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RESUMO

Os genomas eucaritticos diferem amplamente em tamanho, porém os fatores
evolutivos que moldaram essa variacdo sdo pouco conhecidos em condrictes. As
informacdes sobre o tamanho do genoma (GS) estdo disponiveis para muitos taxons
dentro desse grupo. Entretanto, trabalhos envolvendo a variagdo do GS sao
meramente descritivos, ndo elucidando quais processos evolutivos moldam a sua
diversidade. Neste trabalho, por meio de métodos filogenéticos comparativos,
buscamos entender quais processos moldam a variacdo do GS. Para isso, utilizamos
variaveis bioticas (estratégia reprodutiva) e abibticas (amplitude de temperatura e
salinidade). Ao todo, 114 GS de tubardes, arraias e quimeras foram avaliados. Nossos
dados revelaram que o GS varia em cerca de 16,45 vezes entre as espécies. A
reconstrucao filogenética mostrou cinco clados bem suportados dentro dos condrictes.
O K de Bloomberg revelou que n&o houve sinal filogenético entre a variacdo do GS e
sua trajetoria filogenética (K = 0,5; p-value: 0,72). J4 as analises por meio de métodos
filogenéticos comparativos revelaram que as amplitudes térmica e osmotica estédo
associadas a variacdo do GS (p< 0.03, r 2=0.061). Além disso, a estratégia reprodutiva
das espécies também mostrou forte associacdo com a variacdo do GS (p< 0.007, r
2=0.063). Assim, as espécies com 0s maiores genomas Sao ovoviparas e as com 0s
menores sao viviparas, seguidos pelas oviparas. A amplitude de temperatura
associada a salinidade, bem como as estratégias reprodutivas associadas ao GS
possivelmente estdo atrelados a expansdo e contracdo do numero de sequéncias
repetitivas distribuidas pelo genoma. A relagéo significativa aqui encontrada entre GS
e estratégia reprodutiva em condrictes pode indicar uma possivel adaptacao evolutiva
desses organismos em relacéo a sua reproducao. Nesse sentido, nossas descobertas
revelam as multiplas facetas evolutivas que esse grupo antigo e diverso experimentou

durante a sua trajetoria filogenética.

Palavras-chave: métodos filogenéticos comparativos; elasmobranchii; holocephali;
gendmica.



ABSTRACT

Eukaryotic genomes differ widely in size, but the evolutionary factors that shaped this
variation are poorly known in chondrichthyes. Genome size (GS) information is
available for many taxa within this group. However, works involving GS variation are
merely descriptive, not elucidating which evolutionary processes shape its diversity. In
this work, through comparative phylogenetic methods, we seek to understand which
processes shape GS variation. We used biotic (reproductive strategy) and abiotic
(temperature and salinity amplitude) variables for this. In all, 114 GS of sharks, rays
and chimaeras were evaluated. Our data revealed that GS varies by about 16.45 times
between species. Phylogenetic reconstruction showed five well-supported clades
within the chondrichtes. Bloomberg's K revealed that there was no phylogenetic signal
between the GS variation and its phylogenetic trajectory (K = 0.5; p-value: 0.72).
Analyzes using comparative phylogenetic methods revealed that thermal and osmotic
amplitudes are associated with GS variation (p< 0.03, r 2=0.061). Furthermore, the
species’ reproductive strategy also showed a strong association with the variation in
GS (p< 0.007, r 2=0.063). Thus, species with the largest genomes are ovoviviparous
and those with the smallest are viviparous, followed by oviparous. The temperature
range associated with salinity and the reproductive strategy associated with GS are
possibly linked to the expansion and contraction of the number of repetitive sequences
distributed throughout the genome. The significant relationship found here between
GS and reproductive strategy in chondrichthyes may indicate a possible evolutionary
adaptation of these organisms in relation to their reproduction. In this sense, our
findings reveal the multiple evolutionary facets that this ancient and diverse group

experienced during its phylogenetic trajectory.

Keywords: comparative phylogenetic methods; elasmobranchii; holocephali;

genomics.
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1 INTRODUCAO

O sucesso evolutivo dos condrictes € em parte devido a eficiéncia de suas
caracteristicas reprodutivas seletivas, como grande tamanho corporal, taxa de
crescimento lento, maturidade tardia, baixa fecundidade (MUSICK et al, 2005;
KOUSTENI et al, 2015; KOUSTENI et al, 2019). Este grupo desempenha um
importante papel ecoldgico, ligado a diferentes niveis tréficos nos ecossistemas
marinhos, contribuindo fundamentalmente para as areas onde ocorrem (MATICH et
al, 2011). Nos aspectos genéticos, por tratar-se de um grupo com taxa de crescimento
lento e caracteristicas reprodutivas seletivas, tem levado diversas espécies a entrarem
na lista de extincao, principalmente pela pesca excessiva em diversas partes do globo
(LIU et al, 2021). S&o representados por cerca de 1.200 espécies, ao qual habitam
uma elevada variedade de habitats, desde zonas costeiras a pelagicas (LIMA; CRUZ,
2011). Estas espécies tém um papel fundamental no equilibrio e produtividade dos
ecossistemas marinhos, ocupando frequentemente lugares de topo nas cadeias
alimentares (HENRIQUES et al, 2021). Além disso, estes animais sdo um importante
recurso pesqueiro global (DULVY et al, 2014). Entretanto, as atividades antrépicas
negativas vém ameacando o habitat dessas espécies, gerando cada vez mais

declinios populacionais em seus estoques (BOELTER, 2020).

Diversos estudos tém procurado entender a diversidade genética e genébmica
dos condrictes (DUDGEON et al, 2012). Entretanto, no que diz respeito aos aspectos
gendmicos, pouco se discute sobre quais processos podem afetar a variacdo do
tamanho do genoma (GS) dessas espécies. O GS tem se mostrado um trago
altamente variavel na histdria evolutiva dos eucariotos, tendo um papel central na
diversificacdo das linhagens (GREGORY, 2005). A variagao no GS pode ser afetada
por mecanismos genéticos, associados a mutacfes do tipo insercdo, delecédo e
duplicacdo, que muitas vezes sdo moldadas por elementos transponiveis (TES)
(SHAO; HAN; PENG, 2019; BENNETZEN, 2002; PETROV, 2001). De fato, esses
eventos podem levar a processos de adaptacdo e especiacdo dos organismos
(SCLAVU; HERRICK, 2019; SOUZA et al, 2019; CARDUCCI et al, 2019). Nos ultimos
anos, a natureza e a importancia relativa dos mecanismos moleculares e das forgas
evolutivas subjacentes a variacdo do GS tem sido objeto de intensa pesquisa e debate
(GREGORY; ELLIOT, 2015). Essas pesquisas vém permitindo descobrir padrdes e
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processos que afetam as variacdes e evolucdo do genoma ao analisar diferentes
linhagens (FERREIRA et al, 2007).

Estudos comparativos atestam que nao existe qualquer relagéo entre GS e a
complexidade do organismo (GREGORY, 2005; PETROV, 2001). No entanto, nos
altimos anos, alguns estudos comparativos tém procurado avaliar se a variacdo no
conteuddo de DNA esta mais associada aos aspectos ambientais ou evolutivos
(PELLICER et al, 2018). Nesse contexto, essas associagoes tém revelado correlagdes
positivas e/ou negativas, entre varidveis ecolégicas como temperatura, salinidade,
gradientes de latitude (SANTOS et al, 2021). Por outro lado, tendem a mostrar padrdes
adaptativos, que podem demonstrar padrdes contrastantes em relacdo a quantidade
de DNA e a historia de vida das espécies, dependendo da classe estudada
(RODRIGUEZ, 2020). Em ectotérmicos, esses estudos revelaram que a tolerancia
térmica € dependente da massa corporal e do GS (LEIVA, 2019). Ja mais
especificamente nos passaros, a evolucéo da capacidade de voo aprimorada, tende
a ser acompanhada pela reducéo do tamanho do genoma propriamente dito (WRIGHT
et al, 2014). Outros processos evolutivos tém sido diagnosticados em outros grupos,
como por exemplo, as taxas de especiacao e evolugdo do tamanho do genoma tém

sido positivamente correlacionadas (PUTTICK et al, 2015).

No que diz respeito ao GS de condrictes, mais de 134 espécies ja possuem
informacgdes, onde exibem uma grande variagdo entre os grupos relacionados (tendo
Oxynotus centrina o0 maior GS, de 17,0 pg, e o menor Hydrolagus collie, de 1,55 pg).
Entretanto, trabalhos envolvendo a variacdo do GS neste grupo sdao meramente
descritivos, ndo elucidando quais processos evolutivos moldam a sua diversidade
(GREGORY, 2005; JUNG et al, 2019; OCHOA-SALOMA et al, 2020). Nesse contexto,
o0 presente estudo avaliou quais fatores moldaram a variagdo do GS por meio de
métodos filogenéticos comparativos em representantes de condrictes. Um dos
principais objetivos € avaliar se 0 GS segue uma trajetéria filogenética ou se variagdes

ambientais moldam sua diversidade.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Um breve histérico sobre o tamanho do genoma

A forma de quantificacdo do GS é medida em funcdo do valor C (em
picogramas), ou seja, que define a quantidade de DNA em cada genoma hapléide
(NAHUM, 2001). Mesmo nos estudos precursores sobre GS entre os anos de 1940 a
1960, a variabilidade notavel entre conteuddo de DNA de diferentes grupos de
organismos ja intrigava os pesquisadores (EDDY, 2012). O genoma agrega todo um
script molecular organico que tem sido moldado sob a luz da histéria evolutiva de uma
determinada espécie (GREGORY, 2005). Mais de cinquenta anos atras,
pesquisadores acreditavam que a quantidade de DNA no genoma estava
positivamente correlacionada com a complexidade dos organismos, ou seja, quanto
mais complexa a espécie, mais conteudo de DNA seria necessario para armazenar
informacdes que seriam traduzidas em um fendtipo (TORRES, 2018). Entretanto,
estudos comparativos demonstraram que nem sempre organismos mais complexos
tém genomas maiores, o que ficou conhecido como paradoxo do valor C (LYNCG,
2008).

Ao examinar a complexidade dos genomas em diferentes espécies, cientistas
perceberam que grande parte desse DNA ndo é traduzido, ou seja, ndo tem nenhuma
informacdo para sintetizar uma proteina (TORRES, 2018). Logo descobriram que
genomas muito amplos possuiam uma enorme quantidade de sequéncias repetitivas,
ou sequéncias de DNA que ocorrem em varias copias no genoma dispersas ou
em tandem (GREGORY, 2004), e que apenas uma pequena parte do DNA é
responsavel pela codificacdo dos genes (BLOMMAERT, 2005). As variacdes do valor
C estédo em regides nao codificadoras, que se acumulam ou perdem-se nos genomas
ao longo do tempo, aparentemente, sem quaisquer efeitos positivos ou negativos no
organismo (ELLIOT; GREGORY, 2015). Porém sabe-se agora que o DNA néo
codificador sdo introns e regides UTR (regibes nao traduzidas), elementos
transponiveis e regioes relacionadas a genes de RNA nao codificantes e sequéncias
repetitivas (SIENA, 2015).
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2.2 Correlagbes com tamanho do genoma

Quando abordamos o assunto GS, sabe-se que diversos mecanismos
genéticos evolutivos, como as mutacdes (delecdo, duplicacbes, replicacbes e
insercdes) assim como, elementos transponiveis (ETs) podem afetar a sua variacao
(GREGORY, 2005). Alguns estudos tém tentado, também, conhecer a variagdo no
contetdo de DNA, associados aos aspectos filogenéticos, assim como associados a
fatores ambientais (SANTOS et al, 2021). Nesse contexto, tem detectado correlacdes
positivas, negativas ou ndo-correlacao entre tracos de histéria de vida das espécies,
dependendo da classe estudada (RODRIGUEZ, 2020).

Em alguns ectotérmicos, estudos demonstraram que a tolerancia térmica €
dependente da massa corporal e do tamanho do genoma (LEIVA, 2019). J& mais
especificamente nos passaros, a evolucéo da capacidade de voo aprimorada, tende
a ser acompanhada pela redugéo do tamanho do genoma propriamente dito (WRIGHT
et al, 2014). Outros processos evolutivos tém sido diagnosticados, como por exemplo,
as taxas de especiacao e evolucdo do tamanho do genoma tém sido fortemente
correlacionadas, entre as plantas terrestres (SOUSA et al, 2019). As angiospermas
demonstraram ter taxas maiores, enquanto as gimnospermas demonstram taxas
muito lentas em relagdo ao seu grupo irméao (PUTTICK et al, 2015). No grande e
antigo lago Baikal, na RuUssia, que foi o local de uma grande radiacdo de crustaceos
anfipodes (GURKOV et al, 2019), quando avaliado o conteuddo de DNA desses
crustaceos, foi detectado alteracdes gendmica incluindo proliferacdo de elementos
transponiveis, que acompanharam a especiacdo, impulsionados pela selecdo que
moldou diferencas no tamanho do corpo e preferéncia de habitat (JEFFREY et al,
2017). Ja em peixes de nadadeiras raiadas (Actinopterygii), diversas correlacdes
foram associadas positivamente e negativamente, como por exemplo, a diversidade
do GS parece nao estéa ligado ao metabolismo, mas € positivamente relacionado com
o didmetro do ovo, indicando uma relacdo com o cuidado parental (HARDIE, 2004).
Jé eventos de poliploidizacdo tém sido associados aos grandes genomas de muitos
peixes cartilaginosos (STINGO; ROCCO, 2002). Esses elos retratam a grande
amplitude do GS encontrada nos peixes, que possui 0 maior e 0 menor genoma dentro

dos vertebrados. Entretanto, o significado evolutivo desta variagdo ainda néo foi



13

definitivamente elucidado, principalmente levando em consideracdo os aspectos
filogenéticos das espécies (HARDIE, 2004).

2.3 Condrictes

Entre os peixes, um grupo que se destaca sao os condrictes, ao qual constituem
os tubardes, arraias e quimeras (INOUE, 2010). Sado conhecidas mais de 1.200
espécies que habitam uma variedade de habitats, desde zonas costeiras pelagicas a
zonas de profundidade (LIMA; CRUZ, 2011). Estas espécies tém um papel
fundamental no equilibrio e produtividade dos ecossistemas marinhos, ocupando
frequentemente o topo nas cadeias alimentares (HENRIQUES et al, 2021). Além
disso, estes animais sdo importantes recursos pesqueiros globalmente, sendo
utilizados na alimentacdo, producdo de cosméticos e de couro, o que culmina em
varias espécies a entrarem na lista de extincdo, pela pesca incidental ou acidental
(DULVY et al, 2014). Além disso, as atividades antropicas tém cada vez mais
ameacado o habitat dessas espécies, gerando cada vez mais declinios em seus
estoques (BOELTER, 2020).

Embora os elasmobranchii possua alta diversidade morfolégica, gerada
durante a maior parte de sua trajetéria evolutiva, desde o Paleozdico até os dias atuais
(COMPAGNO, 1990), as métricas de diversidade genética sdo baixas revelados em
estudos comparativos (DOMINGUES, 2012). No que diz respeito a informagdes
genbmicas, analises comparativas do genoma do tubardo branco, com outros
condrictes, bem como outros vertebrados, apresentam evidéncias de adaptacéo
molecular e evoluc¢édo no conteudo génico (MARRA et al, 2019). Além disso, por tras
de vérias caracteristicas biolégicas notaveis deste predador de topo, foi detectado
alguns loci, que podem ter sido de importancia adaptativa na evolucao dessa espécie,
como uma melhor cicatrizagédo de feridas e a sua grande sensibilidade no cheiro
(MARRA et al, 2019).

No que diz respeito ao GS, envolvendo os condrictes, a maioria deles
concentram-se em estudos meramente descritivos, descrevendo apenas sua variagcao
(HARDIE; HEBERT, 2003). E em alguns casos, mais relacionados aos aspectos
celulares, como o estudo de Hardie & Hebert (2003), avaliando 22 condrictes, onde

foi diagnosticado uma correlagcdo positiva entre o GS com regides celulares e
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nucleares dos eritrocitos. Por outro lado, outros estudos destacam mais a variagcao no
seu contetdo de DNA nuclear, como o estudo de Stingo (1980), avaliando 23 espécies
de condrictes (9 Squalomorphii, 11 Batoidea e 3 Galeomorphii) que revelam a variagao
do valor C de 5,4 pg a 32,3 pg. Sendo os valores mais baixos detectados em Batoidea,
com uma ligeira variabilidade interespecifica no nivel intrafamiliar.

Estudos de desenvolvimento de tubarbes e raias (Elasmobranquios)
forneceram informacdes sobre o processo de evolugcdo morfolégica dos vertebrados.
Embora esses estudos sejam supostamente alimentados por informacdes de
sequenciamento molecular em larga escala, sequéncias de genoma completo de
tubardes e raias foram disponibilizadas apenas recentemente (KARAKU, 2021). Em
estudos relacionados ao tubardo baleia, foi encontrado fortes relacbes de escala de
caracteristicas gendmicas e fisiologicas, indicando que essas relacfes de escala,
algumas das quais foram notavelmente gerais, moldam o genoma para integrar
restricdes metabdlicas relacionadas ao tamanho do corpo e variaveis ecoldgicas,
como temperatura e profundidade (WEBER et al, 2020). Isso destaca a importancia
da diversidade e o valor dos estudos evolutivos sobre tubardes, uma vez que muitas
espécies sao exploradas por humanos e encontram-se ameacadas de extincdo em
todo o mundo (DULVY et al, 2014).

Apesar da importancia dos tubarbes para os ecossistemas marinhos como
predadores de topo e da crescente preocupacédo com o estado de conservacéo de
muitas espécies, surpreendentemente pouco se sabe sobre muitos aspectos de seus
padrées de reproducdo e histéria de vida (FELDHEIM, 2001). A geracdo de
conhecimento acerca da reproducédo de tubardes requer tempo, cujo desenvolvimento
se da de acordo com os esforcos de diversos profissionais que estudam a
biodiversidade (PARSONS et al., 2008). Contudo, informacdes detalhadas sobre o
ciclo reprodutivo estdo ausentes para certas espécies de tubardes, o que traz
preocupacao, uma vez que as evidéncias apontam para a reducdo populacional de
tais taxons. Tal processo de diminuicdo dessas populagbes ocorre devido a
modificacdes ambientais, tais como perda de habitat, pesca excessiva e degradacao
(MANIRE; GRUBER, 1993; CAMHI, 1998; BAUM; MYERS, 2004). Sabe-se ainda que,
0 numero de espécies de tubardes com dados acerca de seu ciclo de vida reprodutivo
supera o valor de 350 (PARSONS et al, 2008). Possibilitando avaliar algumas

informacdes sobre correlacdes positivas e negativas entre e como o tamanho do corpo
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correlaciona positivamente com o tamanho da ninhada e o tamanho da prole, e 0
tamanho dos pais para machos e fémeas é negativamente correlacionado com o
crescimento (CORTES, 2000). Todos os condrictes usam fertilizacdo interna e as
estratégias reprodutivas vao desde a oviparidade até a viviparidade placentaria; a
viviparidade € observada em cerca de 60% das espécies de condrictes e € a estratégia

reprodutiva predominante em varias familias de tubardes (PARSONS et al, 2008).
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3 JUSTIFICATIVA

Nas ultimas décadas, a disponibilidade de informacdes sobre o tamanho do
genoma para condrictes se tornaram disponiveis para mais de 100 espécies,
representando as principais ordens do grupo. Além disso, informacdes sobre os tracos
de histéria de vida das espécies e variaveis ambientais podem ser extraidas a partir
de banco de dados publicos. Nesse contexto, podemos analisar a importancia da
diversidade dos estudos genéticos evolutivos sobre condrictes, uma vez que muitas
espécies sao exploradas por humanos e encontram-se ameacadas de extincdo em
todo o mundo. No que diz respeito aos aspectos filogenéticos, ja existem diversas
sequéncias de genes mitocondriais e nucleares disponiveis em bancos de dados de
dominio publico, o que permite avaliar quais processos moldam a variacdo do GS em
um contexto filogenético e ecolégico. Essas informacdes podem ser Uteis para
entender as rotas evolutivas desse grupo antigo e diverso, assim como, para fins de

manejo e conservacao dessas espécies.
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4 METODOLOGIA

4.1 Reconstrucéao Filogenética

Para a reconstrucao filogenética, utilizamos os genes mitocondriais mais
comumente usados em condrictes, sendo eles COI (citocromo oxidase subunidade I),
Nadh2 (Dinucleotideo de nicotinamida-adenina 2) e Cytb (citocromo b), depositados
no banco de dados de dominio publico NCBI. Cada gene foi alinhado de forma
separada no Bioedit, e pela ferramenta ClustalWwW no MEGAX (TAMURA et al, 2013).
Todos os alinhamentos foram verificados visualmente e corrigidos quando necessario.
O teste do melhor modelo evolutivo foi realizado também no MEGAX (TAMURA et al,
2013).

Posteriormente, foi usado o software SeaView4 para concatenar os genes
(GOUY et al, 2010). A partir dessas sequéncias alinhadas e concatenadas, utilizamos
o software BEAST para reconstruir arvores ultra métricas. Duas corridas foram
executadas com 10 milh&es de geracdes. Ao término, a convergéncia das cadeias foi
inspecionada visualmente no Tracer 1.5 (DRUMMOND et al, 2012), para verificar as
suas convergéncias, atestando que os valores de ESS (Effective Sample Size)
estivessem acima de 200. Por fim, conseguimos uma arvore consenso 50% de regra
majoritaria apos o burn-in. As arvores foram avaliadas no FigTree v1.3.1 (RAMBAUT;
DRUMMOND, 2009).

4.2 Tamanho do genoma

O tamanho do genoma, ou valor C (em picogramas), foram obtidos a partir do
conjunto de dados disponivel em http://www.genomesize.com (GREGORY, 2022).
Para os Condrictes, ha informagdes do tamanho do genoma disponiveis para 134
espécies. Para espécies com multiplos valores de C, foram utilizados valores médios.

4.3 Obtencao de dados ecoldgicos das espécies

Foram obtidas informacdes ecoldgicas sobre espécies que tinham tamanho do

genoma conhecido. As variaveis obtidas foram: intervalo de profundidade, idade
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maxima das espécies, comprimento maximo e ciclo de vida, no site FishBase
https://www.fishbase.se/search.php  (FROESE; PAULY, 2019). Os dados de
ocorréncia das espécies foram obtidos do site Global Biodiversity Information Facility
(GBIF) https://www.gbif.org (YESSON et al, 2007). NoOs verificamos essas
coordenadas georreferenciadas com informacdes provenientes do site Fishbase, com
o intuito de descartar pontos duplicados e coordenadas erréneas. A distribuicdo foi
plotada usando o software QGIS v. 2.18 (QGIS Development Team, 2014).

Para testar a hipotese adaptativa para o tamanho do genoma, dados climéticos
de variaveis marinhas que envolvem amplitude de nicho (temperatura e salinidade),
foram extraidas no site Bio-Oracle (Ocean Rasters for Analysis of Climate and
Environment) (http://www.bio-oracle.org/explore-data.php) (TYBERGHEIN et al,
2012). Tais variaveis foram coletadas em pixels de tamanho de grid de 5 arcmin (c.
9,2 km2), para o periodo presente. Selecionamos os arquivos das camadas dos
valores médios, tanto para a superficie, quanto para a profundidade média de cada
ponto georreferenciado por registro de cada espécie. Ao fim, obtivemos a amplitude
dessas variaveis subtraindo o valor maximo do valor minimo de cada uma das
variaveis (OLALLA-TARRAGA et al, 2015).

4.4 Métodos Filogenéticos Comparativos

Levando em consideracdo as relacdes filogenéticas, analisamos a relacao
entre 0 GS, os tracos ecoldgicos e ambientais das espécies, entre 0s quais verificamos
0s seguintes fatores abioticos: amplitude da temperatura, amplitude da salinidade da
superficie e da profundidade média. Esses tracos avaliados sdo comumente
relacionados com fatores ecoldgicos limitantes de distribuicdo (HULTGREN et al,
2018).

As correlagdes potenciais entre o tamanho do genoma, os fatores ecologicos e
ambientais foram avaliados através de minimos quadrados generalizados
filogenéticos, ou PGLS (Phylogenetic Generalized Least Squares), que incorpora
informacdes filogenéticas por meio de uma matriz de comprimento de ramificagdo
(GRAFEN, 1989). Para esta, utilizamos a funcéo pgls, com o pacote Caper no R 3.6.0
(ORME et al, 2013). Como a normalidade n&o foi uma suposi¢cao para as analises de

correlacdo de Pearson e como varias transformacgdes (por exemplo, raiz quadrada ou
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log) ndo melhoraram a assimetria dos dados de tamanho do genoma, usamos dados
nao transformados para todas as analises. O software Mesquite (FREITAG, 2002)
também foi utilizado para reconstrucdo ancestral do tamanho do genoma e das
estratégias reprodutivas das espécies de condrictes. O software CoreIDRAW verséo

X7 foi usado para plotar edicdo das imagens.



20

5 RESULTADOS

No total, avaliamos o tamanho do genoma de 114 espécies de condrictes,
representando cerca de 10% da diversidade especifica até agora catalogada. Tais
espécies sao pertencentes a 13 ordens (sete ordens de tubardes, quatro de arraias e
duas de quimeras), e 38 familias (20 familias de tubardes, 16 de arraias e duas de
guimeras). O tamanho do genoma demonstrou uma amplitude de 16,45 vezes, com o
maior valor C alcancando 17,0 pg, para Oxynotus centrina (tubardo-aspero-angular),
e 0 menor correspondendo a 1,55 pg, para Hydrolagus collie (quimera).

Nossas analises filogenéticas revelaram a presenca de cinco clados bem
suportados, com probabilidade posterior entre 0,9 a 1. O clado 1 é representado pelas
familias Torpedinidae, Narkidae e Narcinidae. O clado 2 pelas familias Rajidae e
Arhynchobatidae. Ja o clado 3 € composto pelas seguintes familias: Aetobatidae,
Urolophidae, Dasyatidae, Myliobatidae, Mobulidae, Gymnuridae, Rhinopteridae,
Rhinobatidae, Glaucostegidae, Trygonorrhinidae e Platyrhinidae. O clado 4, por sua
vez, contém as familias Squatinidae, Dalatiidae, Centrophoridae, Etmopteridae,
Oxynotidae, Somniosidae, Squalidae, Hexanchidae e Chlamydoselachidae. O clado
5 é composto pelas familias: Carcharhinidae, Galeocerdonidae, Sphyrnidae,
Scyliorhinidae, Pentanchidae, Orectolobidae, Gynglymostomatidae, Hemiscylliidae,
Lamnidae, Heterodontidae, Chimaeridae e Triakidae.

Ao avaliar o GS sob uma perspectiva filogenética, verificou-se que ele varia
independentemente da sua histéria evolutiva, ou seja, grupos proximos
filogeneticamente apresentaram GS dispares. Por exemplo, no caso do clado 4, que
tem uma variacdo maxima de 13,95 no valor C entre as espécies que o compdem.
Esse fato é notavel entre as espécies Centroselachus crepidater (valor C de 12.29 pg)
e Oxynotus centrina (valor C de 17 pg), que mesmo sendo préximos
filogeneticamente, pertencendo a ordem Squaliformes, apresentam variagédo de 4,71
em relacdo ao valor C. Para mais detalhes ver a figura 1. De fato, o K de Bloomberg
revelou que nao houve sinal filogenético entre a variacdo do GS e sua trajetoria
filogenética (K = 0,5; p-value: 0,72). Dessa forma, ndo ha estrutura filogenética para a
variacado no tamanho do genoma em condrictes. Espécies estreitamente relacionadas
tém tamanhos de genomas diferentes e espécies distantemente relacionadas podem

conter tamanhos de genoma semelhantes.
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Figura 1 - Relagbes filogenéticas entre as espécies de condrictes aqui avaliadas,
considerando o tamanho do genoma e as estratégias reprodutivas de cada uma delas
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Visando avaliar quais fatores afetam a variacdo do GS, nossas analises por
meio de métodos filogenéticos comparativos revelaram que os fatores abidticos
(amplitude de temperatura e salinidade) e bidticos (estratégia reprodutiva) afetam o
GS. Das cinco variaveis utilizadas de forma independente (amplitude de temperatura,
salinidade da superficie, amplitude de salinidade, temperatura de profundidade e
estratégia reprodutiva), assim como associadas, apenas salinidade de superficie +
temperatura demonstraram estar significativamente associadas a variacdo do GS (p<
0.03, r2=0.061), ou seja, as amplitudes térmicas e osméticas de superficie. Além disso,
a estratégia reprodutiva das espécies também mostrou uma forte associacdo com a
variacdo do tamanho do genoma (p< 0.007, r2=0.063). Como podemos observar na
tabela 1. Ao avaliar os nossos dados vemos que as espécies com 0S maiores

genomas sdo 0s ovoviparos.

Tabela 1 - Resultados dos minimos quadrados generalizados filogenéticos entre o tamanho
do genoma com variaveis bibticas e abidticas envolvendo as espécies de condrictes avaliadas
no presente estudo

TRACOS p-value r2 A
Amplitude Temperatura de Superficie 0.3981 0.006385 0.900
Amplitude Temperatura de Profundidade 0.7211 0.001143 0.904
Amplitude Salinidade de Superficie 0.1133 0.022224 0.918
Amplitude Salinidade de Profundidade 0.9152 0.0001016 0.904
Ciclo de vida reprodutivo 0.007146 0.06283 0.909
Salinidade de prof + Temperatura de prof 0.9376 0.001116 0.903
Salinidade de sup + Temperatura de sup 0.03015 0.06114 0.930

Prof (Profundidade), sup (Superficie). Os melhores modelos sdo mostrados em negrito. r2 =Multiplo R-
quadrado. A = Lambda
Fonte: elaborada pelo autor (2023).
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6 DISCUSSAO

Nossos dados em um contexto filogenético revelaram que multiplos fatores
afetam a variacdo do tamanho do genoma nos condrictes. Dentre tais fatores estéao
varidveis abiodticas (amplitude de temperatura e salinidade) e bidtica (estratégia
reprodutiva). Variacdes no GS muitas vezes podem estar atreladas a expansao e
contracdo do numero de sequéncias repetitivas distribuidas pelo genoma (GUO et al,
2010; CANAPA et al, 2015; CARDUCCI et al, 2019). Atualmente, as evidéncias
indicam que quando ocorrem expansdes gendmicas, o material genético é dividido em
ilhas génicas. Além disso, sabe-se também que tais regides do genoma sé&o
espacadas por extensos oceanos de DNA com repeticdes, que nao codificam
proteinas, sendo ainda influenciados pela metilagdo do DNA (GOTTIEB et al, 2013).
No tubardo branco por exemplo, mais da metade do seu genoma é representado por
sequéncias repetitivas, incluindo uma grande proporcdo de elementos transponiveis
(TEs, transposable elements) (MARRA et al., 2019).

Nos condrictes os dados de conjuntos de genomas totalmente sequenciados e
disponiveis restringem-se a poucas espécies, como por exemplo a quimera
(Callorhinchus milii) (VENKATESH et al, 2014), em que TEs compdem 42% do seu
genoma total (PAPPALARDO et al, 2021). Os elementos LINEs (Long Interspersed
Nuclear Elements) sdo os mais frequentes (SHAO; HAN; PENG, 2019). Alteracfes na
quantidade de DNA repetitivo (repeticdes dispersas e em tandem) sédo consideradas
0s principais contribuintes para a variacdo no GS entre as espécies (VITALES et al,
2020). Além disso, processos de poliploidia, delecéo, adicdo ou duplicacdo de genes
podem também afetar o tamanho do genoma dos taxons (PAPPALARDO et al, 2021).
Portanto, estudar processos moleculares € essencial para a compreenséo da natureza
e das consequéncias da variacao do GS entre diferentes espécies (KUBIS, 1998).

A associacao positiva do GS também afeta a amplitude de temperatura e de
salinidade, o que também foi detectado em outros estudos envolvendo tolerancias
térmicas (SANTOS et al, 2021; PAPPALARDO et al, 2021). A tolerancia térmica (calor
e frio) de organismos ectotérmicos estao ligadas ao tamanho do genoma (LEIVA et al,
2019). Para pomacentrideos, foi encontrado uma associagdo positiva com as
tolerancias fisiologicas das espécies, sugerindo uma forte variacdo no tamanho do

genoma, com fatores adaptativos de mudancas de temperatura e salinidade (SANTOS
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et al, 2021). Muitos estresses ambientais podem atuar nos transposons e
consequentemente, no tamanho do genoma (CANAPA et al, 2020). Por exemplo, o
baiacu espinhoso comparado com o baiacu liso, tem uma baixa densidade génica e o
genoma rico em elementos repetitivos (GUO et al, 2010). Em espécies de
nototendides da Antartica ocorre quebra na regulacéo epigenética por consequéncia
de mudancas ambientais repetitivas, incluindo choques térmicos. Tal fato pode ter
levado a ondas sequenciais de ativacao de TEs dentro de seus genomas (AUVINET
et al, 2018).

A variacdo do GS pode ser influenciada pela amplitude de nicho térmico
(SANTOS et al, 2021). De fato, nossos dados revelaram que nos condrictes aqui
avaliados, a amplitude de temperatura e salinidade foram afetados pelo tamanho do
genoma de forma significativa. Em condrictes, existe uma correlagéo positiva entre o
tamanho do genoma e o volume nuclear e celular. Sabe-se que os maiores valores de
GS foram encontrados em espécies que vivem em condicdes extremas de
temperatura, luz, pressao e escassa disponibilidade de alimentos, como mar profundo
e/ou frio (STINGO et al,1980; HARDIE; HEBERT, 2003). Deste modo, nossos
resultados demonstram que as variagcdes no GS estdo relacionadas positivamente
com mudancas ambientais, tais como as amplitudes térmicas e osmdticas.

Nossas andlises também encontraram uma relacao entre o GS e as estratégias
reprodutivas das espécies, sendo os maiores genomas e variacées de GS detectadas
nos ovoviviparos, seguido dos oviparos e viviparos. A relacao significativa encontrada
entre tamanho do genoma e ciclo reprodutivo em condrictes pode indicar uma possivel
adaptacao evolutiva desses organismos em relacdo a sua reproducédo (PARSONS et
al, 2008). Geralmente, uma possivel interpretacdo é que espécies com genomas
maiores possuem maiores custos energéticos para a replicacdo do DNA, o que pode
resultar em uma reproducdo mais lenta e/ou menos frequente. Por outro lado,
espécies com genomas menores podem ter menor custo energético para a replicacéo
do DNA e, portanto, uma reproducdo mais rapida e/ou mais frequente (HARDIE;
HERBERT, 2003). Nesse sentido, poderiamos esperar a viviparidade com GS
maiores, seguido com ovoviviparidade e oviparidade com genomas menores, 0 que
nao foi detectado em nossos resultados.

Todos os condrictes usam fertilizacéo interna e as estratégias reprodutivas que

vao desde a oviparidade até a viviparidade placentaria (PARSONS et al, 2008). No
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que diz respeito ao provavel modo reprodutivo ancestral para este grupo, alguns
autores sugerem a oviparidade, que ocorre em 40% das espécies de condrictes, o
modo reprodutivo mais ancestral (DULVY; REYNOLDS, 1997). No entanto, estudos
recentes sugerem que a viviparidade é ancestral para todos os condrictes, com muitas
reversdes para oviparidade e reversdes secundarias para viviparidade (NAKAYA et
al, 2020).

A viviparidade, assim como a oviviparidade, tem uma série de vantagens,
como o desenvolvimento dentro do trato reprodutivo, que reduz o risco de predacgao
de ovos/embribes; homeostase materna do ambiente embrionario e protecdo das
perturbacdes ambientais. Desta forma, permite que os embrides se desenvolvam em
recém-nascidos precoces, aumentando a sobrevivéncia pés-parto, sendo a
descendéncia maior do que a oviparidade (WORMS, 1994). J4& a oviparidade é
vantajosa como método para aumentar a fecundidade em pequenos elasmobranquios
gue possuem espaco limitado na cavidade corporal para cuidado e armazenamento
dos embribes (CONRATH; MUSICK, 2012). Nesse contexto, esses processos
reprodutivos parecem ter sido conduzidos de forma independente entre as linhagens
de condrictes, refletindo diferentes estratégias reprodutivas e grande variacdo do GS

com auséncia de sinal filogenético.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Nossas analises filogenéticas comparativas revelaram as mdultiplas facetas
bidticas e abiodticas que afetam o tamanho do genoma, associadas a amplitude de
nicho térmico e osmatico. Além disso, 0s nossos resultados revelaram que as
diferentes estratégias reprodutivas nos condrictes também conduzem a variagdo no
GS. Essas variagdes possivelmente podem estar associadas ao papel dos elementos
transponiveis, uma das principais forcas motrizes evolutivas no genoma das espécies.
Nesse sentido, nossas descobertas podem tracar alguns caminhos evolutivos que

este grupo antigo e diverso experimentou durante a sua trajetoria filogenética.
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