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RESUMO

A bacia amazonica contém a fauna de peixes de agua doce mais diversa do planeta. A
utilizacdo de marcadores genéticos mitocondriais incluindo o COI tem possibilitado que
identificacOes baseadas em ferramentas moleculares atuem na discriminacao da riqueza desse
grupo. O monitoramento desta diversidade requer novas ferramentas como o metabarcoding,
porém, dificuldades com bancos de dados referenciais incompletos ainda tornam sua aplicagdo
um desafio. A implantacdo de diversas tecnologias de sequenciamento permite a obtencédo de
todos os possiveis marcadores mais abundantes, por exemplo, por meio da montagem de
genomas mitocondriais completos utilizando abordagens de bom custo-beneficio como o
genome skimming. Atualmente, isto vem sendo realizado principalmente com teécnicas
tradicionais de sequenciamento ou usando short reads, reduzindo o potencial reconhecimento
de possiveis regides problematicas dentro do genoma. Foi testada a produgdo de mitogenomas
de trés espécies usando sequenciamento via long reads, para verificar o potencial ganho de
informag&o em comparagdo com sequéncias referéncias ja existentes em diferentes condi¢des
de ordem taxondmica. Foi possivel recuperar o mitogenoma completo de Gymnorhamphichthys
rondoni, e quase completo para Carnegiella strigata e Potamorrhaphis guianensis. Além disso,
a montagem obtida possibilitou confirmar que a regido controle de C. strigata possui tamanho
maior em relacdo a referéncia, contendo sequéncias com diferentes padrdes de repeticdes in
tandem. Os resultados mostraram a conservagdo geral da estrutura e organizacdo de
mitogenomas para estas espécies. Em conclusdo, as long reads foram capazes de auxiliar na
obtencdo de mitogenomas completos, bem como elucidar regides ainda problematicas e pouco
exploradas. Atualmente, a combinacdo de métodos de sequenciamento por short e long reads
para a realizacdo de montagens hibridas se faz necessaria para gerar sequéncias com maior
confiabilidade, visto que este Gltimo apresenta taxas de erro levemente maiores do que o
primeiro. O continuo avanco de tecnologias para sequenciamento e reducdo de erros de leituras

longas deve torna-lo a ser um dos principais métodos a serem adotados no futuro.

Palavras-chave: Peixes, mitogenoma, long reads, regido controle, repeticGes.



ABSTRACT

The Amazon basin contains the most diverse freshwater fish fauna in the planet. The use of
mitochondrial genetic markers including the COI made it possible for identifications based on
molecular tools to act in the discrimination of the richness for this group. Monitoring this
diversity requires new tools such as metabarcoding, however, difficulties with incomplete
referential databases still a challenge. The implementation of several sequencing technologies
allows obtaining all the possible most abundant markers, for example, by assembling complete
mitochondrial genomes using cost-effective approaches such as genome skimming. Currently,
this is being done mainly with traditional techniques or using short reads, reducing the potential
recognition of possible problematic regions within the genome. The production of mitogenomes
of three species was tested using sequencing through long reads to verify the potential gain of
information in comparison with existing reference sequences under different conditions of
taxonomic order. It was possible to recover the complete mitogenome for Gymnorhamphichthys
rondoni, almost complete for Carnegiella strigata and Potamorrhaphis guianensis. In addition,
the assembly obtained made it possible to confirm that the control region of C. strigata has a
larger size compared to the reference, containing sequences with different patterns of in tandem
repeats. The results showed the general conservation of mitogenome structure and organization
for these species. In conclusion, the long reads were able to assist the obtation of the complete
mitogenomes, as well as elucidate regions that are still problematic and little explored.
Currently, the combination of sequencing methods by short and long reads to perform hybrid
assemblies is very necessary to generate sequences with greater reliability, since the latter has
slightly higher error rates than the former. The continuous advancement of technologies for
sequencing and error reduction of long reads should be one of the main methods to be adopt in

the future.

Keywords: Fish, mitogenome, long reads, control region, repeats.
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1 INTRODUCAO
11 APLICAC}AO DE ESTUDOS MOLECULARES EM PEIXES NEOTROPICAIS.

A Amazonia é constituida por grandes bacias hidrograficas que drenam rios de diferentes
ordens, os quais concentram a maior diversidade de peixes de dgua doce da regido neotropical
(Albert et al., 2020). Em especial, a drenagem da bacia amazonica acolhe aproximadamente
15% dessa fauna em ambientes de &gua doce no mundo (Tedesco et al., 2017). O registro de
catalogacdo desse grupo ja ultrapassa mais de 2,400 espécies no banco de dados AmazonFish

(https://www.amazon-fish.com/). Esse inventario online compila a informacéo mais atualizada

da distribuicéo de espécies de peixes de dgua doce, e 0s seus dados sdo oriundos de diferentes
recursos, como literatura cientifica, colecdes em museus, banco de dados online e registros de

expedicdes de campo (Jézéquel et al., 2020).

Na regido neotropical, essa grande diversidade esta distribuida de forma bastante desigual
entre os taxons de niveis mais altos, visto que os Siluriformes, Gymnotiformes, Characiformes,
Cyprinodontiformes e Cichliformes, sdo as cinco ordens mais representativas (Malabarba et al.,
2020). Perciformes foi considerada por muito tempo como a maior ordem de vertebrados
existente no mundo, apresentando-se como uma “cesta de lixo taxondmica polifilética”, que
incluia diversas familias sem sinapomorfias definidas (Betancur-R et al., 2017). Diante de
estudos utilizando dados moleculares mais robustos, uma definicdo monofilética tem sido
proposta para essa ordem, resultando em alteracdes filogenéticas como, a separacdo de
membros anteriormente pertencentes aos Perciformes para serem incluidos agora em
Cichliformes (Nelson et al., 2016).

O conhecimento acerca da diversidade da fauna de peixes de agua doce neotropicais vem
crescendo nos Ultimos anos (Reis et al., 2016). O desafio de documentar essa riqueza deve
continuar para que seja possivel a protecdo dessa fauna diante das acdes antropogénicas
(Birindelli & Sidlauskas, 2018). A manutencdo de populagdes estaveis e espécies que habitam
regides de cabeceira é particularmente dificil (Albert et al., 2020), uma vez que caracteristicas
como dispersdo limitada e distribuicdes restritas podem resultar em problemas de sobrevivéncia
no ambiente (Nogueira et al., 2010). Eventos de especiacdo alopatrica sdo comuns nestes
taxons, e espécies ainda a serem descobertas podem néo ser conhecidas em tempo habil frente

as ameacas antropogénicas, incluindo a fragmentacéao de habitats (Dias et al., 2013).

A riqueza de espécies (configurada como linhagens evolutivas independentes) é

considerada importante para o gerenciamento de conservacdo da biodiversidade (Magurran



2013). A contribuicdo de abordagens baseadas em marcadores genéticos como o DNA
barcoding, que requer a obtencdo do espécime, tem acelerado a compreensdo dessa medida de
diversidade na regido neotropical (Carvalho et al., 2011; Pereira et al., 2013; Guimaré&es et al.,
2018). Alem disso, abordagens atuais e menos invasivas como o metabarcoding tém sido cada
vez mais utilizados em trabalhos focados em peixes (Milan et al., 2020; Jackman et al., 2021).
No entanto, embora esta Ultima seja caracterizada como uma alternativa promissora em
comparagdo a mensuracao tradicional de riqueza, sua aplicabilidade depende de banco de dados
de referéncia da comunidade taxondmica esperada, a fim de que ocorra a realizacdo da

interpretacdo dos dados moleculares em espécies bioldgicas (Schenekar et al., 2020).

A realizacdo de inventarios da fauna na regido neotropical baseada em amostragem
tradicional reflete lacunas ainda a serem preenchidas (Frota et al., 2016). Nos ultimos 15 anos,
0 aprimoramento de métodos que as abordagens ja mencionadas utilizam, como o
sequenciamento de DNA, possibilita cada vez mais a producdo de dados de origem genética e
em escala de informacéo cada vez maior (e.g. Mitogenomas) (Miya & Nishida, 2015). Portanto,
potencializar a producdo desses dados para a ictiofauna de dgua doce implicaria em um suporte
para estudos filogenéticos de determinado tdxon, ou na descri¢do da riqueza de comunidades

de peixes da Amazonia.

1.2 TECNOLOGIAS DE SEQUENCIAMENTO DE ALTO RENDIMENTO (High
Throughput Sequencing — HTS).

O desenvolvimento de tecnologias que possibilitaram desvendar o codigo genético dos seres
vivos foi inicialmente concebido pelos métodos de Maxam e Gilbert (1977) e Sanger & Coulson
(1975). Este altimo tornou-se o padréo utilizado de modo mais extensivo no sequenciamento
de primeira geracdo. Além disso, a difusdo dessa técnica de forma mais promissora ocorreu no
campo clinico, principalmente em decorréncia da criacao do “Projeto Genoma Humano”, com

a liberacdo do primeiro rascunho do genoma completo em 2004 (Levy & Myers, 2016).

Fatores como reducdo de custos por base, rapidez e aumento na geracdo de dados
genbmicos, representaram um aperfeicoamento em ritmo veloz das técnicas de sequenciamento
de DNA (Dijk et al., 2014). A maior quantidade de dados gerados é exponencial comparado
com a técnica de Sanger; pois, ocorre pela capacidade de gerar milhdes de sequéncias de
nucleotideos em paralelo em um tempo relativamente curto (Kulski, 2016). Esse

aprimoramento fez com que as diversas tecnologias de sequenciamento de DNA, que
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emergiram no mercado nas ultimas duas décadas, fossem chamadas de tecnologias de
sequenciamento de alto rendimento (High Throughput Sequencing - HTS) (Reuter et al., 2015).

A abordagem HTS é um termo mais geral para se referir principalmente as tecnologias
modernas de sequenciamento de segunda (Next Generation Sequencing — NGS) e terceira
geracOes (Pradhan et al., 2019). Embora existam diversas empresas voltadas para o
desenvolvimento de plataformas NGS, a Illumina detém mais de 70% de dominancia nesse
mercado, sendo atualmente o sistema de sequenciamento mais bem sucedido (Kulski, 2016).
Ao avancar no campo de sequenciamento de terceira geracdo, a MinlON é uma plataforma de
sequenciamento desenvolvida pela Oxford Nanopore Technologies, que vem recebendo
destaque nos ultimos anos por apresentar portabilidade de uso e velocidade na geracao de seus
dados (Lu et al., 2016). As duas plataformas citadas se diferenciam bastante pela tecnologia e

qguimica implementada, mas também, pelo tipo de sequéncias produzidas.

1.3 SEQUENCIAMENTO DE SEGUNDA GERACAO (NGS) — lllumina.

Em tecnologias de NGS € possivel conceituar e classificar diferentes abordagens pelo
principio de sequenciamento de cada base, e a quimica envolvida (Ambardar et al., 2016). O
método sequencing-by-sinthesis (SBS; sequenciamento por sintese) adotado pela Illumina, se
baseia em repetidas rodadas de insercdo de nucleotideos com a dependéncia da DNA
polimerase (Fan et al., 2006). Incluido ainda no SBS esta a abordagem cyclic reversible
termination (CRT), que usa terminadores de cadeia marcados com fluorescéncia removivel
(Metzker, 2010). Ainda que diferentes tecnologias sejam comercializadas, todas seguem um
fluxo de trabalho de sequenciamento bastante similar (Shendure & Ji, 2008), que sera abordado

de forma mais especifica a seguir com foco na Illlumina.

A primeira etapa € chamada de preparacdo de biblioteca, e consiste na fragmentacéao
aleatéria do DNA gendmico em diversos tamanhos e a sua ligacdo com adaptadores. Apos isso,
¢ realizado um processo de “PCR em ponte” que amplifica milhdes de fragmentos em uma
célula de fluxo, gerando agrupamentos separados com mesma sequéncia que irdo produzir um
forte sinal dptico para a proxima etapa. E por fim, o sequenciamento, que acontece por: 1) ciclos
de adigdo de nucleotideos modificados com extremidade 3° — OH bloqueadas no DNA molde,
2) deteccdo do sinal fluorescente de cada base que sera interpretada pelo sequenciador e 3)
remogao quimica da fluorescéncia tornando a extremidade 3” — OH livre para a continuacdo da

polimerizag&o da fita molde.
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A saida de sequéncias brutas dos sequenciadores Illumina gera fragmentos de DNA de 40
— 300 pb, sendo classificadas como short reads. Vantagens como custo-beneficio, baixas taxas
de erro, grande quantidade de dados gerados e diversos protocolos de fragmentacdo do DNA,
tornam esta abordagem de sequenciamento bastante versatil e atrativa (Kumar et al., 2016;
Kchouk et al., 2017). Embora o uso de sequenciadores de NGS possibilite uma série de
finalidades, existem algumas desvantagens inerentes a utilizacdo de short reads, como
problemas na identificacdo de regides repetitivas e duplicadas, bem como variantes estruturais
e 0 acesso de regides ricas em contetdo GC; isto torna processos como a montagem de genomas
uma tarefa desafiadora (Pollard et al., 2018; Ho et al., 2020).

1.4 SEQUENCIAMENTO DE TERCEIRA GERACAO (TGS) — MinION.

Os vieses de amplificacdo contidos na utilizacdo de short reads podem resultar em
montagens de novo super fragmentadas, que tendem a gerar problemas de resolucdo de
sequéncias repetitivas de genomas grandes (Schatz et al., 2010). As tecnologias de
sequenciamento de terceira geracdo (TGS), surgiram da necessidade de contornar as
dificuldades enfrentadas pelo NGS através do incremento do tamanho das reads geradas
(Pollard et al., 2018; Lu et al., 2016). O sequenciamento de long reads, como assim Sao
chamadas as sequéncias produzidas por TGS, é capaz de gerar dados que excedem quilobases
e abrangem regides consideravelmente maiores de um genoma em um unico fragmento gerado
(Goodwin et al., 2016).

Em 2014 a Oxford Nanopore Technologies (ONT) foi responsavel pelo lancamento da
plataforma MinlON, que se tornou um dos sequenciadores de TGS mais recentes e bem-
sucedidos do mercado (Mikheyev & Tin, 2014; Deamer et al., 2016). Esse dispositivo apresenta
caracteristicas interessantes por ser um equipamento compacto, portéatil e que funciona
conectado a um computador via porta USB 3.0; isto possibilita vantagens como a exibi¢do em
tempo real dos dados gerados ainda que a corrida de sequenciamento ndo tenha sido finalizada
(Kulski, 2016; Kchouk et al., 2017).

O método de sequenciamento desenvolvido pela ONT é baseado na identificacdo do efeito
da corrente ionica durante a passagem de nucleotideos através de nanoporos (Bayley, 2015).
Embora ndo haja a necessidade de amplificagdo por PCR, uma etapa de preparagéo de biblioteca
assim como no NGS é necessaria. Inicialmente, dois tipos de adaptadores sao utilizados, um

oligonucleotideo chamado de “lider”, e outro constituido por um oligonucleotideo simples
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chamado de “grampo” (Ip et al., 2015). Ambos os adaptadores sdo ligados em qualquer lado do
DNA e possuem a fungdo de guia-lo para proximo da membrana onde os poros estdo inseridos
(Goodwin et al., 2016).

O sequenciamento inicia quando o “lider” alcanga a proteina-motor presente no poro que
descompacta 0 DNA, permitindo que a fita simples seja deslocada através do nanoporo até
alcangar o “grampo”, o qual possibilita a passagem da fita complementar da mesma maneira
(Lu et al., 2016). Durante essa passagem, mudancas na corrente iénica sdo observadas diante
da ocupacéo dos nucleotideos no poro. A magnitude e o tempo de duracdo desses eventos de
mudanca sdo detectados por sensores, e por meio de modelos graficos gerados pelo
sequenciador, s3o interpretados em “k-mers”, que representam um conjunto de 3-6

nucleotideos usados para a determinacdo da sequéncia (Jain et al., 2016).

A plataforma MinlON se configura como uma abordagem bastante atrativa, mas que possuli
limitacdes inerentes a sua tecnologia. Fatores como a velocidade ndo homogénea de
deslocamento dos nucleotideos no interior dos canais, nucleotideos de estrutura similar e
auséncia de mudanca de sinal na passagem de homopolimeros, podem se configurar como
complicacBes quimicas que causam uma baixa precisdo na chamada de bases durante o
sequenciamento (Rang et al., 2018). Em um estudo de sequenciamento utilizando a plataforma
da ONT, foram encontrados valores considerados altos para taxas de erros em insercoes,
delecdes e substituicdes de 4,9%, 7,8% e 5,1%, respectivamente (Jain et al., 2015). No entanto,
a taxa de erro finalmente reduziu bastante no lancamento da versdo de flow cells R10,
permitindo uma confiabilidade maior nas sequéncias produzidas com uma cobertura menor de
reads (Fig. 1). Dessa forma, uma a avaliacdo do uso da plataforma MinlON para a obtencao de
genomas completos se torna necessaria diante dos vieses de sequenciamento da ONT em

relacdo ao implementado pela Illumina.
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Figura 1: Qualidade de reads de wversbes de flow «cells da Oxford Nanopore (Fonte:

https://nanoporetech.com/about-us/news/r103-newest-nanopore-high-accuracy-nanopore-sequencing-now-

available-store).

1.5 GENOME SKIMMING.

Devido ao padrdo constante de reducdo de custos nas Gltimas décadas em relacdo as
tecnologias de HTS, programas de pesquisa envolvendo DNA barcoding tradicional migraram
gradativamente para trabalhos com escala maior, referindo-se a quantidade de espécimes e loci
génicos utilizados, representando uma abordagem mais poderosa (Coissac et al., 2016). Essa
mudanca de paradigma para a era gendmica, influencia diretamente na aplicacéo de diferentes
abordagens de sistematica molecular mais completas em virtude do aumento substancial de
dados. A adicdo de outros loci informativos além do DNA barcode padrdo do COIl vém
garantindo resoluc@es filogenéticas mais robustas para um determinado grupo taxonémico, o
que implica em um melhor entendimento de histdria evolutiva (Malé et al., 2014; Tan et al.,
2022).

Um método que vem possibilitando a realizacdo desse desenvolvimento é o chamado
genome skimming, termo que foi primeiramente utilizado por Straub et al. (2012) em uma
analise de taxons vegetais, propondo basicamente uma abordagem de sequenciamento de baixa
cobertura para regides com altas quantidades de cdpias no genoma, como o DNA organelar de
plastidios e mitocondrias, além de regides repetitivas do genoma nuclear. Em animais, essa
abordagem estd sendo essencialmente associada a abordagens de bioinformatica (p. ex.
montagem de novo), tornando possivel reconstruir a sequéncia de um genoma mitocondrial
completo para diferentes espécies de forma eficiente e rapida, e com um bom custo-beneficio

(Grandjean et al., 2017). Além disso, estudos recentes tém encontrado que esse método aparece
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como uma Gtima alternativa para recuperacdo sequéncias génicas a partir de amostras de DNA
degradado (Trevisan et al., 2019; Nevill et al., 2020).

Diante da performance de aplicacdo do metabarcoding para a discriminacdo das
comunidades naturais, sua confiabilidade para aplicaces de conservacdo da biodiversidade
vem se tornando cada vez maior, considerando que as potenciais limitacGes associadas ao
método tém sido superadas com o avangar do desenvolvimento das tecnologias de
sequenciamento (Taberlet et al., 2012). Assim como 0 metabarcoding proporcionou uma
perspectiva de aumento de dados em carater taxonémico em estudos ambientais, a abordagem
agora chamada de metagenome skimming ou mitochondrial metagenomics, tornou possivel a
execucao dessa tarefa acrescentando uma maior quantidade de dados genéticos, ndo mais
especializada em loci especificos para 0 DNA barcode tradicional, mas em escala de genomas

inteiros (Papadopoulou et al., 2015).

Diversos trabalhos que investigam processos ecolégicos e evolutivos em larga escala
utilizando genomas mitocondriais completos, estdo sendo realizados empregando a abordagem
citada acima para diferentes tipos de amostras, como por exemplo, utilizando amostras
compostas de espécimes, ou até mesmo amostras ambientais (Campton - Platt et al., 2016).
Além disso, essa abordagem pode ser estendida para inferir melhor a resolucéo filogenética e
estruturacdo de comunidades de grupos taxondmicos, como no caso de besouros (Coledptera),
que tém sido o principal alvo desses estudos em diferentes regiGes do planeta (Andujar et al.,
2015; Linard et al., 2015).

Os resultados obtidos por esses estudos mostram evidéncias de superagao dos problemas
enfrentados em trabalhos de metabarcoding tradicional utilizando amostras de DNA ambiental,
por exemplo, mostrando uma riqueza de espécies subestimada por conta do uso de primers
universais que acabam ndo amplificando determinada regido em alguns taxons (Collins et al.,
2019). Situagdes como essa criam a necessidade do desenho de primers especificos de acordo
com a resolucdo taxondmica de determinados loci em bancos referenciais existentes (Elbrecht
& Leese, 2015). Ha também critérios de opg¢des de loci por preferéncia de pesquisadores em
estudos baseados na identificacdo molecular de espécies ou de metabarcoding, 0 que seria
contornado uma vez que fosse obtido todos os loci oriundos de um genoma organelar completo
(Coissac et al., 2016).
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1.6 GENOMA MITOCONDRIAL.

Mitogenomas séo representados por uma molécula circular simples, fechada e com
conformacédo em dupla-fita; sendo encontrados em mdaltiplas copias dentro de uma Unica célula
na maioria dos vertebrados (Shadel & Clayton 1997). Comumente apresentam uma heranca
predominantemente unissexual (linha materna) mas com exce¢6es conhecidas (Ladoukakis &
Zouros, 2017). A estrutura e composi¢cdo do DNA mitocondrial (mtDNA) entre a maioria dos
vertebrados se mostra de modo bastante conservado, com um tamanho médio entre 16 a 17 kbp
e composto por 37 genes, sendo 22 de tRNAs, dois de rRNAs e 13 genes codificadores de
proteina (GCPs) (Boore, 1999).

A dupla fita de seu material genético é categorizada pela sua composicao nucleotidica,
contendo uma fita pesada (H — heavy-strand) ou leve (L - light-strand). Metazoarios apresentam
uma tendéncia de riqueza no contetdo de bases nucleotidica adenina e guanina (A + G) na
terminacdo de codons dos genes codificados pela fita H, havendo, por outro lado, uma maior
proporcéao de citosina e timina (C + T) na fita L (Asakawa et al., 1991; Bernt et al., 2013). A
fita H apresenta a maior parte da informacdo genética, geralmente contendo genes para os dois
rRNAs, 14tRNAs e 12 regides codificadoras de proteina, enquanto a fita L abriga oito tRNAs
e um GCP (Taanman 1998; Broughton et al., 2001).

Entre os 13 genes codificadores de proteinas pertencentes aos complexos enzimaticos
da fosforilacdo oxidativa, estdo o citocromo b (CYTB), subunidades I-11l da citocromo ¢
oxidase (COIl, COIl e COIIll), ATP sintase (ATP6 e ATP8) e sete genes que codificam
subunidades da cadeia respiratéria NADH dehidrogenase (NAD1, NAD2, NAD3, NAD4,
NADA4L, NAD5 e NADG6) (Ingman, 2006). Cada GCP é separado por pelo menos por um tRNA
(Ojala et al., 1981). Além disso, existe uma regido controle (RC) ndo codificadora chamada de
D-Loop, que contém sequéncias de sinais regulatorios responsaveis pela replicacdo e
transcricao das fitas do mtDNA (Saccone et al., 1987).

Copias inativas de regides do mitogenoma presentes no genoma nuclear sao
classificadas como pseudogenes (NUMTS) (Lépez et al., 1994), os quais tém sido amplamente
documentados no DNA nuclear de eucariotos (Schiavo et al., 2017; Grau et al., 2020; Wang et
al., 2020). Sua provavel origem remonta da transferéncia de regides da mitocondria para o
nacleo apos o evento simbidtico, e se estabeleceu ao longo do processo evolutivo dos eucariotos

(Timmis et al., 2004). A deteccdo desses pseudogenes interfere diretamente nas analises
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trabalhos que visam a identificacdo de espécies usando o DNA mitocondrial (e.g. DNA
barcoding ou metabarcoding), uma vez que a sua presenga pode superestimar a riqueza real de
especies pela coamplificacdo de NUMTSs (Song et al., 2008; Andujar et al., 2020).

Embora genomas nucleares de peixes e vertebrados, de modo geral, sejam conhecidos
por ndo apresentar pseudogenes, estes foram reportados no mitogenoma de trés espécies de
peixes em um estudo realizado por Antunes et al. (2005). Caracteristicas conservadas do
mtDNA como a ordenacdo dos genes, apresentaram diferentes padrdes que foram
compartilhados polifiléticamente entre espécies de peixes distantemente relacionadas (Satoh et
al., 2016). Além disso, pseudogenes podem ser representados em forma de rearranjos na
estrutura do DNA mitocondrial, como no caso de duplicacGes em regides de tRNA que foram

encontradas retidas no genoma de Chlorurus sordidus (Mabuchi et al., 2004).

Os indicios das existéncias de NUMTs no genoma mitocondrial em geral estdo
associados a codons de parada, insercdes ou duplicacdes (Song et al., 2008). No entanto, outros
indicativos podem ser observados, como regides altamente mapeadas que apresentem variagdes
nucleotidicas durante um sequenciamento (Fig. 2) (Pereira et al., 2020). Dessa forma, a
obtencdo de genomas inteiros por si pode auxiliar na funcdo de identificacdo com maior
precisdo regides que podem conter NUMTS, ou proporcionar outras opc¢des de utilizacdo de
marcadores para abordagens de identificacdo molecular de espécies. Além disso, vieses como
regides duplicadas oriundas do genoma nuclear ou originalmente pertencentes ao DNA
mitocondrial, seriam detectados com maior precisao utilizando sequenciamento de long reads
(Fig. 3) (Gan et al., 2019).
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Figura 2: Gréfico apresentando uma maior cobertura de sequenciamento e varia¢do nucleotidica no COIl e outros

genes que podem indicar a influéncia de NUMTSs nesta regido do genoma mitocondrial (Fonte: Pereira et al., 2020).
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Figura 3: Contigs gerados pelo sequenciador MinlON abrangendo regides verdadeiramente duplicadas do genoma

mitocondrial da lagosta Homarus gammarus indicando pseudogenizacao (Fonte: Gan et al., 2019).

O uso de ferramentas moleculares em estudos focando a discriminagéo da ictiofauna

que habita os ambientes de agua doce da Amazbnia ainda € incipiente. Muitos trabalhos

utilizando métodos tradicionais de amostragem e de identificacdo de espécies foram realizados

na regido, destacando a necessidade da caracterizacdo dessa riqueza para uma melhor

compreensdo dos processos ecoldgicos e evolutivos que garantem a viabilizacdo de medidas de
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conservacao de populagdes naturais. A popularizacdo de diversas plataformas de tecnologias
de sequenciamento configura uma excelente alternativa para impulsionar o conhecimento da
biodiversidade. No entanto, a utilizacdo ideal desses sistemas depende ndo somente da
ampliacdo do banco de dados de referéncia, mas também na producao de sequéncias genémicas
de qualidade que possam garantir a estruturacdo taxondmica mais proxima da realidade.
Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a qualidade de mitogenomas produzidos utilizando
sequéncias long reads, unido a uma abordagem de sequenciamento eficiente e com um bom
custo-beneficio como o genome skimming, além de incrementar a producdo de genomas

mitocondriais de peixes amazbnicos de dgua doce.

2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL:

Gerar e avaliar genomas mitocondriais completos para trés espécies de peixe da Amazonia
utilizando sequéncias long reads seguindo genome skimming como abordagem de
sequenciamento.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Aferir a eficiéncia da montagem dos mitogenomas usando long reads para as trés espécies
de peixe;

e Investigar o valor de dados long reads para evidenciar a presenca de potenciais numts
existentes no genoma de peixes;

e Auvaliar a confiabilidade e qualidade dos mitogenomas montados para a abordagem de

sequenciamento utilizada.

3 MATERIAL E METODOS
3.1 AMOSTRAGEM.

Foi utilizado uma amostra de tecido de um espécime de Carnegiella strigata (Fig. 4),
Gymnorhamphichthys rondoni (Fig. 5) e Potamorrhaphis guianensis (Fig. 6) presentes na
colecdo de tecidos do grupo de pesquisa GIBI (Grupo de Investigacdo Bioldgica Integrada).
Para a selecéo das espécies, foi investigado suas potenciais referéncias no GenBank com base
na distancia taxondmica e utilizacdo de métodos de sequenciamento diferente. Assim para C.
strigata, foi escolhida uma sequéncia da prépria espécie (AP011983.1), para G. rondoni uma
referéncia do mesmo género foi optada (Gymnorhamphichthys sp. - AP011980.1), enquanto
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para P. guianensis, o mitogenoma de Ablennes hians (AP006774.1) foi selecionado por ser

membro da mesma familia.

Figura 4: Espécime utilizado de Carnegiella strigata.

| “.”M]MHW,“W

Figura 6: Espécime utilizado de Potamorrhaphis guianensis.
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3.2 EXTRACAO DE DNA E SEQUENCIAMENTO DE LONG READS.

O DNA gendmico foi extraido das amostras de tecido utilizando o protocolo CTAB (Doyle
& Doyle, 1987) a fim garantir altas quantidades de DNA genémico. O produto extraido de todas
as amostras foi quantificado no Qubit® Fluorometer (Thermo Fisher) e diluido ou concentrado
a fim de obter a concentracdo apropriada para seguir de acordo com as demandas de cada
plataforma de sequenciamento. A preparacao da biblioteca para 0 DNA extraido foi processada
pelo SQK-LSK110 Ligation sequencing kit e apds isso foram submetidos ao sequenciador

MinlON R10 flow cell seguindo as instru¢des do fabricante.

3.3 MONTAGEM DE GENOMA MITOCONDRIAL.

Para a realizacdo da montagem do mitogenoma de cada espécie, as long reads brutas foram
mapeadas contra a referéncia escolhida (Ver se¢do 3.1) usando o Minimap2 (Li, 2018).
Posteriormente as reads potencialmente mitocondriais foram extraidas utilizando o SAMtools
(Danecek et al. 2018), e assim, as sequéncias restantes foram utilizadas para a realizacdo da
montagem de novo utilizando o Flye (Kolmogorov et al. 2019). Os contigs gerados sucederam
a uma etapa de polimento para correcao de erros e indels por meio do software Medaka (Wick
et al. 2019).

3.4 ANOTACAO E ANALISE DO GENOMA MITOCONDRIAL.

Os contigs mitocondriais foram anotados usando a plataforma MITOS 2 Web Server (Bernt
et al. 2013) e GeSeq (Tillich et al. 2017). Para 0s genes que apresentaram complicacfes ao
realizar sua anotagdo, uma anota¢do manual foi conduzida por meio da busca por ORFs (Open
Reading Frames) utilizando o programa Geneious Prime 2022.1.1. A visualizagdo do genoma

e contigs mitocondriais foi efetuada no OrganellarGenomeDRAW (Greiner et al. 2019).

A traducdo das sequéncias, apuracdo e correcdo de cddons de cada GCP foi aplicada por
meio das ferramentas online Web Expasy (Gasteiger et al. 2013) e Codon Plot (Stothard, 200).
A cobertura de cada contig montado foi calculado pelo Pysamstats

(https://github.com/alimanfoo/pysamstats), e a busca por repeti¢des in tandem foi explorada

pelo Tandem Repeats Finder (Benson, 2000), com a predi¢do da possivel formacdo de

estruturas secundarias em repeticdes sendo executada no Mfold (Zuker, 2003).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Carnegiella strigata.
4.1.1 SEQUENCIAMENTO, MONTAGEM E COBERTURA.

O sequenciamento bruto gerou um total de 139.398 reads. Para a selecdo das long reads
mitocondriais, foi escolhido o mitogenoma de referéncia da mesma espécie disponivel no
GenBank (AP011983.1). O mapeamento final resultou em 514 reads que foram utilizadas para

a etapa de montagem do genoma mitocondrial de C. strigata (Tabela 1).

Tabela 1: Numero de reads brutas, mapeadas e o cddigo de acesso da referéncia utilizada para cada espécie.

) Reads Reads )
Espécie Referéncia GenBank
brutas mapeadas
_ ) Carnegiella strigata/
Carnegiella strigata 139.398 514
AP011983.1
Gymnorhamphichthys Gymnorhamphichthys sp./
4 p- Y 64.459 866 d P s
rondoni AP011980.1
Potamorrhaphis _
3116007 574 Ablennes hians/ AP006774.1

guianensis

O resultado da montagem gerou quatro contigs que ndo foram capazes de abranger o
conteido completo do mitogenoma da espécie. O tamanho de cada contig foi calculado: contig
1 (3557 pb), contig 2 (7073 pb), contig 3 (2078 pb) e contig Regido Controle (2486 pb). A
cobertura do sequenciamento de cada contig pode ser observada na Figura 7.
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Figura 7: Cobertura de cada contig resultante da montagem de Carnegiella strigata.

4.1.2 ESTRUTURA E ORGANIZACAO DO MITOGENOMA.

Por ndo ter sido possivel a recuperacdo de um contig circular, uma anotacdo com
configuracdo linear foi apresentada (Figura 8). Um total de 28 genes foram anotados além da
regido ndo codificadora configurada como a RC, dos quais 25 foram recuperados de forma
completa e trés de forma parcial (NAD1, COIl e NAD5), com todos os GCPs sendo encontrados
na fita pesada exceto NADG. Apesar disso, todos 0s genes recuperados nas montagem seguiram

0 padréo geral de ordenacdo encontrado em Characiformes (Xu et al. 2021).
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Figura 8: Anotacdo génica para cada contig gerado da montagem de Carnegiella strigata, com o contig 3 unido

ao contig da regido controle para melhor visualizacéo.

O cébdon de inicio ATG foi o unico representante para todos os genes codificadores de
proteina preditos (NAD1, COIl, ATP8, ATP6, COIIl, NAD3, NAD4L, NAD4, NAD5, NAD6
e CYTB), ocorrendo da mesma forma que a sequéncia referéncia de C. strigata para estes
mesmos genes. Considerando a terminacgéo génica, diferentes codons ocorreram, sendo TAA o
predominante (COIl, NADA4L e ATP8). No entanto, a presenca de cddons incompletos também
se fez bastante presente, sendo T para os genes COIll, COIlll e NAD3, bem como o cédon TA

parao CYTB, e o codon ndo convencional AGA para o gene NADS.

Realizando a mesma comparacdo feita anteriormente, mas para os codons de inicio, somente
0s genes COII, ATP8, COIlll, NADA4L, NAD4, NAD5 e CYTB, apresentaram 0 mesmo padrao



24

de cddon de terminacdo que a sequéncia referéncia, exceto o gene COI, que apresentou TAA,
diferentemente do mitogenoma de referéncia de C. strigata que exibiu o codon TAG. Essa
informacao é suportada pelo valor de cobertura estavel (Cobertura do cddon TAA =53) para a
posicao desse codon, o que confere um grau de confiabilidade maior quanto a confirmacéo da

troca da base A por G.

A configuragdo estrutural do contig produzido em comparacdo com a referéncia também
sustenta essa modificacdo, em que a existéncia de um espaco intergénico de mesmo tamanho
(1pb) entre 0 COI e 0 tRNA Serl, também é encontrado na sequéncia de referéncia (Figura 9).
Estudos focados em populacdes de C. strigata na Amazonia utilizando fragmentos de genes
mitocondriais estdo conferindo um carater criptico para esta espécie, em que distancias
genéticas consideraveis utilizando GCPs foram encontradas. Logo, as mudancas observadas no
uso de cddons de terminacdo no gene COI, desempenhando a mesma funcdo, podem estar

reforcando tal situacéo (Schneider et al. 2018).

785 pb 305 pb

Col tRNA Serl

C. Strigata(longreads) |A CAATCT

CGAGGAAGGA
C. Strigata (4P011983.7) G C A G T C T\ CGAGGAAGGA

7010 pb 7030 pb

Figura 9: Alinhamento entre C. strigata long reads e referéncia destacando a mudanca de base A por G no c6don
de parada do gene COI.

N&o foi possivel definir corretamente os stop codons para o0s genes ATP6, NAD4 e NADS6,
uma vez que terminaram suas sequéncias com A, C, e ATA, respectivamente. Isto ocorreu por
ndo ter sido possivel identificar corretamente suas sequéncias como ORFs (Open Reading
Frames) mesmo apo6s a curadoria manual. Portanto, foi decidido manter a posicéo inicial e final

desses genes no mitogenoma pelos métodos de predi¢do génica adotados neste trabalho.

A causa disso possivelmente estd atrelada a indels por efeito da natureza do
sequenciamento de leituras longas, as quais dificultam a validagdo dos codons verdadeiros no
genoma, e assim impedindo a determinagdo mais precisa da abrangéncia de cada gene. Mas
também, é possivel que este problema esteja indicando tracos de pseudogenes (Numts) que
apresentam sequéncias similares as reads mitocondriais. E provavel que o sequenciamento e

mapeamento destas numts tenham influenciado diretamente o resultado da montagem, o que



25

pode explicar a presenca de diversos stop codons presentes na sequéncia dos genes ATPG6,
NAD4 e NADG6 (Figura 10) (Flynn et al. 2015).

ATP6—-5*3°

Met ALNFFDQFMet SPTYLGVPLIMet IALTPFEPW
I FFPSPSNRWLSNREMet VTLONWFIGOQFTRGOQTL
LOQOPLNMet NG HEWALMet LT SLMet IFLLTMetNTL
LGLLPYTFTPTTOLS LNMet GLAVPFWLATTYVI
I GMet RN QPTVAFStop TF TTRStopNSITFNPST
Y Y HRNNGStop FI Y STLSSQECDStopQ QT Stop QL
D T Y  Stop F N Stop L Q L Q = L
¥ Stop Y Q Stop Stop L. P Stop L. Y Stop L PP S F S YL HF L
KLQStopQStop FRPTYLSFYStopAY IYEKEKTF
ND4-5°3°

Met LEKILIPTIMet LFPTIWLINTFEWLWTTT
T Met 0 S FI I AFVSLTWILNTWNTGSETGWTT S
NMet Y Mt c I DQLSAPLLILTCWILDLEPTLMtTITL
S Stop PRPYFYWTGStop N SPTNMet SYF INIFTS L
SYYSLStopCYWNYFILYHIWNNPNSNTFNYTYY
SLStop KPNWTSEKCRNMet LLILHTS Stop FSSFT
Y CFIITTT TG Stop Y Y YSLFTFTOPMet FTTIGSNY
L Met Stop SENLMet NStop LF T SLFSENTTILRSTEP
L I T Stop S P C Stop S P S S WFNGSVYV S S SPFIEKT
G StopMet WN NTN YTS I Stop T Y I Stop Stop I SLPI Y
Y FS PLStopY HYNWFNLSTTDWLEITINCTLLF
S Stop PYGT C S Stop Stop NP N SN TL Stop IYW S NHF
NNCPRLSFFRFILLSG Stop Y NMet WTNQOQPNNT
FSPWNTNYFTSY YHMetMet I YCQSSEKELSFTEPF
T Stop F N Stop G TN Y Y YC Y I QL I PMet NT N F N R
L Stop Y FNHRCLLSSFIFDFTMet GFNSNPYZSOQ
HSTLSYSStop TSLNNFTSNSYYTTNSStop TR T
N L Stop NI L

ND6—-5*3°
YTAQStopAPRLNPQLTLEQOQTZE T Met Met KL N P
POLTLYHLEDNMet Met KLHL Y FP P Stop Met KK S L
E S Mt TN QD PTLTFOQLSTLDNEHTETTPTTFPT Mkt T
K Stop NMet T Y T Stop TER S P QLS GERKGSAANR ARHA
EStop ANTTNMet PPRK Stop TIENKINAKNTPPECET
ETPHPTLQQQPTLEQONEKVQDS Stop KLQLLN
QMet L T Q Met K Met K K Q Met I H

Figura 10: Tradugdo das sequéncias dos genes ATP6, NAD4 e NADG6, com destaque para a detecgdo de stop
codons internos em C. strigata.

Foram identificados 14 tRNAs, que variaram de tamanho em 68 pb (tRNA Phe) a 75 pb
(tRNA Leul), estando 11 presentes na fita pesada e apenas trés na fila leve. Os rRNAs foram
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recuperados com tamanhos de 1013 pb e 2761 pb para o rRNA 12S e rRNA 16S,
respectivamente, e com sua localizagdo tipica entre os tRNA Phe, Val e Leul. Em relagéo aos
espacos intergénicos e sobreposicOes, a primeira culminou em um total de 51 pb distribuidos
oito vezes no genoma mitocondrial de C. strigata, sendo o maior com 20 pb localizado entre
tRNA Val e 0 rRNA 16S. As sobreposicdes se apresentaram em menor ndmero, aparecendo
somente cinco vezes somando 35 pb: rRNA 12S e tRNA Val (1 pb), ATP8 e ATP6 (10 pb),
NAD4L e NAD4 (7 pb), NAD5 e NAD6 (15 pb), tRNA Thr e tRNA Pro (2 pb). As
caracteristicas dos genes anotados e como estdo organizados em cada contig estdo descritas na
Tabela 3.

Tabela 2: Caracteristicas do mitogenoma de Carnegiella strigata, incluindo a localizagdo, tamanho, espagos
intergénicos e cddons de cada gene encontrado por contig produzido, asteriscos identificam codons provavelmente

incorretos.

Localizagéo Codon
Gene Inicio Fim  Tamanho Espago Intergenico/ Inicio Parada Fita
Sobreposicéo (pb)
Contig 1
tRNA Phe 1 68 68 H
rRNA 12S 69 1013 945 0 H
tRNAVal 1013 1084 72 -1 H
rRNA 16S 1105 2761 1657 20 H
tRNA Leul 2762 2836 75 0 H
NAD1 2837 3557 721 0 ATG - H
Contig 2

Ccol 1 794 794 - - TAA H
tRNA Serl 796 866 71 1 L
tRNA Asp 871 941 71 4 H
COll 956 1646 691 14 ATG T H
tRNA Lys 1646 1721 75 0 H
ATPS8 1723 1890 168 1 ATG TAA H
ATP6 1881 2565 685 -10 ATG A* H
COlll 2566 3349 784 0 ATG T H
tRNAGly 3350 3421 72 0 H
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NAD3 3422 3770 349 0 ATG T H
tRNA Arg 3771 3840 70 0 H
NADA4L 3841 4137 297 0 ATG TAA H
NADA4 4131 5511 1381 -7 ATG Cc* H
tRNA His 5513 5581 69 1 H
tRNA Ser2 5582 5649 68 0 H
tRNA Leu2 4651 5723 73 1 H
NADS5 5724 7073 1350 0 ATG - H
Contig 3

NADS5 1 200 200 0 - AGA H
NADG6 186 698 513 -15 ATG ATA* L
tRNAGIlu 699 767 69 0 L
CYTB 773 1902 5 0 ATG TA H
tRNA Thr 1912 1983 72 9 H
tRNA Pro 1982 2051 70 -2 L

Contig Regido Controle

D-loop 1 2486 2486

4.1.3 IDENTIFICACAO DE REPETICOES IN TANDEM PRESENTES NA REGIAO
CONTROLE DE C. strigata.

A regido controle foi identificada com um comprimento de 2486 pb, sendo um tamanho néo
apenas diferente, porém maior do que é encontrado na referéncia de C. strigata no GenBank.
Na referéncia, é possivel observar um trecho de 1304 pb retratado no GenBank como regido
desconhecida, e logo em seguida, o fragmento D-loop de 898 pb, totalizando 2202 pb de uma

regido nao codificadora (Figura 11).

CYTB tRNA Pro D-Loop

(AP011983.1)
L Y J
Regidao Desconhecida

1304 pb

Figura 11: Representacdo da por¢do final do mitogenoma de C. strigata disponibilizada no GenBank.
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Ao fazer o mapeamento da regido controle produzida com long reads contra a referéncia
(Figura 12), embora seja possivel observar diferentes pontos de divergéncia e inser¢do
nucleotidica, foi constatado que a regido desconhecida e D-loop da referéncia coincidiu com a
montagem produzida por long reads, além de um trecho de 348 pb ndo mapeado, o que pode

indicar uma regido ndo codificadora ainda maior do que os dados disponibilizados no GenBank.

CYTB tRNA Pro D-Loop
(AP011983.1)
Carnegiella strigata \ 1 J
(Long reads) o y
Regido Nao Mapeada Regiiio Mapeada
348 pb 2138 pb )
T
Regiio Controle
2486 pb

Figura 12: Representacdo do mapeamento da regido controle gerada com sequéncias long reads contra o

mitogenoma de referéncia de C. strigata.

Tendo em vista o resultado do mapeamento acima, trés sequéncias foram utilizadas para a
realizacdo da busca por repeti¢des in tandem, sendo uma a regido nao codificadora da referéncia
de 2202 pb (Regido desconhecida + D-loop) (Figura 11), e outras duas derivadas da regido
controle long reads, uma com um total de 2138 pb (Regido controle mapeada), e outra com
2468 pb comportando a anterior mais a regido ndo mapeada (Regido controle completa) (Figura
12).

Foram encontrados sete diferentes padrdes de repeti¢des in tandem para as trés sequéncias
utilizadas de Carnegiella strigata (Tabela 4). A regido ndo codificadora do mitogenoma de
referéncia exibiu um Gnico padréo de repeticdes a partir da posicdo 18 a 1196, compreendendo
quase que todo o trecho descrito como regido desconhecida, a sequéncia
ATAATATTACATATGTACTAGTACATATTATGC se manteve como 0 consenso de cada
repeticdo com um tamanho final de 33 pb e ocorrendo 35,4 vezes.

A sequéncia acima foi encontrada como um padréo de repeticao para as duas regides controle
produzidas por long reads, em que somente na regido mapeada dispds de 37,4 nimero de
copias, comecgando na posicdo 1 a 1236, enquanto na regido controle completa apareceu 48,4
vezes, tendo inicio na posi¢do 1 a 1548. Além disso, foram identificados um total de dois
padrdes de repeticdes para a RC mapeada, e quatro para a RC completa. Estes padrdes

basicamente consistiam na quebra ou juncéo da sequéncia consenso acima. Os outros padroes
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e a forma como estdo apresentados dentro genoma mitocondrial pode ser consultado no

apéndice A - G.

Repeticdes in tandem presentes na RC ja vém sendo relatados no genoma mitocondrial de
peixes e outros vertebrados, inclusive na ordem Characiformes (Xu et al. 2021). Assim, é
assumido que as regides que incluem as repeticdes facam parte da regido controle total de C.
strigata, evidenciando uma regido controle acima da média encontrada de 1100 pb para peixes
(Terencio et al. 2012, Satoh et al. 2016). Além disso, € sugerido que o comprimento desta regido
seja maior do que é observado na referéncia (2202 pb), em comparacdo com os dados
sequenciados com a abordagem utilizada neste trabalho (2486 pb). Estas observacdes reforcam
e validam a eficiéncia desta tecnologia na resolucdo de regiGes contendo estas caracteristicas

no mitogenoma (Formenti et al. 2021; Kinkar et al. 2021).

No entanto, esta variacdo de tamanho da RC de populacdes naturais de peixes e outros
organismos, mesmo nas moléculas bioldgicas de um Unico individuo, jA é um fendmeno
conhecido como heteroplasmia (Arnason e Rand, 1992; Bentzen et al. 1998). Este evento esta
estritamente relacionado a presenca de sequéncias repetitivas na RC, onde a formacdo de
potenciais estruturas secundarias nessas sequéncias levam a desempenhar um papel importante
no término ou na continuag&o da sintese do DNA mitocondrial durante a replicacéo (Kornienko
et al. 2018). Este fenbmeno ocorre porque as repeticdes contendo multiplas sequéncias
associadas ao término (TAS), comumente TACAT e o seu complementar, tendem a formar
estruturas espaciais secundarias que atuam como uma espécie de barreira para a DNA
polimerase (Bernacki e Kilpatrick, 2020). As TAS foram identificadas para a maioria dos
padrBes de repeticdo e com a formacdo de estruturas secundarias, podendo ser consultadas no
apéndice H-M.

Tabela 3: Caracteristicas das repeti¢des in tandem encontradas nas sequéncias pertencentes a regido controle de

C. strigata..

Regido desconhecida + D-loop (AP011983.1)

Indice Copias Tamanho Match (%) Indels (%) Score A C G T
18-1196 354 33 98 1 2247 39 11 9 39

Regido controle mapeada (Long reads)

indice Copias Tamanho Match (%) Indels (%) Score A C G T
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1-1236 374 33 99 0 2440 39 12 8 39
22-1235 1116 10 60 25 106 39 12 8 39

Regi&o controle completa (Long reads)

indice Copias Tamanho Match (%) Indels (%) Score A C G T
1-1584 484 33 91 4 1794 39 12 8 39
1-1584  23.7 66 93 3 27165 39 12 8 39
1-1584 158 99 96 2 2932 39 12 8 39

248 - 1583 122.5 10 60 25 122 39 12 8 39

4.2 Gymnorhamphichthys rondoni.
4.2.1 SEQUENCIAMENTO, MONTAGEM E COBERTURA.

O sequenciamento do espécime de Gymnorhamphichthys rondoni gerou um total de 64.459
reads. Para a selecdo apenas das sequéncias de origem mitocondrial, 0 mitogenoma de
Gymnorhamphichthys sp. (AP011980.1) disponivel no GenBank foi utilizado como referéncia
para a realizagdo do mapeamento, o que resultou num total de 866 reads que prosseguiram para

a montagem do genoma mitocondrial, como mostra a Tabela 1.

O tamanho total do genoma encontrado para G. rondoni foi de 16.566 pb. A cobertura de
sequenciamento se manteve em um valor estavel e pode ser visualizada na Figura 13. A
composic¢do nucleotidica foi: T, 25,8%; C, 30,4%, A, 27,5% e G, 16.3%, sendo o contetdo GC
total de 46,7%, estando um pouco abaixo do conteddo AT comumente observado para outras

espécies de peixes teledsteos (Prosdocimi et al. 2011).
4.2.2 ESTRUTURA E ORGANIZACAO DO MITOGENOMA.

As long reads mitocondriais utilizadas foram suficientes para a confeccdo de um Unico
contig circular que abrange o genoma mitocondrial completo da espécie (Figura 14). Apos a
anotacdo automatica e manual, foram recuperados todos os 37 genes mitocondriais, 13 GCPs
22 tRNAs, dois rRNAs e uma regido controle D-loop de 955 pb. Apenas o gene NADG6 foi
esteve presente na light strand, enquanto a heavy strand exibiu os demais GCPa. A ordenacéo
e organizacdo identificada de todos os genes foi congruente com a conformacdo de outros
mitogenomas de Gymnotiformes (Aguilar et al. 2019). Apesar do numero ainda baixo de

genomas mitocondriais reportados nos bancos de dados publicos para a ordem, o grupo vem
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sendo um alvo em trabalhos de andncios de mitogenomas (Elbassiouny et al. 2016, Sandoval
et al. 2018).

2 4 & ) w 12 14 15 Epb
Posigdo no genoma mitocondrial

Figura 13: Cobertura da montagem final de Gymnorhamphichthys rondoni.
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Gymnorhamphichthys rondoni
16566 bp

13.33kb

Figura 14: Genoma mitocondrial circular de Gymnorhamphichthys rondoni.

O codon de inicio ATG foi 0o mais presente para os genes codificadores de proteina, sendo
representado dez vezes para os seguintes genes NAD2, COIl, ATP8, ATP6, COIlIl, NAD3,
NAD4L, NAD4, NAD5 e CYTB, enquanto o codon de inicio GTG ocorreu nos trés altimos
genes restantes (NAD1, COl e NADG6). Dez desses mesmos genes (NAD1, NAD2, COl, ATPS,
ATP6, COIl, NAD4L, NAD5, NAD6 e CYTB) terminaram com o cddon TAA, e apenas 0 gene
NAD3 terminou com o codon alternativo TAG, enquanto COIl e NAD4 terminaram sua
sequéncia com o codon incompleto T, sendo uma caracteristica bastante encontrada no DNA
mitocondrial de peixes, em que apesar de incompletos, sdo gerados apds a etapa de transcri¢do

por meio da poliadenilagdo do mRNA (Ojala et al. 1981; Sun et al. 2021).

Foram identificados todos os 22 tRNAs presentes no mitogenoma da espécie do presente
estudo, 14 localizados na heavy strand e oito na light strand, dos quais variaram em
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comprimento de 66 pb (tRNA Cys) a 74 pb (tRNA Lys). Os tRNAs Leu e Ser tiveram suas duas
formas (1 e 2) encontradas dentro do genoma mitocondrial. Enquanto os rRNAs ribossomais
12S e 16S se mantiveram localizados entre os tRNAs Phe e Val, e Val e Leu, e com tamanho

de 948 e 1629 pb, respectivamente.

Algumas sobreposicdes e espagos intergénicos foram observados, seus tamanhos e o local
onde ocorreram no mitogenoma podem ser visualizados na Tabela 4. Um total de 99 pb de
espacos intergénicos foram encontrados, estando distribuidos 13 vezes ao longo do genoma
mitocondrial, com destaque para 0 maior espaco intergénico de 23 pb encontrado entre 0 rRNA
16S e 0 tRNA Leu. Além da regido intergénica de 29 pb localizada entre 0 tRNA Asn e Cys, a
qual esta associada a origem de replicacdo OL da light strand, bem como uma regido de 955 pb
representando a regido controle D-loop. As sobreposicGes entre genes totalizaram 31 pb,
estando presente 10 vezes nas juncdes: tRNA lle e tRNA GlIn (1 pb), tRNA GIn e tRNA Met (1
pb), NAD2 e tRNA Trp (2 pb), ATP6 e ATP8 (7 pb), ATP6 e CO33 (1 pb), COIIll e tRNA Gly
(1 pb), NAD3 e tRNA Arg (2 pb), NAD4L e NAD4 (7 pb), NAD5 e NADS6 (8 pb) e tRNA Thr
e tRNA Pro (1 pb). O tamanho e posicao inicial e final de cada gene esta representado na Tabela
2.

Tabela 4: Caracteristicas do mitogenoma de Gymnorhamphichthys rondoni, incluindo a localiza¢do, tamanho,
espacos intergénicos e cddons para cada gene encontrado.

Localizacao Cédon
Gene Inicio Fim Tamanho Espago Intergenico/ Inicio Parada Fita
Sobreposicéo (pb)

tRNA Phe 1 68 68 H
12S rRNA 68 1016 948 0 H
tRNA Val 1017 1088 72 0 H
16SrRNA 1112 2740 1629 23 H
tRNA Leul 2741 2815 75 0 H
NAD1 2816 3787 972 0 GTG TAA H
tRNA lle 3793 3864 72 5 H
tRNAGIn 3864 3934 71 -1 L
tRNA Met 3934 4002 69 -1 H
NAD2 4003 5049 1047 0 ATG TAA H
tRNA Trp 5048 5118 71 -2 H
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tRNA Ala 5120 5188 69 1 L
tRNA Asn 5190 5262 73 1 L
OL 5265 5292 29 0 L
tRNA Cys 5292 5357 66 0 L
tRNA Tyr 5358 5427 70 0 L
COl 5429 6976 1548 1 GTG TAA H
tRNA Serl 6985 7055 71 8 L
tRNAAsp 7060 7128 69 4 H
COll 7139 7829 691 10 ATG T H
tRNALys 7830 7903 74 0 H
ATPS8 7905 8069 165 1 ATG TAA H
ATPG6 8063 8746 684 -l ATG TAA H
COlll 8746 9531 786 -1 ATG TAA H
tRNAGIly 9531 9601 71 -1 H
NAD3 9602 9952 351 0 ATG TAG H
tRNA Arg 9951 10020 70 -2 H
NADA4L 10021 10317 297 0 ATG TAA H
NAD4 10311 11691 1381 -7 ATG T H
tRNA His 11692 11760 69 0 H
tRNA Ser2 11761 11827 67 0 H
tRNA Leu2 11827 11901 73 1 H
NADS 11902 13737 1836 0 ATG TAA H
NADG6 13730 14254 525 -8 GTG TAA L
tRNA Glu 14255 14323 69 0 L
CYTB 14331 15461 11311 7 ATG TAA H
tRNA Thr 15470 15542 73 8 H
tRNA Pro 15542 15611 70 -1 L

D-Loop 15612 16566 955

4.3 Potamorrhaphis guianensis.
4.3.1 SEQUENCIAMENTO, MONTAGEM E COBERTURA.

Um total de 3116007 reads foram obtidas com o sequenciamento do espécime de

Potamorrhaphis guianensis. Apés a realizacdo do mapeamento, 584 reads potencialmente
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mitocondriais permaneceram para a etapa de montagem, isto tendo como referéncia 0 genoma
mitocondrial de Ablennes hians, membro da familia Belonidae, assim como P. guianensis
(Tabela 1).

O resultado apds a montagem proporcionou dois contigs, um primeiro de 7930 pb e um
segundo de 5444 pb. Embora ambos tenham apresentado uma cobertura consideravelmente
mais alta (>80) do que as duas espécies apresentadas neste estudo (Figura 15), os contigs ndo

tiveram abrangéncia e sobreposicao suficiente para contemplar 0 mitogenoma completo de P.

guianensis.
Contig 1 Contig 2

300 300
250 2504
200+ 2004

g g
'ugv 1504 % 1504

&) e}
100 100
50 50

T T L T T T T 0 T T T T T
1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 1000 2000 3000 4000 5000
Posicdo no genoma mitocondrial Posigdo no genoma mitocondrial

Figura 15: Cobertura de cada contig resultante da montagem de Potamorrhaphis guianensis.

4.3.2 ESTRUTURA E ORGANIZACAO DO MITOGENOMA.

A predicdo génica de cada contig esta representada linearmente na Figura 16. O primeiro
apresentou a porgéo inicial convencional do genoma mitocondrial, iniciando com o tRNA Phe
ao tRNA Lys, enquanto o segundo contig partiu do fragmento do gene ATP6 ao fragmento do
gene NADS. Um total de 31 genes foram recuperados para 0 mitogenoma de P. guianensis
usando sequéncias long reads, sendo 19 tRNAs, 2 rRNAs, e 9 GCPs. Como ja foi mencionado
anteriormente, os genes ATP6 e NADS5 foram recuperados de forma parcial, ao passo que 0s
29 genes restantes foram anotados completamente. No entanto, a ordenacdo dos genes se
mostrou semelhante com o tipico padrdo encontrado em Beloniformes e outros peixes (Cui et
al. 2018).
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Contig 1

tRNA lle
tRNA Met
tRNA Lys

ND2  tRNATMD col tRNA Asp COIl ]

tRNA Ser1

NA Phe rRNA 12S tRNA Val rRNA 16S tRNA Leut ND1

——

tRNA Gin

B

la
SN
y

Py
=25
Ciroe™

Contig 2

tRNA Gly
ND3

tRNA His
tRNA Ser2
tRNA Leu2

ATP6 coll ND4L ND4 ND5

P tRNA Arg

Figura 16: Anotacdo génica para cada contig gerado da montagem de Potamorrhaphis guianensis.

A localizacdo, tamanho e codons utilizados para todos os genes recuperados estdo
mostrados na Tabela 5. Mais uma vez, a maioria dos GCPs (NAD1, NAD2, COIl, COIlll, NAD4
e NADS5) apresentaram ATG como principal start codon, com a excecdo do gene COI que
exibiu GTG, além de NAD3 e NAD4L com ATA, sendo o primeiro registro deste ultimo cédon
em peixes da familia Belonidae. N&o foi possivel registrar o codon de inicio de ATP6 por ndo

ter sido possivel a recuperacao da porcdo inicial do gene em nenhum contig.

Os PCGs em grande maioria apresentaram stop codons incompletos: NAD1 e COII (T);
ATP6 e COIIl (TA). Os genes NAD3 e NADAL foram os Unicos a apresentar os codons de
parada mais convencionais TAG e TAA, respectivamente. Além disso, mesmo ap0s anotacao
manual por meio da procura de ORFs, ndo foi possivel determinar o cédon de parada para
NAD2, COIl e NAD4, que terminaram sua sequéncia com TT, CAA e GA, respectivamente
possivelmente pelas mesmas razdes discutidas anteriormente para alguns genes que
apresentaram a mesma dificuldade em C. strigata (Ver secdo 4.2.2), sendo possivel visualizar

0s stop codons internos apos a realizagdo da traducdo do contetido génico destes genes (Figura

17).



37

ND2-5*3°

Met N P YI TP MetMet LL SMet SL GYVITLTSSHWEFTLR A
WMet 5 LEI STLAILPLMet AGLHHPRAIEATTERTYTFL
TQAAAARAMet ITLFATTSNAWITGQWDIYQLSHTPTLTEP
LTMet I TIALALKIGLAPLHTWLPEVLOQGLNTLS ST G
LILSTWQEIAPFSLLIQIQPYNTFPLIILGVIST
LVGEGOWGGOLNQTQLREILAYSSTAHLGWAYVTILAMetQ
FYPLLPLLQFLFMet LYPHHQHTF Stop HSEKPTSPQT
LIEHFPPPEPERKPLSStop HP Stop FH Stop F5SSHLEDSTL
PLOAS YONDGStop FYKNSLNETSOQSLOQHGStopPLSPL
FSAFTSTSEFHTPGStop SLOYHOQOQMtTYQAGStop HPD A
SLFTEIHFYStop LEYQPOQLFRARSYT PStop P PP S LH
COI-53

VT FVREWMet FSTNHEKDIGTLYLIFGAWRAGMet VGTA
LSLLIRAELSOQPGSLLGDDOTITYNTYTITVTA EHEATF
VMet I F FMet VMet P VMet I G GF GNWMet I PL Met I G A P
DMet A F PRMet NNMet SFWLLPPSFLLLLASSGIERG
AGTGWTVYPPLASNLAHAGASVDLTIFSLHELAGTY
S SILGAINFITTIINMtREPPTISOQYQTPLFVWATY
LITAVLLLLFTTRTYV S SC Stop NYNTS Y Stop P K S EKHEHTI
LWPCRGStop Stop Stop P Y P L P AP ILILWTPE Stop S L Y SN
S PStop IWFNTLSHGCST FLTELStop Q KStop TFWILY G Y
S Met S N N S N W S P W L ¥ R L S S S H I ¥
S Stop ¥ Stop R Stop HT C L L Y I RYHNYCHPNGStopCKSIOQ
L. ACDTA AW S Btop S NQMet Stop N P S PV S TRFYTFFTIY S
WStop FNWY YF S Stop L FF Stop Y Y SPWHLLREGCSTTILEPL
CFIYGSCFCNHGStop SIRPLIPFIY Stop LY FTRHTLN
ENPLYYYILWGStop SHFFPSTTFTLGStop PC Stop YT PT
LFStop LPHAYALWNTTIGS SMtGS  FMetSLVAVILEFTL
FIIWEAFTSKREMet L SIEMet T SMet NVEWLHGTYP P
LLETFEEPAFVQTOQ

ND4-5°3°

Met TEILAPTTLLLLTTWLLPPEELMet ITRNSF Met Q
L THCLGStop QP FMet N Stop I T H G N Stop Met N T P K P L H G
NStop STLNPFTYSHLLTLTLNNYSEKPEREPYIARTTY
¥ STTIIYFPSYITSNLPYPFLORHSEtop NNYVLYH
IWSYPHPNFIYYYPTLGStop QP NStop TT Q C Stop N Met F
PFLYTSURLT STTNRPPPSTIEKHNTWNEPTVSSZYEP
S Met ¥ Stop SPTLN S FCROQNLMet S Stop Met P S SV P REKN
TPLTETPTITYDSOERKTPT S Stop KP QLOQDTLGStop FLPOF
Y Stop N Stop EATAW YE F Y QH Stop S P Stop P E N Stop VT P
L .S Stop PYETV Stop Stop Stop QAL S A SDKOQTStop NP L L
L T HLLTYTStop A Stop L L L. V F L S K H H E A L P D
L Stop FLStop S L Met DStop HHP P Y SV Stop PT P TTNEHT
Z E Q Sop F L Y E A F K Stop P S P L Stop L. H D D
F Stop LA Stop PI S P SPLSPTIS StopEDNGStop Stop LL P L Y
LTDPLEPLFLLALET PStop LQQATHSLYFYQLUNERE
PSPTMet LLLFIOQHTPENTTY Stop FFFIStop PP FY Y S
S SNOQNStop SWA

Figura 17: Traducdo das sequéncias dos genes NAD2, COl e NAD4, com destaque para a deteccao de stop codons

internos em P. guianensis..
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Foram identificados 19 tRNAs, que variam de tamanho entre 65 pb (tRNA Cys) a 74 pb
(tRNA Lys), 13 localizados na heavy strand e seis localizados na light strand. Os rRNAs
também tiveram sua localizacdo tipica entre o tRNA Phe, tRNA Val e tRNA Leul, para rRNA
12S e rRNA 16S, com 942 pb e 1653 pb, respectivamente. Os espacos intergénicos apareceram
13 vezes somando os dois contigs e totalizaram 170 pb, sendo o valor mais alto apresentado
para as espécies deste estudo, tendo tRNA Arg e NADA4L apresentando o maior valor (46 pb),
além do espaco intergénico de 35 pb configurado como a origem de replicacéo da light strand
localizada entre o tRNA Asn e Cys. Ja as sobreposicfes, ocorreram sete vezes, num total de
apenas 16 pb: rRNA 12S e tRNA Val (1 pb); tRNA lle e tRNA GIn (1 pb); tRNA GIn e tRNA
Met (1 pb); COIll e tRNA Gly (1 pb); tRNA Gly e NAD3 (3 pb); NAD3 e tRNA Arg (2 pb) e
NADA4L e NAD4 (7 pb). Todas estas informacGes estdo contidas na Tabela 5 abaixo.
Tabela 5: Caracteristicas do mitogenoma de Potamorrhaphis guianensis, incluindo a localizagdo, tamanho,

espacos intergénicos e codons para cada gene encontrado por contig produzido, asteriscos identificam codons

provavelmente incorretos.

Gone Localizagéo Tamanio Espaco Intergénico/ Cddon -
Inicio  Final Sobreposicdo (pb)  Inicio  Parada
Contig 1

tRNA Phe 1 69 69 - H
12S rRNA 70 1011 942 0 H
tRNA Val 1011 1082 72 -1 H
16SrRNA 1105 2757 1653 22 H
tRNA Leul 2759 2831 73 1 H
NAD1 2832 3798 967 0 ATG T H
tRNA lle 3811 3879 69 12 H
tRNA GIn 3879 3949 71 -1 L
tRNA Met 3949 4017 69 -1 H
NAD2 4018 5051 1034 0 ATG TT* H
tRNATrp 5063 5134 72 11 H
tRNA Ala 5135 5203 69 0 L
tRNA Asn 5205 5277 73 1 L
oL 5278 5312 35 0 L
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tRNA Cys 5313 5377 65 0 L
tRNA Tyr 5378 5444 67 0 L
COl 5446 6987 1542 1 GTG CAA* H
tRNA Serl 7002 7072 71 14 L
tRNA Asp 7076 7145 70 3 H
COll 7148 7835 688 2 ATG T H
tRNA Lys 7839 7912 74 3 H
Contig 2
ATP6 1 509 509 - - TA H
COlll 510 1294 785 0 ATG TA H
tRNAGly 1294 1362 69 -1 H
NAD3 1360 1713 354 -3 ATA TAG H
tRNA Arg 1712 1782 71 -2 H
NAD4L 1829 2080 252 46 ATA TAA H
NAD4 2074 3449 1376 -7 ATG GA* H
tRNA His 3457 3525 69 7 H
tRNA Ser2 3526 3593 3593 0 H
tRNA Leu2 3597 3669 73 2 H
NAD5S 3670 5444 1775 - ATG - H
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5 CONCLUSAO

As investigacOes nesta area ainda estdo em andamento, porém, os resultados aqui obtidos
parecem confirmar indicios quanto a hipoOtese da ocorréncia de numts no genoma de peixes
amazonicos, como Carnegiella strigata e Potamorrhaphis guianensis. Isto demonstra a
necessidade de cautela na construcao bancos referenciais de marcadores genéticos, e utilizacdo
em trabalhos que dependem destes dados para descricdo de diversidade taxondmica. Além
disso, a exploracdo da regido controle de C. strigata revelou um padrdo incomum quanto ao
tamanho encontrado em peixes e de dados disponiveis da mesma espécie, apontando fortes
evidéncias de heteroplasmia, suportado ainda pela deteccdo de estruturas secundarias em
numerosas repeticbes in tandem presentes nesta regido. Apesar desses achados serem
congruentes com o que € encontrado na literatura, trabalhos futuros deverdo se concentrar nas
questdes levantadas quanto ao entendimento maior da importancia e funcdo deste tipo de
estruturacdo na regido controle de algumas espécies. Os resultados provenientes deste trabalho
suportam a ideia de que a abordagem de sequenciamento genome skimming, associada a
tecnologia de producdo de sequéncias do tipo long reads, foram efetivas na recuperacdo da
maior parte do contetdo do genoma mitocondrial completo para as trés estudadas. Mais além,
apresentamos 0 mitogenoma circular e a sua anotagdo funcional de Gymnorhamphichthys
rondoni que futuramente serd disponibilizado em bancos de dados publicos, isto podera
eventualmente conduzir a construcao de filogenias mais robustas e completas dentro da ordem
Gymnotiformes. Nosso estudo nos levou a concluir que pesquisas futuras voltadas para
mitogenomas, devem aspirar a aplicacdo de montagens hibridas em conjunto com dados do tipo
short reads, a fim de garantir um produto de maior confiabilidade. Em suma, nossa abordagem
escolhida se mostrou satisfatdria quanto a tentativa de obtencdo de genomas mitocondriais

completo, bem como a apuracéo de regides ainda a serem mais bem compreendidas.
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APENDICE A — Trecho de repetices in tandem da regido desconhecida + d-loop

(AP011983.1) no indice 18 — 1196.

84

117

154

183

ATAATATTACATATOGTACTAGTACATATTATGE
ATAATATTACATATOGTACTAGTACATATTATGC

ATAATATTACATATOGTACTAGTACATATTATGC
ATAATATTACATATGTACTAGTACATATTATGC

ATAATATTACATATGTACTAGTACATATTATGC
ATAATATTACATATGTACTAGTACATATTATGE

ATAATATTACATATGTACTAGTACATATTATGE
ATAATATTACATATOTACTAGTACATATTATGC

49

APENDICE B — Trecho de repeticdes in tandem da regido controle mapeada (long reads) no

indice 1 — 1236.

69

1

182

135

158

ATAATATTACATATGTACTAGTACATATTATGC
ATAATATTACATATGTACTAGTACATATTATGL

ATAATATTACATATGTACTAGTACATATTATGL
ATAATATTACATATGTACTAGTACATATTATGL

ATAATATTACATATGTACTAGTACATATTATGL
ATAATATTACATATGTACTAGTACATATTATGC

ATAATATTACATATOGTACTAGTACATATTATGE
ATAATATTACATATOGTACTAGTACATATTATGE
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APENDICE C — Trecho de repeticdes in tandem da regido controle mapeada (long reads) no

indice 22 — 1235.

*

76 TACATATGTACTAG
1 TACATA---A-TAT

ES

S0 TACATATTA-
1 TACATAATAT

*

99 TGCATAATAT
1 TACATAATAT

ES

109 TACATATGTACTAG
1 TACATA---A-TAT

*

123 TACATATTA-
1 TACATAATAT

S

132 TGCATAATAT
1 TACATAATAT

APENDICE D — Trecho de repeticbes in tandem da regi&o controle completa (long reads) no

indice 1 — 1584 (33 pb).

f13

745

79

812

ATAATATTACATATGTACTAGTACATATTATGEC
ATAATATTACATATGTACTAGTACATATTATGEC

ATAATATTACATATGTACTAGTACATATTATGEC
ATAATATTACATATGTACTAGTACATATTATGC

ATAATATTACATATGTACTAGTACATATTATGC
ATAATATTACATATGTACTAGTACATATTATGEL

ATAATATTACATATGTACTAGTACATATTATGETC
ATAATATTACATATGTACTAGTACATATTATGL
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APENDICE E — Trecho de repetices in tandem da regi&o controle completa (long reads) no

indice 1 — 1584 (66 pb).

417

[

432
(13

433

[

5438
1]

549

[

514
66

615

[y

ATAATATTACATATOTACTAGTACATATTATGCATAATATTACATATGTACTAGTACATATTATG
ATAATATTACATATGTACTAGTACATAT TATGCATAATATTACATATGTACTAGTACATATTATG

ATAATATTACATATGTACTAGTACATATTATGCATAATATTACATATGTACTAGTACATATTATG
ATAATATTACATATGTACTAGTACATATTATGCATAATATTACATATGTACTAGTACATATTATG

ATAATATTACATATGTACTAGTACATATTATGCATAATATTACATATGTACTAGTACATATTATG
ATAATATTACATATGTACTAGTACATATTATGCATAATATTACATATGTACTAGTACATATTATG

ATAATATTACATATGTACTAGTACATATTATGCATAATATTACATATGTACTAGTACATATTAT -
ATAATATTACATATGTACTAGTACATATTATGCATAATATTACATATGTACTAGTACATATTATG

APENDICE F — Trecho de repeticdes in tandem da regido controle completa (long reads) no

indice 1 — 1584 (99 pb).

713

[

778
(1]

812

[

877
(1]

911

=

976
66

1818

=

ATAATATTACATATOTACTAGTACATATTATGCATAATATTACATATGTACTAGTACATATTATG
ATAATATTACATATGTACTAGTACATATTATGCATAATATTACATATGTACTAGTACATATTATG

CATAATATTACATATGTACTAGTACATATTATGL
CATAATATTACATATGTACTAGTACATATTATGC

ATAATATTACATATGTACTAGTACATATTATGCATAATATTACATATGTACTAGTACATATTATG
ATAATATTACATATGTACTAGTACATATTATGCATAATATTACATATGTACTAGTACATATTATG

CATAATATTACATATGTACTAGTACATATTATGL
CATAATATTACATATGTACTAGTACATATTATGC

ATAATATTACATATGTACTAGTACATATTATGCATAATATTACATATGTACTAGTACATATTATG
ATAATATTACATATGTACTAGTACATATTATGCATAATATTACATATGTACTAGTACATATTATG

CATAATATTACATATGTACTAGTACATATTATGL
CATAATATTACATATOTACTAGTACATATTATGC

ATAATATTACATATGTACTAGTACATATTATGCATAATATTACATATGTACTAGTACATATTATG
ATAATATTACATATGTACTAGTACATATTATGCATAATATTACATATGTACTAGTACATATTATG
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APENDICE G — Trecho de repeticdes in tandem da regido controle completa (long reads) no
indice 248 — 1583.

425

1

435

448

458

472

481

3

ACATATGTACTAGT
ACATA---A-TATT

£

ACATATTA-T
ACATAATATT

*

GCATAATATT
ACATAATATT

=

ACATATGTACTAGT
ACATA---A-TATT

=

ACATATTA-T
ACATAATATT

*

GCATAATATT
ACATAATATT
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APENDICE H — Estrutura secundaria (AG = -3.97 kcal/mol) da repeticdo in tandem consenso

da regido desconhecida + d-loop (AP011983.1) no indice 18 — 1196, regido controle mapeada

(Long reads) no indice 1 — 1236 e regido controle completa (Long reads) no indice 1 — 1584

(33 ph).

Cutput o a1_giaph [
micdd _util 4.7
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>
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s
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C dG = -3.897 Regi fo desconhecida + D-loop [AP011983 1}




APENDICE | — Estrutura secundaria 1 (AG = -13.90 kcal/mol) da repeticdo in tandem

consenso da regido controle completa (Long reads) no indice 1 — 1584 (66 pb).

54

Cutput of a1i_graph (&} Created Saf Aug & 161834 2052
micid_utl 4.7
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dG = -13.90 Regi'fo Mapeada [Long reads] no "ndice 1 - 1584




APENDICE J — Estrutura secundaria 2 (AG = -13.76 kcal/mol) da repeticéo in tandem
consenso da regido controle completa (Long reads) no indice 1 — 1584 (66 pb).
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Cutput of a1i_graph (&} Created Saf Aug & 161834 2052
micid_utd 4.7
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dG = -13.76 Regi'fo Mapeada [l ong reads} no “ndice 1 - 1584




APENDICE K — Estrutura secundaria 1 (AG = -22.91 kcal/mol) da repetic&o in tandem

consenso da regido controle completa (Long reads) no indice 1 — 1584 (99 pb).

Cutput o ar_graph [ Crealed 531 Aug & 160739 2002
micld_util 4.7
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dG = -22.81 Regifo Mapeada [l ong reads] no »ndice 1 - 1584
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APENDICE L — Estrutura secundaria 3 (AG = -22.04 kcal/mol) da repeticéo in tandem

consenso da regido controle completa (Long reads) no indice 1 — 1584 (99 pb).

Oulput el ar_graph 2 Cizatad a1 Aug & 1807 A0 206
mieid_util 4.7

dG = -22.04 Regifo Mapeada [Long reads] no "ndice 1 - 1584
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APENDICE M — Estrutura secundaria 3 (AG = -22.04 kcal/mol) da repetico in tandem

consenso da regido controle completa (Long reads) no indice 1 — 1584 (99 pb).
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dG = -22.04 Regi"'fo Mapeada {l ong reads] no "ndice 1 - 1584 {
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