o cluster HoxD pode
estar associada com a mudanca de planos corporais. Assim, temos como objetivo contribuir para o
melhor entendimento da histéria evolutiva em Cetartiodactyla, avaliando as relagcBes entre 0s
complexos de genes no cluster HoxD na evolugdo dos membros desse grupo. A partir de extracfes
de DNA de amostras de tecido de espécies ainda ndo analisadas, como Hippopotamus sp (espécie
de artiodactilo mais préximo aos cetaceos), foi amplificado e sequenciado o gene HoxD12. Foi
construido por inferéncia Bayesiana uma arvore evolutiva a partir dessas sequéncias junto com
sequéncias de mamiferos disponiveis no genbank, além disso foi analisada as taxas evolutivas em
mamiferos e Cetartiodactyla. Também foram analisadas através da plataforma online
RepeatMasker, sequéncias obtidas no banco de dados genbank entre os genes HoxD10 e Evx2 em
mamiferos em busca de elementos transponiveis nessa regido. Pela plataforma Alibaba foram
feitas predicdes quanto a presenca de sitios para fatores de transcricdo nos elementos mais
encontrados. Foram identificados 32 elementos transponiveis diferentes. Desses elementos,
destacou-se os da familia SINE/MIR, presentes predominantemente na regido intergénica entre
Evx2 e HoxD13. E foram encontrados principalmente 3 sitios para fatores de transcri¢do dentro de
elementos MIR. A arvore filogenética correspondeu a dados da literatura, com Hippopotamus sp
sendo mais relacionado com Cetacea do que Artiodactyla, além disso Cetacea apresentou maiores

taxas evolutivas médias que Artiodactyla, apesar de serem em um menor namero de sitios.



Abstract

The order Cetartiodactyla is composed of two groups of mammals that until recently were not
related: Artiodactyla and Cetacea. Recent morphological and molecular evidence suggests the
evolution of Cetacea from a common ancestor with Artiodactyla. Cetacea ancestors had
transitioned from terrestrial to aquatic life, acquiring hydrodynamic bodies with fin-shaped
hindlimbs and absent forelimbs. Hox genes play a central role in the specification of these body
structures, and modifications on their expression patterns have been linked to the emergence of
vertebrate body plans. The HoxD cluster was recently co-opted in evolution, acquiring the function
of regulating the growth and standardization of limbs as well as digits and the absence of this loci
leads to rudimentary and truncated appendages. It has also been shown that the accumulation and
transcriptional activity of transposable elements (TEs) inserted into the genomes, in the regions
between the genes HoxD10 and Evx2 (even-skipped homeobox 2), may be associated with the
change of body plan. Thus, our objective is to contribute to better understanding the
Cetartiodactyla evolutionary history, evaluating the relationships between gene complexes in the
HoxD cluster. DNA was extracted from 10 non-analyzed species, such as Hippopotamus sp (the
species of artiodactyl closest to cetaceans). The HoxD12 gene was amplified by Polymerase Chain
Reaction and sequenced. These sequences and the mammalian sequences available on GenBank
were used to generate an evolutionary tree using Bayesian Inference. The evolutionary rates in
mammals, and particularly in Cetartiodactyla, were analyzed. Also, sequences from the region
between HoxD10 and Evx2 from mammals, obtained from the GenBank database, were analyzed
in the RepeatMasker online platform, searching for TEs in this region. Predictions were made
regarding the presence of sites for transcription factors in the most found elements, in AliBaba2.1
platform. Thirty-two different transposable elements (TE) were identified. Among them, the
elements of the SINE / MIR family, predominantly present in the intergenic region between Evx2
and HoxD10, were highlighted. Were found three transcription factors sites within MIR elements.

The phylogenetic tree corroborates previous studies, with Hippopotamus sp being more related to
9



Cetacea than to Artiodactyla. Besides, Cetacea presented higher average evolutionary rates than

Artiodactyla, despite the smaller number of sites with faster evolution.
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INTRODUCAO

Ecologia e evolugdo da ordem Cetartiodactyla

Cetartiodactyla é uma ordem composta por dois grupos que até recentemente eram
classificados como duas ordens de mamiferos separadas por sua morfologia que se diferencia de
forma contrastante. Esses grupos sdo: Artiodactyla, que sdo mamiferos ungulados com nimero par
de digitos, por exemplo, bovideos e cervideos e Cetacea, mamiferos especializados para habitos de
vida aquético, representada pelos animais conhecidos popularmente como baleias e golfinhos.
Evidéncias morfoldgicas, paleontolégicas e moleculares de carater recente sugerem que Cetacea
evoluiu de antepassados em comum com artiodactilos, tornando Artiodactyla ndo monofilético, a
menos que Cetacea esteja incluida. Especialistas sugerem que o clado monofilético que representa
artiodactilos e cetaceos seja chamado Cetartiodactyla. (Boisserie et al., 2005; Gatesy et al., 1999;
Lum et al., 2000; Milinkovitch et al., 1994; Nikaido et al., 1999; Taylor et al., 2007; Thewissen et
al., 2001; Zurano et al., 2019). Assim, atualmente a ordem Cetartiodactyla é dividida em 5
subordens: Acodonta, Cetacea, Ruminantia, Suina e Tylopoda (Hassanin et al., 2012).

Os cetaceos sdo ecomorfologicamente diversos, a maioria das espécies é marinha, vivendo
em aguas oceanicas e também costeiras, mas existem espécies que ocupam sistemas fluviais
(Jefferson et al., 2007). Ja que esses animais sao mamiferos, isso implica que possuem uma origem
em terra. Portanto os ancestrais dos cetaceos passaram por uma transicdo da vida terrestre para a
aquatica (Figura 1), adquirindo corpos hidrodinamicos, com nadadeiras peitorais como membros
anteriores, geralmente uma nadadeira dorsal, uma nadadeira caudal e auséncia de membros
posteriores externos, embora estejam presentes em seus embrides (figura 2) ( Thewissen et al.,

2006).
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Figura 1. A mudanca do plano corporal dos cetaceos durante os primeiros dez milhdes de anos de

evolucdo, representados por cinco familias de arqueocetos (Thewissen et al., 2009).

Em 2001, ossos de tornozelo de dois cetdceos do Eoceno foram descobertos no Paquistdo
(Gingerich et al., 2001; Thewissen et al., 2001). O astrdgalo (também chamado de talus) é o 0sso
do tornozelo em que o pé articula com a tibia (osso da canela). A cabeca do astragalo dos
artiodactilos é Unica entre os mamiferos com a forma de troclea (Schaeffer, 1947). Os o0ssos de
tornozelo de cetaceos ancestrais apresentavam o mesmo formato (Gingerich et al., 2001;
Thewissen et al., 2001). O que foi corroborado com as filogenias moleculares que propunham que
0s cetaceos eram parentes proximos dos artiodactilos (Geisler and Uhen, 2005).

Este achado levou os paleontologistas a procurarem o parente mais proximo dos cetaceos
entre os artiodactilos. Embora evidéncias moleculares indiquem que o parente moderno mais
préximo dos cetaceos seja 0 hipopotamo, o registro fossil dessa familia remonta apenas a 15
milhGes de anos atras (Boisserie et al., 2005), enquanto os cetdceos mais antigos tém mais de 50
milhGes de anos. Os fdsseis fragmentérios da familia Raoellidae, de artiodactilos endémicos da
india, sugerem que estes poderiam estar intimamente relacionados com os cetaceos (Geisler and

Uhen, 2005), e um material fossil mais completo para raoelideos expds claramente essa
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proximidade (Thewissen et al., 2007). Analises filogenéticas indicam que os raoelideos sdo o grupo
mais proximo dos cetaceos e que os hipopotamos sdo o grupo irmdo de raoellidae-cetacea

combinado (Geisler and Theodor, 2009), conforme pode se observar na figura 3.

forelimb

hindlimb

Figura 2. Embrides do golfinho Stenella attenuata entre aproximadamente entre as semanas 4 a 9
do desenvolvimento embrionario. O primeiro embrido mostra membros anteriores, mas nao
membros posteriores (na maioria dos mamiferos, os membros anteriores se desenvolvem antes dos
membros posteriores). No segundo embrido, 0s membros posteriores comecaram a se formar, mas
seu desenvolvimento cessa e desaparecem lentamente a medida que o embrido se desenvolve

(Thewissen et al., 2009).
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Other artiodactlys

Artiodactlya
Raoellidae ]
Pakicetidae
Ambulocetidae
Remingtonocetidae
Protocetidae

Cetacea

Basilosauridae

Odontoceti

Mysticeti =

Figura 3. Cladograma mostrando a relagéo dos cetdceos com seus ancestrais terrestres (Thewissen

et al., 2009).

Assim como 0s cetdceos modernos, 0s primitivos viviam na dgua. No entanto, estes foram
caminhantes lentos, provavelmente semelhantes ao hipop6tamo moderno. E improvavel que esses
mamiferos fossem nadadores rapidos, porque 0s 0ssos dos membros com sua camada cortical
grossa aumentariam significativamente a inércia e o arrasto. Em contraste, a maioria 0s cetaceos
modernos tem osso cortical muito fino e leve, auxiliando em uma natacdo mais &gil (Grey and
Sadoff, 2007).

Segundo Thewissen et al. (2006), durante a evolugdo dos cetaceos, a hidrodinamica foi um
fator preponderante, assim a forma de torpedo e a perda de membros posteriores foi sendo
selecionada por ser mais adaptativa, lhes proporcionando uma natacdo mais eficiente. A selecao
para a perda dessas estruturas deve ter sido forte quando os cetaceos se tornaram predadores de
perseguicdo no Eoceno tardio.

Os membros posteriores dos basilosaurideos, ancestrais dos cetdceos modernos, retém os

0ss0s presentes nos mamiferos terrestres: fémur, tibia, fibula, tarsos, metatarsos e falanges
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(Gingerich et al., 1990). No entanto, sdo muito reduzidos em tamanho e a pelve ndo esta presa a
coluna vertebral, tornando-os inadequados para suportar o peso corporal desses animais. Ndo ha
membros posteriores externos em cetaceos modernos, embora, muito raramente, um individuo
andmalo nasga com esses membros. Internamente, existem remanescentes em todas as especies,
que podem se relacionar com a origem dos musculos para os 6rgdos genitais (figura 3). Em
algumas espécies, pélvis, fémur e tibia estdo presentes (Thewissen et al., 2009).

As modificagcbes nos membros e no nimero de digitos ocorreram repetidamente durante a
evolucdo dos tetrdpodes e geralmente sdo vistas como respostas adaptativas as mudancgas no estilo
de vida e no uso do habitat, suprindo necessidades de diferentes tipos de locomoc¢édo (Shubin et al.,
2015).

Apesar de existirem outros mamiferos com modificacfes nos membros para adaptacdo na
vida aquatica, como em sirénios, pinipedes, algumas espécies de mustelideos (como por exemplo, a
lontra-marinha) e o urso-polar, a reorganizagdo evolutiva mais dramatica ocorreu nos cetaceos.
Alteracdes na morfologia dos membros associadas ao retorno a agua seguiram trés rotas principais.
Primeiro, os digitos tornaram-se incorporados no tecido da pele (uma rede interdigital), um estado
também observado em outros mamiferos. Em segundo lugar, os cetaceos perderam seus membros
posteriores (Berta et al., 2006; Thewissen et al., 2006). Em terceiro lugar, 0s cetaceos mostram
uma variacdo consideravel no nimero de falanges, com os digitos | e V tipicamente caracterizados
por poucas falanges (variando de zero a cinco) e digitos 11-1V com até 13 no segundo raio digital de
algumas espécies. De fato, os cetaceos mostram polimorfismos claros espécie-especificos, e a

contagem de falange pode até ter variacéo intraespecifica (Cooper et al., 2007).

Os genes do desenvolvimento na evolucdo dos membros.

A Dbiologia evolutiva do desenvolvimento (conhecida como Evo-Devo) estuda uma
abordagem comparativa dos mecanismos do desenvolvimento embrionario, de modo a esclarecer
como os genes poderiam gerar novas formas, funcdes e comportamentos no curso temporal da

evolucdo (Gellon e McGinnis, 1998; Amores et al, 2004). Os genes responsaveis por regular e
15



dirigir o desenvolvimento de determinados segmentos e estruturas corporais séo chamados de
genes homedticos. A maioria dos genes homedticos decodifica fatores de transcrigdo de proteinas
que contém um homeodominio de ligacdo ao DNA e esses genes sdo chamados genes Hox (Gellon
and McGinnis, 1998).

Os genes Hox (homeobox) sdo centrais para a especificacdo de estruturas ao longo do eixo
anterior-posterior do corpo (Deschamps, 2005; Kmita et al., 2002) e modificacbes em sua
expressdo surgiu paralelamente a diversidade de planos corporais encontrados nos animais (Burke
et al., 1995; Gaunt, 1994). Os genes Hox sdo agrupados, e seus dominios de expressdo, no tempo e
no espaco, refletem suas respectivas ordens gendmicas. Em tetrdpodes, esses genes sao
classificados em 13 grupos de paralogia e sdo fortemente agrupados em quatro loci: HoxA a HoxD.
Embora esses genes sejam bem conservados entre 0s organismos, sendo encontrados em todos 0s
filos de metazoarios ( Graham et al., 1989; Gaunt, 1994), recentes estudos tém destacado uma
diversidade inesperada no nimero de genes Hox, organizacdo genémica e padrdes de expressao
(Garcia-Fernandez, 2005; Pearson et al., 2005).

Nos ultimos anos, foram feitos progressos consideraveis na compreensao das bases
moleculares do controle de padrdes digitais e na formagdo dos membros. Muitos genes expressos
no botdo embrionario de membros demonstraram desempenhar um papel importante na formacéo
desses (Tickle, 2015).

O cluster HoxD foi cooptado mais recentemente na evolugdo para regular o crescimento e
padronizacdo de membros e dos digitos (Gérard et al., 1993). Duas fases da expressdo de HoxD séo
importantes no desenvolvimento e padronizacdo de membros (Kmita et al., 2005; Zakany et al.,
2007). A primeira fase resulta na expressio dos genes 3’-HoxD (HoxD1-9). Isso restringe a
expressdo de 5’-HoxD para o lado posterior do broto do membro distal e é necessario para o
crescimento do membro, o desenvolvimento do membro proximal, a polaridade anterior-posterior
do membro e a expressdo posterior do gene Sonic hedhog (Shh). Essa colinearidade temporal e

espacial de 3°-5° ¢ remanescente da regula¢do no eixo embriondrio principal, que ¢ acompanhada
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pela perda progressiva da trimetilagdo da lisina 27 na histona H3 (H3K27me3) catalisada pela
PRC2 (do inglés Polycomb Repressive Complex 2) (Montavon et al., 2011). No entanto, também
pode exigir elementos 3'- regulatorios ainda indefinidos de HoxD (Spitz et al., 2005)

Uma fase posterior da expressdo de HoxD no membro distal é necesséria para a
morfogénese digital (Spitz et al., 2003). Esta e caracterizada pela "colinearidade quantitativa", na
qual a expressdo do gene HoxD13 com mais 5 genes é inicialmente mais forte no mesénquima
distal posterior, com expressdo progressivamente menos forte de HoxD12 a HoxD10. O dominio de
expressdo de HoxD13, em seguida, se espalha anteriormente, de modo que € o Unico gene HoxD
cuja expressao é robusta o suficiente para ser detectavel no lado mais anterior (Montavon et al.,
2008). Isso é impulsionado por elementos potenciadores, incluindo uma regido de controle global
(GCR do inglés global control region) de aproximadamente 40 kb localizada 180kb a montante do
gene HoxD13, e o intensificador Prox localizado entre Evx2 (do inglés Even-Skipped Homeobox 2)
e Lnp (do inglés Limb and neural pattern) (Spitz et al., 2003; Tschopp and Duboule, 2011).

Todos os 0ssos longos do membro requerem a ativacdo dos genes Hox em combinagdes
diferentes, embora parcialmente sobrepostas. Inicialmente, HoxD9 ao HoxD11 e HoxAll s&o
expressos no membro proximal em desenvolvimento (Figura 4). Posteriormente, em uma segunda
fase da ativacdo transcricional, HoxD9 ao HoxD13 e HoxAl3 sdo expressos nos digitos. A
existéncia de modulos regulatorios distintos para 0ssos longos em ambos os lados da articulacdo
mesopodial (o punho e o tornozelo), juntamente com as trajetorias evolutivas separadas desses
elementos, apoiou a visdo de que os membros dos tetrdpodes sdo geneticamente organizados
seguindo um padrdo bimodal especifico de ossos longos proximais (braco e antebrago) e distais

(digitos) (Tschopp and Duboule, 2011).
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Figura 2. Dominios de expressdo do gene HoxD proximal (vermelho) e distal (azul) em um

membro em desenvolvimento (Woltering et al., 2014)

Entre os genes Hox expressos em digitos durante o desenvolvimento, HoxA13, é o Unico
gene do cluster HoxA expresso neste local, é igualmente transcrito nos primordios de todos os
digitos, incluindo o polegar, o que difere dos genes HoxD. Os genes HoxD10, HoxD11 e HoxD12
sdo expressos exclusivamente nos digitos de 2 a 5, enquanto excluidos do digito I (o polegar). Em
contraste, HoxD13, como HoxA13, € expresso em todas as células digitais (Montavon et al., 2008).

Os genes HoxD12 e HoxD13 do cluster HoxD mostram forte expressdao nas células
posteriores dos brotos dos membros (Papageorgiou, 2017) e estudos comparativos sugerem que a
sua expressao (Freitas et al., 2007), sequéncias codificadoras e até elementos ndo codificadores
(Lee et al., 2006; Lemons, 2006) sdo altamente conservados nos vertebrados.

Wang et al. (2008) sugerem que HoxD12 e HoxD13 sofreram adaptacdes moleculares nos
cetaceos e que essas mudancas correspondem a grandes rearranjos no numero de digitos (Figura 5).
O registro de fosseis de cetdceos fornece um dos exemplos mais espetaculares de transicao
evolutiva de todos os mamiferos, a partir das pequenas formas de tetrapodes semi aquaticas do
Eoceno inferior (Thewissen et al., 2007) as grandes espécies totalmente aquaticas do Eoceno
tardio, nas quais os membros posteriores foram sendo reduzidos em tamanho até desaparecerem

por completo (Thewissen et al., 2006). A evidéncia fossil e a reconstrucdo do estado ancestral
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sugerem que 0s antepassados dos cetadceos possuiam cinco digitos (Gingerich et al., 2001) e,
portanto, podem ter recuperado um digito apds a divergéncia com o ancestral em comum com
hipoppotamidae (Nikaido et al., 1999), cujos antebragos tém quatro digitos (Boisserie, 2005). Um
cendrio alternativo, que parece mais plausivel em termos de morfologia, mas que &€ menos
concordante com o resultado dos testes de selecdo, € que o numero de digitos nos primeiros
cetaceos € um estado primitivo e que as redugdes no numero de digitos ocorreram de forma
independente em quatro linhagens ancestrais de Artiodactyla. A perda subsequente de um digito
em alguns misticetos (Cooper et al., 2007) no Oligoceno tardio (Deméré et al., 2008; Fitzgerald,
2006) lhes conferiu uma nadadeira alongada e mais estreita e bem adaptada para natacdo
(Goldbogen, 2006). Os resultados das analises da evolucdo molecular de HoxD12 sdo, portanto,
consistentes com explicacdes adaptativas para transicbes em numeros de digitais associadas a
mudanca do habitat.

Em trabalhos anteriores foi detectado valores ® aumentados de certos genes Hox, onde ® se
refere a taxa de substituicdo de bases (dn/ds), em ancestrais das baleias (HoxD12), golfinhos
(HoxD?9), baleias (HoxC4) e peixe-boi (HoxB4). Os autores também observaram que substituices
no HoxD12 estdo associadas a diferentes mudancas adaptativas nos membros em diferentes grupos
de mamiferos como, por exemplo, em cetaceos, peixe-boi, tatu-bola e na preguica (Kui et al.,

2018).
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Figura 3. Filogenia de 35 mamiferos utilizados para andlise evolutiva de HoxD12 e HoxD13

publicada no trabalho de Wang et al. (2008).

Elementos transponiveis e seu papel na evolucao.

Elementos transponiveis (TEs do inglés transposable elements) sdo sequéncias de DNA
capazes de mudarem de posicdo tanto dentro como entre genomas. A descoberta de Barbara
McClintock desses "genes saltadores"” (McClintock, 1950) Ihe rendeu um prémio Nobel em 1983, a
partir de seus experimentos com milho. TEs foram encontrados em praticamente todas as espécies
eucaridticas investigadas até o momento. Os TEs afetam o genoma pela sua capacidade de se
mover e replicar, gerando assim plasticidade (Wicker et al., 2007).

Os elementos transponiveis tém o potencial de influenciar a trajetéria evolutiva de seu

hospedeiro de trés maneiras distintas: via alteracGes da funcdo génica através da insercdo; pela
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inducdo de rearranjos cromossdmicos; como uma fonte de material codificante e ndo-codificante
que permite o surgimento da novidade genética (como novos genes e sequéncias regulatorias)
(Feschotte and Pritham, 2007).

Vérias décadas depois, 0s TEs adquiriram os rotulos antropomorficos de “egoistas” e
“parasitas” por causa de sua autonomia replicativa e potencial para a ruptura genética (Jangam et
al., 2017; Smit, 1999). No entanto, os TEs geralmente existem em genomas eucaridticos em uma
forma geneticamente indetectavel, reversivelmente inativa, que agora chamamos de
"epigeneticamente silenciados”, cuja descoberta também pode ser atribuida aos estudos genéticos
de McClintock (Fedoroff and Bennetzen, 2013). Apesar dessa visdo dos TEs como geradores de
mutacOes prejudiciais aos organismos e causadores de doencas, cada vez mais eles tem se mostrado
como importantes fontes de novidades evolutivas (Feschotte 2008; Jangam et al., 2017).

Os TEs sdo geralmente encontrados em regides nao codificadoras. Contudo, podem ser
observados juntos a éxons ou mesmo introns. Os TEs podem, por exemplo, fornecer promotores
alternativos para expressdo de genes; quando inseridos em genes, inativa-los; viabilizar variantes
de proteinas através do splicing; ter acdo epigenética quando modificam a expressdo de um gene
sem modificar sua sequéncia; e ocasionar rearranjos cromossémicos (Gray et al., 2000). Nas
regides ndo codificantes os TEs podem assumir um papel estrutural estando associados ao
centrdmero e/ou regides terminais dos cromossomos (Regner et al., 1996; Oliveira et al., 2013;
Bertocchi et al., 2018).

TEs sdo divididos em duas classes principais: transposons de DNA e retrotransposons
(Finnegan, 1989). Os transposons de DNA sdo capazes de se mover e se inserir em novos locais
genémicos (Craig et al., 2002). Os retrotransposons replicam-se formando intermediarios de RNA,
que sdo entdo transcritos reversamente para fazer sequéncias de DNA e inseridos em novas
localizacbes gendmicas (Pace and Feschotte, 2007). Os retrotransposons sao classificados em dois
grupos: retrotransposons com LTR (long terminal repeat) e sem LTR. Os retrotransposon sem

LTR ainda sdo divididos em LINES (long interspersed nuclear element) e SINES (short
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interspersed nuclear element).

Elementos transponiveis possuem grande influéncia na evolugdo dos organismos, inclusive
em mamiferos, por meio de mutacdes de insercdo, influenciando a taxa de recombinacdo e
distribuicdo de sequéncias que podem ser usadas para vérias finalidades (McDonald, 1993; Robins,
e Samuelson,1993). Retrotransposons tém sido usados como sequéncias reguladoras de transcri¢cao
(Robins e Samuelson, 1993), sinalizador de poliadenilacdo (Harendza e Johnson,1990; Goodchild
et al., 1992) ou sitios de splice de RNA (Varagona et al., 1992). Muito do que se sabe sobre a
utilizacdo de sequéncias derivadas de retrotransposons no genoma dos mamiferos foi deduzido a
partir de insercdes que ocorreram no passado relativamente recente. Embora seja seguro supor que
os retrotransposons tenham desempenhado um papel similar ao longo da evolucao (Bejerano et al.,
2006; Feschotte e Pritham, 2007; Bourque et al., 2008; Polak e Domany, 2006; Santangelo et al.,
2007; Schmitz e Brosius, 2011), mutacfes nas sequéncias de retrotransposons ancestrais tornam
sua identificacdo mais dificil.

Evidéncia de que TEs comumente adquirem funcdo reguladora vem de fragmentos de
elementos que sdo profundamente conservados entre mamiferos. Primeiro esses elementos tendem
a se agrupar em torno de genes que estdo envolvidos no desenvolvimento e na regulacdo
transcricional (Lowe et al., 2007). Segundo, eles estdo super-representados dentro dos modulos de
regulacao cis (Gentles et al., 2007), isto €, segmentos genémicos contendo redes densas de sitios de
ligacdo de fatores de transcricdo (TFBS, do inglés transcription fator binding site). Terceiro,
aproximadamente um quinto dos elementos conservados ndo-codificadores especificos de eutérios
fornecem sequéncias promotoras ou sitios de ligacdo para proteinas reguladoras (Mikkelsen et al.,
2007). Finalmente, ha um numero crescente de casos individuais de TEs altamente conservados
documentados para atuar como intensificadores transcricionais (Bejerano et al., 2006; Santangelo
et al., 2007) ou como éxons alternativos de splicing. Juntos, esses dados sugerem que 0s TES tém
sido uma fonte abundante de novas sequéncias regulatorias ao longo da evolucdo dos mamiferos

(Feschotte, 2008).
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Donehower et al. (1989) e Smit e Riggs (1995) caracterizaram o0s elementos MIRS
(Mammalian-wide Interspersed Repeat), uma classe de SINEs presente em todos os mamiferos. O
elemento MIR foi amplificado dentro do genoma dos primeiros mamiferos ha 130 milhdes de anos
(Jurka et al., 1995). Devido a idade, 0 nimero de elementos MIR no genoma dos mamiferos é
dificil de determinar, mas estima-se que esse elemento represente 2% do genoma humano (Jurka et
al., 1995; Smit e Riggs, 1995). O carater repetitivo de MIR foi observado pela primeira vez em
1987 (Degen e Davie, 1987) e, posteriormente, em outros estudos (Zhou et al., 1988; Jurka et al.,
1993). Jurka et al. (1995) mostram que os MIRs sdo altamente repetitivos nos genomas de
marsupiais e monotremados. Elementos em sitios ortdlogos em diferentes espécies de mamiferos
evidenciam que a distribuicdo de MIRs ocorreu antes da radiacdo dos mamiferos (Donehower et
al., 1989). O alto numero de cdpias e a idade dos elementos MIR fazem deles um excelente objeto
de estudo para investigar o papel dos elementos transponiveis na evolucdo do genoma dos
mamiferos.

Donehower et al. (1989) descrevem os MIRs como elementos de 70 pb (pares de base) de
comprimento sem as caracteristicas tipicas dos SINEs "genéricos"”. Foi, portanto, sugerido que 0s
MIRs representam uma classe separada de elementos repetitivos. Smit e Riggs (1995) mostraram
que este elemento MIR de 70 pb e duas outras repeticbes intercaladas nao caracterizadas
anteriormente relatadas sdo fragmentos de um SINE derivado de um tRNA classico de 260 pb.

Os MIRs sdo geralmente truncados em uma ou ambas as extremidades (Smit e Riggs,
1995). A parte 5 tRNA do MIR é fundida a uma sequéncia ndo relacionada ao tRNA, e a
extremidade 3' apresenta um fragmento de 50 nucleotideos que é semelhante a extremidade 3' dos
LINEs, um provavel local de ligacdo da transcriptase reversa de um LINE, necessario para
retrotransposicdo (Kapitonov et al., 2004). Além disso, possuem um dominio central conservado
incluindo uma sequéncia central de 15 nucleotideos. No entanto, ndo se sabe por que a regiao
central é altamente conservada nos chamados CORE-SINEs, como os MIRs. Possivelmente, 0s

CORE-SINEs ainda ndo tém uma funcdo genémica bem compreendida (Gilbert e Labuda, 1999;
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Krull et al., 2007). Os elementos MIR foram ativos a retroposi¢ao antes que 0s monotremados e 0s
mamiferos placentérios divergissem, mas essa atividade foi silenciada ap0s a perda da transcriptase
reversa especifica de LINEs.

A comparagéo deste elemento MIR entre humanos e cées ou gatos demonstra que o grau de
homologia (aproximadamente 70%) é semelhante aos elementos MIR em outros loci ortélogos, o
que levou a concluséo de que a maioria dos elementos MIR ndo sdo conservados (Armour et al.,
1989; Jurka et al., 1995). Entretanto, a importancia dos elementos MIR fica evidente em casos
como o do gene do receptor de acetilcolina em humanos, que ganhou um éxon adicional (Beeson et
al., 1990), usando um novo local de splicing que ocorre dentro da regido central conservada da
sequéncia consenso de um elemento MIR (Murnane e Morales, 1995). A presenca do elemento
MIR, como outros elementos transponiveis (Varagona et al., 1992), pode, portanto, influenciar o
splicing de RNA. Além disso, como resultado do splicing alternativo, aproximadamente 26 pb do
elemento MIR foi incorporado na regido codificadora da proteina. Esta analise mostra que o
elemento MIR foi usado para a evolucdo de proteinas, como mostrado anteriormente para
sequéncias de Alu (Margalit et al., 1994). Em outros casos de envolvimento do elemento MIR em
splicing que foram observados, sugerem que esta ndo é uma ocorréncia comum e, portanto, ndo é
provavel que explique a prevaléncia da sequéncia do nucleo central do elemento MIR no genoma
dos mamiferos (Murnane e Morales, 1995).

Murnane e Morales (1995) encontraram uma regido de homologia entre a extremidade 3' da
sequéncia de consenso MIR (Smit e Riggs, 1995) com as extremidades 3' de quatro sequéncias de
cDNA. A extremidade 3' do elemento MIR contém um sinal de poliadenilacdo (AATAAA) que é
conservado em todos os quatro cDNAs. As sequéncias de AATAAA nestes cDNAs estdo
localizadas 13-23 pb da extremidade 3', correspondendo a posicdo esperada (10-30 pb da
extremidade 3') da sequéncia de poliadenilacdo para mRNAs (Proudfoot e Brownlee, 1976). A
sequéncia AATAAA do elemento MIR, portanto, tem sido usada como sinal de poliadenilacdo para

esses genes. A presenca desta sequéncia dentro de quatro genes diferentes sugere que seu uso para
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poliadenilagdo ndo é incomum. O fim do elemento MIR contendo o sinal de poliadenilagdo
mostrou ser mais prevalente no genoma de mamiferos do que outras por¢des do elemento MIR
(Smit e Riggs, 1995). A prevaléncia desta extremidade do elemento MIR pode indicar que esta
regido estd sendo conservada; no entanto, outra explicacdo possivel é que a parte final do elemento
MIR também est& presente em outro elemento repetitivo (Smit e Riggs, 1995).

Segundo anélises de Murnane e Morales (1995), foi demonstrado que sequéncias do
elemento MIR, como outros retrotransposons ou retrovirus endégenos, foram usadas para funcGes
especificas dentro do genoma de mamiferos, incluindo sequéncias de codificacdo. Essa observacao
é consistente com a hip6tese de que, embora os retrotransposons possam se originar como "DNA
egoista”, seu uso no genoma dos mamiferos pode ter um papel importante na evolucdo. Assim,
avaliar a presenca desses elementos dentro do genoma e se esses elementos podem estar causando
mudancas nessas regides, pode ajudar a entender melhor e reconstruir a histéria evolutiva do grupo
de seus hospedeiros.

Os TEs podem abrigar muitos sitios de ligacdo de fatores de transcri¢cdo (TFBSs, do inglés
transcription factor binding sites) e a natureza movel dos TEs, que lhes permite ocupar quase
qualquer local de um genoma, os torna uma rota poderosa para a disseminacao de sequéncias cis-
regulatérias prontas para uso (Loreto et al., 2018). A adicdo de novos TFBSs em regides
reguladoras pode criar novos padrdes de expressdo génica. Existem exemplos em diversos
organismos de genes em que houve exaptacdo TE-TFBSs; (Chuong et al., 2016). Nos mamiferos,
Polavarapu et al. (2008) descobriram que 7-10% dos TFBSs caracterizados experimentalmente no
genoma humano sdo derivados de TEs. A evolucdo de organismos multicelulares complexos em
varios ramos da arvore da vida foi acompanhada, e talvez facilitada, por uma expansdo e
diversificacdo dos fatores de transcricdo (TFs do inglés transcption factors) (Wray et al., 2003;
Gagneux, 2002; Chen e Rajewsky, 2007; Levine e Tijan, 2003). Acredita-se que o surgimento de
novos TFs permitiu a elaboracao de redes cada vez mais complexas de genes ligados por elementos

cis, que sdo reconhecidos por diferentes conjuntos de TFs (Gagneux, 2002; Levine e Tijan, 2003).
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Por isso, é relevante investigar a existéncia de sitios de transcricdo dentro de elementos

transponiveis.
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OBJETIVOS

Objetivos Gerais

Contribuir para o melhor entendimento da histéria evolutiva em Cetartiodactyla, avaliando
mudancas em uma regido no cluster HoxD em relagdo a evolugdo dos membros desse grupo, assim
auxiliando na melhor compreensdo dos processos evolutivos e como alteracbes em genes do

desenvolvimento e elementos transponiveis podem influenciar histérias macroevolutivas.

Obijetivos Especificos

Analisar as relagdes entre o gene HoxD12 na evolugdo do grupo Cetartiodactyla, incluindo
espécies ndo analisadas em estudos anteriores, como Hippopotamus sp, espécies que ocorrem na
América do Sul e outros mamiferos também associados com ambientes aquaticos. Avaliar se
elementos transponiveis podem ter influenciado essa historia evolutiva dentro da regido em

enfoque, na evolugdo dos membros desse grupo.
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MATERIAIS E METODOS

Amostragem, extracéo de DNA, amplificacdo e sequenciamento

As amostras de tecido utilizadas no trabalho foram obtidas de grupos colaboradores:
Laboratério ECOMEGA da FURG (Universidade Federal do Rio Grande), no qual foram enviadas
amostras coletadas durante saidas de campo do Projeto Talude; além de amostras da UFMG,
CECLIMAR e do Museu de Ciéncias Naturais e Zooldgico de Sapucaia, pertencentes a Fundacao
Zooboténica do Rio Grande do Sul. Foram feitas extracdes de DNA a partir dos tecidos com
protocolo de CTAB (Doyle e Doyle, 1987) e no caso do hipop6tamo foi utilizado Kit de extracdo
Purelink Genomic DNA Mini Kit da Invitrogen (Carlsbad, EUA) e utilizado para amplificar o gene
HoxD12 via PCR. Foi desenhado um par de primers (foward: 5> —ATG TGT GAG CGC AGT CTC
TAC AG- 3’°; reverse: 5° —ATA CGC CGG TTC TGG AAC CA- 3°), amplificando
aproximadamente 721 pb (89%) do gene HoxD12. A reacdo de amplificagdo foi feita em um
volume de 15 pL contendo 1,5 puL de tampdo de PCR 10X, 1 uL de MgCl2 (25mM), 0,3uL de cada
primer (20mM), 1 uL de DNTPs (10ng/ pL), 0,3 puL de Taqg (5U/uL) e 1 uL de DNA (com uma
concentracdo minima de 50ng/ pL). As condicBes de amplificacdo foram as seguintes: 3 minutos
de desnaturacdo inicial a 95°C, seguido de 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 45 segundos,
anelamento a 50°C por 45 segundos, extensdo a 72°C por 1 minuto e extensdo final a 72°C por 7
minutos. O sequenciamento foi feito em ambas as direcfes, sendo e anti senso pela empresa
Macrogen (Seoul, South Korea).

Os eletroferogramas foram analisados e as sequéncias consensos foram geradas pelo pacote
Staden versdo 2.0 (Staden, 1996). As 9 novas sequéncias, juntamente com 97 sequéncias do gene
HoxD12 de mamiferos obtidas no GenBank (Tabela 1), foram alinhadas utilizando o algoritmo
MUSCLE (Multiple Sequence Comparison by Log-Expectation), implementado no MEGA 7.0
(Kumar et al., 2016). Foram analisados 612 nucleotideos do gene HoxD12 da regido codificante

(aproximadamente 75,5% da regido codificante total), o intron existente entre os dois éxons do
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gene foi removido. Todas as ordens dentro das linhagens de mamiferos Euarchontaglires e

Laurasiatheria foram representadas, contudo Xenarthra e Afrotheria ndo possuem representantes de

todas as ordens nessa analise.

Tabela 1. Lista de espécies utilizadas nas analises do gene HoxD12, com seu numero de acesso do

GenBank e novas sequéncias prospectadas neste trabalho, destacadas com *.

Téaxon

Nome popular

Numero de acesso GenBank

SUBCLASSE PROTOTHERIA

Ordem Monotremata

Ornithorhynchus anatinus

Ornitorrinco

XM_001511444.1

SUBCLASSE THERIA

INFRACLASSE MARSUPIALIA

Ordem Didelphimorphia

Monodelphis domestica Catita XM_001368427.3
INFRACLASSE PLACENTALIA
SUPERORDEM AFROTHERIA
Ordem Afrosoricida
Echinops telfairi Tenreque XM _004701443.1

Ordem Sirenia

Trichechus manatus latirostris

Peixe-boi-marinho

XM_004375484.1

Ordem Tubulidentata

Orycteropus afer afer

Porco formigueiro

XM_007939300.1

SUPERORDEM
EUARCHONTOGLIRES

Ordem Dermoptera

Galeopterus variegatus

Galeopiteco

XM_008573600.1

Ordem Lagomorpha

Ochotona princeps

Pika americana

XM_004577035.1

Oryctolagus cuniculus

Coelho europeu

XM_002712302.2

Ordem Primates

Aotus nancymaae

Macaco-da-noite

XM_012471907.1

Carlito syrichta

Tarsio das filipinas

XM_008061444.1

Cercocebus atys

Macaco do Velho Mundo

XM_012047069.1

Colobus angolensis palliatus

Macaco Colobo

XM_011944012.1

Homo sapiens

Humano

NM_021193.3

Macaca mulatta

Macaco Rhesus

NM_001194772.1

Mandrillus leucophaeus

Dril (babuino)

XM_011991856.1

Microcebus murinus

Lémure

XM_012753367.1

Nomascus leucogenys

Gibdo-de-bochechas-brancas-do-
norte

XM_003253751.3

Pan paniscus

Bonobo

XM_003815542.2

Pan troglodytes

Chipanzé

XM_515926.5

Pongo abelii

Orangotango-de-sumatra

XM_002812607.2

Propithecus coquereli

Sifaka-de-coquerel

XM_012650742.1

Rhinopithecus bieti

Macaco-preto-de-nariz-arrebitado

XM_017868313.1

Saimiri boliviensis boliviensis

Macaco-de-cheiro

XM_003921842.2
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Ordem Rodentia

Castor canadensis

Castor-americano

XM_020184341.1

Cavia porcellus

Porquinho-da-india

XM_003478568.2

Chinchilla lanigera

Chinchila comum

XM_005373416.1

Fukomys damarensis

Rato-toupeira de Damaralandia

XM_010607050.1

Heterocephalus glaber

Rato-toupeira-pelado

XM_004857719.2

Ictidomys tridecemlineatus

Esquilo terrestre de treze listras

XM_005324628.2

Jaculus jaculus

Jerboa egipcio

XM_004660316.1

Marmota marmota marmota Marmota XM_015478991.1
Meriones unguiculatus Esquilo-da-mongolia XM_021650438.1
Octodon degus Roedor XM_004634733.1

Oligoryzomys stramineus™

Rato do mato

Presente estudo

Petaurista alborufus

Esquilo-voador-gigante-vermelho-
e-branco

FJ455474.1

Urocitellus parryii

Esquilo do artico

XM_026405656.1

Wiedomys purrhorhinus*

Rato de fava

Presente estudo

Ordem Scandentia

Tupaia chinensis

Tupaia

XM_006151106.1

SUPERORDEM
LAURASIATHERIA

Ordem Carnivora

Ailuropoda melanoleuca

Panda gigante

XM_011236972.2

Arctonyx collaris

Texugo

FJ455467.1

Canis lupus

Lobo

XM_545535.2

Enhydra lutris kenyoni

Lontra-marinha

XM_022501107.1

Eumetopias jubatus

Ledo-marinho-de-Steller

XM_028121416.1

Felis catus Gato FJ455468.1

Leptonychotes weddellii Foca de wedellii XM_006739536.1
Mustela putorius furo Furdo XM _004774396.1
Neomonachus schauinslandi Foca-monge-do-havai XM 021703217.1
Odobenus rosmarus divergens Morsa XM 004409010.1
Panthera pardus Leopardo XM 019460347.1

Panthera tigris altaica

Tigre siberiano

XM_007074656.1

Ursus arctos horribilis

Urso-cinzento

XM_026490561.1

Ursus maritimus

Urso polar

XM_008687516.1

Vulpes vulpes

Raposa Vermelha

XM_025994257.1

Ordem Cetartiodactyla

Subordem Ancodonta

Hippopotamus amphibious* Hipopotamo Presente estudo
Subordem Cetacea

Balaenoptera acutorostrata Baleia Minke FJ455457.1

Balaenoptera acutorostrata scammoni Baleia-minke-antartica-and XM_007190425.1

Balaenoptera physalus Baleia Fin FJ455456.1

Delphinapterus leucas

Beluga

XM_022570198.1

Delphinus delphis*

Golfinho comum

Presente estudo

Kogia breviceps Cachalote pigmeu FJ455458.1
Lagenorhynchus albirostris Golfinho-de-bico-branco FJ455464.1
Lipotes vexillifer Golfinho lacustre chinés XM_007451084.1
Megaptera novaeangliae Baleia jubarte FJ455455.1
Mesoplodon densirostris Baleia bicuda de Blainville FJ455461.1

Monodon moncerus Narval ] XM_029225730.1
Neophocaena asiaeorientalis Boto do Indico XM_024732888.1
Orcinus orca Orca XM_004267343.1
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Phocoena phocoena Toninha comum FJ455462.1
Physeter catodon Cachalote FJ455459.1
Stenella coeruleoalba Golfinho listrado FJ455463.1
Sotalia guianensis* Boto-cinza Presente estudo

Tursiops truncatus

Golfinho nariz de garrafa

XM_004314724.2

Ziphius cavirostris

Baleia bicuda de Cuvier

FJ455460.1

Subordem Ruminantia

Bison bison bison Bisdo XM 010859792.1
Bos mutus laque XM_005910403.1
Bos taurus Boi NM_001205871.1
Bubalus bubalis Bufalo-asiatico XM_006066094.1
Capra hircus Cabra FJ455465.1

Mazama nana*

Veado-borord

Presente estudo

Mazama guazoubira*

Veado-catingueiro

Presente estudo

Odocoileus virginianus texanus

Veado da Virginia

XM_020886146.1

Ovis aries Ovelha XM _012143651.2

Pantholops hodgsonii Chiru XM_005980837.1
Subordem Suina

Sus scrofa Javali FJ455466.1
Subordem Tylopoda

Camelus bactrianus

Camelo-bactriano

XM_010960720.1

Camelus dromedarius Dromedario XM_010992003.1
Camelus ferus Camelo XM _006189921.1
Vicugna pacos Alpaca XM_006204890.1

Ordem Chiroptera

Eptesicus fuscus

Morcego marrom gigante

XM_008138531.1

Hipposideros armiger Morcego FJ455470.1
Megaderma lyra Morcego FJ455471.1
Pteropus alecto Raposa voadora XM_006921226.1
Pteropus vampyrus Raposa gigante voadora XM _011357157.1
Rhinolophus sinicus Morcego XM_019739283.1
Rousettus aegyptiacus Morcego egipcio XM_016135242.1
Rousettus leschenaultii Morcego FJ455469.1
Taphozous melanopogon Morcego FJ455472.1

Ordem Eulipotyphla

Condilura cristata

Toupeira-nariz-de-estrela

XM_004674503.1

Erinaceus europaeus

Ourico terrestre

XM_007524686.1

Sorex araneus

Musaranho comum

XM_004601177.1

Ordem Perissodactyla

Ceratotherium simum simum

Rinoceronte branco

XM_004426653.2

Equus asinus

Burro

XM_014834036.1

Equus caballus

Cavalo

XM_001500102.5

Equus przewalskii

Cavalo-de-przewalski

XM_008533049.1

Ordem Pholidota

Manis javanica

Pangolim malaio

XM_017675311.1

SUPERORDEM XENARTHRA

Ordem Cingulata

Dasypus novemcinctus*

Tatu galinha

Presente estudo
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Andlises evolutivas do HoxD12

Os padrdes de substituicdo nucleotidica foram avaliados utilizando-se 0 modelo sugerido
pelo AIC (Akaike Information Criterion) obtidos no MrModelTest (Nylander, 2004), que foi o
modelo GTR+G+l (G = 1.1586; | = 0.3032). A arvore filogenética foi construida pelo método de
Inferéncia Bayesiana, executado no Mr.Bayes 3.1.2. (Ronquist e Huelsenbeck, 2003).

Foram executadas ao menos 2.000.000 de geragdes de cadeias de Markov (MCMC),
amostrando arvores a cada 100 gerac@es e usando quatro cadeias (3 quentes e uma fria), seguindo o
padrdo. As corridas foram interrompidas quando os valores de convergéncia diminuiram abaixo de
0,01 e foi aplicado um burn-in de 25% das geracBes antes de sumarizar as arvores e 0s parametros.
Os valores de suporte nos nos refletem as probabilidades posteriores de cada clado. A arvore foi
enraizada utilizando como grupo externo o monotremado Ornithorhynchus anatinus.

A arvore consenso gerada foi visualizada e editada no Interactive Tree of Life (iTOLv.4)
(Letunic e Bork, 2019).

Para investigar uma possivel pressdo seletiva que tenha moldado a evolucdo do gene
HoxD12 em cetaceos, foi realizado um teste branch-site (Zhang et al., 2005) usando o software
CODEML (Yang, 2007) do pacote PAML. Esse pacote testa selecdo positiva por comparagédo de
uma serie de hipoteses alternativas que diferem em como a variacdo da propor¢do de dN/dS (dS
significa a taxa de substituicdo sindnima e dN ¢ a taxa de substituicdo ndo sinénima) pode mudar
em diferentes ramos e codons, quando dN/dS>1 indica selecdo positiva e quando a dN/dS<1 indica
selecdo purificadora, devido a restricao seletiva ao nivel de codon.

Com esses testes, as arvores filogenéticas foram separadas em ramos foreground, nos quais
foi testado a selecdo positiva, e ramos background, representado pelas outras linhagens. Nos testes
foram usados dois modelos: MA (modelo alternativo) nos quais os diferentes ramos séo permitidos
ter diferentes valores de ®; e 0 MO (modelo nulo), que permite apenas um valor de ® para todos os
ramos da arvore filogenética. Os ramos que apresentaram ramos com valores de distancia igual a

zero foram removidos das analises. Os testes MA e MO foram comparados e 0s sitios candidatos
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com selecdo positiva foram identificados usando o Bayes Empirical Bayes (BEB). Foi usado o log
likehood ratio test (LRT) para inferir selecdo positiva quando esses valores resultam em valores
significantes. A significancia do teste LRT foi verificada por uma distribuicdo qui-quadrado, para
valores < 0.05. As andlises de taxas evolutivas por sitio do gene HoxD12 foram conduzidas no
programa MEGA 7.0, utilizando o modelo evolutivo para aminoacidos JTT + G + .

Identificacdo de elementos transponiveis e sitios de ligacdo de fatores de transcricdo
em regido do cluster HoxD

Foram obtidas as sequéncias entre 0 HoxD10 e Evx2 (HoxD10, HoxD11, HoxD12, HoxD13
e Evx2) incluindo as regibes intergénicas de 32 espécies com genomas depositados no genbank
(Tabela 2). Foram selecionados 32 genomas de maneira que representasse todas as ordens de
mamiferos disponiveis no banco de dados e uma espécie da Classe Aves, Gallus gallus, como
grupo externo.

Para identificacdo dos TE foi utilizado o software RepeatMasker disponivel online atraves
do link (http://lwww.repeatmasker.org/) e foram utilizados os parametros padrdo (Smit et al.,
2015). Os TEs MIRs analisados foram obtidos no banco de dados Repbase e alinhados juntamente
com as sequéncias génicas atraves da plataforma MAFFT, pardmetros default, e refinados
manualmente (Bao et al., 2015) A estimativa da conservacao nucleotidica das copias identificadas
de MIR foram analisadas através de matriz de similaridade utilizando os parametros default do
software UGENE (Katoh e Standley, 2013).

Por fim, a predicdo de possiveis sitios de fator de transcricdo nas regides de insercdo dos
elementos MIR foi estimada através da plataforma Alibaba 2.1 (http://gene-
regulation.com/pub/programs/alibaba2/index.html), utilizando os seguintes parametros: 64 sitios
conhecidos por parciménia, com o numero minimo de 5 sitios, 80% conservacdo minima na
sequéncia e nivel 4 da classe do fator (RAR), os outros parametros foram utilizados os valores

default (Tabela 3).
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Tabela 2. Lista de espécies utilizadas nas analises de elementos transponiveis, com nimero de

acesso, elementos e fatores de transcri¢des que foram preditos por nossas analises.

Téxon Nome popular Numero de acesso | Familia do TE TE Inicio Fim
®b) | b
CLASSE AVE
Gallus gallus Galo NC_006094.5
INFRACLASSE
MARSUPIALIA
ORDEM DIDELPHIMORPHIA
Monodelphis domestica Catita NC _008804.1 LINE/RTE-BovB BovB_Me 1214 1272
LTR/ERV1 LTR18F ML 2567 2696
LTR/ERVK RLTR31D_MM 2626 2701
LTR/ERVK RLTR17B_Mm 6603 6676
SINE/tRNA Ves2 ML 2702 2717
SINE/MIR MIR_Mars 11618 11687
DNA/hAT- OposCharliel 42828 42873
Charlie
INFRACLASSE
PLACENTALIA
ORDEM CINGULATA
Dasypus novemcinctus Tatu-galinha NW_004491115 SINE/MIR MIR 6743 6894
ORDEM PROBOSCIDAE
Loxodonta africana Elefante-africano NW_003573423 SINE/MIR MIR 6743 6894
MIR 6946 7134
SINE/MIR MIRc 27303 27522
SINE/MIR MIRb 27565 27600
LINE/CR1 L3 35803 35857
ORDEM CHIROPTERA
Eptesicus fuscus Morcego grande marrom NW_007370658 SINE/MIR THER1 MD 6935 7101
LINE/L1 L1-4a_EF 32219 32327
LINE/L1 L1-2a EF 32236 32349
ORDEM PERISSODACTYLA
Equus caballus Cavalo NC_009161.3 LTR/ERV1 MdoERV2a-int 1563 1661
SINE/MIR MIRb 10111 10271
ORDEM CARNIVORA
Acinonyx jubatus Guepardo NW_020834737.1 LINE/L1 Lx10 1207 1277
SINE/MIR MIRb 9762 9922
SINE/tRNA SINEC_old 29254 29298
Ursus maritimus Urso polar NW_020834737.1 LTR/ERVK RLTR17B_Mm 1314 1445
SINE/MIR MIR_Mars 9155 9314
Leptonychotes weddellii Foca-de-weddell NW_006384104 SINE/MIR MIR_Mars 6857 7017
LINE/CR1 L3 Mars 8677 8775
Callorhinus ursinus Lobo-marinho-do-norte NW_020312786 SINE/MIR MIR_Mars 6928 7088
Zalophus californianus Lobo-marinho-da-california NW_020884869 SINE/MIR MIR_Mars 7164 7324
Odobenus rosmarus divergens Morsa NW_004450672.1 SINE/MIR MIR_Mars 6997 7157
Mustela putorius furo Furao NW_004569339.1 LTR/ERVK RLTR17B_Mm 73 182
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SINE/MIR MIR_Mars 8390 8489
snRNA U4 8491 8556
SINE/MIR MIRb 8558 8624
ORDEM CETARTIODACTYLA
Capra hircus Cabra NC _032651.1 SINE/MIR MIR 6816 6970
Bos indicus Zebu NC_032651.1 LINE/RTE-BovB BovB Oa 385 738
SINE/MIR MIR 6984 7048
SINE/tRNA TUBE2 13116 13242
Bos mutus laaque doméstico NW_005396625.1 SINE/MIR MIR 6645 6799
SINE/tRNA TUBE2 12332 12457
Bos taurus Gado NC_037329.1 SINE/MIR MIR 6791 6945
Bubalus bubalis Bufalo-asiatico NC_037546.1 SINE/MIR MIR 6967 7121
Pantholops hodgsonii Chiru NW_005816213.1 SINE/MIR MIR 6334 6488
Odocoileus virginianus texanus Veado-da-virginia NW _018343797.1 SINE/MIR MIR 6752 6906
Sus scrofa Javali NC_010457.5 SINE/MIR MIR_Mars 6828 6993
SINE/tRNA Pre0_SS 7055 7297
SINE/tRNA Ves2_ML 38587 38686
Camelus ferus Camelo NW_006211459.1 DNA/hAT- MER45A 1858 1956
Tip100 MIR 13312 13474
SINE/MIR
Physeter catodon Cachalote NC 041215.1 SINE/MIR MIR_Mars 6973 7133
Delphinapterus leucas Baleia branca NW_019160862.1 SINE/MIR MIR_Mars 6976 7137
Neophocaena asiaeorientalis Boto-do-indico NW_020175831.1 SINE/MIR MIR_Mars 6396 6557
Lagenorhynchus obliquidens Golfinho-de-laterais-brancas- | NW_020837946.1 LTR/ERV1 LTR39B2_ML 5258 5326
do-pacifico SINE/MIR MIR_Mars 7445 7605
Orcinus orca Orca NW_004438435.1 SINE/MIR MIR_Mars 6961 7121
Lipotes vexillifer Golfinho-lacustre-chinés NW_006777439.1 SINE/MIR MIR_Mars 6898 7058
Tursiops truncatus Golfinho-nariz-de-garrafa NW_017844625.1 SINE/MIR MIR_Mars 5549 5709
Balaenoptera acutorostrata Baleia-ana NW_006730567.1 SINE/MIR MIR_Mars 6699 6859
ORDEM RODENTIA
Mus musculus Camundongo NC_000068.7 LTR/ERVK RLTR17B_ Mm 1390 1474
DNA/hAT- hAT-2_TS 1415 1484
Charlie MdoERV2a-int 4764 4866
LTR/ERV1 PBID7 12786 12881
SINE/Alu
ORDEM PRIMATA
Pan troglodytes Chipanzé-comum NC_036881.1 LTR/ERVK RLTR17B_Mm 402 566
LTR/ERV1 LTR44B_MD 6819 6931
SINE/tRNA Ves2_ML 6880 6962
LTR/ERVK RNLTR15A2 6914 6982
SINE/MIR MIRb 9073 9222
SINE/Alu AluSg 9431 9720

Tabela 3. Lista de sitios de fatores de transcricdo detectados em todos os elementos MIRs

identificados por esse trabalho.

Taxon TE Fator de transcricéo
INFRACLASSE MARSUPIALIA
ORDEM DIDELPHIMORPHIA
Monodelphis domestica MIR_Mars Oct-1
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INFRACLASSE PLACENTALIA

ORDEM PROBOSCIDAE

Loxodonta africana MIR Oct-1
Spl
MIRc Spl
CPC1
AP-1
ORDEM CHIROPTERA
Eptesicus fuscus THER1_MD Oct-1
TBP
ORDEM PERISSODACTYLA
Equus caballus MIRb Oct-1
Spl
Odd
ORDEM CARNIVORA
Acinonyx jubatus MIRDb Oct
Ursus maritimus MIR_Mars Oct-1
Spl
Ttk-88k
Leptonychotes weddellii MIR_Mars Oct-1
Ttk-88k
Callorhinus ursinus MIR_Mars Oct-1
Zalophus californianus MIR_Mars Oct-1
Odobenus rosmarus divergens MIR_Mars Oct-1
Mustela putorius furo MIR_Mars Oct-1
MIRb Ttk-88k
ORDEM CETARTIODACTYLA
Bos mutus MIR Oct-1
Bos taurus MIR Oct-1
Bubalus bubalis MIR Oct-1
Pantholops hodgsonii MIR Oct-1
Odocoileus virginianus texanus MIR Oct-1
Sus scrofa MIR_Mars Oct-1
Camelus ferus MIR Oct-1
C/EBPalfa
Physeter catodon MIR_Mars Oct-1
NF1
GATA-3
HSE-bind
Delphinapterus leucas MIR_Mars Oct-1
NF1
GATA-3
Neophocaena asiaeorientalis MIR_Mars Oct-1
NF1
GATA-3
Lagenorhynchus obliquidens MIR_Mars Oct-1
NF1
GATA-3
Orcinus orca MIR_Mars Oct-1
NF1
GATA-3
Lipotes vexillifer MIR_Mars Oct-1
NF1
GATA-3
Tursiops truncatus MIR_Mars Oct-1
NF1
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GATA-3

Balaenoptera acutorostrata MIR_Mars NF1
GATA-3

ORDEM PRIMATA

Pan troglodytes MIRb NF1
Zta

RESULTADOS

Arvore por inferéncia Bayesiana

A arvore consenso gerada a partir das sequéncias parciais do gene HoxD12 (Figura 6)
apresentou altos valores de suporte na maioria dos ramos e recuperou a monofilia dos placentarios.
Os monotremados, aqui representado pelo ornitorrinco, foram os primeiros a divergir, seguidos por
Marsupialia, representada pelo Monodelphis domestica.

Dentro de placentarios, o ramo Afrotheria (Tubulidentata + Afrosorida + Sirenia) +
Xenarthra (com um representante da ordem Cingulata) apresentou um valor PP=0,64, sendo
Xenarthra mais basal em relacdo a Afrotheria. Euarchontoglires (Primata + Roedores + Scadentia +
Dermoptera) ficou bem estabelecido (PP=1), assim como Laurasiatheria (Carnivora,
Cetartiodactyla, Chiroptera, Eulipotyphla, Perissodactyla e Pholidota) (PP=0,99). Todas as ordens
sdo recuperadas como clados monofiléticos, com excec¢do de Eulipotyphla. No entanto, as relacdes
entre as ordens, tanto dentro da superordem Euchantoglires quanto Laurasiatheria apresentam
politomia.

As relacdes entre as espécies dentro das ordens ndo sdo bem estabelecidas, o que pode ser
observado pela quantidade de politomias encontradas dentro das ordens. A excecao a esse fato sdo
as ordens Carnivora, Lagomorpha, Perissodactyla, Chiroptera e Primata, cujas relacdes entre
espécies nao apresentam politomias.

A ordem Cetartiodactyla é recuperada como um grupo monofilético (PP=1) e as relacdes

entre as principais linhagens (Tylopoda (Suoidea, (Ruminantia (Cetancodonta))) sdo bem
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suportadas, ainda que existam politomias dentro das linhagens Cetacodonta e Ruminantia). Nossos
resultados também apoiam a monofilia de Cetancodonta (Cetacea + Ancodonta) e Cetruminantia
(Cetancodonta + Ruminantia), o que estd de acordo com outras evidéncias moleculares,

morfoldgicas e paleontoldgicas ( Zhou et al., 2011; Hassanin et al., 2012; Vislobokova, 2013).

38



39



Figura 4. Arvore nucleotidica por inferéncia Bayesiana gerada a partir de sequéncias do gene
HoxD12 em mamiferos, os valores de probabilidade posterior (PP) estdo representados nos ramos.
Na imagem ha representantes de todas as ordens dentro das linhagens de mamiferos
Euarchontaglires e Laurasiatheria, somente as linhagens Xenarthra e Afrotheria ndo possuem

representantes de todas as ordens nessa anélise (Foley et al., 2016).

Analises evolutivas do HoxD12

O pacote MEGA 7.0 foi utilizado para computar a taxa evolutiva média (relativa) das
sequéncias de HoxD12 (Figura 7). As taxas evolutivas sdo escalonadas de tal forma que a taxa
média evolutiva em todos os locais € igual a 1. Isso significa que sitios com taxa < 1 estdo
evoluindo mais lentamente que a média, e aqueles com taxa > 1 estdo evoluindo mais rapidamente
que a media.

De maneira geral, 0 gene HoxD12 esta sob restricdes evolutivas na maioria de seus sitios.
Quando sdo levadas em conta todas as sequéncias de mamiferos aqui analisadas, encontram-se 87
sitios evoluindo mais rapidamente do que a média dos demais sitios (valores > 1) (Figura 7 A).
Uma analise detida ao ramo Cetartiodactyla, verifica-se que Artiodactyla apresenta 36 sitios com
valores de taxa evolutiva média > 1 (Figura 7 B), enquanto cetacea apresenta 26 sitios evoluindo
mais rapidamente que a média. Apesar de Artiodactyla apresentar mais sitios sob rapida evolucéo,
os valores ndo estdo muito acima de 1 (média igual a 1.03), enquanto que em cetacea a média dos
26 sitios € de 1.56 (Figura 7C).

Foram empregados dois testes através do programa CODEML. O primeiro onde o ramo de
Hippopotamus amphibius seria o foreground, a fim de averiguar possivel sinal de selecdo na
respectiva linhagem. Como resultado, apenas um sitio apresentou sinal de selecdo positiva (Ala-
146), porém o valor LTR nao foi significativo. Quando o ramo de divergéncia entre as linhagens de

Artiodactyla e Cetaceae foi utilizado como foreground, obteve-se dois sitios com sinal de selecdo
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positiva (Asp-151 e Arg-171). Entretanto, novamente o valor de LTR ndo foi significativo.
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contendo lacunas e dados em falta foram eliminados.

Elementos transponiveis e sitios de ligacdo de fatores de transcricdo dentro de regido
do cluster HoxD

Os genomas selecionados representam as ordens da Classe Mammalia disponiveis no
Genbank, porém da ordem Cetartiodactyla e mamiferos aquéaticos foram selecionadas todas as
espécies com sequéncias disponiveis.

Foram identificados 30 elementos transponiveis (Tabela 2) nas sequéncias génicas
HoxD10-Evx2 de mamiferos, contudo no grupo externo, genoma de G. gallus, ndo foi observado
nenhum elemento. Dos elementos identificados apenas trés eram de DNA (classe 1) (Tabela 2). O
restante dos TEs identificados s&o retrotransposon de classe I, onde 8 dos TEs sdo com LTRs e 19
sem LTR. Entre os retrotransopons sem LTR destacaram-se os SINEs, com 12 representates,
dentre esses os elementos MIR foram observados em 30 espécies de mamiferos.

Nas 31 sequéncias génicas analisadas, apenas a espécie Mus musculus, ndo apresentou
nenhuma insercdo de elementos MIR-like. Nas outras espécies foram observadas cinco subfamilias
distintas de MIR, inseridas na regido entre Evx2 e HoxD13 (Figura 8A, 8B). A maior parte desses
elementos possuem entre 150 a 160 pb.

Foram identificados cinco subfamilias de elementos MIR: MIR, Mars, MirB, MirC e
THER1_MD, sendo MirC encontrado apenas em Lipotes vexillifer e THER1 _MD apenas em
Eptesicus fuscus. Enquanto Mars foi identificado em todos os cetaceos, no artiodactilo Sus scrofa,
nos carnivoros pinipedes, no Mustela putorius furo, no Ursus maritimus, e no marsupial

Monodelphis domestica. (Figura 8A, 8B).
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Figura 8A. Esquema da regido de HoxD, incluindo os genes HoxD10 (laranja), HoxD11 (rosa),
HoxD12 (amarelo), HoxD13 (verde) e Evx2 (vermelho). Em cor cinza, esta representada a regido
intergénicas, em preto e azul sdo os elementos transponiveis, sendo que em azul s&o elementos do

tipo MIR.
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B. Esquema filogenético das espécies utilizadas na andlise, construido a partir de filogenias de
trabalhos anteriores (Nyakatura e Bininda-emonds, 2012; Price et al., 2005; Song et al., 2012),
mostrando quais espécies compartilham os diferentes tipos de MIR, lembrando que o elemento

MIR se inseriu no genoma no inicio da radiacdo de mamiferos.

As sequéncias de MIR-Mars encontradas nesses genomas estdo em torno de 160pb, M.
domestica apresentou uma sequéncia menor, com 69 pb, e possuindo uma semelhanca variando de
51-56% com os outros Mars (Figura 9). A similaridade entre as sequéncias de Mars dentro de
Cetacea varia entre 96- 99%, sendo assim um elemento bem conservado dentre os cetaceos. Porém,
a sequéncia homdloga de Mars em Sus scrofa possui uma similaridade aproximada de 85% com o0s
elementos encontrados em Cetacea (Figura 9). A sequéncia homéloga ao elemento Mars de
Cetacea apresentou uma similaridade de 74-80% com o observado Mars de Carnivora (Figura 9).

Os elementos da subfamilia MIR-like em Artiodactyla apresentaram similaridade entre 92-
100% e quando comparado as sequéncias entre Cetacea e Artiodactyla, apresentam similaridade

que varia entre 76% e 87% (Figura 9).
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Figura 9. Figura gerada pelo software UGENE, indicando os niveis de similaridade entre as

sequéncias dos elementos MIR-like.
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A espécie Camelus ferus apresentou diferencgas significativas, o elemento em C. ferus
possui 162 pb, como obervado nas sequéncias homologas das outras espécies do grupo, porém a
sequéncia possui similaridade de aproximadamente 73% quando comparando com as outras
espécies de Artiodactyla (Figura 9).

Apenas os elementos da subfamilia MIR foram investigados quanto a presenca de sitios de
fatores de transcricdo, a predicdo feita pelo AliBaba 2.1 apontou a existéncia de doze TFBSs
(Tabela 3), sendo seis desses sitios encontrados em Cetartiodactyla. O sitio de fator de transcricao
Oct-1 foi 0 mais representativo, encontrado em 23 elementos e presente em quase todas as espéecies
de Cetartiodactyla analisadas. Dentro de Cetacea, todas as especies com excecdo de Balaenoptera
acutorostrata, apresentaram trés tipos de sitios em seu elemento Mars, os sitios: Oct-1, NF1 e
GATA-3. J4 em Artiocatyla, todas as espécies parecem possuir Oct-1, e Camelus ferus também

parece possuir o sitio C/EBPalfa em sua sequéncia.
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DISCUSSAO

Historia evolutiva do HoxD12 em Cetartiodactyla

Trabalhos anteriores forneceram poderosas evidéncias dos papéis dos genes Hox durante o
desenvolvimento do plano do corpo, padrdo esquelético e na formacdo dos membros (Kui et al.,
2018; Pearson et al., 2005). O HoxD12 foi apontado em diversos trabalhos como um gene
importante na rota de membros dentro de vertebrados (Darbellay et al., 2019; Gonzalez et al.,
2007; Kmita et al., 2002; Kui et al., 2018; Liang et al., 2013; Montavon et al., 2011, 2008; Nery et
al., 2016; Papageorgiou, 2012; Villavicencio-lorini et al., 2010; Williamson et al., 2012). Assim,
avaliar esse gene na evolucdo de um dos grupos com as adaptacfes mais extremas, cCOmo 0s
cetaceos, que tiveram seus membros terrestres anteriores transformados em nadadeiras e a perda
dos posteriores € pertinente e instigante.

Apesar de existirem alguns trabalhos que mostram que o gene HoxD12 sofreu alteragdes
dentro de cetaceos (Kui et al., 2018; Liang et al., 2013; Nery et al., 2016), existe apenas uma
referéncia na literatura (Wang et al., 2008) que constroi a histéria evolutiva de Cetartiodactyla
utilizando o gene HoxD12, na qual utilizaram dez sequéncias de cetaceos e trés de artiodactilos,
sendo dois ruminantes e um suino. O acréscimo do hipop6tamo, espécie existente mais proxima de
cetaceos (Boisserie et al., 2005; Vislobokova, 2013) devido a seus habitos e caracteristicas
intermediarias entre Artiodactyla e Cetacea, e provavelmente com habito e caracteristicas similares
a cetaceos ancestrais (Thewissen et al., 2009), é oportuno e apropriado. Neste trabalho
reconstruimos a arvore filogenética do gene HoxD12 dentro de mamiferos (Figura 6), tendo como
enfoque o grupo Cetartiodactyla. Também fizemos analises para detectar se ha selecao desse gene,
além de avaliar possiveis elementos causadores de alteracdes génicas na regido 5’ do cluster HoxD,
onde o HoxD12 estd inserido, assim contribuindo para entendermos melhor uma das historias
evolutivas mais curiosas e inusitadas entre vertebrados

A arvore filogenética por inferéncia Bayesiana (Figura 6) correspondeu a histéria evolutiva
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das diferentes ordens de mamiferos de forma concordante com as filogenias anteriores (Foley et al.,
2016; dos Reis et al., 2012; Nery et al., 2012; Nikaido et al., 1999; Song et al., 2012; Springer et
al., 2004; Zhou et al., 2011). Contudo o estabelecimento das relacdes das espécies dentro dessas
diferentes ordens nem sempre conseguiu ser bem resolvido. 1sso provavelmente ocorreu devido ao
alto grau de conservacdo do gene HoxD12, assim a maior parte das alteragdes nesse gene deve ter
ocorrido antes ou no inicio da separacdo desses grupos, havendo pouca divergéncia entre as
sequéncias entre as familias de uma mesma ordem, resultando nesses casos nas politomias. 1sso
pode indicar que os genes do desenvolvimento por serem tdo bem conservados, ndo sejam ideais
para a construcdo de filogenias. Contudo, € pertinente estudar como genes tdo importantes para
determinar os diferentes planos corporais em animais evoluiram durante a historia dos grupos,
podendo, por exemplo, contribuir para as diferentes adaptacdes dos membros encontradas entre 0s
mamiferos (Kui et al., 2018).

Estudos recentes discutem certa instabilidade na base raiz da filogenia de Cetartiodactyla,
variando entre Suoidea ou Tylopoda como a primeira linhagem a divergir (Figura 6) (Lum et al.,
2000; Vislobokova, 2013). Os nossos dados mostram uma posicao basal de Tylopoda (PP = 1.0),
que é concordante com outros trabalhos com abordagens genémicas, utilizando Citocromo B e
também elementos transponiveis para as construgdes das filogenias (Leduc et al., 1999; Meredith
et al., 2011; Song et al., 2012; Zhou et al., 2011). No entanto, inferéncias filogenéticas anteriores
utilizando DNA mitocondrial apontam Suidae com uma divergéncia anterior a Tylopoda (Hassanin
et al., 2012; Zurano et al., 2019). Esses diferentes resultados podem estar relacionados a diferencas
nos métodos de inferéncia filogenética, marcadores moleculares, amostragem de tdxons e escolha
de grupos externos. Nossos resultados suportam a monofilia de Cetancodonta (Cetacea +
Ancodonta) e também de Cetruminantia (Cetancodonta + Ruminantia), ou seja, que
Hippopotamidae é o grupo irmdo de Cetacea, 0 que estd de acordo com outras evidéncias
moleculares, morfoldgicas e paleontoldgicas (Hassanin et al., 2012; Vislobokova, 2013; Zhou et
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A familia Hippopotamidae é semelhante aos cetaceos em certas caracteristicas morfologicas
relacionadas com adaptacfes ao ambiente aquatico: por exemplo, a alta posi¢do das Orbitas no
cranio e osteosclerose. Essas adaptacdes se desenvolveram convergentemente em diferentes grupos
de vertebrados (por exemplo, em crocodilos). As sinapomorfias presumiveis do clado Cetacodonta
(Hippopotamidae + Cetacea) (regido facial alongada, a borda dos nasais posicionada posterior a
margem orbital anterior, auséncia quase completa de pelos e auséncia de glandulas sebaceas
(Geisler e Uhen, 2005) sdo consideradas ndo confiaveis por alguns autores, que discutem se elas
podem ter surgido por convergéncia (Pickford, 2008; Vislobokova, 2013). Nossos dados
moleculares suportam a hipdtese de que Hippopotamidae é mais relacionado a Cetacea, e que
compartilham um ancestral em comum, evidenciando que essas sinapomorfias sdo confiaveis e nao
resultado de convergéncia, e que muito provavelmente esse ancestral era um animal anfibio com
essas caracteristicas, e se deslocava dentro da agua como caminhantes de fundos (Thewissen et al.,
2009), assim como os hipop6tamos.

Nas analises evolutivas do HoxD12 (Figura 7), foi detectado que a maioria dos sitios esta
sobre forte restri¢bes evolutivas, 0 que é esperado para 0s genes Hox, por serem genes conservados
sob efeito de uma forte selecdo purificadora (Nei, 2007; Pascual-Anaya et al., 2008). Contudo
contabilizando todos os mamiferos analisados, foram encontrados 87 sitios evoluindo mais
rapidamente do que a média dos demais sitios, entretanto mesmo sequéncias de evolucdo neutra
podem ter um aumento no ndmero de substituicGes por causa da variacdo na taxa de evolucédo ao
longo de grandes escalas de tempo (Figura 7A) (Gillespie, 1988; Stolyarova et al., 2019), no caso
de mamiferos estamos falando em cerca de 166,2 milhdes de anos desde sua origem (Bininda-
Emonds et al., 2007).

Comparando Cetacea e Artiodactyla (Figura 7B e 7C), podemos observar dois padrdes
diferentes. Em Artiodactyla (Figura 7B) apesar de apresentar 36 sitios com valores de taxa
evolutiva média > 1, os valores ndo estdo muito acima de 1 (média igual a 1.03). O que sugere que

essa restricdo no numero de mutacdes se deve a selecdo purificadora normalmente observada



dentro de genes homeoéticos. Enquanto Cetacea (Figura 7C) que apresenta menos sitios (26)
evoluindo mais rapidamente que a média, teve valores médios de 1.56. Apesar da taxa evolutiva
mais alta, ndo podemos afirmar que essas alteracBes de aminoacidos podem modificar a funcdo da
proteina resultante. Estudos estruturais e evolutivos sobre a localizagdo desses aminoacidos seriam
muito pertinentes.

Nas analises de selecdo na regido génica analisada, apesar de sinais de selecdo terem sido
encontrados em alguns sitios, ndo obtiveram valores significativos, mas isso ndo descarta a
possibilidade que em uma anélise da sequéncia completa seja encontrado algum sitio que esteja

sobre selecdo de forma significativa, analises futuras mais robustas sdo necessarias.

Elementos transponiveis em regiédo no cluster HoxD

Os genes homedticos sdo conhecidos por serem altamente conservados entre as diferentes
espécies, mutacdes nesses genes e também alteracBes na sua regulacdo podem resultar em
modificacGes drasticas na morfologia nesses animais (Wagner et al., 2016). Por esse motivo
elementos de carater repetitivo, reconhecidos por serem fontes de reorganizacdo génica, Sao
geralmente ausentes dentro desse loci em tetrdpodes, com excecdo da espécie de lagarto Anolis
carolinensis (Di-Poi et al., 2009). Neste estudo identificamos diferentes sequéncias homdlogas a
TEs associadas aos genes Hox de mamiferos, diferentemente do que é observado em outras
espécies de tetrdpodes. Em Di-Poi et al. (2010) observou-se relaxamento na selecdo purificadora
nesses clusters na ordem Squamata, o que resultou em modificacdes nos padrdes de expressdo dos
genes Hox e a presenca de um grande nimero de elementos transponiveis entre os genes HoxD10 e
Evx2, comparado com outros grupos de tetrdpodes, o que foi relacionado com o alongamento
corporal e reducdo dos membros observados no plano corporal desses animais.

Embora algumas regides extensas de baixa densidade de transposons tenham sido
previamente observadas, particularmente na vizinhanga dos genes Hox (Lander et al. 2001,

Chinwalla et al. 2002; Wagner et al. 2003), existem poucos trabalhos avaliando a incidéncia desses
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elementos nessas regides (Simons et al., 2005).

Segundo Kui et al. (2018), embora ndo haja diferenca significativa nos elementos
repetitivos e sua distribuicdo nos cluster de Hox entre os diferentes mamiferos, ha uma sutil
diferenca na densidade de elementos repetitivos (0 comprimento de todas as repeticbes e no
comprimento total do cluster Hox) em mamiferos marinhos quando comparado com as espécies
mais relacionadas terrestres. Uma densidade aumentada de elementos repetitivos foi determinada
em grupos HoxC em pinipedes, HoxB e HoxC em cetdceo e HoxD de sirénios. As mutacdes
especificas da linhagem que sofreram alteragdes nas propriedades dos aminoacidos radicais das
proteinas Hox sdo concentradas em cetaceos (HoxA3, HoxB9, HoxD1 e HoxD12) e em pinipedes
(HoxA2, HoxB9). Mutacgdes nos genes HoxB9 e HoxD12 resultam em defeitos na porcao terminal
da coluna e na caixa toracica e nos membros, respectivamente (Alexander et al. 2009; Mallo et al.
2010). Assim, insercbes de elementos repetitivos nessas sequéncias, como 0s elementos
transponiveis podem acarretar modificacdes morfologicas na historia evolutiva desses animais.
Além disso, ja foi visto que quando é inserido artificialmente dois transposons em torno do gene
Evx2 causa defeitos nos membros e afeta a transcricdo dos genes HoxD a jusante (Monge et al.
2003).

Kui et al. (2018) apontaram no seu trabalho que os elementos transponiveis ERV, sem LTR
(CR1, LINE e SINE) e DNA/hAT (Tabela 2) geralmente se repetem em mamiferos, que foram os
elementos mais representativos da nossa analise. Além disso, esses elementos concentraram-se em
regides semelhantes entre diferentes mamiferos nos cluster de genes Hox; ou seja, repeticdes
detectadas a partir do cluster HoxA localizado no 5°terminal Evx1-HoxA13, HoxB em HoxB13-
HoxB9 e HoxD na regido de HoxD9 a 3"terminal (Kui et al., 2018). Contudo em nosso trabalho foi
analisada a porcdo do HoxD10 até Evx2 na por¢do 5’terminal, onde encontramos elementos
transponiveis em todas as sequéncias de mamiferos analisadas (Figura 8 A e B).

Os elementos do tipo MIR tiveram destaque em nosso trabalho por serem o0s mais

representativos, presentes em praticamente todos os mamiferos analisados, com exce¢do de Mus
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musculus. Este dado corrobora com a literatura, onde foi demonstrada a auséncia do elemento MIR
em roedores comparando com outros mamiferos (Yu e Zhang, 2005). Segundo Jurka et al. (1995)
este efeito pode ser explicado pela maior taxa de substituicdo em roedores do que em outros
mamiferos, causando, assim, um decaimento mais rapido de segmentos gendmicos nado
selecionados nessas espécies. Todas as outras espécies de mamiferos analisadas possuem um
elemento MIR aproximadamente na mesma posi¢do, entre o gene Evx2 e o0 gene HoxD13, e num
grau de conservacdo consideravel, principalmente dentro de Cetacea (Figura 9).

Nossos dados indicam que a conservacdo dos elementos MIR-like na mesma regido em
praticamente todos os grandes grupos de mamiferos, e em adicional em outra posi¢do do cluster
HoxD em cetaceos pode indicar papel relevante na regulacdo desses genes. Visto que muitos
trabalhos vém demonstrando que os elementos MIRs podem desempenhar papéis importantes na
regulacdo genética em mamiferos (Testori et al., 2012). Retrotransposons sdo bem conhecidos por
serem cooptados pelo genoma do hospedeiro para regulacdo e até codificacdo de proteinas, por
processo de exaptacdo (Krull et al., 2007). Especialmente em mamiferos, existem grandes
variedades e quantidades de diferentes elementos e processos que levam a novos exons, novos
locais de splicing internos e pontos de ramificacdo que podem levar a variacBes do splicing
(Schmitz e Brosius, 2011). Normalmente longos tempos evolutivos sdo necessarios para adquirir e
estabelecer essas novas condigbes. O elemento MIR foi amplificado dentro do genoma dos
primeiros mamiferos ha 130 milhdes de anos (Jurka et al., 1995). Portanto, elementos como MIRS
com uma longa histéria dentro de mamiferos sdo mais frequentemente encontrados exonizados
(Lin et al., 2009; Schmitz e Brosius, 2011). Yu e Zhang (2005) sugerem que ha uma forte
tendéncia de familias SINEs especificas se inserirem dentro ou muito proximas das MIRs
preexistentes, levando-nos a concluir que o elemento MIR pode ser um hotspot para integracfes
sucessivas de outros SINEs.

Em geral, apesar de algum avan¢o em nosso conhecimento de como a presenca massiva de

MIRs impacta a biologia do genoma, sua contribuicdo para o transcriptoma ainda é p501uco



explorada, assim como seu mecanismo de transcricdo e regulacdo. Em particular, os elementos de
acao cis que controlam a transcricdo de MIR nunca foram sistematicamente estudados. Apesar de
os elementos MIR serem inativos, eles s&o amplamente transcritos e, portanto, contribuem para o
transcriptoma como foi visto em células humanas (Carnevali et al., 2017).

Apesar de o elemento MIR estar presente em praticamente todas as espécies analisadas,
houve diferencas encontradas nos tipos de MIRs entre 0s grupos, e existe um grau de conservagao
dentro dos diferentes grupos desse elemento, o que pode ser um indicativo que talvez esse
elemento possa ter alguma funcéo na regulacdo desses genes. Os cetaceos apresentaram o elemento
Mars do tipo MIR, com um alto nivel de homologia entre as sequéncias, sua similaridade varia de
96 a 99% (Figura 9), diferenciando da maioria dos artiodactilos que apresentaram o elemento MIR
do tipo MIR, somente o artiodactilo Sus scrofa apresentou 0 mesmo elemento que Cetacea, todavia
as filogenias apontam que Ruminantia sendo o clado mais proximo de Cetacea do que Suidae, que
é grupo ao qual pertence Sus scrofa (Lum et al., 2000; Zhou et al., 2011). Diferencas nas
sequéncias de Sus scrofa podem ter convergido para uma sequéncia mais similar com a encontrada
em cetaceos. Ou ao contrario, j& que Mars também € encontrado em marsupial, ele pode ser um
elemento mais basal, e 0 elemento dessas outras espécies de artiodactilos € que divergiu ao
decorrer do tempo, mas anélises subsequentes sdo necessarias para testar esse hipotese.

O elemento Mars que foi encontrado no marsupial Monodelphis domestica, apesar de ser
apontado como o0 mesmo elemento pelo RepeatMasker, possui um tamanho muito menor e com
uma divergéncia bem alta em sua sequéncia comparado aos outros Mars. Além de Monodelphis
domestica, o elemento Mars foi encontrado em outros mamiferos associados com ambientes
aquaticos, todos pertencentes a ordem Carnivora. Apesar de também apresentarem divergéncias
nas suas sequéncias (similaridade de 74-80%) (Figura 9) € instigante observar que esses animais
possuem 0 mesmo tipo de elemento, e seria muito interessante investigar se existe algum tipo de
convergéncia entre essas sequéncias.

Mutacdes de proteinas Hox em diferentes grupos de mamiferos aquéaticos podem contribuir



para sua forma hidrodinamica convergente, a fim de se adaptar ao ambiente aquético.
Considerando a sobreposi¢do funcional de diferentes genes Hox, as assinaturas moleculares
adaptativas desses genes também podem sugerir uma rota evolutiva diferente para as morfologias
de membros semelhantes em baleias e pinipedes. Isto parece conformar-se com a suposicao de que
a convergéncia fenotipica de mamiferos marinhos pode ser alcancada através da selecdo de
diferentes genes Hox com funcdes equivalentes propostas por Nery et al. (2016). Embora a
evolucdo fenotipica convergente possa resultar da evolugdo molecular convergente, esses casos sao
raros, e a evolugdo utiliza com mais frequéncia vias moleculares diferentes para alcangar um
resultado fenotipico similar. (Foote et al., 2015). No entanto, Nery et al. (2016) detectaram apenas
uma pequena minoria de genes sobre selecdo positiva com funcdes sobrepostas em mamiferos
aquaticos, o que pareceu ser insuficientemente convincente no que diz respeito as notaveis
caracteristicas fenotipicas convergentes de mamiferos aquaticos.

Kui et al. (2018) detectou a substituicao paralela de aminoacidos de HoxD12 em cetaceos e
no peixe-boi. As analises evolutivas esclareceram que a evolucdo adaptativa de HoxD12 contribuiu
para a origem e diversificacdo dos cetaceos (Wang et al. 2008). Assim, a substituicdo paralela de
aminoacidos de HoxD12 pode estar ligada a origem das nadadeiras de baleias e também no peixe-
boi. Uma substituicdo paralela de aminodcidos (sitio: 164) no HoxD12 foi encontrada em pinipedes
e em Xenarthra. Os membros dos pinipedes se especializaram em nadadeiras curtas e planas para
produzir propulsdo enquanto nadam (Pierce et al. 2011). Em contraste, os tatus modificaram seus
membros para escavacdo, com grandes garras e longos bracos de alavanca para facilitar a linha de
acao dos principais musculos (Vizcaino et al. 2006). Além disso, as preguicas desenvolveram uma
forma semelhante a um gancho com membros longos e delgados, equipados com garras longas,
curvadas e pontiagudas (Britton, 1941).

Assim, a substituicdo paralela de aminoacidos pode estar associada a sua adaptacdo a
estilos de vida diferentes, apesar de ndo haver convergéncia morfolégica de membros entre essas

duas linhagens. Substituicbes paralelas de aminoécidos de alguns genes Hox também foram



descobertas entre mamiferos marinhos e seus contemporaneos terrestres mais préximos. Estes
resultados foram consistentes com a inferéncia de que morfologias similares podem ser derivadas

por evolugdo molecular independente (Foote et al. 2015).

Sitios de ligacao de fatores de transcricdo nos elementos MIR

A composicdo caracteristica de uma célula é determinada pelo seu padrdo de expressdo
génica. O primeiro passo na producdo de uma proteina € a transcricdo do DNA em um RNA
mensageiro que sera entdo traduzido, modificado e transportado para o local apropriado na célula.
A transcricdo por ser o primeiro passo na sintese de proteinas, € também um importante ponto de
regulacdo. A expressdo apropriada dos genes especificos requeridos por um tipo de célula definido
¢ determinada pela estrutura da cromatina que pode ser mais ou menos permissiva para a
maquinaria de transcri¢cdo acessar ao local de inicio da transcricdo de um gene. A transcricdo
comeca pelo recrutamento de fatores de transcricdo do nucleo para o promotor para formar um
complexo de pré-iniciacdo da transcricdo (Pance, 2016).

Nos dltimos anos, varias analises mostraram que os TEs do genoma humano séo
significativamente enriquecidos com sitios de ligacdo para fatores de transcricdo (Schmid e
Bucher, 2010; Wang et al., 2007). Esta associacdo entre fatores de transcricdo e elementos
transponiveis sugere que 0s eventos de transposicdo poderiam ter desempenhado um papel central
na emergéncia e sucesso da regulacdo combinatoria de genes em eucariotos complexos. De acordo
com esta hipotese, quando um elemento transponivel com uma “boa” combinagao de sequéncias de
ligacdo é transposto perto da regido reguladora de um gene alvo, ¢ “exaptado”, ou seja, utilizado
para alguma fungdo adaptativa pelo hospedeiro (Gould, Jay e Vrba, 2013) e assim conservado pela
evolucdo. A mutacgdo estocastica da sequéncia transponivel original pode entdo ajustar o médulo
regulador eliminando ou adicionando motivos de ligacdo adequados. De fato, ha evidéncias claras

de que varias familias de TEs estdo sob forte selecdo purificadora (Kamal et al., 2006; Lowe et al.,
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2007) e que a maioria dos elementos conservados ndo codificadores conhecidos estdo localizadas
em elementos transponiveis laterais (Gentles et al., 2007).

Uma caracteristica interessante é que a maioria das familias de TEs enriquecidas com sitios
de fatores de transcricdo sdo transposons antigos, isto é particularmente verdade para as sequéncias
tipo MIR (Testori et al., 2012). Foi sugerido que essa notavel conservacdo poderia ter uma origem
regulatéria e que esse nucleo compartilhado poderia conter as sequéncias de ligacdo de varias
proteinas de ligacdo ao DNA (Sironi et al., 2006; Smit e Riggs, 1995). Analises sugerem que,
guando existe uma associacéo especifica entre um fator de transcricdo e uma classe de transposons,
0 sucesso evolutivo desse fator pode estar relacionado ao sucesso do elemento associado (Testori et
al., 2012).

As predic0es feitas nas analises para possiveis sitios de fatores de transcri¢do indicaram que
quase todos os elementos MIRs (Tabela 3) possuem o sitio para o fator Oct-1. A familia de fatores
de transcricdo POU inclui mais de uma ddzia de proteinas que foram implicadas em uma variedade
de fungbes. Varios membros sdo especificos do tipo celular e, portanto, de expressdo limitada,
enguanto Oct-1 é onipresente nos tecidos e de expressao constitutiva (Ferraris et al., 2011). Embora
muitos papéis tenham sido atribuidos a Oct-1, sua funcdo permanece um tanto obscura, mas sua
ampla distribuicdo sugere que ela desempenha um papel fundamental na homeostase celular
(Pance, 2016). Consistente com essa propriedade, Oct-1 foi implicado na regulacéo transcricional
basal (Kim e Peterson, 1995). No entanto, também foi descrito respondendo a sinalizacdo através
de outros fatores de transcricdo indutiveis (Xie, 1997).

Estes achados implicam que Oct-1 tem uma funcdo dupla de manter a expressdo de
algumas proteinas gerais, bem como controlar a expressdo de genes indutiveis. Também foi
reconhecido que Oct-1 facilita o recrutamento de TBP (do inglés TATA binding protein, proteina
de ligacdo ao TATA box) nos promotores atraves de uma interacdo direta (Bertolino e Singh,
2002). Além disso, foi recentemente relatado que Oct-1 pode modular o contexto da cromatina em

torno dele para regular a expressao de genes alvo (Shakya et al., 2011). Assim, o Oct-1 foi descrito



por dimerizar com varios TFs (Donner et al., 2007), contudo em muitos desses casos as
consequéncias transcricionais dessas interagdes ndo foram exploradas (Pance, 2016).

As andlises indicaram a presenca de sitios para fatores de transcricdo na sequéncia de todos
0s cetaceos examinados neste trabalho, com excecdo de Balaenoptera acutorostrata, uma possivel
presenca de trés TFBS: Oct-1, GATA-3 e NF1. A familia de fatores de transcricdo GATA é
composta por seis membros, incluindo o GATAL-6, e foi originalmente considerada por seus
papéis em células hematopoiéticas (Viger et al., 2008). Atualmente, os fatores GATA sao
conhecidos por serem expressos em uma ampla variedade de tecidos, onde atuam como
reguladores criticos da expressdo génica especifica celular. Entre eles, GATA-3 tem sido
convencionalmente considerado como um fator de transcricdo que regula a diferenciagdo e
proliferacdo de células T (Hoyler et al., 2012). Recentemente, nota-se que GATA-3 também
funciona em células ndo hematopoiéticas (Wan, 2014). Por exemplo, GATA-3 é encontrado no
sistema nervoso com papéis importantes para controlar o desenvolvimento neuronal e
sobrevivéncia de celulas neuronais (Tsarovina et al., 2010; Zheng et al., 2019). J4 o NF1 é
constitutivamente expresso na maioria dos tecidos humanos e de camundongos e atua como um
importante regulador do crescimento e diferenciacdo celular (Mancini et al., 1999). Para se
confirmar a presenca desses sitios nas sequéncias MIR encontradas e como esses fatores de
transcricdo podem estar atuando e quais genes eles podem estar regulando, outras analises

necessitam ser feitas.
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CONSIDERACOES FINAIS

Assim, este trabalho contribui para um melhor entendimento da evolugdo do cluster HoxD
dentro de Cetartiodactyla, reconstruindo a historia filogenética de um dos seus genes (HoxD12) e
verificando sinais de selecdo, que apesar de ndo detectados nesse presente estudo, ndo descarta a
possibilidade de existirem, necessitando analises mais aprofundadas de toda a sequéncia desse
gene. Também temos que levar em conta que, mesmo que ndo haja alteracdes na regido génica,
pode haver diferengas nas regides regulatorias entre esses Cetacea e Artiodactyla que explique as
alteracdes drasticas na morfologia desses membros, alem de que outros genes Hox também atuam
no desenvolvimento de membros, podendo assim ser varios fatores que juntos séo responsaveis por
essas modificacdes que diferenciam Cetacea e Artiodactyla. A inclusdo do Hipopdtamo nessas
analises € muito pertinente, ja que este animal apesar de morfologicamente se assemelhar mais com
Artiodactyla, todos os estudos moleculares até o momento mostram que ele é mais relacionado
com Cetacea, portanto é um caso bastante apropriado para entendermos melhor a relacdo da
evolucdo molecular com a evolucdo morfoldgica. Além disso, detectamos ndo s6 uma familia de
TEs presente nessas sequéncias, mas também uma possivel presenca de sitios de ligacdo de fatores
de transcricdo. Estudos futuros para avaliar a influéncia desses elementos nessa regido sao
relevantes e adequados. Portanto, € interessante e conveniente ampliar o nosso conhecimento

sobre genes do desenvolvimento na histéria evolutiva de Cetartiodactyla.
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