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. RESUMEN

En las ultimas décadas, la preocupacion por el futuro de los ecosistemas a nivel
mundial ha alcanzado un nivel nunca antes visto. Entre las principales
preocupaciones esta el incremento del numero de especies que se vean orilladas
a la extincién por causas no naturales como los conflictos entre humanos y vida
silvestre. El tapir centroamericano, Tapirus bairdii, es el mamifero terrestre mas
grande del Neotropico y es considerado un ingeniero del ecosistema ya que
mantiene una dieta herbivora minuciosa. Se ha observado que suelen
desplazarse y defecar con mas frecuencia en las areas degradadas de los
bosques, por lo que su presencia es fundamental para la dispersién de semillas y
la regeneracion de los bosques tropicales. Esta especie, al igual que las demas
integrantes del género Tapirus, forma parte de la lista roja de la Union
Internacional para la Conservacion de la Naturaleza como especie en peligro.
Facilmente podemos reconocer que aun se cuenta con pocos conjuntos de datos
genomicos disponibles en las bases de datos a nivel internacional para el género
Tapirus. Los datos gendmicos de especies silvestres son utiles para conocer la
diversidad genética de las poblaciones. En este trabajo se secuencioé y ensamblé
el genoma mitocondrial de un individuo silvestre sujeto a monitoreo en la Reserva
de la Biésfera de Calakmul, México. EI ADN se obtuvo a partir de los foliculos de
una muestra de pelaje que se encontraba almacenada en etanol durante 11 afios
a temperatura ambiental. El analisis de los datos de secuenciacion mostré dafos
en la secuencia de ADN, principalmente atribuidos a procesos de depurinacién y
desaminacion. El uso de técnicas bioinformaticas permiti6 sobrepasar las
limitaciones técnicas y se logré recuperar un mitogenoma con un tamafo de
16,567pb y un contenido de GC de 38.4, A(34.15% 5658), C(25.77% 4269),
G(12.63% 2092), T(27.45% 4548). La anotacién del mitogenoma permitio la
identificacion de las secuencias correspondientes a los 13 genes codificantes para
proteinas, 22 tRNAs y 2 RNA ribosomales. Los analisis de gendmica comparativa,
tales como alineamientos de secuencias, métricos de identidad y analisis de
contenido genético, mostraron que los mitogenomas disponibles para el género
Tapirus se encuentran altamente conservados. La secuenciacién de proxima
generacion por whole genome shotgun ha permitido rebasar barreras que
anteriormente dificultan la obtencidon de datos gendmicos como la secuenciaciéon
de muestras con material genético degradado.



. ABSTRACT

In recent decades, concern about the future of ecosystems worldwide has reached
a level never seen before. Among the main concerns is the increase in the number
of species that are pushed to extinction due to unnatural causes such as conflicts
between humans and wildlife. The Central American tapir, Tapirus bairdii, is the
largest land mammal in the Neotropics and is considered an ecosystem engineer
as it maintains a meticulous herbivorous diet. It has been observed that they tend
to move and defecate more frequently in degraded areas of forests, so their
presence is essential for seed dispersal and the regeneration of tropical forests.
This species, like the other members of the Tapirus genus, is part of the red list of
the International Union for Conservation of Nature as an endangered species. We
can easily recognize that there are still few genomic data sets available in
international databases for the genus Tapirus. Genomic data from wild species are
useful to understand the genetic diversity of populations. In this work, the
mitochondrial genome of a wild individual subject to monitoring in the Calakmul
Biosphere Reserve, Mexico, was sequenced and assembled. DNA was obtained
from the follicles of a fur sample that was stored in ethanol for 11 years at room
temperature. Analysis of the sequencing data showed damage to the DNA
sequence, mainly attributed to depurination and deamination processes. The use
of bioinformatics techniques made it possible to overcome technical limitations and
a mitogenome with a size of 16,567bp and a GC content of 38.4, A(34.15% 5658),
C(25.77% 4269), G(12.63% 2092), T(27.45% 4548) was recovered. The
annotation of the mitogenome allowed the identification of the sequences
corresponding to the 13 protein-coding genes, 22 tRNAs and 2 ribosomal RNAs.
Comparative genomics analyses, such as sequence alignments, identity metrics,
and gene content analyses, showed that the available mitogenomes for the genus
Tapirus are highly conserved. Next-generation sequencing by whole genome
shotgun has made it possible to overcome barriers that previously made it difficult
to obtain genomic data, such as the sequencing of samples with degraded genetic
material.



ll. INTRODUCCION
Historia general de la familia Tapiridae

Dentro del orden Perissodactyla Owen, 1848, del griego perissés (impar) vy
daktylos (dedo), se encuentra la familia Tapiridae Gray, 1821, la cual esta
compuesta por un solo género: Tapirus Brunnich, 1772 (Hulbert, 1995). El género
Tapirus actual comprende cinco especies: Tapirus bairdii, Tapirus terrestris,
Tapirus pinchaque, Tapirus indicus, y la quinta y mas recientemente propuesta T.
kabomani (Cozzuol et al., 2013). Sobre esta ultima especie, es necesario ampliar
sus estudios para validar su identidad como nueva especie. Todas las especies
son Neotropicales, a excepcion de T. indicus, que se distribuye en Asia,
principalmente en la peninsula de Malasia (Fog, 2015;Ruiz-Garcia et al., 2016)

Durante el Oligoceno tardio hace ~25Ma a Plioceno temprano hace ~1.8Ma, la
familia de los tapires tuvo una distribucion mundial y conformaron un grupo
extremadamente diverso. En el norte del continente americano, la recuperacion de
fésiles de géneros extintos (ej. Nexuotapirus, Miotapirus, Tapiravus 'y Protapirus)
ha permitido que la familia Tapiridae sea considerada biogeograficamente
importante.

Se propone que hace ~3Ma la regién del Istmo de Panama cerré completamente,
lo que conectd el norte y el sur del continente americano. Ahora, en América, las
especies actuales son las sobrevivientes del Gran Intercambio Biético Americano
(GABI). Al igual que los grandes mamiferos terrestres del continente, los tapires
migraron a Sudamérica escapando del congelamiento del hemisferio norte. Se ha
propuesto que los tapires se resguardaron de la ultima extincion del Pleistoceno
cruzando por el Istmo de Panama. (Futuyma,1979; Coates y Stallard, 2013;
Tedford et al., 2004; Ashley et al., 1996; Holanda y Ferrero, 2013; Cozzuol et al.,
2013).

Estado de conservacion del género Tapirus y datos genémicos disponibles

T. terrestris esta considerada como especie en estado vulnerable de acuerdo a la

Lista Roja de la Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza. El
resto de las especies que conforman el género se clasifican actualmente como
especies en peligro (IUCN, 2021). Esto remarca la importancia de realizar
investigacion con enfoques multidisciplinarios sobre la situacion actual de los
tapires con la finalidad de enriquecer los programas de conservacion actualmente
implementados. En México contamos con el “Programa para la conservacion de la



especie, Tapir Centroamericano (Tapirus bairdii)” por la SEMARNAT, 2009”
(SEMARNAT, 2009).

El uso de técnicas de secuenciacion de ADN y de bioinformatica permiten el
acceso al analisis de la diversidad gendmica de las especies. Actualmente se
cuenta con un numero limitado de datos gendmicos disponibles a nivel
internacional para el género. La plataforma del National Center for Biotechnology
Information (NCBI) tiene disponibles los siguientes genomas (Tabla 1).



Tabla 1. Genomas de especies del género Tapirus disponibles en NCBI. Fecha de
consulta: Mayo, 2024.

5.1

Especie Genoma Numero de | Fecha de | Informacion
acceso liberacion adicional
T. indicus Nuclear GCA_03187870 | Septiembre,
5.1 2023
T. indicus Nuclear GCA_03187865 | Septiembre,
5.1 2023
T. indicus Nuclear GCA_00402490 | Enero, 2019
5.1
T. indicus Mitocondrial CM063009.1 Agosto, 2023
T. indicus Mitocondrial KJ417809.1 Febrero, 2014
T. indicus Mitocondrial NC_023838 Febrero, 2014 | Este registro
ha sido
curado por el
personal del
NCBI. La
secuencia de
referencia es
idéntica a
KJ417809.
T. indicus Mitocondrial KJ417810.1 Febrero,2014
T. indicus Mitocondrial KJ417808.1 Febrero,2014
T. indicus Mitocondrial NC_023838.1 Marzo, 2014 Este registro
ha sido
curado por el
personal del
NCBI. La
secuencia de
referencia es
idéntica a
KJ417809.
T. terrestris Nuclear GCA_00402502 | Enero, 2019
5.1
T. terrestris Nuclear GCA _02853325 | Febrero 2023




T. terrestris Mitocondrial MW257204.1 Noviembre,
2020
T. terrestris Mitocondrial NC_053962.1 Marzo, 2021 Este registro
ha sido
curado por el
personal del
NCBI. La
secuencia de
referencia es
idéntica a
MW257204.
T. pinchque Mitochondrial | OQ420428.1 Febrero, 2023
T. bairdii Mitochondrial | OM935749.1 Diciembre,
2022
T. bairdii Mitochondrial | NC_063943.1 Marzo, 2022 Este registro

ha sido
curado por el
personal del
NCBI. La
secuencia de
referencia es
idéntica a
OM935749.

Situacion actual e importancia del tapir centroamericano Tapirus bairdii

El tapir centroamericano, también conocido como danta, anteburro o tapir de
Bairdi, es el mamifero terrestre mas grande del Neotrdpico. Los individuos adultos
pueden alcanzar una longitud de dos metros y su peso puede variar entre 150 y
300 kilogramos (Ceballos et al., 2020).

Al ser un mamifero de talla grande, presenta requerimientos espaciales extensos,
mantiene una distribucidn restringida a los tipos de vegetacion nativos, y presenta
densidades poblacionales naturalmente bajas. Prefieren bosques bien
conservados con disponibilidad de comida y agua donde puedan consumir de 12
a 15 kg de biomasa por dia (Foerster y Vaughan, 2015). Estas caracteristicas de
historia de vida hacen que el tapir centroamericano sea altamente sensible a la
fragmentacién de su habitat (Muench, 2006).



En México la distribucion verificada del tapir centroamericano incluye los estados
de: Campeche (Reservas de Calakmul, Balamku, Balam-kin, Laguna de Términos
y Los Petenes); Chiapas (Reservas Lacantun, Montes Azules, ElI Ocote, El
Triunfo, La Sepultura y algunos ejidos de la Sierra Madre y la Selva Lacandon);
Oaxaca (la region de Chimalapas, el Rio Verde, la Sierra Mixe y la Sierra Norte);
Quintana Roo (Reserva SianKa’an y ejidos grandes del centro y sur del estado); y
Veracruz (la cuenca alta del rio Uxpanapa) (Naranjo, 2018).

A pesar de que las poblaciones de esta especie son naturalmente bajas, en las
ultimas tres décadas estas se han reducido posiblemente hasta el 50%
(Castellanos et al., 2008). En el 2014, T. bairdii fue integrado a la lista roja de la
IUCN como especie En Peligro segun los criterios A2abcd+3bcde (Garcia et al.,
2016). La pérdida de habitat representa el factor de mayor riesgo para T. bairdii en
México, ocasionada principalmente por incendios forestales, grandes obras de
infraestructura (presas hidroeléctricas y autopistas), expansion urbana,
transmision de enfermedades por animales domeésticos, contaminacion de
cuerpos de agua, y efectos del cambio climatico global (Naranjo, 2009; Garcia et
al., 2016; Monette, 2019).

El tapir centroamericano presenta multiples caracteristicas que lo convierten en
un ingeniero de los ecosistemas. Se consideran a especies ingenieras de
ecosistemas, a aquellas que modulan directa o indirectamente la disponibilidad de
recursos para otras especies, al hacerlo, modifican, mantienen y crean nuevos
habitats (Jones et al., 1994).

Al igual que otras especies pertenecientes al orden Perissodactyla, T. bairdii
presenta diferencias anatomicas (menos volumen en el colon proximal) y
metabdlicas (metabolismo lento, baja frecuencia de defecaciéon e ingesta de
alimentos, y mayor retencion de liquidos y particulas) en su tracto intestinal.
Debido a esto, ellos mantienen una seleccidn minuciosa de alimentos (hojas,
frutos, cortezas y ramas de especies lefiosas y no lefiosas) a lo largo de todo el
afo. También se ha observado que suelen desplazarse y defecar con mas
frecuencia en las areas degradadas de los bosques, por lo que su presencia es
fundamental para la dispersién de semillas y en la regeneracién de los bosques
tropicales (Yanez-Montalvo et al., 2021; Polucci et al., 2018; Monette, 2019).

Un estudio realizado en la peninsula de Yucatan por Carrillo-Reyna vy
colaboradores (2015), prueba que T. bairdii es la Unica especie conocida que
puede dispersar con éxito semillas grandes de especies arbdéreas como el
chicozapote (Manilkara zapota). Se ha observado que los bosques se tornan
extremadamente diferentes cuando este animal desaparece de un area



determinada, y se sabe que las poblaciones a lo largo de su area de distribucion
se estan extinguiendo rapidamente. Es posible que si no se brinda mas atencién a
la especie y no se maneja esta situacion en el futuro sélo sera posible encontrar
pequefias poblaciones aisladas sin conexién entre ellas, posteriormente las
poblaciones de tapir se tornaran inviables (O’Farrill et al. 2014; Martins, 2014;
Carrillo-Reyna et al., 2015).

A pesar de ser una especie clave para los bosques sudamericanos, el tapir
centroamericano no ha sido estudiado a profundidad. En México se han realizado
escasos estudios, unicamente de las poblaciones que se encuentran en la
Reserva Montes Azules - Selva Lacandona, Reserva el Triunfo y La Sepulta
-Sierra Madre de Chiapas, Los Chimpalas y Calakmul. Investigaciones empleando
técnicas de fototrampeo y telemetria han logrado describir el ambito hogarefio de
individuos, asi como los cambios en su comportamiento. Se ha demostrado que
en zonas aledanas a los ejidos, los tapires suelen ser mas activos a comparacion
de aquellos que se encuentran dentro de una reserva. Este cambio en su
conducta podria ser explicado por la presencia humana, sin embargo hay poca
informacion del tapir centroamericano en México que ayude a resolver este tipo de
preguntas (Naranjo et al., 2015; Sanchez-Pinzén et al., 2019).

Estudios moleculares sobre el tapir centroamericano

Tapirus bairdii cuenta con 40 pares de cromosomas nucleares, de los cuales el
ultimo par corresponde a los cromosomas sexuales (Houck et al., 2000).

Anteriormente se han realizado algunos trabajos con enfoques moleculares del
tapir centroamericano. En Panama y Costa Rica se colectaron muestras de
sangre y pelo (n=33) y se eligieron nueve microsatélites previamente establecidos
para T. bairdiiy T. Terrestris y con los datos obtenidos se pudieron realizar analisis
de variabilidad y estructura de las poblaciones de T. bairdii de ambos paises.
Ademas se logré estimar que las poblaciones actuales derivan de una sola
poblaciéon panmictica y posiblemente hayan sufrido un evento de cuello de botella
hace 50-100 anos. Actualmente las poblaciones en Panama y Costa Rica
presentan valores de heterocigosidad y diversidad alélica dentro de los mas bajos
reportados para mamiferos de talla grande (Norton y Ashley, 2004). Por lo tanto,
es necesario generar e integrar mas datos moleculares sobre la especie en toda
su area de distribucion incluyendo México.

Se ha logrado confirmar que T. bairdii se encuentra en la situacion menos
favorable ya que a pesar de que su distribucion geografica es amplia, se ha



reducido y fragmentado dramaticamente en los ultimos dos siglos y se estima que
actualmente quedan alrededor de 6.000 individuos en estado silvestre.
(Ruiz-Garcia et al., 2016; Ashley et al. 1996).

En la actualidad se cuenta para T. bairdii con 37 secuencias de genes completos
mitocondriales; las cuales incluyen a; la NADH deshidrogenasa (subunidades
1-6); ATP sintasa (FO subunidades 6 y 8); citocromo C oxidasa (subunidades 1-3);
tRNAs (codificantes a 22 aminoacidos); las subunidades 12S y 18S rARN
ribosomales. Ademas, como se observa en la Tabla 1, se encuentra disponible de
un genoma mitocondrial completo de individuo en cautiverio en el zoolégico de
Xcaret, Quintana Roo, que fue publicado en 2022, durante la realizacion de esta
tesis (Ennis et al., 2022).

Colecta de un ejemplar silvestre de tapir centroamericano

Como parte de un proyecto fundado por el Consejo Nacional de Ciencia y
Tecnologia (CONACYyT), aunado con la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos
Naturales (SEMARNAT) se realizé la investigacion titulada “Insights into the
multiannual home range of a Baird’s tapir (Tapirus bairdii) in the Maya Forest”.
Este fue el primer reporte del ambito hogarefio, capacidad de viaje y distancias del
tapir en la Reserva de la Bidsfera de Calakmul (Reyna-Hurtado et al., 2016).

Reyna-Hurtado y colaboradores lograron reconstruir la distribucion multianual de
un individuo monitoreado 20 dias por telemetria y tiempo completo por
camaras-trampa durante cinco afios (mayo 2011- septiembre 2015). Registraron
un rango de distribucion a 24-40 km2, mayor a los valores antes registrados para
la especie en otros estudios (Figura 1.) (Reyna-Hurtado et al., 2016; Foster,
2001).

Con la finalidad de colocar un collar de telemetria (Figura 2.) se obtuvieron
permisos de colecta otorgados por la Direccion General de Vida Silvestre nimero:
SGPA/DGVS/02665/13 y con la autorizacion de las Autoridades de la Reserva de
la Biosfera de Calakmul y del comité de ética de El Colegio de La Frontera Sur,
ECOSUR.

En el 2015 se logré capturar un macho juvenil silvestre disparando un dardo
tranquilizador de sistema de entrega remota (Daninject Inc. Austin, TX) con una
combinacién de butorfanol y clorhidrato de xilazina, asi después de un par de
horas pasa completamente el efecto de la anestesia y se le permite al individuo



continuar con su trayecto habitual (Reyna-Hurtado et al., 2016; Foester et al.,
2000).

Home Range of a Baird's Tapir
in the Calakmul Biosphere Reserve p————a
: a
"Aguada BQﬁﬁl"'

Calakmul
Biosphere
Reserve

"Agdada Verde”
-
L

-
“Aguada Bafos”

Figura 1. Imagen obtenida del articulo “Insights into the multiannual home range
of a Baird's tapir (Tapirus bairdii) in the Maya Forest” por Reyna-Hurtado y
colaboradores, 2016, que muestra registros de presencia de tapir
centroamericano (mayo 2011 - septiembre 2015) en la Reserva de la Biosfera de
Calakmul. Se muestran datos con poligono convexo minimo de todas las
localidades (mayo de 2011 a septiembre de 2015), de solo el area donde se
disperso el individuo (noviembre de 2011 a septiembre de 2015), y el poligono de
rango de hogar estimado usando un buffer de la mitad de la distancia maxima
recorrida de los lugares donde se disperso (noviembre de 2011 a septiembre de
2015).



Figura 2. Imagen capturada en el 2011 durante la manipulacion de “Emiliano”, el
ejemplar de tapir silvestre muestreado por el equipo de trabajo de Reyna-Hurtado
y colaboradores.

Muestra de ADN de un ejemplar silvestre de tapir centroamericano

Durante la manipulacion directa de “Emiliano” se lograron colectar algunos pelos
con foliculo y un par de centimetros de tejido de la piel. Las muestras fueron
almacenadas en un tubo Falcon con alcohol al 70% durante una década
(2011-2021) en condiciones de temperatura ambiental.

La muestra que se logré obtener en el 2011 fue almacenada en La Escuela del
Sur, ECOSUR, y posteriormente fue donada al Laboratorio de Microbidomica de la
Escuela Nacional de Estudios Superiores, unidad Morelia con la finalidad de
realizar el presente trabajo de secuenciacion del genoma mitocondrial de un
individuo silvestre de T. bairdii.

Para obtener la secuenciacion de un genoma, ensamblarlo y analizarlo se
requiere seguir una serie de pasos en campo, de laboratorio y computacionales
utilizando herramientas bioinformaticas. El primer paso es conseguir al menos una



muestra del organismo in situ (se puede utilizar sangre, excretas, tejido, o pelos
con foliculo).

El tapir centroamericano es predominantemente nocturno y se encuentra en bajas
densidades, lo que complica el trabajo en campo y el esfuerzo de muestreo suele
ser extensivo para capturar un tapir silvestre (Yanez-Montalvo et al.,2021).
Pueden pasar meses e inclusive afios para capturar un ejemplar, ademas se debe
planear con anticipacion el material necesario para colectar una muestra que se
analizara a escala molecular. Aqui resalta la importancia del método y del tiempo
de almacenamiento de la muestra debido a que las caracteristicas de la misma
juegan un papel crucial en la conservacion y extraccion de ADN.

Es importante recordar que las células de organismos vivos mantienen
mecanismos de reparacion enzimatica las cuales favorecen la conservacion de la
integridad del genoma. EI ADN sufre continuamente agresiones quimicas, y al
morir, estos mecanismos de regulacion desaparecen. Cuando las nucleasas
intracelulares ya no estan secuestradas en la célula, es posible que estas puedan
acceder al ADN y degradarlo, asi como los microorganismos comunmente
presentes en los tejidos en descomposicion. Factores fisicos, quimicos y
bioldgicos pueden conducir a la pérdida de todo el ADN recuperable.

La degradacidon del material genético es prevenible cuando se emplean técnicas
de conservacion adecuadas como congelar o disecar el tejido inmediatamente
después de la colecta (Dabney et al., 2013).

Cabe sefalar que la depurinacion es uno de los mecanismos mejor caracterizados
de degradacion del ADN, en donde el enlace N -glicosilo entre un azucar y un
residuo de adenina o guanina se divide, dando como resultado un sitio abasico
(apurinico o apuriridiminico). Particularmente esto suele suceder en condiciones
de almacenamiento con pH bajo. Las bases de nitrogenadas que configuran al
ADN son susceptibles a la desaminacion de citosina a uracilo. Estos mecanismos
favorecen a la incorporacion de A frente ala U y, a su vez, una T frente ala A, lo
que adicionalmente resultan en sustituciones aparentes de C por T o de G por A.
Las ADN polimerasas leen las bases erroneamente (Dabney et al., 2013).

Por este motivo, la depurinacion y desaminacion son algunos de los mecanismos
principales que conducen a lesiones de codificacion errénea en el ADN y deben
ser consideradas al momento de trabajar con muestras de ADN antiguo (Dabney
et al., 2013; Sunkari et al.,2023).



Importancia de obtener un genoma

La introduccion de datos moleculares a la sistematica filogenética causé una
increible mejora en la comprension de la historia evolutiva de las especies (Delsuc
et al., 2005).

Los avances en las tecnologias de secuenciacion han hecho posible secuenciar
genomas completos de organismos no modelo, incluidas especies de interés para
la conservacién, y a medida que la secuenciacion por Whole Genome Shotgun
(WGS) se ha vuelto mas eficiente, la cantidad de organismos secuenciados por
esta estrategia ha aumentado rapidamente a escala global (Seremi et al., 2019;
Delsuc et al., 2005).

Esta riqueza de datos moleculares que era inimaginable hace sélo una década,
estad dando lugar a nuevas areas de investigacion como la filogendémica. La cual
utiliza principios filogenéticos para dar sentido a la escala de los datos gendmicos
y asi generar reconstrucciones evolutivas mas precisas. (Seremi et al., 2019;
Delsuc et al., 2005).

Al ser campo emergente, la filogendmica presenta errores sistematicos como a
los cuales anteriormente se enfrentd la filogenética. Con el analisis de datos y
seleccion de métodos de inferencia adecuados, es posible disminuir
drasticamente errores estocasticos o de muestreo (Delsuc et al., 2005).

Otro ejemplo en donde se integran herramientas gendmicas con otros campos es
en la gendmica del paisaje. Esta rama emergente de la genética del paisaje tiene
como objetivo identificar factores ambientales o paisajisticos que influyen en la
diversidad genética adaptativa en especies silvestres utilizando el genoma. Con la
genomica es posible realizar exploraciones con una gran cantidad de marcadores
moleculares genotipados por individuo (Manel y Holderegger, 2013).

Reconocemos que el desarrollo de la gendmica del paisaje ha sido en gran
medida por la aparicion de grandes conjuntos de datos gendmicos y ambientales
en genomica de poblaciones. Hasta ahora, la mayoria de los estudios gendmicos
del paisaje han utilizado herramientas de la gendmicas de poblaciones, por
ejemplo, la deteccidon de loci atipicos en grandes conjuntos de bases. Esto es
importante ya que la distribucion alélica atipica puede ser relacionada directa o
indirectamente con factores ambientales (Manel y Holderegger, 2013).



En la actualidad se discute si realmente es importante obtener esta gran cantidad
de informacion para especies eucariotas y emplear recurso en crear nuevos
analisis evolutivos previamente resueltos con marcadores moleculares conocidos
(Philippe et al., 2011), sin embargo recordemos el debate entre la comunidad
cientifica hace poco menos de 25 anos con la aparicién del Proyecto del Genoma
Humano (HGP).

Antes se cuestionaba fuertemente si realmente valia la pena mapear las vastas
regiones no codificantes del genoma. Ahora, se reconoce la importancia de
recuperarlas ya que la mayoria de las secuencias funcionales del genoma no
codifican proteinas y actuan como reguladoras de genes (Gates et al., 2021).
Ademas, contar con una gran cantidad de datos posibilita corroborar analisis
anteriores, especialmente resultados confusos o con poca significacion estadistica
empleando conjuntos de datos mas pequenos (Lockhart y Winzeler, 2000).

Ademas de secuenciar especies nuevas y completamente desconocidas, la
comunidad cientifica también ha reconocido el valor de secuenciar los genomas
completos de varios individuos como se realiza en la gendmica de poblaciones
(Hohenlohe et al., 2021).

Los datos de WGS de un numero relativamente pequefio de individuos pueden
proporcionar informacién a diferentes escalas de tiempo, por ejemplo, la historia
demografica y las relaciones filogenéticas entre poblaciones aisladas o determinar
el nivel de endogamia (Hohenlohe et al., 2021).

También, se reconoce que los datos gendmicos pueden permitir evaluar la
estructura de la poblacion desde la perspectiva de la conectividad, lo que es de
suma importancia considerar en las acciones de conservacion (Hohenlohe et al.,
2021). Por ejemplo el estudio realizado por Robinson y colaboradoes (2019) con
una poblacién de lobos (Canis lupus) en Isle Royale, Michigan, Estados Unidos.

En este caso se obtuvieron muestras de 11 individuos recolectados entre 1988 y
2012 para la secuenciacion y el analisis del genoma completo (Robbinson et al.,
2019). Anteriormente la poblacion sufrio un proceso de cuello de botella y en la
actualidad se han detectado deficiencias en la adecuacion bioldgica de los
individuos. Se estimo que el tamafio de la poblacion en la isla oscila entre tan solo
8 y 30 individuos.

Se detectaron multiples regiones en los genomas con homocigosidad,
posiblemente influenciadas por la historia demografica de la poblacién. Finalmente
se propone llevar a cabo un flujo genético periddico asistido por humanos con la



finalidad de disminuir la endogamia y promover la presencia largo plazo de esta
poblacion reintroducida en Isle Royale (Robbinson et al., 2019)

El campo de la gendmica comparativa cuantifica y describe las coincidencias
entre genomas completos, y gracias a la nueva secuenciacion e integracion de
genomas, es posible comparar homologias entre especies y poblaciones
(Hardison, 2003). Por ejemplo, el proyecto Zoonomia Project es un proyecto que
pretende comparar los genomas de cientos de mamiferos ya secuenciados con el
propésito de identificar regiones conservadas en todas las especies posibles
(Zoonomia Consortium, 2020).

El proyecto confirma a nivel gendmico que probablemente aquellas posiciones
que se han mantenido iguales por aproximadamente 100 millones de afos de
tiempo evolutivo en la mayoria de las especies de mamiferos, cumplen alguna
funcion importante; por lo que si se presentan modificaciones en estas regiones
podrian tener un efecto negativo en los individuos afectando su salud.
Actualmente el proyecto Zoonomia da prioridad a la obtencién de genomas no
disponibles, aun no se ha integrado el genoma de T. bairdii (Zoonomia
Consortium, 2020).

Por otro lado, cuando concluye el proceso de analisis de un genoma, existe la
posibilidad de compartirlo a la comunidad cientifica a través de las bases de datos
publicas. Esto abre la posibilidad de realizar analisis de gendmica comparativa
incluyendo el archivo obtenido y archivos de otros genomas disponibles.

Algunas de las principales fuentes de datos de secuencias de nucleétidos son
aquellas involucradas con la International Nucleotide Sequence Database
Collaboration INSDC-DDBJ, European Nucleotide Archive ENA, European
Molecular Biology Laboratory- European Bioinformatics Institute EMBL-EBI vy el
National Center for Biotechnology Information NCBI-GenBank. Entre ellas existe
un intercambio de datos nuevos una vez cada 24 horas, principalmente lo que
mantiene la buena disponibilidad de informacion publica actualizada (Lipman y
Pearson, 1985; INSDC, 2023).

Analisis de genomas mitocondriales

Las mitocondrias desempefian un papel central en el metabolismo, la apoptosis,
las enfermedades y el envejecimiento de los organismos. Son el sitio donde se
lleva a cabo la fosforilacion oxidativa, proceso bioquimico esencial para una



variedad de funciones en el que sintetiza ATP y una molécula de oxigeno resulta
como aceptor terminal de electrones.

Una de las técnicas mas utilizadas en sistematica molecular durante la ultima
década ha sido el analisis del ADN mitocondrial. Actualmente la informacién del
genoma mitocondrial se ha convertido en la fuente de marcadores moleculares
mas empleada para los estudios de diversidad molecular en animales (Nabholz et
al., 2008).

Los genomas mitocondriales o mitogenomas, en animales, se transmiten de forma
uniparental por lo que no hay recombinacién del material genémico. En la gran
mayoria de los casos es por via materna, ya que la hembra es la que hereda sus
mitocondrias al cigoto.

Se estima que este evoluciona entre cinco y diez veces mas rapidamente que el
ADN nuclear y mantiene una tasa general de sustituciéon de nucleétidos del 1%
por millon de afos. La tasa de sustitucion depende de la region considerada ya
que se han identificado regiones de evolucion rapida y lenta dentro de un mismo
genoma. Ademas, también se ha identificado que las tasas de mutacion son
variables entre linajes animales (Castellana, et al., 2011; Pesole et al., 1999;
Nabholz et al., 2008).

Entre los metazoos (animales multicelulares), el genoma mitondrial es casi
siempre una molécula circular cerrada (a excepcion de ciertas clases de cnidarios
con mitogenomas lineales) que mantiene un tamano de 16.5kb aproximadamente.
Regularmente contiene 37 genes, dos para ARNr, 13 para proteinas y 22 para
ARNt. Se han encontrado genomas mitocondriales mucho mas grandes, sin
embargo, estos casos ocurren por procesos de duplicaciones de genomas o
regiones del ADN mitocondrial (Jeffrey, 1999).

En el grupo de los Metazoos, la regién control (RC) de la mitocondria forma gran
parte de la region no codificante del genoma y en ella se localiza el inicio
mitocondrial de replicacién y transcripcion. Ademas de la subunidad 1 de la
citocromo oxidasa y el gen ribosomal 18S rRNA), la RC se ha utilizado para
estimar relaciones filogenéticas entre especies estrechamente relacionadas
(Gates et al., 2021; Mithiaux, 2016).

Para el género Tapirus, se han realizado analisis genéticos empleando
marcadores moleculares como el citocromo C oxidasa (Ashley et al., 1996) y
citocromo b oxidasa (Ruiz-Garcia et al., 2014), y genémicos en donde se utilizaron
multiples marcadores, dos ARNr y 13 genes codificadores de proteinas
(Ruiz-Garcia et al., 2016).



Relevancia del proyecto

Se estima que la precipitacién en los ultimos 50 afios ha disminuido un 16% en la
region del Gran Calakmul en la Peninsula de Yucatan, lo que ha afectado la
conectividad de los recursos hidrolégicos causando una modificacion negativa en
la estructura espacial y conectividad de mamiferos como el tapir de bairdii, pecari
de labios blancos y jaguar (O’Farril et al., 2014).

También se ha observado que a medida que la disponibilidad de agua se reduce,
los tapires se ven obligados a buscar nuevas fuentes para hidratarse, estos
mamiferos suelen consumir de 10-15L de agua por dia, asi que cuando en las
aguadas de la reserva no hay suficiente recurso, los tapires suelen acercarse a
los bebederos de ganado cerca de los poblados modificando el rango de
distribucion de los mismos. Se ha observado que como medida para evitar
contacto con humanos, los tapires han cambiado su comportamiento a habitos
cada vez mas nocturnos a diferencia de lo anteriormente registrado en vida
silvestre (Pérez- Flores et al., 2021).

Por otro lado, un estudio realizado por Benitez y colaboradores en el 2019
muestra que dentro de las estimaciones preliminares del Fondo Nacional de
Fomento al Turismo (FONATUR), quienes coordinan el proyecto ferroviario del
Tren Maya, se espera que en la proxima década, esta construccidn propiciara un
incremento de 7,500% con respecto al numero de visitantes actual (40,000
personas/afno) en la zona arqueoldgica de Calakmul, Campeche. Ademas la
infraestructura del tren generard impactos negativos sobre la biodiversidad de la
region, cuya magnitud dependera del alcance de los efectos de barrera (bloqueo
de movimiento y atropellamiento) y de borde (ruido), causados por la carretera
186 y la via férrea (Benitez et al., 2019).

La caceria ilegal no es un problema grave a comparacion de la pérdida de habitat.
Anteriormente se han realizado encuestas a los habitantes nativos aledafas al
habitat natural de los tapires y se reportd que la caza de tapir persiste
principalmente como prevencidon ya que T. bairdii llega a forrajear en los cultivos
de uso personal de las familias (maiz, calabaza y frijol) y como respuesta, los
campesinos los cazan ilegalmente para evitar que invadan sus cultivos
nuevamente. Esta practica ilegal permanece a pesar de que se reconoce que los
dafios ocasionados por la presencia de tapires no son significativos en la pérdida
de cultivos (Reyna-Hurtado y Tanner 2007; Reyna-Hurtado et al., 2021).



Las proyecciones a futuro para el tapir centroamericano en México con
desalentadores y la informacion sigue siendo limitada. En este trabajo se pretende
secuenciar el genoma de “Emiliano”, un individuo silvestre monitoreado por
Reyna-Hurtado y colaboradores (2016) en su habitat natural. La intencién es
recuperar y analizar el genoma mitocondrial para la obtencion de marcadores
moleculares. Emplear herramientas bioinformaticas sera util para recuperar el
genoma mitocondrial a partir de los datos de secuenciacion sobrepasando las
limitaciones técnicas de degradacion de la muestra.

Ademas del mitogenoma de T. bairdii secuenciado y ensamblado en este
proyecto, como se mencioné anteriormente, existe otro disponible en las bases de
datos de libre acceso para la misma especie, el material genético secuenciado
provenia de un tapir en cautiverio del Parque Xcaret, Quintana Roo, México.
Debido a que la muestra fue obtenida de un tapir en cautiverio seria importante
compararlo con el genoma de uno silvestre. Se ha observado que los individuos
en cautiverio suelen presentar divergencias genéticas y fenotipicas (McPhee vy
Carlstead, 2010).

Esta escasa pero valiosa informacién gendmica de distintas especies facilita la
reconstruccién de la historia evolutiva del género, asi como el incremento del
acervo gendmico disponible en las bases de datos de libre acceso. Ademas, de
acuerdo con Ennys y colaboradores, 2022, el analisis de la anotacién del
mitogenoma completo de T. bairdii contribuiran a la mejor comprension de su
diversidad gendmica y estructura de la poblacidn, posteriormente ayudara a la
conservacion y proteccion de sus poblaciones con el fin de conservar a este
iconico megamamifero neotropical en peligro de extincién (Ennys et al., 2022;
Gene; NCBI).

IV. HIPOTESIS

A partir de la secuenciacién del ADN total de una muestra por Whole Genome
Shotgun (WGS) es posible recuperar el ensamble del genoma mitocondrial de un
individuo silvestre de T. bairdii.

Los estudios basados en mitogenomas permiten obtener reconstrucciones
filogenéticas con mas resolucion que los estudios basados en marcadores
morfolégicos y moleculares de genes concatenados utilizados tradicionalmente.



La filogendbmica mitocondrial resuelve mejor las relaciones filogenéticas del
género Tapirus y permite conocer mejor las caracteristicas de los genomas de
tapires y especies afines.

V. OBJETIVO GENERAL

Realizar la secuenciaciéon del genoma mitocondrial de un ejemplar silvestre de
Tapirus bairdii y utilizar herramientas de gendmica comparativa para el analisis de
los mitogenomas del género Tapirus disponibles en las bases de datos.

VI. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obtener una muestra de tejido de un ejemplar silvestre de Tapirus bairdii
con la finalidad de realizar una secuenciacion masiva de ADN.

e Ensamblar y anotar el genoma mitocondrial del tapir Tapirus bairdii a partir
de los datos de secuenciacion.

e Llevar a cabo analisis de gendmica comparativa del genoma mitocondrial
de Tapirus bairdii contra los demas genomas mitocondriales disponibles
para el género Tapirus en el NCBI.

e Realizar un arbol filogendmico y analizar la historia evolutiva de las
especies actuales del género Tapirus.

VIl. MATERIALES Y METODOS
Sitio de estudio

La region del Gran Calakmul es la segunda region de bosque tropical mas grande
y biolégicamente importante de América, por lo que el 90% de esta se encuentra
protegida (Pérez-Flores et al., 2021)

La muestra analizada fue recolectada en el area de La Reserva de la Biosfera
Calakmul (RBC), la cual tiene una una extension de 7238.5 km?. Esta se ubica en
el municipio de Calakmul, Campeche. El estado de Campeche forma parte de la
Provincia Bidtica Yucateca, cuya region cuenta con caracteristicas geologicas



homogéneas sin demasiados relieves. Se estima que la zona emergi6 hace ~3 Ma
y se ha convertido en un gran corredor biolégico para las comunidades silvestres.

Presenta un clima calido subhumedo (Aw) de acuerdo al sistema de clasificacion
de Koppen modificado por Garcia, con lluvias en verano (Ruiz, 2010;
Gallina-Tessaro, 2019). La vegetacion estd compuesta por selvas medianas
subcaducifolias, selvas bajas subcaducifolias, caducifolias, selvas bajas
inundables, selva alta subperennifolia, y la vegetacién dominante es la selva
mediana subperennifolia. Este bosque tropical semi-perenne se ha mantenido
practicamente intacto desde hace 1100 afios que fue abandonado por los Mayas
(Reyna-Hurtado et al., 2016; Carillo-Reyna et al., 2015, Pennington y Sarukhan,
2005).

Obtenciéon de muestra

En marzo del 2021 con la finalidad de realizar la secuenciacion del mitogenoma
del tapir, nos contactamos con el equipo de trabajo de Reyna-Hurtado y
colaboradores.

Como se menciond anteriormente, en su investigacion pudieron obtener material
biolégico de un individuo silvestre en el 2011, con el cual se pudo llevar a cabo la
obtencién del genoma mitocondrial. Las muestras fueron enviadas desde
Campeche a Michoacan, en donde fueron transferidas a un tubo Eppendorf con
agua estéril para asi almacenarlas y enviarlas a secuenciar.

Adicional al proyecto actual, en abril del 2023 se logré capturar un nuevo individuo
de tapir macho del cual uUnicamente se colectaron pelos con foliculo e
inmediatamente se transfirieron a un tubo Falcon con alcohol al 70%. Nuevamente
se solicité a la compafia Macrogen en Corea del Sur el servicio de secuenciacion,
para esta nueva muestra unicamente fue posible obtener el gen codificante para
proteinas de la Subunidad 2 de la NADH Deshidrogenasa.

Extraccién y secuenciacion de ADN

Debido al tiempo de almacenamiento (2011-2021) y el tipo de almacenamiento de
la primera muestra se opto por solicitar un servicio de extraccidon y secuenciacion
de ADN a Macrogen, Inc. Seul, Corea del Sur.



La obtencion de ADN se realizé con un kit de extraccion TruSeq Nano DNA,
siguiendo el protocolo TruSeq Nano DNA Sample Preparation Guide, Part #
15041110 Rev. D.

La empresa cuenta con protocolos rigurosos para la construccion de librerias, en
donde primero se purifica el material genético de la muestra y posteriormente se
realiza un control de calidad en donde las muestras calificadas pasan a la
construccion de la libreria. La libreria de secuenciacion se prepara mediante la
fragmentacidén aleatoria de la muestra de ADN, seguida de la ligadura del
adaptador 'y 3'. Alternativamente, la "tagmentacién" combina las reacciones de
fragmentacién y ligadura en un solo paso y luego los fragmentos ligados al
adaptador se amplifican por PCR y se purifican en gel.

Posteriormente se carga en una celda de flujo en donde los fragmentos se
capturan por oligonucledtidos unidos a la superficie de la celda, los cuales
complementan a los adaptadores de la libreria. Luego, cada fragmento se
amplifica en grupos clonales a través de una amplificacion de puente. Cuando se
completa la generacion de los grupos, las plantillas estan listas para la
secuenciacion.

Para esta muestra se utilizé la tecnologia de secuenciacion de nueva generacion
de lllumina NovaSeq con un método patentado basado en terminadores
reversibles que detecta bases individuales a medida que se incorporan a las
cadenas de plantilla de ADN previamente preparadas. Finalmente se ejecuta una
secuenciacion base por base de alta precision que practicamente elimina los
errores especificos del contexto de la secuencia, incluso dentro de regiones de
secuencias repetitivas y homopolimeros.

Como resultado al paso previo obtuvimos dos archivos en formato fastq cada uno
con los resultados de la secuenciacion (“TAP_1.fastq” para las lecturas forward y
“TAP_2.fastq” para las lecturas reverse) en donde se muestra la informacién
genética nuclear, mitocondrial e incluso informacion de microorganismos
contaminantes que pudieron haberse desarrollado en el medio que contenia las
muestras de foliculo y tejido.

Evaluacion del control de calidad

El control de calidad es un primer paso esencial en el analisis de datos de
secuenciacion, fue necesario evaluar si el contenido de las librerias permite



cumplir con las expectativas del experimento y si los datos son adecuados para el
analisis posterior. A pesar de que la mayoria de los secuenciadores generan un
informe de control de calidad (que generalmente solo se enfoca detectar
problemas generados por el propio secuenciador) es necesario también realizar
un informe de control de calidad que pueda detectar problemas del secuenciador,
asi como los del material de la libreria inicial.

Para esto se realizé un control de calidad que consiste en una serie de pruebas;
recuento de la frecuencia relativa de los nucleétidos en cada posicion de un
conjunto de lecturas para detectar posibles desviaciones de las frecuencias
esperadas, el resumen de la distribucion de las puntuaciones de calidad de Phred
para identificar las posiciones base con baja calidad global (lo que sugiere una
degeneracion en el proceso de secuenciacion), y medir la frecuencia de
adaptadores de secuenciacion y contaminantes que no se espera que sean ADN
bioldégico de la muestra (University of Missouri; de Sena Brandine y Smith, 2019)
La puntuacion de calidad Phred de 20 significa una precision del 99 % vy las
lecturas con una puntuacién de calidad superior a 20 se aceptan generalmente
como lecturas de buena calidad (lllumina).

FastQC: La calidad de las lecturas se comprobd utilizando FastQC (Andrews,
2010), una herramienta que tiene como objetivo proporcionar una forma sencilla
de realizar algunas comprobaciones de control de calidad como los valores de
calidad, contenido GC, longitud y distribucion de las lecturas, etc. en los datos de
secuencia sin procesar que provienen de procesos de secuenciacién de alto
rendimiento.

Preprocesamiento de lecturas de secuenciacion

El preprocesamiento de los archivos de secuencias consiste en el filtrado y recorte
de aquellas lecturas que hayan obtenido valores bajos en el paso anterior. La
abundancia y la longitud de lectura de alta calidad son los factores principales que
diferencian las lecturas correctas de las erroneas producidas por los instrumentos
lllumina. Se ha demostrado que un sesgo en la eliminacién de estos errores
puede entorpecer los resultados (Bokulich et al., 2013), y con esto los analisis
ecoldgicos posteriores.

Trimmomatic: El filtrado y recorte de lecturas se realizé con Trimmomatic (Bolger
et al., 2014) la cual es una herramienta de preprocesamiento mas flexible y
eficiente que maneja correctamente datos paired-end posteriores a una



secuenciacion WGS. Se utilizaron calidades de recorte de 15 y 30 con la finalidad
de comparar si un filtrado mas estricto lograba reconstruir de mejor manera el
genoma mitocondrial y eliminar errores.

Mapeo del genoma mitocondrial de Tapirus bairdii

Para obtener unicamente en material genético mitocondrial del tapir se realizaron
mapeos mediante el programa Bowtie2 (Langmead y Salzberg 2012).

El proceso del mapeo de un genoma consiste en comparar todas las lecturas
ingresadas entre si y calcular cuales se superponen para determinar el punto de
origen probable de la lectura con respecto a un genoma de referencia. En este
caso se utilizé la secuencia del mitogenoma de la especie hermana de T. bairdii,
T. terrestris, cuyos datos se encuentran disponibles publicamente en la base de
datos de NCBI con numero de referencia NC_053962.1 (Nucleotide).
Posteriormente en el 2022 con la publicaciéon del genoma de un individuo en
cautiverio en NCBI con numero de referencia OM935749.1 (Ennis et al., 2022) se
ejecutd un nuevo mapeo empleando este genoma.

En el mapeo se utiliza una técnica de indexacién basada en oligdmeros cortos
que ayudan a identificar a las lecturas y reconocer a las que probablemente se
superpongan, con esto es mas facil generar una lista de ubicaciones de alineacion
candidatas (Langmead, 2012), esta se extraen en un nuevo archivo para luego
realizar un alineamiento en cualquier par de lecturas que tengan una interaccion
significativa (Pop, 2004).

Bowtie 2: Este proceso se realizd6 empleando la herramienta de analisis de
secuencias Bowtie2 (Langmead y Salzberg 2012). Bowtie2, que es un algoritmo
de alineamiento muy eficiente basado en la transformacién de Burrows-Wheeler
(Langmead, 2012).

Ensamble del genoma

Después del paso de superposicion se debe realizar el disefio, aqui se
posicionaron las lecturas con precisidon entre si, produciendo una alineacion
multiple de todas las lecturas. Esta alineacion multiple se utiliza para producir el
consenso, es decir, la secuencia de ADN final. Algunos algoritmos también
incluyen un paso adicional en el que los contigs se unen utilizando la informacién
de enlace de las lecturas de extremos emparejados, creando estructuras mas



grandes conocidas como scaffolds (Pop,2004), sin embargo, debido al tamafio del
mitogenoma y la seleccion de programa para el ensamble no fue necesario el
scaffolding.

SPAdes: El ensamble se realiz6 con el algoritmo de ensamblaje SPAdes
(Bankevich et al., 2012) que es una herramienta de ensamblaje basada en la
construccién de graficos de Brujin. Es una herramienta reconocida como una de
las mejores para lecturas lllumina, mantiene buena calidad de resultados,
precisos y métodos de correccion de errores (Gonzalez de la Fuente, 2018).

Por defecto, el programa ensambla utilizando valores de k-meros de longitudes
21, 33 y 55, ademas elige el ensamblaje con la mejor puntuacion N50. Debido a
que nuestras lecturas tenian una longitud de 151 bases, para evitar que el
maximo valor predeterminado fuera muy pequefio se ejecutd SPAdes con un
rango ampliado de k-meros (Anexos). Se realizaron tres ensayos con distintos
valores con la finalidad de compararlos y seleccionar el mas adecuado.

Selecciéon de ensamble

Para seleccionar los valores de k-meros que se utilizaran en el ensamble, los
cuales se utilizaran para el resto de los analisis gendmicos se realizd una
evaluacion de cada set de valores (ANEXOS)

Quast: Se utilizé la herramienta Quast (Gurevich et al., 2013) que evalua la
calidad de los ensamblajes y selecciona el mejor ensamblaje de todos los
proporcionados.

Eliminacion duplicados

Es posible que dentro del archivo de nuestra secuencia ya ensamblada podamos
encontrar regiones duplicadas, para eliminar estas secuencias tendremos que
visualizarlas; existen programas que identifican y eliminan duplicados
automaticamente, sin embargo, debido al tamafno de nuestro archivo optamos por
realizarlo manualmente.

BLAST: Con la herramienta BLAST (Madden, 2013) logramos visualizar los nodos
obtenidos y compararlos contra el mitogenoma ya disponible de T. bairdii. De esta



manera es facil identificar aquellas regiones que no necesitaremos en el archivo
final.

Con la finalidad de mejorar el manejo de la secuencia obtenida corregimos la
direccién de esta misma, para esto se identifica la direccién de nuestro genoma,
es decir, observar si es una sola cadena con direccién 5 3’ (que se vera
representado con un +/+) o tenemos fragmentos inversos (representado con +/-).

Reverse Complement: Con la herramienta Reverse Complement (Stothard, 2000)
facilitamos la correccion de la direccion de nuestra secuencia.

Busqueda de secuencia de la regiéon control

Posterior a los pasos previos, comparando nuestro resultado con los datos de
mitogenomas disponibles en NCBI (Nucleotide), se observdé que la region
correspondiente al D-loop, o que conocemos como la region control o no
codificante del genoma mitocondrial no se habia recuperado en su totalidad.
Anteriormente Ennis y colaboradores, 2022 lograron reconstruir la RC con una
longitud de 1,247pb, sin embargo, nuestras herramientas solo lograron recuperar
con el método de mapeo la mitad de la longitud esperada.

Debido a esto, se realiz6 nuevamente un ensamble con SPAdes incluyendo la
secuencia paired-end de T.bairdii del Sequence Read Archive SRA de NCBI
“‘SRR17086167” y posteriormente se volvid a mapear unicamente la secuencia
correspondiente a la RC contra nuestros datos de WGS. Finalmente se logro
reconstruir el mitogenoma completo incluyendo las secuencias no codificantes de
proteinas.

Anotacion

La anotacion del genoma mitocondrial del tapir T. bairdi se realiz6 mediante el
programa Mitos Web Server (Bernt, 2013). Recuperamos el reverso
complementario de la secuencia para obtener una cadena con direccion +. La
visualizacion de los genomas se realizé con MAUVE (Darling et al., 2004)

Como resultado del paso anterior se generé un archivo final del mitogenoma
completo de T.bairdii, con esto es posible realizar la anotacion. El objetivo



principal de la anotacién a nivel de proteina es asignar una funciéon a los
productos del genoma (Stein, 2001).

MITOS: Se utilizé Mitos Web Server (Bernt, 2013) el cual es un programa que
realiza anotaciones de genes codificadores de proteinas, ARNr y ARNt. de
mitogenomas.

BLAST: Adicionalmente se realizaron alineaciones pareadas de los 13 genes
codificantes para proteinas en BLAST (Madden, 2013) del genoma en cuestion y
la anotacion del genoma de T. bairdii (NUmero de referencia: OM935749.1) con la
finalidad de comprobar y completar la identidad de los genes mitocondriales
obtenidos previamente en MITOS (Bernt, 2013).

Proksee: Se utilizé la plataforma de Proksee (Grant et al., 2023), el cual es un
sistema experto para el ensamblaje, anotacién y visualizacién de genomas.

Calculo de distancia genoma a genoma

Se obtuvieron distancias de DDH (Hibridacion ADN-ADN) empleando dos
métodos. El primero incluye sélo aquellos pares de segmentos de alta puntuacion
(identidades/HSP), se realiza este recorte de valores con el propdsito de que este
proporcione resultados mas precisos (Auch, et al., 2010). El segundo métod
incluye los caracteres totales de las secuencias (identidades/ longitud total).

GGDC: Genome-to-Genome Distance Calculator (Meier-Kolthoff et al., 2022) el
programa infiere distancias de genoma a genoma entre pares de genomas
secuenciados total o parcialmente, es un estimador digital y altamente confiable
de la relacion de los genomas. En la actualidad sigue siendo una de las
herramientas en linea mas populares para el calculo de valores de DDH y es
empleado para la delimitacién de (sub)especies in silico en especies procarioticas.
Debido a las caracteristicas del ADN mitocondrial esta herramienta fue empleada.

Analisis filogenémicos

Para realizar el andlisis filogenémico de los datos de mitogenomas disponibles del
género Tapirus se incluyeron tres grupos externos, Rhinoceros unicornis (NUmero
de referencia: X97336.1) perteneciente a la familia Rhinocerotidae Gray, 1821,
Equus caballus (Numero de referencia: X79547.1), y Equus zebra (Numero de
referencia: JX312724.1), ambos pertenecientes a la familia Equidae Gray, 1821.



Todos nuestros grupos externos forman parte del orden Perissodactyla Owen,
1848. También, se incluyeron todos los datos de genomas mitocondriales
completos disponibles en el NCBI (Nucleotide). Finalmente para el andlisis
filogendmico se excluyeron aquellas secuencias idénticas entre si (Tabla 1).

Se realizé un arbol filogenético de maxima verosimilitud. También, se evaluo el
modelo de sustitucion que se ajustara a todo el mitogenoma de T. bairdii.

Con la finalidad de corroborar la topologfia del arbol filogendmico obtenido, se
realizaron 2 arboles filogenéticos adicionales. Se concatenaron los 13 genes
codificantes de proteinas para el primer arbol filogenético, mientras que en el
segundo, unicamente se concatenaron ambos ARNr y COX1.

ORPA: Se utilizé el programa ORPA (Bi et al., 2023) que realiza una
reconstruccion filogenémica especifica de organelos celulares con comandos
amigables incluso para usuarios no bioinformaticos. En nuestro caso utilizamos
unicamente el alineamiento obtenido por el mismo programa ya que este emplea
Gblocks (Castresana, 2000) que elimina posiciones mal alineadas y regiones
divergentes.

PhyML: Con la finalidad de reconstruir los arboles filogendmico y filogenéticos, se
utilizé PhyML (Guindon et al., 2010) el cual es un software de filogenias basado
en el principio de maxima verosimilitud

VIll. RESULTADOS

Se obtuvieron dos muestras, ambas utilizadas en el proyecto. Estas son las
unicas que se han colectado de individuos silvestres con fines de analisis
gendmicos para la especie.

Secuenciacién de ADN, evaluacién y filtrado de calidad.

A partir de los datos de secuenciacion se obtuvieron 23.6 gigabases de lecturas
pareadas con una calidad promedio de 36 (Phred) y un contenido de GC 39.75%
(Tabla 2.)



Tabla 2. Datos crudos obtenidos de la secuenciacion con lllumina.

Muestra Numero de | Namero total [ CG (%) AT/%) Q20(%) Q30(%)
bases de lecturas
secuenciadas |(reverse 'y
(pb) forward)
Tapirus 23,607,169,672 | 156,338,872 | 39.75 60.25 97.33 92.5
bairdii




Se generaron dos reportes de calidad FastQC (Andrews, 2010) , uno para el
archivo TAP_1y TAP_2 (Figura 3)
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Figura 3. Graficos de puntaje de calidad y contenido de GC a lo largo de todas las
bases generados por FastQC (Andrews, 2010) para arriba TAP_1 y abajo TAP_2.
Los graficos de calidad muestran el rango de valores de calidad en cada ciclo
realizado por el secuenciador. El eje X y el eje Y son, respectivamente, la posicion
de la lectura por pares de bases y la puntuacion de valores de de Phred.

Posterior al filtrado de nuestras secuencias pudimos obtener dos archivos
derivados de los archivos crudos Illamados TAP_1 Tp y TAP_2 Tp,
posteriormente evaluamos la condicion general de las lecturas con graficos de
calidad y contenido de GC con (Figura 4) y la calidad de secuencia por mosaico
de la secuencia forward (Figura 5) con FastQC, (Andrews, 2010).



Para ambas cadenas se obtuvo una secuencia de 76,870,878 lecturas pareadas
con un tamafo de 21-136 pb y se identificaron 0 secuencias marcadas de baja
calidad. Las lecturas filtradas tienen un contenido de GC de 39% (Tabla 2).
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Figura 4. Graficos de puntaje de calidad y contenido de GC a lo largo de todas las
bases generado por FastQC (Andrews, 2010) para arriba TAP_1_Tp y abajo
TAP_2 Tp.
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Figura 5. Grafico de calidad por secuencia de mosaicos generados por FastQC
(Andrews, 2010) para la secuencia forward con valores de recorte de arriba 15y
abajo 30.



Ensamble y seleccion de valores

Se obtuvieron ensambles con el programa SPAdes (Bankevich et al., 2012) de
todos los archivos mapeados con Bowtie2 (Langmead y Salzberg 2012),
unicamente el primer mapeo ejecutado que se repitid tres veces con distintos
valores fue analizado con Quast (Gurevich et al., 2013). El segundo y tercero
mostraron consistencia en los resultados utilizando los valores de k-meros
predeterminados por el programa (Tabla 3). Se obtuvieron graficos de puntaje de
calidad y contenido de GC (Figura 6) y un grafico de calidad por secuencia de
mosaicos (Figura 7) con FastQC (Andrews, 2010).
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Figura 6. Graficos de puntajes de calidad y contenido de GC generados por
FastQC (Andrews, 2010) para la secuencia forward y reverse concatenadas
posterior al mapeo con Bowtie2 (Langmead y Salzberg 2012).
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Figura 7. Graficos de calidad por secuencia de mosaicos generados por FastQC
(Andrews, 2010) para la secuencia forward y reverse concatenadas posterior al
mapeo con Bowtie2 (Langmead y Salzberg 2012).
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Figura 8. Grafico de longitud de contigs por set de valores de k-meros obtenido
con Quast (Gurevich et al.,, 2013). Cada color representa cada una de las 3
configuraciones aplicadas para el ensamble del genoma.
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Figura 9. Grafico de profundidad de covertura por set de valores de k-meros
obtenido con Quast (Gurevich et al., 2013). Cada color representa cada una de las
3 configuraciones aplicadas para el ensamble del genoma.

Tabla 3. Resultados de andlisis de ensambles con Quast (Gurevich et al., 2013)
para el primer set de datos de k meros. En azul se indica el ensamble de mejor
calidad y en rojo el mas bajo.

Statistics without reference  Set_1 Set_2 Set_3
# contigs 9 9 20

# contigs (>= 0 bp) 45 38 82

# contigs (>= 1000 bp) 4 3 6

# contigs (>= 5000 bp) 1 3 0

# contigs (>= 10000 bp) 1 1 0

# contigs (>= 25000 bp) 0 0 0

# contigs (>= 50000 bp) 0 0 0
Largest contig 15601 15601 3228
Total length 29205 29692 21176
Total length (>= 0 bp) 40547 39564 35871
Total length (>= 1000 bp) 25958 25899 11700
Total length (>= 5000 bp) 15601 25899 O
Total length (>= 10000 bp) 15601 15601 O
Total length (>= 25000 bp) 0 0 0
Total length (>= 50000 bp) 0 0 0

N50 15601 15601 1350
N90 884 884 592
auN 9753.4 10068 1505
L50 1 I -
L90 5 4

GC (%) 38.55 38.6 38.51
Mismatches

# N's per 100 kbp 0 0 0

#N's 0 0 0



En este caso, para reconstruir la secuencia no codificante RC se tuvieron que
realizar al menos tres mapeos, cada uno mas especifico que el anterior. El
ensamble por SPAdes de los datos de T. bairdii disponibles en el SRA demostro
ser la mejor opcién para reconstruir el genoma de una manera mas completa
(16,567), la segunda mejor opcion de ensamble fue aquella que se realizaré con
el genoma de referencia de la misma especie (15,521) y finalmente la menos
completa fue el ensamble incluyendo como referencia a T. terrestris (15,855), la
especie mas genéticamente emparentada a nuestro modelo de estudio.

Genoma mitocondrial de Tapirus bairdii

Se lograron obtener multiples archivos con los cuales fue finalmente posible
obtener el mitogenoma del ejemplar silvestre de T. bairdii utilizando solo el 0.7%
de las lecturas totales obtenidas con el secuenciador NovaSeq de lllumina. El
mitogenoma obtenido consiste de un solo contig con una longitud de 16567
bases, y un contenido de GC de 38.4% (Tabla. 4), A(34.15% 5658) | C(25.77%
4269) | G(12.63% 2092) | T(27.45% 4548).

Tabla 4. Tabla de numero de secuencias, bases y longitud de secuencia para
cada archivo obtenido durante la realizacidon del proyecto. Se muestran resultados
obtenidos antes, durante y post mapeo. Datos obtenidos con FastQC (Andrews,
2010).

FastQC Numero de Numero de Longitud de GC(%)
secuencias bases secuencia

Datos crudos 78,169,436 11.8 Gbp 151 bp 39

cadena forward

(TAP_1)

Datos crudos 78,169,436 11.8 Gbp 151 bp 39

cadena reverse

(TAP_2)

Post trimming 76,870,878 9.1 Gbp 6-121 bp 39

cadena forward

recorte en 30

Post trimming 76,870,878 9.1 Gbp 6-121 bp 39

cadena reverse

recorte en 30




Post trimming
cadena forward
recorte en 15
(TAP_1_Tp)

76,870,878

10.3 Gbp

21-136 bp

39

Post trimming
cadena reverse
recorte en 15
(TAP_2_Tp)

76,870,878

10.3 Gbp

151 bp

39

Post mapeo

cadena forward
con T. terrestris
como referencia

2,068

279 Kbp

23-136 bp

37

Post mapeo

cadena reverse
con T. terrestris
como referencia

2,068

278.5 Kbp

22-136 bp

38

Post mapeo
cadena forward
con T. bairdii
como referencia

2121

286.5 Kbp

23-136 bp

37

Post mapeo
cadena reverse
con T. bairdii
como referencia

2121

285.4 Kbp

23-136 bp

38

Post ensamble
con SPAdes,
mapeo con
T.terrestris

38

40,183 bp

121-15,861 bp

38.7

Post ensamble
con SPAdes,
mapeo con T.
bairdii

52

43,421 bp

101-12,247 bp

38.5

Primera
seleccion de
contigs o nodos
post ensamble

17,157 bp

542, 750
15,861 bp

38.4

Ensamble final

16,567 bp

16,567 bp

38.4




Porcentaje de identidad

El resultado de las Tablas 5 y 6 muestran los porcentajes de identidad con valores
de DDH para los dos genotipos mitocondriales actuales de T. bairdii en México.

Tabla 5. Valores de DDH (Hibridacion ADN-ADN) empleando la férmula
identidades/HSP (pares de segmentos de alta puntuacion), obtenido con GGDC

(Meier-Kolthoff et al., 2022)

T. T. T. T. T. T. T. bairdii | T. bairdii | T. bairdii | T. bairdii
indicus indicus | indicus | indicus terrestris | terrestris | (NC_063 (OM9357 | (OQ4204 | Calakmul
(cmo63 | (cM063 | (CM063 | (CM0630 (MW2572 | (NC_0539 | 943.1) 49) 28.1)
009.1) | 009.1) |009.1) [ o09.1) 04.1) 62.1)
T. bairdii 36.5 36.9 36.9 37 86.6 86.6 100 100 88.8 48.2
(OM935749
A1)
T, bairdii, 37.9 38.6 38.6 38.6 475 475 48.2 48.2 48.2 100
Calakmul
Tabla 6. Valores de DDH (Hibridacion ADN-ADN) empleando la férmula
identidades/longitud total, obtenido con GGDC (Meier-Kolthoff et al., 2022)
T. T. T. T. T. T. T. bairdii | T. bairdii | T. bairdii | T. bairdii
indicus | indicus | indicus | indicus | terrestris | terrestris | (NC_063 | (OM9357 | (OQ4204 | Calakmul
(CM063 | (CM063 | (CM063 | (CMO063 (MW2572 | (NC_053 | 943.1) 49) 28.1)
009.1) | 009.1) |009.1) |o009.1) |41 962.1)
T bairdii 89.6 89.8 89.8 89.8 99.7 99.7 100 100 99.8 94.6
(OM935749
1)
L ezl 87.3 87.7 87.7 87.7 94.2 94.2 94.6 94.6 94.5 100
Calakmul




Anotacién del genoma mitocondrial de Tapirus bairdii

Se lograron identificar las secuencias que corresponden a los 13 genes
codificantes de proteinas, 22 ARN de transferencia y 2 ARN ribosomales del
mitogenoma completo de T. bairdii (Tabla 7 y Figura 11)

Tabla 7. Resultados de la anotacion de mitogenoma de T. bairdii con MITOS
(Bernt, 2013).

Gen Identificador | Tipo Posicion Direccion
RNA de trnF(gaa) ARNt 1-68 +
transferencia

trnF(gaa)

ARN ribosomal rrnS ARNr 69-1036 +
12s

RNA de trnV(tac) ARNt 1036-1102 +
transferencia

trnV(tac)

ARN ribosomal rrnL ARNr 1103-2681 +
18s

RNA de trnL2(taa) ARNt 2682-2756 +
transferencia

trnL2(taa)

Subunidad 1 de nad1 Caodificante a 2758-3714 +
NADH proteina

deshidrogenasa

RNA de trnQ_0(ttg) ARNt 3782-3854 -
transferencia
trnQ_0(ttg)

RNA de trnM(cat) ARNt 3857-3925 +
transferencia

trnM(cat)

Subunidad 2 de nad2 Cadificante a 3925-4979 +
NADH proteina

deshidrogenasa

RNA de trnW(tca) ARNt 4968-5036 +
transferencia
trnW(tca)




RNA de trnA(tgc) ARNt 5042-5110
transferencia

trnA(tgc)

RNA de trnN(gtt) ARNt 5112-5184
transferencia

trnN(gtt)

RNA de trnC(gca) ARNt 5218-5283
transferencia

trnC(gca)

RNA de trnY(gta) ARNt 5284-5349
transferencia

trnY(gta)

Subunidad 1 del | cox1 Codificante a 5350-6895
citocromo proteina

oxidasa

RNA de trnS2(tga) ARNt 6893-6961
transferencia

trnS2(tga)

RNA de trnD(gtc) ARNt 6970-7036
transferencia

trnD(gtc)

Subunidad 2 del | cox2 Codificante a 7036-7720
citocromo proteina

oxidasa

RNA de trnK(ttt) ARNt 7724-7790
transferencia

trnK(ttt)

Subunidad 8 del | atp8 Codificante a 7791-7995
ATP sintasa proteina

Subunidad 6 del | atp6 Codificante a 7952-8633
ATP sintasa proteina

Subunidad 3 del | cox3 Codificante a 8632-9416
citocromo proteina

oxidasa

RNA de trnG(tcc) ARNt 9417-9484
transferencia

trnG(tcc)

Subunidad 3 de nad3 Codificante a 9485-9831
NADH proteina

deshidrogenasa

RNA de trnQ_1(ttg) ARNt 9833-9900

transferencia
trnQ_1(ttg)




Subunidad 4l de
NADH
deshidrogenasa

nad4l

Codificante a
proteina

9900-10197

Subunidad 4 de nad4 Codificante a 10190-11568

NADH proteina

deshidrogenasa

RNA de trnH(gtg) ARNt 11569-11637

transferencia

trnH(gtg)

RNA de trnS1(gct) ARNt 11638-11696

transferencia

trnS1(gct)

Subunidad 5 de nad5 Cadificante a 11766-13587

NADH proteina

deshidrogenasa

Subunidad 6 de nad6 Cadificante a 13589-14095

NADH proteina

deshidrogenasa

RNA de trnE(ttc) ARNt 14099-14167

transferencia

trnE(ttc)

Citocromo b cob Cadificante a 14172-15312
proteina

RNA de trnT(tgt) ARNt 15313-15380

transferencia

trnT(tgt)

RNA de trnP(tgg) ARNt 15381-15446

transferencia
trnP(tgg)




rep_origin

gene
gaa) M tRNA
rRNA

trnP(tgg)
trnT(tgt)

trnV(tac)

trnE(ttc)
trnL2(taa)
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Figura 11. Mapa del mitogenoma recuperado en este trabajo para T. bairdii,
obtenido con Proksee (Grant et al., 2023)

Alineamiento y filogenémica

Se obtuvo la reconstruccion del arbol filogendmico empleando los genomas
mitocondriales completos utilizando el método de maxima verosimilitud (Figura
12) Adicionalmente, se realizaron pruebas filogenéticas empleando los 13 genes
codificantes de proteinas (Figura 13), ambos ARNr y el COX1 concatenados
(Figura 14).

El programa ORPA (Bi et al., 2023) seleccioné como mejor modelo de sustitucion
de acuerdo al criterio de inferencia bayesiana (BIC) el modelo TIM2+F+G4 para el
filogenoma vy la filogenia de los 13 genes codificantes concatenados. En cuanto al
analisis filogenético empleando ambos ARNr y el COX1 se seleccion6 el modelo
TIM2+F+R2 de acuerdo al criterio de inferencia bayesiana (BIC) .



NC 053962 Tapirus terrestris
LOONIMW257204 Tapirus terrestris
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Figura 12. Analisis filogenomico de los genomas mitocondriales del género
Tapirus. El alineamiento incluye secuencias de 13 organismos y tiene una longitud
de 14,880 caracteres. El arbol se construyé mediante el método de maxima
verosimilitud. Realizado con ORPA (Bi et al., 2023) y PhyML (Guindon et al.,
2010).

1.00§NC 053962 Tapirus terrestris
0731 MW257204 Tapirus terrestris
100l NC_063943 Tapirus bairdii
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Figura 13. Analisis filogenético de los 13 genes codificantes de proteinas
pertenecientes al genoma mitocondrial del género Tapirus. El alineamiento incluye
secuencias de 13 organismos y tiene una longitud de 8,231 caracteres. El arbol se



construyé mediante el método de maxima verosimilitud. Realizado con ORPA (Bi
et al., 2023) y PhyML (Guindon et al., 2010).

090 NC 053962 Tapirus terrestris
037 MW257204 Tapirus terrestris
.00l NC 063943 Tapirus bairdii
Lool' OM935749 Tapirus bairdii
0Q420428 Tapirus pinchaque
b Tapirus bairdii (Calakmul)
T00 KJ417809 Tapirus indicus
KJ417810 Tapirus indicus
Tool CM063009 Tapirus indicus
KJ417808 Tapirus indicus

1.00

X97336 Rhinoceros unicornis
1.00 —JX312724 Equus zebra
1.00b———X79547 Equus caballus

0.08 sustituciones por sitio

Figura 14. Analisis filogenético de los dos genes de ARN ribosomales (mtARNSs) y
la Subunidad 1 del citocromo c¢ oxidasa (Cox1) concatenados del género Tapirus.
El alineamiento incluye secuencias de 13 organismos y tiene una longitud de
4,128 caracteres. El arbol se construyé mediante el método de maxima
verosimilitud. Realizado con ORPA (Bi et al., 2023) y PhyML (Guindon et al.,
2010).

IX. DISCUSION

El resultado de la secuenciacion, ensamblaje y anotacion de un genoma es
practicamente el mapa genético completo de un individuo (genes heredados).
Con él podemos llegar a inferir comportamientos y rasgos fenotipicos, sin
embargo, para tener una mejor comprension de los procesos bioldgicos es
necesario emplear principios del campo de la gendmica comparada, la cual
propone que multiples caracteristicas comunes de dos 0 mas organismos estan
codificadas dentro del ADN que se conserva entre las especies (Hardison, 2003).

Se espera que las secuencias de ADN codificantes para proteinas, los ARN
responsables de funciones y aquellas regiones no codificantes reguladoras que
se conservaron del ultimo ancestro comun, también se conserven en secuencias
gendmicas contemporaneas. Generar un alineamiento de genomas es la parte



fundamental de la gendmica comparativa, ademas el poder identificar y
representar estas diferencias con distancias filogenéticas permite obtener
informacion valiosa sobre la evolucion de diferentes taxa (Hardison, 2003).

Es importante reconocer que la recuperaciéon del genoma mitocondrial de un
individuo en cautiverio por Ennis y colaboradores en el 2022 (Ennis et al., 2022)
facilitd en gran medida el proceso de mapeo y ensamble en nuestro proyecto, ya
que antes de la aparicion de este nuevo mitogenoma de T. bairdii, nuestra
secuencia de referencia inicial era la T. terrestris, la segunda especie con mayor
parentesco genético y mitogenoma disponible en las bases de datos publicas .

Posteriormente en el 2023 se liberé en el NCBI el mitogenoma completo de la
especie hermana de T. bairdii, T.pinchaque por Gutierrez, Ortega y Baeza
(Nucleotide), la cual fue integrada a los analisis filogendmicos del proyecto.

Esta situacibn demostréo claramente que la disponibilidad de secuencias
gendmicas es de suma importancia en los estudios de gendbmica comparativa. En
nuestro caso, la aparicion de nuevos genomas facilité el mapeo del genoma
mitocondrial.

Filtros de calidad

Los filtros de calidad aparentemente son buenos antes del mapeo con bowtie.
Como se observa en la seccion de resultados, en la Figura 3, la parte superior
que corresponde al archivo de TAP_1 con direccién forward, en su mayoria, tiene
un margen de error de bases menor a 1 en 1000, excepto por la regidn a partir de
la posicion 140 a la 151 en donde incrementa el error a 1 en 100. En la parte
inferior se observa que el archivo de TAP_2 con direccién reverse también tiene
un margen de error de base menor a 1 en 1000, a partir de la posicion 110 a la
151 incrementa el error a 1 en 100.

Estos valores de calidad cambian en ambas cadenas después de ejecutar el
filtrado con Trimmomatic se observa que el archivo TAP_1_Tp mantiene en su
totalidad un margen de error de 1 en 1000 bases, mientras que para TAP_2 Tp el
rango con margen de error de 1 en 100 se reduce 4 posiciones, de la 114-151
(Figura 4).

Posterior al mapeo y ensamble de los archivos filtrados se obtuvieron 10 contigs
menos que los que no se filtraron y no se recortaron (38 y 48 contigs
respectivamente), por lo que el resto del proyecto se realizé con el archivo de los
datos filtrados. Adicionalmente se realizaron dos mapeos mas para recuperar



aquellas regiones de la secuencia no detectadas en el primer mapeo
(principalmente de la RC) siguiendo la misma linea de comando.

En la Figura 5 donde se comparan los resultados del quality per tile (grafico que
permite observar los puntajes de calidad de cada mosaico en todas sus bases
para ver si hubo una pérdida de calidad asociada con solo una parte de la celda
de flujo. Los colores mas calidos (rojo) indican que las lecturas tienen peores
cualidades para esa posicion en comparacion a las demas) utilizando valores de
recorte de 15 y 30 respectivamente, no se observa diferencia en la tonalidad de
las celadas. Sin embargo, después del mapeo con bowtie en la Figura 6, se
aprecia claramente una disminucion en las calidades de esta misma lo cual no fue
detectado en el grafico de calidad de la Figura 7.

Esto puede ser atribuido a la degradacién del adn molecular identificado durante
la secuenciacion con el secuenciador NovaSeq de lllumina. Esto hace sentido
debido a la condicion de almacenamiento de la muestra.

El resultado del Quast (Gurevich et al., 2013) indicé que la ampliacion del rango
de valores de k-meros representado en el Set 2 del primer mapeo mejor6 el
desempeno de este mismo ya que reconstruyé 38 contigs (Figura 8 y 9) de los
cuales, tres de ellos recuperaron las primeras 17,157pb obtenidas inicialmente
(Cuadro 3).

Adicionalmente, se realizé una extraccion de ADN en laboratorio de la muestra
del 2023 y se mandd secuenciar como manera de corroborar la diferencia entre la
condicion del material genético de ambos individuos, esto como manera de
identificar la diferencia entre una muestra que presentd caracteristicas de ADN
antiguo y otra fresca. Debido al tiempo y recursos, en febrero del 2024 se logré
obtener unicamente la subunidad 2 de la NADH deshidrogenasa del segundo
individuo muestreado en abril de 2023 que corresponde a la obtenida por
métodos bioinformaticos (Anexos). A pesar de que se presentan pocas
diferencias entre ambas muestras de los dos individuos silvestres para este gen,
es apresurado llegar a alguna conclusion previa sin reiterar la necesidad de mas
datos moleculares en estudios futuros.

El analisis filogendmico del género tapirus ubicé a la muestra obtenida en el 2011
de T.bairdii como una especie externa al clado de los tapires neotropicales. Este
resultado inusual puede ser resultado de un proceso de degradacion del material
genético, especificamente depurinacion y desaminacion del ADN debido al
periodo y condiciones de almacenamiento como se explica en la introduccion.



Es importante reconocer que esta degradacion no fue detectada en la evaluacion
de control de calidad como los graficos de puntaje o graficos de calidad por
secuencia de mosaico ya que aparentemente son calidades adecuadas. Sin
embargo, los graficos de contenido de GC muestran anomalias que corresponden
a las caracteristicas de ADN antiguo (Dabney et al., 2013) evaluadas posterior al
ensamble.

Genoma mitocondrial

En la actualidad, se reconoce que varias regiones mitocondriales no recuperan de
manera consistente la topologia encontrada en analisis filogenéticos del
mitogenoma. Incluso utilizando modelos mejorados y eliminando regiones
“filogeneticamente ruidosas”, como homoplasias, no se eliminan estas
incongruencias. Por esto, se propone que las regiones individuales deben ser
utilizadas con extrema precaucioén (Jeffrey, 1999).

Gracias a las caracteristicas de los genomas mitocondriales se sabe que es
posible analizar a mayor nivel de detalle aspectos evolutivos como la evolucién de
los reordenamientos genéticos, la regulacidon genética, los sistemas de
procesamiento de mensajes, los mecanismos de replicacion, entre otros. Los
datos de mitogenomas normalmente suelen ser manejables a un nivel de detalle y
comprensidn que actualmente no es tan comun para los sistemas nucleares
(Jeffrey, 1999).

Gracias a la facil obtencion y manipulacion de los genomas mitocondriales, seria
pertinente implementar su uso. De igual manera, la integracion de multiples
regiones mitocondriales concatenadas incrementarian el acervo de informacion
para realizar con mayor facilidad analisis filogendmicos y filogenéticos. También
proponemos que es necesario un mayor desarrollo de programas y modelos para
maximizar la informacion filogendmica de los datos mitocondriales en el futuro. De
este modo, en futuras investigaciones cuando éstas se combinen con datos
nucleares, se podran obtener mejores estimaciones de los arboles de diversas
especies (Meiklejohn et al., 2014).

En nuestro estudio se logré reconstruir la RC del mitogenoma, la cual resulté ser
la region con mas variacion del mitogenoma, al igual que como es tipicamente
descrita en otros tapires y mamiferos en general ( Muangkram et al., 2016).

Es importante mencionar que gracias a la disponibilidad de programas
bioinformaticos fue posible realizar esta busqueda de regiones mitocondriales a
nivel computacional en vez de emplear protocolos de laboratorio ya sea con kits o
métodos de extraccion especificos para el aislamiento de organelos como la



mitocondria, sin mencionar que estos suelen ser laboriosos y requieren mucho
tiempo (Hartwig et al., 2009).

A medida que incrementa el numero de usuarios de programas disefiados para
proceso de secuenciacion y ensamble de genomas, estos se ven obligados a
volverse mas amigables para aquellos cientificos sin formacién bioinformatica
como tal. Un ejemplo claro es el programa ORPA (Bi et al., 2023), que
especificamente fue disefiado con la finalidad de realizar analisis filogendmicos de
material genético mitocondrial con lineas de comando sencillas e intuitivas para la
mayoria de los usuarios (Bii et al., 2023).

Filogendmica de Tapirus bairdii

En la literatura cientifica se pueden reconocer proyectos en los que se han
empleado marcadores moleculares mitocondriales con la finalidad de reconstruir
arboles filogenéticos para el género Tapirus. Uno de los primeros proyectos fue el
realizado por Ashley y colaboradores, 1996, donde utilizaron la secuencia del
marcador citocromo-c oxidasa para reconstruir un arbol filogenético por el método
de maxima parsimonia. En este trabajo se logré integrar a T.terrestris y
T.pinchaque en un mismo clado hermano a T. bairdii para el grupo de los tapires
neotropicales (Ashley et al. 1996). Posteriormente, Cozzuol y colaboradores,
2013, emplearon el marcador del citocromo-b oxidasa para reconstruir un arbol
empleando el método de inferencia bayesiana. En dicho trabajo se mantiene la
topologia propuesta en 1996, con T. bairdii excluido del clado de T. terrestrisy T.
pinchaque (Cozzuol et al., 2013). En el 2016, Ruiz-Garcia y colaboradores
lograron reconstruir dos arboles filogenéticos de maxima verosimilitud. El primero
empled las secuencias concatenadas de citocromo-b oxidasa, citocromo oxidasa
1y 2. El segundo arbol se realiz6 empleando el método de inferencia bayesiana
para la secuencia de 15 marcadores moleculares del genoma mitocondrial
concatenados. Ambos arboles resultaron concordantes con los trabajos previos
descritos en la literatura. El unico arbol en el que se incluydé una muestra de T.
bairdii mexicano fue el que concatenando las secuencias de 15 genes
mitocondriales. En este, el T. bairdii de Yucatan se muestra alejado del resto de
los de sus especie, lo que concuerda con su distribucién geografica (Ruiz-Garcia
et al., 2016).

Por otro lado, las topologias de estos arboles corresponden a las previamente
propuestas con métodos de reconstruccion morfolégica como la de Ferrero y
Noriega, 2007 en donde las muestras de T. bairdii se agrupan en un solo clado
mas emparentado con T. pinchaque y posteriormente a T. terrestris obviando



especies del género extintas. Estos resultados descritos de igual manera
concuerdan con la distribucidbn y barreras geograficas entre las especies
Neotropicales del género Tapirus. (Ruiz-Garcia et al., 2007; Ferrero y Noriega,
2007).

Es importante mencionar que en estudios moleculares previos, la cantidad de
datos recolectados para T. bairdii son reducidos a comparacion de las demas
especies muestreadas del mismo género (Ashley et al. 1996; Ruiz-Garcia et al.,
2007; Ferrero y Noriega, 2007; Ruiz-Garcia et al., 2016).

Recientemente, el trabajo de Ennis y colaboradores, 2022 consistio en la
reconstruccién del primer genoma mitocondrial completo de un T. bairdii. En este
proyecto se presenta el arbol completo del orden Perissodactyla, empleando el
método de maxima verosimilitud para los 13 genes mitocondriales codificantes de
proteinas, sin embargo, las uUnicas 2 muestras de tapires neotropicales (T.
tarrestris y T.bairdii) se ubican en un solo clado alejados de los tapires asiaticos T.
terrestris (Ennis et al., 2022).

A diferencia de lo anteriormente descrito por Ennis y colaboradores, 2022, nuestro
estudio con enfoque gendmico presenta una topologia concordante con el resto
de los arboles que han incluido a T. bairdii a pesar de que se realizaron pruebas
filogenéticas empleando los 13 genes codificantes de proteinas y posteriormente
las secuencias concatenadas de los marcadores 12 y 18S ARN ribosomal vy el
citocromo oxidasa 1 concatenados (Figuras 12, 13 y 14).

La consistencia de la reconstruccion topoldégica de los arboles, con distintos
marcadores moleculares, distintos filtros de calidad, y empleando distintos
programas, nos indica claramente la enorme necesidad de incrementar los
esfuerzos de muestreo, técnicas de conservacién de muestras, desarrollo de
herramientas bioinformaticos con la finalidad de resolver de mejor manera la
historia evolutiva y situacién actual de las poblaciones de T. bairdii en la RBC, y
en el resto de México. La diferencia entre el genoma mitocondrial propuesto por
Ennis et al., 2022 y el nuestro podra ser corroborando secuenciando un nuevo
individuo y nuevamente realizando analisis de genomica comparativa.

Por otro lado, proponemos que es importante tomar en cuenta la historia de vida y
ecologia de los individuos de los cuales se obtienen muestras gendmicas. En este
caso tenemos informacién clara de los habitos de distribucion del individuo
muestreado durante poco mas de cuatro afios (Nov 2011- Sep 2015).

Consideramos que seria importante conocer la historia del individuo en cautiverio
previamente secuenciado, es decir, tener la informaciéon necesaria para poder



responder preguntas como ¢cuantos anos lleva ese individuo en cautiverio?,
icuantas generaciones antes de él fueron extraidas de su habitat natural?,
;existe recombinacién genética artificial?, ;de qué poblacion especifica fue
extraido ese individuo?, etcétera. Esto con la finalidad de comparar las diferencias
genomicas entre dos tapires con habitos e historias de vida distintas.

Sugerencias y perspectivas a futuro

La muestra utilizada para la secuenciacion en este estudio fue una muestra
almacenada en condiciones no Optimas durante una década, aun con esta
limitante fue posible reconstruir el genoma mitocondrial completo de un tapir
centroamericano. Debido a la creciente presion selectiva ejercida hacia los tapires
en la actualidad, sale a relucir la importancia de las colecciones cientificas como
un reservorio de individuos biologicos, y en ciertos casos como el nuestro,
material genético.

Como se menciona en la introduccion, las proyecciones a futuro para esta
especie neotropical son desalentadoras. Sin embargo, recuperar informacion de
ejemplares de campo, en cautiverio y colecciones brindaran informacién
adecuada para reconstruir la historia evolutiva del género. Recordemos que las
colecciones cientificas tienen como caracteristica el concentrar archivos del
conocimiento en un espacio determinado. Esto con el fin de conservarlos y
mantenerlos disponibles en el largo plazo, preservando una parte de la
biodiversidad que existe y existio (Cristin y Perrilliat, 2011).

Debido a esto, sugerimos implementar el acervo y la disponibilidad de las
colecciones cientificas de mamiferos ungulados en México. Nuestro proyecto es
ejemplo de que una muestra almacenada por varios afos en condiciones no
Optimas puede ser la base para una investigacién con enfoque gendémico, lo que
sera util al momento de utilizar otro tipo de muestra perteneciente a colecciones
de animales en futuras investigaciones.

Sugerencias en campo

No se registraron parametros cardiopulmonares (frecuencia cardiaca, frecuencia
respiratoria, temperatura corporal, electrocardiograma, porcentaje de saturacion
de oxigeno y presion arterial indirecta) ni analisis de gases en sangre arterial para
corroborar la salud de los individuos durante la captura y manipulacién del
individuo silvestre, a diferencia del protocolo sugerido en Foerster et al., 2000,



recomendamos que la interaccion con los organismos sea con la mayor cantidad
de medidas de seguridad posible (Foerster et al., 2000).

Cabe recalcar que la captura del individuo no fue con la finalidad de obtener
material bioldégico para secuenciar. Debido a esto, el método y tiempo de
almacenamiento no fue el mas adecuado para facilitar la extraccion de material
genético. Proponemos que en futuras investigaciones se anticipe con mas tiempo
y a mas detalle el protocolo y material que se utilizara para llevar a cabo la colecta
en campo.

Sugerencias en el procesamiento de datos

Es importante mencionar que inicialmente, el proceso bioinformatico se llevo a
cabo considerando la integridad del material genético de la muestra obtenida.
Posterior a la realizacion de los mapeos, ensambles, y analisis comparativos se
lograron identificar claramente cambios de C por T o de G por A, o bien,
depurinaciones y desaminaciones a lo largo de la secuencia comparando el
mitogenoma liberado por Ennis et al., 2022 (Anexos).

Debido a esto proponemos conocer de manera detallada las condiciones de
temperatura, humedad, pH, catalizadores, entre otros factores del medio que
conduzcan a la degradacion del ADN con la finalidad de considerar el impacto de
estos sobre la secuencia en cuestion (Sunkari et al.,2023).

Perspectivas a futuro

Se reconoce que la genética tiene una larga historia como herramienta en la
conservacion de la vida silvestre, sin embargo, investigaciones de analisis
moleculares quedan excluidas de planes de manejo y conservacion. Esto se debe
principalmente a la falta de comprension de conceptos genéticos, la financiacion
limitada, la poca disponibilidad de experiencia y la comunicacion limitada entre
cientificos y el resto de la comunidad. En consecuencia, el flujo de informacién
genética y evolutiva entre investigadores y administradores de conservacion se ve
obstaculizado (Seremi et al., 2019; Taft et al., 2020).

Es necesario destacar la importancia de conservar y fomentar el incremento de
los bancos de recursos genéticos y gendmicos para la conservacién animal. Esto
como herramienta util en planes y propuestas de manejo para promover el
mantenimiento de la diversidad genética en especies amenazadas (Holt y Pickard,
1999).



Un punto clave dentro de las perspectivas de este proyecto es el reconocer la
importancia de considerar las caracteristicas y protocolo de colecta de la muestra.
En nuestro caso, se utilizd una muestra que presentd caracteristicas de ADN
antiguo como las mencionadas por Dabney et al., 2013. A pesar de que si fue
posible reconstruir el genoma mitocondrial completo del tapir centroamericano,
proponemos sistematizar herramientas y métodos de conservacion de muestras
para evitar degradacion de ADN en futuros proyectos .

Por otro lado, se calcula que las tasas de extincién de especies a escala global
han sido entre 1000 y 10,000 veces mayor a las tasas observadas a lo largo de la
mayor parte de la historia geoldgica, y claramente algunos taxa son mas
vulnerables que otros (Purvis et al., 2000).

A pesar de el conocimiento actual sobre la crisis en la pérdida de diversidad
biolégica a escala global, se propone que el numero de especies extintas en esta
“‘incipiente extincidn masiva de antropoceno” es menor al de los grandes eventos
de extincion recuperados por registros fosiles, por lo que se considera que aun
hay tiempo de actuar y tomar las medidas correspondientes para evitar una
pérdida de biodiversidad aun mayor (Marshall, 2023).

Las oportunidades de investigacion posteriores a la obtencion de un genoma son
ilimitadas. A pesar de que dificilmente se puede comprender el estado genético de
un grupo o poblacidén a partir de los datos de un solo individuo, la metodologia
empleada y los resultados de este proyecto abre camino a la comparacion y
planteamiento de nuevas técnicas que se podran extrapolar y seguir explorando
sobre el género Tapirus.

Se propone que empleando el estudio de los genomas sera posible en un futuro
contestar preguntas que involucren la relacion de aspectos fisioldgicos,
mecanismos moleculares, la distribucion o historia de vida empleando la variacion
gendémica observada. También se podra comprender qué factores moleculares
coevolucionan a través del tiempo y como pudieron ocurrir modificaciones en los
patrones evolutivos de los mecanismos de expresién genética en la especie y el
genero (Jeffrey, 1999).

Las caracteristicas del material gendmico mitocondrial permiten la facil
manipulacion y analisis de datos, el tamafio de la secuencia y el creciente numero
de herramientas bioinformaticas hacen que este sea un buen marcador molecular
al que cada vez mas usuarios pueden acceder.



Otra parte importante es reconocer que actualmente, debido a los conflictos entre
humanos y vida silvestre son la causa principal de la reduccion y extincion de las
poblaciones de especies en todo Mesoamérica, se han dedicado recursos para
fomentar el manejo y proteccion de las especies. Sin embargo, estos estan
mayormente dirigidos a especies carismaticas, mientras que la actitud y
percepcion de los locales hacia las especies no carismaticas ha recibido poca
atencion (Pérez-Flores et al., 2021). La disponibilidad de informacion gendmica
del género Tapirus es limitada, por lo que es necesario dirigir atencion a este
grupo e invitar a la comunidad cientifica a involucrarse en estudios que liberen
datos gendémicos.

La secuenciacién de proxima generaciéon por WGS ha permitido rebasar barreras
que anteriormente dificultaban la obtencién de datos gendémicos como la
secuenciacion de muestras de ADN antiguas, esto ha ampliado sustancialmente
el alcance del analisis metagendmico de muestras derivadas del medio ambiente
y de organismos en la actualidad (Mardis, 2008). En este trabajo reafirmamos la
posibilidad de obtener datos gendmicos de calidad a partir de una muestra
almacenada durante al menos 11 afios gracias a los avances bioinformaticos.

Finalmente, reiteramos la importancia de fomentar el interés en la obtencién de
datos gendmicos con la finalidad de facilitar el acceso a informacion en futuras
investigaciones. Gracias a la creciente facilidad de acceso a herramientas
genomicas, es importante sugerir su implementacion y de este modo obtener una
mayor cantidad de datos de calidad promoviendo la investigacién interdisciplinaria
con enfoques moleculares.

X. CONCLUSION

A partir de la secuenciacion por whole genome shotgun (WGS) fue posible obtener
datos de secuenciacién y posteriormente ensamblar el genoma mitocondrial de un
individuo de tapir centroamericano silvestre a partir de una muestra almacenada
durante poco mas de una década en etanol a temperatura ambiente.

La muestra analizada presentd caracteristicas de degradacion de ADN
posiblemente por procesos de desaminacion y depurinacién. A pesar de esto, fue
posible reconstruir el genoma mitocondrial completo de un individuo silvestre
monitoreado durante cinco afos.

No fue posible realizar reconstrucciones filogenéticas con mas resolucion que los
estudios basados en marcadores morfolégicos y moleculares de genes



concatenados utilizados anteriormente. Los arboles generados mantuvieron la
misma topologia previamente descrita por distintos autores.

La filogendmica mitocondrial y la genémica comparativa pueden resolver mejor las
relaciones filogenéticas del género Tapirus y permiten conocer mejor las
caracteristicas de los genomas de tapires y especies afines, sin embargo es
necesario incrementar el acervo de datos gendmicos del género Tapirus para
obtener informacion novedosa empleando herramientas gendémicas.

XI.
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Xll.  ANEXOS

Alineamientos

Alineamiento pareado con MAUVE (Darling et al., 2004) de T bairdii
(OM935749.1) y T. bairdii de Calakmul.

1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000 11000 12000 13000 14000 15000 16000

W’N’WWWWWWWWWWWW”

R
v

OM935749_1_Bairdii.fasta

1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 800 9000 10000 11000 12000 13000 14000 15000 16000

My_Bairdii.fasta



Alineamiento pareado con BLAST (Madden, 2013) de T. bairdii (OM935749.1)y T.
bairdii de Calakmul.



Score

Expect Identities Gaps Strand

23398 bits(12670) 0.0 15100/16303(93%) 47/16303(0%) Plus/Plus
Query 1 GTTAATGTAGCTTAATCCAAAGCGAGGCACTGAAGATGCCCAGATGAGTATTACTAACTC
sojct 1 GHAMALHAILAMLLA AL AR LA A AHAL AL
Query 61 CATAAACACACAGGTTTGGTCCTAGCCTTTATATTAATTGTTAATAAAATTACACATGCA
Sojct 61 CATARACALATAGGHHOGHLTAMLHATAHALHEHAMAMAHAALATEA
Query 121 AGTATCCGCACCCCAGTGAAAATGCCCTCCAAATCACATTAACGATCAAAAGGAGCAGGT
sojct 121 AGHHECUALL AL LA AL AL LA EALE
Query 181 ATCAAGCACGCTAAATTAGCAGCTTACAACACCTTGCTTAACCACACCCCCACGGGAAAC
sojct 181 ACAMGALMHHAAH ALAAHEHM LALLM
Query 241 AGCAGTGATAAAAATTAAGCCATAAACGAAAGTTCGACTAAGTTATATTAAATCAGGGTT
sojct 241 AMACHAHMAMAHACAMMEMALHEAGMEHAH U ctALEH
Query 301 GGTAAATTTCGTGCCAGCCACCGCGGTCATACGATTAACCCAAATTAATATACTCCGGLG
sojct 301 GeTAMTHEGIAAAMU QUM A HATAAL UL
Query 361 TAAAGAGTGTCAAAGatatatacatataataaagttaaaaactaactaagctgtaaaaa
soser so1 PAAMCAERRALALHRHAL T UL AL LI
Query 421 cacagcgaaaaataaaataaactacgaaagTGACTTTAACACCTCTGACTACACGACAG
: ||||I?| |I||||||||||I IIII?III?IIIIIIIIIII LLLLLELLEEELLLL T
Shjct 419 AAAATAAGCTACGAAAGTGACTTTAACATCTCTGACTACACGACAG
Query 481 CTAAGATCCAAACTGGGATTAGATACCCCACTATGCTTAGCCATAAACTAAAATAATTT
sojct a7 CHAAMACCUAMHALHARMALULA AR HAG AR L MG AL- i
Query 541 TCCAACAAAATTATTCGCCAGAGTACTACTAGCAATAGCTTAAAACTCAAAGGACTTGGC
sojct 537 TECAMMAMHAHU A AU AMEA AL
Query 601 GGTGCTTTATATCCCTCTAGAGGAGCCTGTTCCATAATCGATAAACCCCGATAAACCTTA
sojct 507 GeHCEHHAMCU LAALARHEHE AL LA AR HA
Query 661 CCATCCCTTGCCAACACAGCCTATATACCGCCATCTTCAGCAAACCCTAAAAAGGACTCA
Sojct 657 CCATCCEHOUAATALGLATAALU AT HUAN AL L AAMAARbAnc L
Query 721 AAGTAAGCACAAATACAAGACATAAAAAAGTTAGGTCAAGGTGTAGCCTATGGGATGGGG
sojct 717 AAGHAACCALAMHATAACACAHAMMAAN HALHH AL HALL LAl
Query 781 AGAAATGGGCTACATTTTCTACTCAAGAACAACATAACTCATTACACGAAAGTTTTTATG
soict 777 ACMAMGAALHHIA MMM A MUt AALAMEHHHA
Query 841 AAACTGAAAACTAAAGGAGGATTTAGCAGTAAATTAAGAATAGAGAGCTTAATTGAACTA
sojct 837 AAEAMAALHAALAASCAHHAG AL AR HARAGHASAALLHALHAALHA
Query 901 GGCCATGAAGCACGCACACACCGCCCGTCACCCTCCTTAAATATTACATACTACAACTTA
sojct 897 GLCAMAAMALUAUGALU UG U AMMAHAL AL A MEHA
Query 961 ACATA-TAACAATTGTTAAACATATGAAAGGAGACAAGTCGTAACAAGGTAAGCGTACTG
sojct 957 ACAATRAATAACH MACAHHCAMASCAALMEHU MURHMLEEALE,
Query 1020  GAAAGTGTGCTTGGACAACCAAAGTGTAGCTTAAACAAAGCATCTAGTTTACACCTAGAA
Sojct 1017  CAMCTGIALHECAUMUAM A AR AT A HHACALLAGA
Query 108@ GATTTCACACAAAATGACCACTTTGAACTAAAGCTAGCCCAAACGTCATTCAACTCAACT
sojct 1077 GhHHEALGTAMAHALALHHEULAMHAS LA At ALY
Query 114@ ACCCCAAAAATTTTCAAATAAAACATTCACCCACCACCATTAAAAGTATAGGAGATAGAA
sojct 1137 AL MchccHOAMAMMAAHTAL T A AL UHAMA AR ALK AGA
Query 1200 ATTTTAATCGGCGCTATAGAGAAAGTACCGCAAGGGAACGATGAAAGAAATATTAAAAGT
sojct 1196 AHHAMALCCHAMACAMAHALLALM S AAr AR HAMALH
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1916
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2160
2156
2220
2216
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ACCAAACAGCAAAGCTTACCCCTTCTACCTTTTGCATAATGATTTAACTAGAATAATTTA
| |||||||III||||||||||||||||III|||||||||||||||III|||||||||

ACTGAACAGCAAAGCTTACCC TGATTTAACTAGAATAATTT,
GCAAAGAGAACTTAAGCTAAATACCCCGAAACCAGACGAGCTACCTATGAACAGTCCCAA

SUAMASMETAMS I MACkr LML ABAL A AL ML LM

AGAACAAACTCATCTATGTTGCAAAATAGTGAGAAGATTTATAGGTAGAGGTGAAAAGCC
CELLLELULLE L L TELLL L]

AGAACAAACTCATCTATGTTGCAAAATAGTGAGAAGATTTGTAGGTAGAGGTGAAAAGCC
AAACGAGCCTGGTGATAGCTGGTTATCCAGAACAGAATATTAGTTCAAATTTAAATTTAC

MLALEHEH AR A MM AHAHEANHMAHAL

CTAACAAAAGCACCACAACTCTAATGTAAATTTAAATTTTAATCTAAAGAGGTACAGCTC
LEELEE T LELEL T |||||III|||||||||||||||III|||||||||

CTAACAGAAACACCATAACTCTAACGTAAATTT AATCTAAAGAGGTACAGCTC
TTTAGACACAGGATACAACCTTCCTTAGAGAGTAAAGACACAAACAAACCATAGTTGGCC

HAUUASAHAANHEHAA A AMAArALcbr MALEATAGHELL

TAAAAGCAGCCATCAATTAAGAAAGCGTTTAAGCTCAACAACACAACCATCTTAATCCCA
CELLLLLULEE L D EELE L FLEEL UL L]

TAAAAGCAGCCATCAATTGAGAAAGCGTTCAAGCTCAACAACATAACCATCTTAATCCCA
ACAATAACCAAACAACTCCTAATATAGCACTGGATTAATCTATTAATATATAGAAGCAAT

AUACMEAMAA G LA AR AT A A HAM A HAATAAGAAS AN

AATGTTAATATAAGTAACAAGAATTATTTCTCCCGGCATGAGCTTATATCAGAACGGATA
|||||||||||III||||||||||||||||III| CLLELLLLLLLE LR

TGTTAATATAAGTAACAAGAATTATTTCTCCCAGCATGAGCTTATATCAGAACGGATA
ACCACTGATAGTTAACAACAAAATAAACTCAACCAAACAATTAACTACAATTATTAAACT

AAHGHHMAAAMA G AU MU A A M

AACTGTTAATCCAACACAGGCATGCTATACTCCAAGGGAAAGATTAAAAGAAGTAAAAGG
UL L LU L LT LT

AACTGTTAATCCAACACAGGCATGCTCTACCTCAAGGGAAAGATTAAAAAAAGTAAAAGG
AACTCGGCAAACACAAACCCCGCCTGTTTACCAAAAACATCACCTCTAGCATTACTAATA

MEEMAAMMEL LG AL MG EASAHAL T

TTAGAGGCACTGCCTGCCCAGTGACATCTGTTTAAACGGCCGCGGTATCCTAACCGTGCA
CELLULLUULLLLE LU L LT L LT LU L]

TTAGAGGCACTGCCTGCCCAGTGACATCTGTTTAAACGGCCGCGGTATCCTAACCGTGCA
AAGGTAGCATAATCACTTGTTCTCTAAATAAGGACTTGTATGAATGGCCACACGAGGGTT

MATAAUHER HGMAAMALHE MU

TAACTGTCTCTTACTCCTAATCAGTGAAATTGACCTTCCCGTGAAGAGGCGGGAATAACA
CELLLEL UL L L LT

TAACTGTCTCTTACTTCTAATCAGTGAAATTGACCTTCCCGTGAAGAGGCGGGAATAATA
AAATAAGACGAGAAGACCCTATGGAGCTTCAATTAATCAATTCACTAAAGTATAAACTTC

MAMAAMAULE A AN AL MMM

CAACCTACCAGGCAT-AAAAAACTTTAACTGAATTCGACAATTTCGGTTGGGGTGACCTC
CELLEULELLE EE LR L L LT LTI

AAACCTACCAGGTATAAAAAAACTTTAACTGAATTCGACAATTTCGGTTGGGGTGACCTC
GGAGAAC22222aaCCTCCGAGTGATTAAAGCTTAGACTAACCAGTCAAAGCACTACATC

SAMUMATAM LA AHAMAH AL AMEALAMAU AL

ACTTATTGATCCAAATTATTGATCAACGGAACAAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAATC
|||||||||||III||||||||||||||||III|||||||||||||||III|||||||||

AACGGAACAAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAA
CTATTCTAGAGTCCATATCGACAATAGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATCAGGACATCC

LA A AUAASFHAA N ML

CAATGGTGCAACCGCTATTAATGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAGTCCTACGTGATCTG

COLLLEULLLET L E L L LT
CAATGGTGCAACCGCTATTAATGGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAGTCCTACGTGATCTG

AGTTCAGACCGGAGCAATCCAGGTCGGTTTCTATCTATTTCATTTTTCTCCCAGTACGAA

AHUSA UM A HUE R UHHU AL
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4019
4016
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4139
4136
4199
4196
4259
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4319
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4379
4376
4439
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4559
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4619
4616
4679
4676
4739
4736
4799
4796
4859
4856
4919
4916
4979
4976
5039
5035
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5095
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AAAATGTTGGATCATACCCTTCCCGTACTAATAAATCCTCTAATCTCCATAACCATCATA
CELLLLLLL UL LEEEL LT e L L LT L

AAAATGTTGGATCATACCCTTCCCGTACTAATAAACCCTCTAATCTTCACAACCATTATA
ACAACTGTTATTCTAGGAACCATAATTGTAATAACAAGCTCCCACTGACTAATAATCTGA

AUALHA LALLM EAM AL E L MR G

ATTGGTTTCGAAATAAACCTTCTAGCTATCATCCCAATCCTAATaaaaaaaTTCAACCCA

L UL LLLLEELEE T LELL T |||||||||I||||I||||I|| |I||||
ATCGGCTTCGAAATAAATCTCTTAGCCATCATCCCAATCCTAATA
CGGACAATAGAAGCATCCACCAAATACTTTCTAACACAAGCCACCGCATCTATACTACTC

LAMAAMEH UM AL A A AL

ATAATAGCAATCATTATTAACCTCATATACTCAGGCCAATGAGCTATTACAAAAATTTTT
CLLLE UL LD LR L L] L ||||I||||

ATAATGGCAATTATTGTTAACCTCATATACTCAGGCCAATGAACTATTACGAAAATTTTT
AATCCAATAGCGTCCGTTATTATAACAACAGCTCTAATTATAAAACTTGGATTATCCCCC

MU ochidattdatcht ML A M AMMEHEAHAIGLL

TTTCACTTCTGAGTACCCGAAGTAACACAAGGTATCTCACTTACTTCAGGCTTAATTCTA
L LDLLLEEL UL L T L L LT

TTCCACTTCTGAGTACCCGAAGTAACACAAGGCATCTCGCTTACCTCAGGCTTAATTCTA
CTCACGTGACAAAAATTAGCCCCAATATCAATCTTATACCAAATTTCACCATCCATCAAC

HALAAMAHALL A AM AU T A

CCAAACATACTACTAACCGCCGCTATTTTATCCATTATAGTAGGAGGCTGAGGAGGCCTA
||||||||||||||||| LU DL DL

CCAAACATACTACTAACTGCTGCCATACTATCCGTTATAGTAGGAGGCTGAGGAGGCCTA
AACCAAACTCAACTACGAAAAATCATAGCATATTCATCAATTGCCCACATAGGATGAATA

MrMAL A ALAMM AU ACHA MR AT EALTA

ACAGCCATCCTAATTTACAACCCAACAATAACAATACTAAACATACTAATCTATATCATA
CELLE L EEL L L DL LT L L L

ACAGCTATCCTAATTTACAACCCAACAATAACAATACTAAACATACTAATTTACATCATA
ACAACACTTACCATATTCATGATATTCATAACTCACTCCTCAACCACAACTCTATCACTC

AMAGHA A AL AL G UMM G Hetlhit

TCAAATACATGAAATAAAAATCCCCTAATTACCACACTTATCCTAACAACCCTACTATCT
||||| || CLELELUEE L DL EL UL T DL L]

TCAAACACGTGAAATAAAGACCCCCTAATCACTACACTCATCTTAACAACCCTACTGTCC
CTAGGTGGCCTCCCACCACTATCAGGATTCATACCCAAATGACTAATCATCCAAGAACTT

AL A b H AL AN A AN A MM

ACAAAAAATAATAGCATTATTCTACCAACATTAATAGCCATTACAGCACTACTCAACCTA
|||||||| CLLELLEL L L L L T L] LT

ACAAAAAACAACAGCATTATTCTACCAACATTAATAGCTATTACAGCATTACTCAACCTG
TATTTCTACATACGACTGGCCTACTCCACATCACTAACAATATTCCCATcaacaaataac

WA AL AL UG MR A A i~

ataaaaataaaat?acagttt?aaaacacaaaacaaataatCCTCCTACCAATACTAAT

CLLERLEE LT L T LT L e LT
ACAAAAATAAAATGACAATTCGAAAACTCAAAACAAATAATCCTCCTACCAACACTAATC
ACTATATCTACACTTCTCTTACCCTTAACACCAATAATTTCCATCCTAGAATAGGAATTT

MMM AL AL MM A AL A

AGGTTACATAGACCAAGAGCCTTCAAAGCTCTAAGCAAGAGaaaaaaaTCACTTAATTCC

CLLLUEE  LLELLEELL LT LEE L PRI L]
AGGTTACGCAGACCAAGAGCCTTCAAAGCTCTAAGCAAGAG-AAAAAATCACTTAATTCC
TGCGTACTAAGGGCTGCAAGATTATACCTTACATCAATTGAACGCAAATCAAACACTTTA

FHA MBS MA A HAUHAMHEA A EAAALHA

ATTAAGCTAAGCCCTCACTAGATTGACGGGCTATTATCCCGCGAAATTTTAGTTAACAGC

LU DL LEL LT LT L] ||||||||||||||I||||I||||I||||
ATTAAGCTAAGCCCTCACTAGATTGACGGGCTATTATCCCGCGAAATTTTAGTTAACA

TAAATACCCTAAACAACTGGCTTCAATCTACTTCTCCCGCCGCCTa—aaaaaaaabblGh

PAAAL AL UM AGH LA HoacMAMMALELS
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GAGAAGCCCCGGCAGTATTGAAGCTGCTTCTTCGAATTTGCAATTCAATGTGAAATTCAC
||||||||||I|||I||||||I|I|I|||||| |I|I|||I||||||I|I|I||||H||

GAGAAGCCCCGGCAGTATTGAAGCTGCTT GCAATTCAATGTGAAATTCAC
CACGAGGCTTGGCAAAAAGAGGGCTTTGACCTCTGTCTTTAGATTTACAGTCTAATGCTT

LA AMME LA G E A AU M

ACTCAGCCATTTTACCTATGTTCATCAACCGCTGATTATTTTCAACAAACCACAAAGATA
CELLLELULLL L L LT T

ACTCAGCCATTTTACCTATGTTCATCAACCGCTGATTATTTTCAACAAACCACAAAGATA
TTGGTACCCTATACTTGCTATTTGGCGCCTGAGCTGGAATAGTAGGCACAGCTCTAAGTC

HEHALLAAHA LA M AL LA H AR

TCTTAATCCGTGCCGAATTAGGTCAACCAGGAACTTTATTAGGAGATGACCAAATCTATA
||||||| CLLLLELLLELLL LR ELE LD L LT

TTAATTCGTGCCGAATTAGGTCAACCAGGAACCTTACTAGGAGATGACCAAATCTATA
ATGTAGTGGTAACCGCTCATGCATTTGTAATAATTTTCTTCATAGTTATGCCAATCATAA

AcTAHHME G MM HHEH A A Al LA AL

TCGGAGGATTTGGGAACTGATTAGTTCCATTAATGATTGGAGCACCCGACATAGCATTTC
| CELLE LLLLELELL UL LR E L] HII

TTGGAGGGTTTGGGAACTGATTAGTCCCATTAATGATTGGAGCACCCGACATAGCGTTT
CACGAATAAACAACATAAGCTTCTGATTACTTCCCCCATCCTTTCTGCTCCTACTAGCAT

UAMAMUAAMAHE S AL S

CTTCAATAATTGAAGCTGGTGCAGGTACAGGCTGAACTGTCTATCCACCCCTAGCCGGTA
| CELLLULLLLELEL TULLET L LR LT

CCTCAATAATTGAAGCCGGTGCAGGTACAGGTTGAACTGTCTATCCACCCCTAGCCGGTA
ACTTAGCACATGCAGGAGCTTCCGTTGACTTAACCATTTTCTCCCTCCACCTTGCAGGTG

AASALU AU M HEU U

TATCCTCAATTCTAGGCGCTATTAACTTTATTACTACAATTATTAATATAAAACCACCAG
CLLL LLULLELER UL LR L L L]

TATCTTCAATTCTAGGCGCCATTAACTTTATCACTACAATTATTAACATAAAACCACCAG
CTATATCACAGTACCAAACACCTTTATTTGTTTGATCAGTCCTAATTACAGCAGTGTTAC

LA AUNALMALE AAHHEHET U A A AL AHAL

TATTACTAGCACTTCCAGTTCTAGCAGCAGGGATTACCATACTACTAACAGACCGTAACC
CELLELULEELE LEELEL LU T L FLL L LT

TACTACTAGCACTCCCAGTTCTAGCAGCAGGAATTACCATGCTACTCACAGACCGCAACC
TAAATACTACTTTCTTTGACCCTGCAGGAGGAGGAGATCCTATTCTATATCAACATCTAT

PAAAAGH UG A AN UL A

TTTGATTCTTTGGACATCCTGAAGTTTATATCCTCATTTTACCAGGCTTTGGAATAATCT
| LELLLELE LT ||||I|I|I||||||||I|I|||I||||| LLLLEETLETLL]

TCTGATTCTTTGGACACCCTGAAGTTTATATCCTCATTTTACCAGGTTTTGGAATAATCT
CACATATTGTCACATACTATTCAGGTAAAAAAGAACCATTTGGCTATATAGGAATAGTAT

LM HALAUAHAL MMM AM AT A A

GAGCTATAATATCCATCGGCTTCTTAGGCTTTATCGTATGAGCTCACCATATGTTTACAG
CLLLLLERLEE LR UL L TEELEE LT

GAGCTATAATATCCATCGGCTTCTTAGGTTTCATCGTATGAGCTCACCATATGTTTACGG
TAGGTATAGATGTTGATACACGAGCATACTTCACATCAGCTACTATAATTATTGCTATCC

HAMAMHAAMALAAHU UL AG AN AHEE AL

CCACTGGTGTAAAAGTGTTTAGTTGACTAGCGACCCTCCACGGAGGGAACATCAAATGAT
CELLLULLLEE L LLE UL L ELELEE L L T T 1]

CCACTGGTGTAAAAGTATTTAGTTGACTAGCTACCCTCCATGGAGGAAATATCAAGTGAT
CCCCTGCCCTATTATGAGCCTTAGGCTTTAL Lttt tATTCACAGTAGGAGGCCTGACAG

LG AL A A HHAHAAS AR bbb abdAd

GAATCGTACTAGCCAATTCATCCCTAGATATCGTACTCCACGACACATACTATGTGGTAG

LD DO L LEEE T T L LHLLE LT
GGATCGTATTAGCCAATTCATCCTTAGACATTGTACTCCACGACACGTACTATGTGGTAG

CTCACTTCCACTATGTTTTATCCATAGGAGCAGTTTTCGCTATTATAGGAGGATTTGTTC

S UL LAAS A AT A A A
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ACTGATTTCCATTATTCTCAGGATATACACTCAATCAAACCTGAGCAAAAATTCACTTCA
I |||I| CULLLEELLLEEE L L L EE LT |I||||I|||

TTCCCATTATTCTCAGGATATACACTTAACCAAACCTGAGCAAAGATTCACTT
CAATCATATTTGTAGGTGTAAATATAACATTCTTCCCTCAACATTTTCTTGGCTTAGCAG

LA A SAMIMAAHEH UG A H b ertdd

GAATGCCACGACGTTATTCTGACTACCCAGATGCATATACAACATGAAACACTATTTCAT
LI LULEELEL L I|||||||||I|||||||||||||||I|||||||||I|||

GTATACCACGACGCTATTCCGACTACCCAGATGCATATACAACATGAAACACTATTTCA
CTATAGGATCCTTCATCTCACTCACAGCAGTTATACTAATAGCATTTATAGTATGAGAAG

LA H U UG LA AL A A AAL AL

CATTCGCATCCAAACGAGAAGTACTAGCAGTAGAACTAACTACAACCAACCTCGAATGAC
CELE L L ERL LT LU LR LT

CATTTGCATCCAAACGAGAAGTACTAGCAGTAGAACTAACTACAACCAACCTCGAATGAC
TAAATGGGTGCCCTCCACCTTACCACACATTTGAAGAACCTGTTTATATTAACCTTAAAT

PR AL A AL A A et Mrd MM

AAGAAAGGAAGGAATCGAACCCCCTCTGACTGGTTTCAAGCCAATATCATAACCATTATG
I||||I||||I||||I||||I||||I||||I||||I||||I||| |I||||I||||I|||

AAAGGAAGGAATCGAACCCCCTCTGACTGGTTTCAAGCCAACATCATAACCATTATG
TCTTTCTC-AAAATATGAGATATTAGTAAAACTTACATAACTTTGTCAAAGTTAAATTAT

FHH G AMA AL AAG MAA AL LA HAM AL

AGGTTAAAACCCTATATATCTCCATGGCATATCCCTTCCAACTAGGATTTCAAGATGCAA
I|||||||||I|||||||||I||||||| | ||||||||||||||I|||||||||I|||

GGTTAAAACCCTATATATCTCCATGGCGTACCCCTTCCAACTAGGATTTCAAGATG
CATCTCCTATTATAGAAGAACTTCTCCATTTCCACGACCATACACTAATAATCGTATTCC

U A ML H A AU A A AL

TAATTAGCTCTTTAGTATTATATATTATTTCATTAATACTTACAACCAAACTAACCCACA
LI VL LEELEL L e EELE LR T L I| |

TGATCAGCTCCTTAGTATTATATATTATTTCACTAATACTTACAACTAAATTAACTC
CAAGTACTATAGATGCTCAAGAAGTAGAAACCATTTGAACTATCCTACCAGCCATCATTT

LM A LAMEAMAL LA AR AL AL R U

TAATCTTAATTGCCCTACCATCTCTACGAATTCTTTATATAATAGACGAAATTAACAACC
I|||I||||| LLCLERLLEEL TLEELL L T |||I||||I||||I |||I|||

TCTTAATCGCCCTACCATCCCTACGAATCCTTTACATAATAGACGAAATCAACAA
CTTCTTTAACCGTCAAAACTATAGGACACCAATGATACTGAAGCTATGAATATACAGATT

CHURMGH MMM A At AL M AU

ATGAAGACCTAAACTTTGATTCCTACATAGTACCTACATCAGATCTAAAACCCGGAGAGT
LCUEELLEE FELEE UL DETLLEE TLEE L LELLEE LT

ATGAAGACCTGAACTTCGACTCCTACATGGTACCTACATCGGATCTAAAACCCGGAGAAC
TACGACTACTTGAAGTTGATAACCGAGTAGT ACCCATAGAAATAACAATTCGAATAC

HALAALH MR AANAA AL AT AMATAN A HELATAL

TCATTTCATCCGAAGATGTCCTGCACTCATGAGCCGTACCTTCCTTAGGCCTAAAAACTG
I||||I||||I|||II||||I|||||||||II|| LU I||||I|||

CATTTCATCCGAAGATGTCCTGCACTCATGAGCTGTACCTTCCTTAGGCTTAAAAACTG
ACGCTATTCCAGGACGCCTAAACCAAACGACTTTAGTAGCTATACGACCGGGATTATACT

AU L AN AMEAAL HASAS AT AL AL Ab bt A

ACGGACAATGCTCAGAAATCTGCGGATCAAACCACAGCTTCATACCTATTGTTCTTGAAC
I||||I||||I|||II||||I|||||||||II|| LI T I|||||I|||

ACGGACAATGCTCAGAAATCTGCGGATCAAACCATAGCTTTATACCTATCGTTCTT
TGGTTCCATTAAGTACCTTTGAAAAATGATCTACATCAATACTTTAAAGTCATTAAGAAG

PactcdHMAAHEMMA S AL AT A HAMGT AL HAALMS

CTATATAGCATTAACCTTTTAAGTTAAAGACTGAGGGTCTAAGTCCCTCCTTAATGATAT

I|||||||||I|||||||||I|||||||||I||||||| |11 ||I|||||||||I|||
CTATATAGCATTAACC AAAGACTGAGGGTTTAAACCCCTCCTTAATGATAT

GCCACAACTAGACACATCAACATGATTTATTAATATCACATCAATAATTATCACACTATT

SAMGAAL R A A A AU A A A
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7857
7854
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TATTATATTCCAACTAAAAATTTCAAAACACCTGTACCCCTATGACCCAAAACTAAAAAC
CIL VLU L T ||||||||||||||||I||

TATCATATTCCAACTAAAAATTTTGAAACACCTATACCCTCATGACCCAAAACTAAAAA
AACTAAAGTGACAAAATATACCACCCCTTGAGAATCAAAATGAACGAAAATCTATTCGCT

MEMataAhochc AL HAAAMAMA A AMA AR

TCTTTCGCTACCCCAACAATAATGGGCCTACCTATTGTTATCCTAATCATCATATTCCCA
CLLLLECUEELEE LT DL LLE L T T LT

TCTTTCGCTACCCCAACAATAATGGGCCTACCCATTGTCATCCTAATCATCATATTCCCA
AGTATTCTATTTCCCTCATCCAACCGATTAATTAACAACCGTCTAATCTCTATCCAACAA

ActAHEAHHEHH UM AR AerA e A HEALUALL

TGACTAGTTCAACTTACATCAAAACAAATAATGTCCATCCATAATCACAAGGGACAAACA
LELLEE LEELLEELET L T LT L LELELEEE LT L]

TGACTAATTCAACTTACATCAAAACAAATGATGTCCATTCATAATCACAAGGGACAAATA
TGAACACTAATACTTATATCACTTATTTTATTCATTGGCTCTACTAATCTTCTAGGCTTA

FAMU Mt AMALHAHAHAHUEA AT U A

CTACCACACTCATTTACACCTACCACACAACTATCAATGAATCTAGGCATAGCTATTCCA
LELLUELULE LR L LLE L R L LT L L LT LT L

CTACCACACTCATTTACACCTACTACACAACTATCAATGAATCTAGGCATGGCTATCCCA
CTATGAGCAGGCACAGTATTCATAGGCTTTCGTCACAAAACAAAAGCATCCTTAGCCCAT

A AT H AL ALAMAMAL T LEHALLUY

TTTCTTCCCCAAGGAACTCCCATCTTCCTAATTCCAATACTAGTTATCATTGAAACCATT
LELLE LULEELLEELLL UL T LT LU LT I||

TTTCTCCCCCAAGGAACTCCTATCTTTCTAATCCCAATACTAGTTATCATTGAAACTA
AGCCTATTTATTCAACCAATAGCCTTAGCTGTACGACTTACAGCTAATATCACTGCTGGA

AL AL A MHAS A HARALALHAL UG

CATCTCCTGATGCACCTAATTGGAGGAGCAACACTGGCTCTAATAAATATTAGTCCTACC
CILLLELL T LU L L L LT LT

CATCTCCTAATACACCTAATTGGAGGAGCAACACTAGCTCTAATAAATATTAGTCCTACT
ACAGCCCTCATTACATTCATCATTCTCATTTTACTCACTATCCTTGAATTTGCAGTAGCC

AUSHUAHAR YRS N HAGALARHAAHEAAR

TTAATTCAAGCTTACGTATTTACTCTCTTAGTAAGCCTTTATCTACACGACAACACTTAA
CLLLEE DT L TELLE LT e T L]

TTAATTCAAGCTTACGTATTTACCCTCTTAGTAAGCCTTTACCTACACGACAACACTTAA
TGGCCCACCAAACTCACTCATACCACATAGTTAACCCCAGCCCATGACCACTTACAGGAG

HUEAAA AT AL LA A AL

CTCTATCAGCTCTCCTTATAACTTCAGGCTTAGCTATATGATTCCACTTCAACTCAATAT
CELLELULE LT L LU DL EL L LT

CTTTATCAGCCCTCCTTATAACATCGGGCTTAGCCATATGATTTCATTTTAACTCAATAC
TACTACTATATTTAGGATTAACAACTAACTTACTAACTATATATCAATGATGACGAGATG

FAAMACTASAHAAMEAA A MU A AT LA otbolbAtACS

TTATCCGAGAAAGCACATTCCAAGGTCACCACACACCAACCGTCCAAAAAGGACTTCGAT
LLLL TLULEE LR L LT LLLE LR LT L)

TTATTCGAGAAAGCACATTCCAAGGCCATCATACACCAACCGTCCAAAAAGGACTCCGAT
ACGGCATGATCTTATTCATTGTCTCAGAAGTATTTTTCTTCTCAGGATTCTTCTGAGCCT

AL AHUH A UMEAFHHEH B ARG

TTTACCACTCAAGCCTAGCCCCGACACCTGAACTAGGCGGTTGCTGACCACCTACAGGCA
LELRLELLLEEEEL LEEULEE L LLELE TLELT LU

TTTACCACTCAAGCTTAGCCCCAACACCTGAGCTAGGTGGTTGCTGACCACCTACAGGCA
TCCATCCCTTAAATCCCCTAGAAGTACCTCTTCTCAATACCTCAGTACTTCTAGCTTCTG

AL AL AL G AN AHE AL

GAGTCTCCATCACTTGAGCCCACCATAGCCTGATAGAAGGAGATCGCAAACATATATTAC

COLLLULELEE L LU LT EEL L LU LT T
GAGTCTCCATCACCTGAGCCCACCATAGCCTAATAGAAGGAGACCGCAAACATATATGAC

AAGCCCTATTCATTACAATCTCTCTAGGAATCTACTTTACCTTACTTCAAGCCTCAGAAT

MMMt ALH A AL LU G UMY
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ACTACGAAGCATCATTTACAATTTCTGATGGCGTATATGGTTCAACCTTCTTTGTAGCCA
|||||||||||||I|I| CLPLLELLE LT ||||I||||I|I||||||I

ACTACGAAGCATCATTTACAATTTCTGATGGCGTATATGGCTCAACCTTCTTTGTAG
CAGGCTTCCACGGACTACACGTAATTATTGGTTCTACCTTTCTTATTGTATGCTTCTTAC

LS M AHU AR GHE A AL

GCCAACTAAAGTTCCACTTTACATCTAATCACCACTTTGGCTTTGAAGCAGCTGCCTGAT
||||I|I||| LELURLLELL TEL VL LT LT

GCCAACTAAAATTCCACTTTATATCCAACCACCACTTTGGCTTCGAAGCAGCTGCCTGAT
ACTGACATTTCGTAGACGTAGTATGACTATTCTTATACGTATCTATTTATTGATGAGGGT

AT At A ATt ATArS AT A HA LA AL

CATATTCTCTTAGTACCAAATAGTACAATTGACTTCCAATCAATTAGTTTCGGTATAATC
CLLLEELE DL L L LT LT T

CATATTCTTTTAGTATCAAATAGTACAATTGACTTCCAATCAATTAGTTTCGGTTTAATC
CGAAAGAGAATAATAAACTTAATATTCACCCTATTTGTCAACACAACATTAGCTTCACTT

LAMAMAMIMAMEH M HUU A MU AHA LA

CTTGTATTAATTGCATTCTGATTACCTCAACTAAACATCTATACAGAAAAAGCCACTCCC
LLLLEE L LTI I|I||||I|I||||||||I||||I|||||||I

CTTGTACTAATCGCATTCTGATTACCCCAACTAAACATCTATACAGAAAAAGCCACCC
TATGAATGCGGATTTGATCCTATAGGATCAGCACGTCTGCCTTTTTCTATAAAATTTTTT

PARMILM AN UL A A H A M

CTAGTGGCCATCACATTTCTCCTATTCGACCTAGAAATTGCACTCCTACTACCACTACCA
LLELE UL LT L L LT

CTAGTAGCTATCACATTTCTTCTATTCGACCTAGAAATTGCACTCCTATTACCATTACCA
TGAGCGTCTCAAACAACAAATCTTAAAACCATACTTACAATAGCGCTGACTCTTATCTCA

HALH AMEM U AHAMUU AL AT Ak AT

TTACTAGCCATTAGCCTAGCCTACGAATGAACTCAAAAAGGACTAGAATGAACTGAATAT
LLLLELLL DL ELELE T LLEL L LULELEE L L T L]

TTACTAGCTATTAGCCTAGCCTACGAGTGAACTCAAAAAGGACTAGAATGGACCGAATAT
GATAATTAGTTTAACAAAAACAAGTGATTTCGACTCACTAGACTATGATTTACTTCATAA

SetAAHASHHMAMMUAH A UL AL AT A cHirct A

TTATCAAATGTCCCTAGCCCATATCAATATCTTTCTAGCATTCATAGTATCCCTTATAGG
LLLLEELLLLLE LR R L L DL L T

TTATCAAATGTCCCTAGCCCACATCAATATT CTGGCATTCATAGTATCTCTTATAGG
ACTACTAATATATCGATCCCATCTAATATCCTCACTACTGTGCCTAGAAGGTATAATATT

ArtolHAAACL LA AL A GAAA M aMAct

ATCACTATTTATTATAGCAACCATAATAATCCTAAACTCCCACTTCACACTAGCTAGTAT
LLLLLLLL LLLEERLE L L LT ] ]

ATCACTATTCATTATAGCAACCATAATAATCCTAAACTCCCACTTCACACTAGCCAGCAT
AATACCCATTATCCTACTAGTATTCGCAGCCTGTGAAGCAGCGCTAGGATTATCTCTCCT

MALAHARAAAHLUUEGEA UL GAAHA U

AGTTATAGTATCCAACACCTATGGAATAGACTATGTACAAAACCTCAATCTACTCCAATG
CIL LT UL LR L L LT L LT

AGTCATAGTATCCAATACCTATGGAATAGACTATGTACAAAACCTCAATCTACTTCAATG
CTAAAAATCATCTTCCCTACTATAATACTAATTCCACTAACATGATTATCaaaaaaaalbT

UM AT MIAL AN LU MU AAMAMALC

ATAATCTGAATTAATACTACAATATACAGCCTACTAATTAGTCTTATTGCTCTACCCCTT
||||I|I||||||| PLLEUELETLE AL Ll L 1 T

ATAATCTGAATTAACACTACAATATATAGCCTATTAATTAGCCTTATCACCCTACCCCTT
CTAAACCAACCTGACGATAATAGCCTCAATTTCTCACTACTATTTTTCTCCGATCCCTTA

S A AMAL G U A A

TCAGCACCTCTCCTAGTACTAACAACATGACTGCTACCATTAATACTAATAGCTAGTCAA

LELEEEL LU EELEELEEE L L L DL L ] (]
TCAGCACCCCTCTTAGTACTAACAACATGATTACTACCACTAATACTTATAGCCAGCCAA

CACCACCTATCAAAAGAACCATTAACTCGaaaaaaaCTATATATTACTATACTAGTCTTA

TAA A MMM U ML EAMAME A A M ot nt EHA
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18557
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CTCCAAATATTCCTAATTATAACCTTCACTGCTACAGAACTAATCTCCTTTTACATTTTA
IIIIIIIIIIIIIIIII CLLLLEEE LU LT L] L

TCCAAATATTCCTAATCATAACCTTTACTGCTACAGAACTAATCTCCTTCTACATTCTA
TTCGAAGCAACACTAGTACCAACACTTATCATCATTACCCGCTGAGGTAACCAAACAGAA

HOUMEMAALANALH A A A AL G ALAN ML

CGACTAAATGCAGGCCTTTACTTTCTATTCTATACGTTAGTAGGATCCCTCCCACTTCTA
CELLERRLELLELE L L L L L L L]

CGACTAAATGCAGGCTTTTATTTTCTATTTTATACACTAGTAGGGTCACTCCCACTTCTA
GTTGCATTAATCACTACCCAAAACTTTACAGGCTCGCTAAATCTACTATTAACCCAATAC

S UG AL UAMEH AU G HAMHAHAHULEAMAL

TGAACCCAACCACTACCCAACTCCTGATCTAGTATATTCCTATGAACAGCATGCATAATA
COCLRELULTLLEE LR L L LT L LT

TGAACCCAACCACTACCCAACTCCTGATCCAGTATATTCTTATGAATAGCATGCATAATA
GCATTCATGGTAAAAATACCACTATATGGCCTACATCTATGACTACCAAAAGCACATGTA

SAHEAMMALAL AL AT ALALLAMAL AT A

GAAGCCCCTATCGCTGGCTCTATAGTACTAGCAGCTATCCTACTAAAACTAGGAGGCTAT
CELLE LUEED LR L T LT LT

GAAGCTCCTATTGCTGGCTCCATAGTGCTAGCAGCTATTCTACTAAAATTAGGAGGCTAT
GGAATATTACGAATTACCACTATCCTAAATCCCCTAACAAGCTACATAGCTTACCCCTTT

S A MM LM M A bt

CTCATATTATCCCTATGAGGAATAATTATAACAAGCTCCATTTGCCTCCGCCAAACAGAT
LLLLEE LLLEL LR L L LR T UL L]

CTCATACTATCCTTATGAGGGATGATTATAACAAGCTCTATCTGCCTTCTCCAAACAGAT
CTTAAATCTCTCATCGCTTACTCTTCCGTTAGCCACATGGCTCTAGTAATTGTAGCTATC

AU AG A A G EA A ALkt

CTCATCCAAACACCCTGAAGTTACATAGGAGCTACAGCCCTAATAATCGCACACGGTCTA
LELEELUE LR L LT L] (]

CTTATCCAAACACCCTGAAGTTATATAGGAGCTACAGCCCTAATAATTGCACACGGCCTA
ACCTCATCAATATTATTCTGCCTAGCAAACTCAAACTATGAACGAATCCATAGTCGAACT

AU UG HAUMH AL MM LA MG

ATAATCCTAGCCCGCGGACTCCAAACACTCCTACCACTAATAGCAGCATGATGATTACTA
LLLEELLLTEE L LT |||||||||||||||||||||

ATAATCCTAGCCCATGGACTCCAAACACTCCTACCACTTATAGCAGCATGATGATTACTA
GCAAGCCTAACTAATCTAGCTTTACCCCCTACAATTAATCTGATCGGAGAATTATTTGTA

A ML A A AL LA A At AT HA

GTTATAACATCATTCTCATGATCCAACATCACCATTATCCTAACAGGAACCAACATTATC
LLLLEEELLL L L T L L

GTTATAACATCATTCTCATGATCCAATATCACTATTATCCTAATAGGAATTAATATCACC
ATTACTGCCCTATATTCCCTCTACATATTAATCACAACACAACGAGGCAAATATACATAT

AHAL AL AU G A A AMALAL AL AT AU AL

CACATTAACAATGTAAAGCCATCATTCACACGAGAAAACGCACTCATAGCTCTACATTTA
CLLLEERL L LR L ELE LT L L]

CACATTAATAATGTAAAACCATCATTTACACGAGAAAACGCACTCATGGCCCTACACCTA
CTACCCCTTTTACTACTATCACTCAATCCTAAAATCATCCTAGGAGTCACATACTGTAGA

AL A AL M AL AU A A AL AL A

TATAGTTTAACAAAAACATTAGATTGTGAATCTAACAATAGAAACTCAAAACTTCTTATT
IIIIIIIIIIIIIIIII||||IIIIII|||||||||||||||||||||||||||||||||

AGATTGTGAATCTAACAATAGAAAC
TACCGAAAAAGTATGCAAGAACTGCTAATTCATGCTCCCATGTATAACAACATGGCTTT

WAL AL G M A AL LM U

TCAACTTTTAAAGGATAAGAGTTATCCATTGGTCTTAGGAACCAAAAAATTGGTGCAACT

IIIIIIIIIIIIIIIII||||IIIIII|||||||||||||||||||||||||||||||||
TCAACTTTTAAAGGATAAGAGTTATCCATTGGTCTTAGGAACCAAAAAATTGGTGCAA

CCAAATAAAAGTAATAAACATATTTTCTTCTCTTATACTAACTTCATTAATTATACTAAC

LAMPAME A AL cc A ML AT HAAL UL
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ACTACCAATCATCATAACCGCCCTCAATTACCACAAAAATGAATTGTACCCTTACCATGT
|||||||||||||||||| L TR LEEEEE L T LEELLELE] 1]

ACTACCAATCATCATAACTACTCTTAATTATCACAAAAATGATTTATACCCTTACTATGT
AAAAAACATTATTTCATATTCCTTCATTACTAGCCTCATCCCTACAATAATATTCATCCA

MAMAHAHUHAH G AL A A MM

CTCCGGCCAAGAAACAATTATCTCAAACTGACATTGAATAACCATTCAAACACTAAAACT
|| |||||||||I|II||III|I||IIIIIII|III|||I| [LLLLELLTLELL L]

ATCTGGCCAAGAAACAATTATCTCAAACTGACATTGAATAACTATTCAAACACTAAAACT
ATCACTCAGCTTTAAACTAGATTATTTTTCAATAATCTTTGTACCAGTGGCTCTCTTCGT

MALASHHAMAAHAHHU M AU H

CACATGATCTATCATAGAGTTCTCAATATGATATATACACTCAGACCCCTACATTACTCA
CLLLLLEEL TLLEER UL LT L L T LT

CACATGATCCATCATAGAGTTCTCAATATGATATATACACTCAGATCCCTACATCACTCA
ATTCTTTAAGTATCTCCTCACATTCTTAATTACCATAATAATTCTAGTCACAGCAAACAA

AHUHMA AU HGHAHAL AU A AL ML

CCTATTCCAACTTTTTATTGGGTGAGAAGGAGTCGGAATCATGTCATTTTTACTAATCGG
CLLLLLEE T L LR LT L L L

TCTATTCCAGCTCTTCATTGGATGAGAAGGAGTTGGAATCATATCATTTCTATTAATCGG
CTGATGATATGGCCGTACAGATGCAAATACCGCCGCCTTACAAGCAATCCTATACAATCG

LML AM AL A AL

CATCGGAGATATTGGATTTATTATATCAATGGCATGATTCCTACTAAACGTAAACTCATG
CL UL T DL DL L DL L LT

CATTGGAGACATCGGATTTATTGTATCAATAGCGTGATTCCTACTGAATGTAAACTCATG
GGATCTACAACAAATCTTTACACTCAGCCCCGATCACACAAACCTCCCATTAATCGGACT

pACHALMAMA AL A L sk AURMIGHUR MG

CCTACTAGCTGCAACCGGAAAATCAGCCCAATTCGGCCTACACCCATGACTTCCATCAGC
LD CLECE R L L LR LI LELLELLL ]

CTTACTAGCTGCAACCGGAAAATCTGCCCAATTTGGCCTACACCCATGACTCCCATCAGC
TATAGAAGGTCCTACACCAGTATCAGCCTTACTTCACTCAAGTACAATAGTTGTCGCAGG

cATACMS LALLM AL A AL ALMAGHE LA

TGTATTCCTATTAATCCGTTTCCACCCTTTAATAGAAATAAACAAGCTAGCCCAAACACT
LLLLEELEE LELEELLL L DL L L L]

CGTATTCCTACTAATCCGTTTTCACCCTTTAATAGAAACTAACAAGCTGGCCCAAACACT
AACATTATGTTTAGGAGCTATTACCACACTATTTACAGCAATATGTGCACTCACCCAAAA

chlActetbcHAMUARMAUL A A UGALEU

CGATATTa2aaaaaTTATTGCCTTCTCTACCTCAAGCCAACTAGGACTAATAATCGTAAC
LU LR L LT L L LT L L L]

CGACATCAAAAAAATTATTGCCTTCTCCACCTCAAGCCAACTAGGACTAATGATTGTAAC
TATTGGTATTAATCAACCATATCTAGCTTTCCTACACATCTGTACCCACGCATTCTTCAA

chtcsSTAHAM MM A AL HE AL A AL LU

AGCCATATTATTTATATGCTCTGGATCCATCATCCACAACTTAAACAACGAACAAGACAT
CLLUILELEE LR L et e L L L L

AGCCATATTATTTATATGCTCTGGATCCATTATTCATAACTTAAACAATGAGCAAGACAT
CCGAAAAATAGGCGGCCTATTCAAAGCCATGCCTTTTACCACAACCTCACTCATCGTAGG

LA AHEM b MEL H A A MG UG LA

TAGCTTGGCACTCACTGGCACACCATTCCTCACAGGATTCTACTCTAAAGATTTAATTAT
CLL L LLULE DL DL L L L L]

CAGCCTAGCACTAACCGGCATACCATTCCTCACAGGATTCTACTCCAAAGACCTAATCAT
CGAAACCGCTAATATGTCATATACCAACGCCTGAGCCCTAACAATTACCCTAATTGCCAC

LA AACHAAA MU LM EAMHAL AL

ATCCTTAACGGCTGTATACAGCACCCGAATTATCTTCTTCGCACTCCTAGGACAGCCACG

CLLL LR CTLEEL L L T L
ATCCCTAACAGCTGTATACAGCACTCGAATTATCTTCTTCGCACTTCTAGGACAACCACG

CTTTCCCACTCTTATTATAATTAATGAAAACAACCCCTCATTAATAAACTCTATCAAACG

AU A MM MMM AL AL
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12353
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Query
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Shjct
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Shjct
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Shjct
Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
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Query
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13137
13134
13197
13194
13257
13254
13317
13314
13377
13374
13437
13434
13497
13494
13557
13554
13617
13614
13677
13674
13737
13734
13797
13794
13857
13854
13917
13914
13977
13974
14837
14034
14097
14094
14157
14154
14217
14214
14277
14274
14337
14334
14397
14394

ACTCCTAATTGGAAGCATCTTTGCCGGCTTCTTTATCTCTAACAATATCTATCCTACCAA
|I| I|||||||I||||| | |I|||||I|||||||I||||||| LLLLLEEL TLLT

CTAATTGGAAGCATTCTCGCCGGCTTCTTTATCTCTAACAACATCTATCCCACCAA
TATTCCAGAAATAACTATACCTTATTATCTAAAAACAACAGCCCTTGTCGTAACCATTT

HHEAMAMAALHAHAR A MrA L eatd MU

AGGCTTCACCTTAGGACTTGAACTAAGTTTAATAACATATAACTTAAAACTTAAACACCC
|I|||| CLLLLLLLLEDLL LT I|||||||I||||||||||||||||I|H||

AGGCTTTACCTTAGGACTTGAACTAAGTCTAATAACATATAACTTAA
CTCAAACCTATTTAACTTCTCAAATCTTCTCGGATATTTCCCAACCATCATACACCGACT

AU MU LU MM AL A

CTCTCCACTCATAAACCTATCTATAAGTCAAAAATCAGCATCCCTATTATTAGACTCAAT
LI LULLLLEEE LT ] |I|||||||I||||||||||||||||I|H||

CCCTTCACTCATAAACCTATCTATAGGCCAAAAATCAGCATCCCTATTATTAGACTC
CTGACTAGAAGCTATCCTACCAAAATCCATCTCTCACCTTCAATTAAAAGCCTCAACACT

HAAMEG A ALUAM A G A HUA MMM

AATCTCAAACCAAAAAGGCCTAATTAAACTATATTTCCTCTCATTTCTTATCACTATGAC
|I |||||||||I||||||||||| LE L L L LT LT

CTCAAACCAAAAAGGCCTAATCAAGCTATATTTTCTTTCATTCCTCATCACCATGGL
CCTAAGTCTACTCCTACTTAACCTCCACGGGTAACCTCTAAAATAACTAAAACACCAATA

reHAM AL AL AL ML MMM UL UM AL

AATAAAGATCAACCCGTAACAATAATAACTCAAACCCCATAACTATATAACGCAGCAACT
|I CELLE LEELL LR L EULELE LT ] |||I|H||

AACAAAGACCAACCTGTAACAATAACAACTCAAACCCCATAACTATACAATGCAGCAACT
CCTATAACTTCCCCATTAAAAACCCCTGAATCCTCAGTATCACAAATTACTCAATCCTCC

LA AMAMALE St a AMALMAHAG SAR L

ACACCACTGAATCCAAGCATAACTTCTGTCTCTGCATCTTTCAATACTCAtaaaactaaa
CEE LELE LLELEEE L L T L LT ||I||I|H||

ACAGCACTAAATCCAAACATAATCTCTACCTCTCCACCTTTCAATACGTATAAAACTAAA
acaaactccataaacaaacctaaaataaaticacctaaaacaacCATATTAGATACCCAC

MMM MMM AL MM AR AT ASTAL LA

ACTTCTGGATACTGCTCAGTAGCCATAGCCGTTGTATaaccaaaaaccaccaacatacce
|I||I PEVTELLELD L L LER L Lt ey |

ACTTCCGGATACTGCTCAGTAGCCATAGCAGTTGTATAACCAAAAACCACTAACATGCCT
cccaaataaatcaaaaatactatcaaccccaaaaatiacccGCCAAAATTCAAGATAATC

LAMPAMFAMA A A M LEAMMA AL EAMH A A

CCACAACCAACCCCACCACTCACAATTAACACCAGGCCCCCATAAATAGGAGAAGGCTTT
|I||||||||||I||I|||| CELLELET L L LT |||I||||

CCACAACCAACCCCACCACTTACAATTAATACTAGACCCCCATAAATAGGTGAAGGTTTT
GAAGAAAACCCTACAAAACCAATCACAAAAATAACACTCAAAATAAACACTACATACGTC

MMM AU LAAMM MU MM AMAAGAA T

ATCATTATTCCCACATGGAATCTAACCATGACTAATGACATGAAAAATCATCGTTGTACT
|I||||||||| CELELUUT LR R UL L DL L]

ATCATTATTCCTACATGGAATCTAACCATGACTAATGACATGAAAAATCATCGTTGTACT
TCAACTACAAGAACACTTAATGACCAACATCCGAAAATCCCACCCGCTAGCCAAAATTAT

HAMUAMAMALHAM Sr AU MU A arAMT M

CAATCACTCATTTATCGACCTACCAACCCCATCAAACATCTCATCCTGATGAAACTTTGG
CLLELLLET L LHELLELL |||I|||||||I|||||||||||||I||I|H||

TAATCACTCATTTATTGACCTACCAGCCCCATCAAACATCTCATCCTGATGAAACTTTGG
CTCCCTTTTAGGAATATGCCTAATCTTACAAATTATCACGGGCCTATTCTTAGCCATACA

HrecAMIH LAt AAM AAL LA AL

CTATACATCAGATACAACCACTGCCTTCTCATCCGTAGCCCATATTTGCCGAGATGTAAA

CLLLELL LULEEE UL L L LELEE L L LT
CTATACACCAGATACAACTACCGCTTTCTCATCCGTGACCCACATTTGCCGAGATGTAAA

TTACGGATGAATTATCCGCTATCTCCACGCTAACGGAGCATCCATATTCTTCATCTGCCT

P A AU A AL MU HLG
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14457
14454
14517
14514
14577
14574
14637
14634
14697
14694
14757
14754
14817
14814
14877
14874
14937
14934
14997
14994
15057
15054
15117
15114
15177
15174
15237
15234
15297
15294
15357
15354
15417
15413
15477
15473
15536
15528
15596
15588
15654
15646
15713
15704

ATTTATCCACGTAGGACGAGGTTTATACTATGGATCCTACACATTCCTAGAAACATGAAA
LLCELULELLEELEELEE L EEE DL LT LLE L] ] ]

ATTTATCCACGTAGGACGAGGCCTATATTATGGATCCTACACATTCCTAGAAACATGGAA
CATTGGAATTATTCTACTATTCACAGTGATGGCAACAGCATTCATAGGCTACGTCCTGCC

UtcbbHetcALARAA MM A At bl

GTGAGGACAAATGTCCTTCTGAGGAGCAACCGTAATCACAAACCTCCTCTCAGCCATCCC
CLLLL LU DULLLLL L LLEE L LU L]

ATGAGGCCAAATATCCTTCTGAGGAGCAACCGTAATTACAAACCTCCTCTCAGCCATCCC
ATACATTGGCACCAACCTCGTTGAATGAATCTGAGGAGGC TCCGTTGATAAAGCCAC

MAAHEALAN RS A HA A b HHEHAMALAL

CCTGACCCGATTTTTCGCATTCCACTTTATTCTCCCATTCATCATTACAGCCCTAGTAAT
CLLUELLLE L DL L LT L L LT

CCTGACCCGATTTTTCGCGTTCCACTTTATCCTTCCATTCATCATTACAGCCCTAGTAAT
CGTACACCTTCTATTTCTCCATGAAACAGGATCTAACAACCCATCAGGAGTCTCATCTGA

LA HMHUUM AU AT MMM S Lt

CATAGACAAAATCCCATTCCACCCATATTACACAACCAAAGACATTTTAGGCTTTCTAGT
CLLEELLE VLR L L L LU L T L

CATAGACAAAATCCCATTTCACCCTTACTATACAATCAAAGACATTCTAGGCCTCTTAGT
ACTAATCTTAATACTCCTCATTCTAGTATTATTCTCACCCGACTTACTAGGGGACCCCGA

AtActrcthetAttitrhct tthackHAH AL A A ARaSArl LA

TAACTACACACCAGCTAATCCTCTCAGCACTCCTCCACATATCAAACCAGAATGATATTT
LELLL LLELEEEL LD L L LT LU L L] L

TAACTATACACCAGCCAATCCCCTTAGTACTCCCCCACATATTAAGCCAGAATGATACTT
TCTATTTGCCTACGCAATTCTACGATCCATCCCCAACAAACTAGGAGGCGTGCTAGCCCT

AU AMHEAL A LA A

TATCCTCTCCATTTTGATTCTAGCAATTATCCCAATACTCCATACATCAAAACAACGAAG
LLLLEEL T 11 ] ||||||||||||I|||||||||||||||||||||||

AATCCTCTCTATCCTAATCCTGATAATTATCCCAATACTCCATACATCAAAACAAC
CATAATGTTTCGACCACTAAGCCAATGTGTATTCTGACTATTAGTAGCAGACCTACTTAC

UMM R A HAA UL AL A

ACTCACATGAATCGGAGGACAACCAGTTGAACACCCATTCATTATTATCGGCCAACTAGC
I|I CLLLUUE LERLEEL LT LELE LU LT DL

ACTTACATGAATTGGAGGACAACCAGTAGAACACCCATTCATTATTATTGGCCAACTAGC
ATCAATCTTATACTTCTCCCTAATCTTAGTGTTTATACCCCTTGCAAGCGCAATCGAAAA

MO H LA AGAHAALL S cbrhobial MMM

CAACTTCCTAAAATGAAGAGTCTTTGTAGTATATCCATTACCCTGGTCTTGTAAACCAGA

I|I|I| CECELEEELE L L L UL
AACTTTCTAAAATGAAGAGTCTTTGTAGTATATCTATTACCCTGGTCTTGTAAACCAGA

AAAGGAGAATTAGCCTCTCCCTAAGACTTCAAGGAAGAAGCTATAGCCCCACCATCAACA

AMAAM AU LM MMM AL LAY

CCCAAAGCTGAAGTTCTACTTAAACTATTCCTTGAACACCATTGAATGATAAAACTGCTA

I|I|I|I||||||I|I|I|I|I|I||||||||I|I|I ||||| [ETIELTLLL |
AAAGCTGAAGTT CCATTAAACGATAAAACTACCG

TCGTGTGTCATATCAGTATTAAAAATTTTCTTTTTTccccccccccGTAGGTAC-CCCTA

Fréttaclkt A ASAHAMAHHEHHEL Mol

TGTATATCGTGCATTAAATTGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATT TGAATTATT
|11 |I||||||I|I|I|I|I|I||||||||I|I|I||||||||||||| |I|||H

TGTACATCGTGCATTAAATTGTTTGCCCCATGCATATAAGCATGTACATTATAATT
ATCTTGCATAAAAACATCGAATGATT——AATTCAACATAATACTGGCAACCAAACATGAA

MHE A Mcshtmrhtdotcschht——AsdAcMeArtébrMbrall el

TA-TCGTCACTCCAGGAATAGAATGGTTGATCTTACATAGTACATATTATTATTGGTCGT

LT L L L UL L] L
TGCTTGTCGCTCCAG-AC-AGAATGGTTGATTCCACATAGTACATACTATTATTGATCGT

ACATACCCCATTAAGTCAAATCATTTCTCGACAACACGCATATCACCTCCCATGTAAATT

AL HAGHAMIUHRECAM Ut MUtk
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14936
14933
14996
14993
15056
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15236
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15296
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15356
15353
15416
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Range 2: 16148 to 16566 Graphics

15773
15764
15833
15824
15892
15883
15952
15943
16012
16003
16072
16063
16132
16123
16188
16183
16242
16241

CTTAATTACCAACTCCCGAGAAATCACCAATCCTTGCGCGATCTGCATTTCATTCTCGCT

||||| CELLPULLLLELEL R T T L L L L)
CTTAACTACCAACTCCCGAGAAATCACCAACCCTTGCGAGACTTACATCCTATTCTCGCT

CCGGGCCCATTAACT-GTGGGGGTAGTTAAACTGAGCTGTATCCGGCATCTGGTTCTTAC

LU Hr-H b e ML AL HEAL

TTCAGGGCCATCTCACCTAAAATCGCCTATTCTTTCCTCTTAAATAAGACATCTCGATGG

||||||||I|||||||||||||||||||||||||||||I|||||||||||||||IIII||
TTCAGGGCCATCTCACCTAAAATCGCCTATTCTTTCCTCTTAAATAAGACATCTCGATGG

ACTAATGACTAATCAGCCCATGCTCACACATAACTGTGATGTCATGCATTTGGTATTTTT

AAMUALAMULLMEG LUt A A

TATAATTTGGGGATGCTATGACTCAGCTATGGCCGTCTGAGGCCTTAACACATTCAAGCA

||||II||I|||||||||||||II||||||||||||||IIIII|||||||||||IIIII|
AATTTGGGGATGCTATGACTCAGCTATGGCCGTCTGAGGCCTTAACACATTCAAGCA

AATTGTAGCTGGACTTAAATTGAACATGATTTACCCGCATCAGATAACCATAAGGTGTTA

MHAL A AMAHAA AL UL AL M EHA

TTCAGTCAATGGTcaca??acatacgtatacacacgcttacac——atac——?tatacaca

LELUTLEE UL PUELEE T E L T L L LT (11111
TCAGTCAATGGTTACAGGACATACACACATACACACATACACGCATACACGCATACACG

cg cttacacatacgtatacacacicttacaca——tac——itatacacacicttacac——

brach AL AL cAckAtAsbatAldscathlacs chTALAALG-AdALach

tac——?tatacacac?cttacac——at——ac?tatacacac c 16278

|1 [LULEELE DL T LT
TACACGCATACACACG-T-ACACGCATACACGCATACACACGC 16281

Score

396 bits(214)

A Previous Match 4
Expect Identities Gaps Strand
le-111 359/427(84%) 18/427(4%) Plus/Plus
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Query
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Query
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Query
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Query
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Query
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16281
16148
16337
16208
16393
16266
16453
16322
16513
16382
16571
16442
1lo631
16502
16691
16561

T T T J e
B e ML L lea LT
I A e Hic I
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U T T ]
sttt st
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ATTAACT 16697

—+CAAE* 16566

15832
15823
15891
15882
15951
15942
16011
16002
16071
16062
16131
16122
16187
16182
16241
16240

First Match

16336
16207
16392
16265
16452
16321
16512
16381
16578
16441
16630
16501
166980
16568



Alineamiento pareado con BLAST (Madden, 2013) de la Subunidad 2 de la NADH
Deshidrogenasa de la muestra obtenida en 2011 y 2023 de individuos silvestres de

7-' balrd” Score Expect Identities Gaps Strand
1884 bits(1020) 0.0 1020/1020(100%)  0/1020(0%)  Plus/Plus
Query 23 CCATTATAACAACCGTTATCCTAGGAACCATAATTGTAATAACAAGCTCTCACTGACTAA B2

sojct 1 COAHAMMUMLSHAEAGMUM AU A EUHAAM 6o

Query 83  TAATCTGAATCGGCTTCGAAATAAATCTCTTAGCCATCATCCCAATCCTAATaaaa 142
|||||||II|||\\IIII|||||||III|||||||II|||||||II|||||||II|||||

Sbjct 61 TAATCTGAATCGGCTTCGAAATAAATCTCTTAGCCATCATCCCAATCCTAATAAAAAAAT 120
Query 143  TTAACCCACGGACAATAGAAGCATCCACCAAATACTTTTTAACACAAGCCACCGCATCCA 202

sojct 121 HARLALSALMTALM AL GHHAUGMEALUHY. 150

Query 203  TACTACTCATAATGGCAATTATTGTTAACCTCATATACTCAGGCCAATGAACTATTACGA 262
CLLLRLEL LT CL L LT LT LLE T LT

Sbjct 181  TACTACTCATAATGGCAATTATTGTTAACCTCATATACTCAGGCCAATGAACTATTACGA 240
Query 263 ATTTTTAATCCAGCAGCATCCATCATCATAACAACAGCCCTAATCATAAAACTTGGAT 322

orer 261 WbHHEHHKILHERRR M R e

Query 323  TATCTCCCTTCCACTTCTGAGTACCCGAAGTAACACAAGGCATCTCGCTTACCTCAGGCT 382
CLLLLLELLEE L CEELE T LL L LT LT LT L]

Sbjet 301  TATCTCCCTTCCACTTCTGAGTACCCGAAGTAACACAAGGCATCTCGCTTACCTCAGGCT 360
Query 383  TAATTCTACTCACATGACAAAAATTAGCCCCAATATCAATCTTATACCAAATTTCACCAT 442

sojct 361 TAAHAAHUHAAMMHALH U HUMEAALMMH UL 220

Query 443  CCATCAATCCAAACATACTACTAACTGCTGCCATACTATCCGTTATAGTAGGAGGCTGAG 502
CLLLLELEELE LT L L

Sbjet 421  CCATCAATCCAAACATACTACTAACTGCTGCCATACTATCCGTTATAGTAGGAGGCTGAG 480
Query 503  GAGGCCTAAATCAAACTCAACTACGAAAAATCATAGCATACTCATCAATTGCTCACATAG 562

sojct as1  CAUCCHMMOMUATAMMAMUHAL AL EIUAHE AL 500

Query 563  GATGAATAACAGCTATCCTAATTTACAACCCAACAATAACAATACTAAACATACTAATTT 622
|||||||II|||\\IIII|||||||III|||||||II|||||||II|||||||I||||||

Sbjct 541  GATGAATAACAGCTATCCTAATTTACAACCCAACAATAACAATACTAAACATACTAATTT 600
Query 623  ACATCATAACAACACTTACCATATTTATAATATTCATAACCCACTCCTCAACCACAACTC 682

sojct 601 ACAHAPMUMUACHALLAHAMAHOHAAL UG LALLM 660

Query 683  TGTCACTCTCAAACACGTGAAATAAAGACCCCCTAATCACTACACTCATCTTAACAACCC 742
CLLLRLELLCEEECE L LU LT L L LT LT

Sbject 661  TGTCACTCTCAAACACGTGAAATAAAGACCCCCTAATCACTACACTCATCTTAACAACCC 720
Query 743  TACTGTCCCTAGGTGGCCTCCCACCATTATCGGGATTCATACCCAAATGACTAATTATCC 802

sojct 721 UL AHMAHALE A UG MY 760

Query 803  AAGAACTTACAAAAAACAACAGCATTATTCTACCAACATTAATAGCTATTACAGCATTAC 862
|||||||II|||\\IIII|||||||III||||||||I|||||||II|||||||II|||||

Sbjet 781  AAGAACTTACAAAAAACAACAGCATTATTCTACCAACATTAATAGCTATTACAGCATTAC 840
Query 863  TCAACCTGTATTTCTACATACGACTGGCCTACTCCACATCACTAACAATATTCCCATcaa 922

soict oo HMHEHHHALMAUEHEEH AL AL LML oo

Query 923 aacaatacaaaaa taaaat? caattc ?aaaactcaaaacaaataatCCTCCTA 982

. |||||||II|||\\|||I||| CCLLLLELEE LT LT LT
Sbjct 901  CAAACAATACAAAAATAAAATGACAATTCGAAAACTCAAAACAAATAATCCTCCTACCAA 960

Query 983  CACTAATCACCATATCTACGCTCCTCCTACCCTTAACACCAATAATTTCCATTCTAGAAT 1042

sojct 961 CACPAAMALAMHCALSHEHLEAL GHAAL A A HEAH AN 1020



Alineamiento pareado con BLAST (Madden, 2013) de la Subunidad 2 de la NADH

Deshidrogenasa con numero de referencia NC_063943.1y la muestra de
T. bairdii.

Score

1576 bits(853)
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1
3951
61
4011
121
4071
181
4131
241
4191
301
4251
361
4311
421
4371
481
4431
541
4491
601
4551
661
4611
721
4671
781
4731
841
4791
901
4851
961
4911
1021
4971
1080
5031

Expect Identities Gaps Strand
_ 0.0  1024/1109(92%)  2/1109(0%)  Plus/Plus

CCATTATAACAACCGTTATCCTAGGAACCATAATTGTAATAACAAGCTCTCACTGACTAA

CELL ELEELEE L L TR E LT LT
CCATCATAACAACTGTTATTCTAGGAACCATAATTGTAATAACAAGCTCCCACTGACTAA

TAATCTGAATCGGCTTCGAAATAAATCTCTTAGCCATCATCCCAATCCTAATaaaaaaaT

PAFHSA L HAMAMA U A A LU A AMAMAL

i
TCAACCCACGGACAATAGAAGCATCCACCAAATACTTTCTAACACAAGCCACCGCATCTA

iniiaRtimidtnimin

AAATTTTTAATCCAGCAGCATCCATCATCATAACAACAGCCCTAATCATAAAACTTGGAT
\II\IIIIII\II\ LU L LT T LT II\IIIII\II\I
AATTTTTAATCCAATAGCGTCCGTTATTATAACAACAGCTCTAATTATAAAACTTGG

ittt

ittt
TAATTCTACTCACGTGACAAAAATTAGCCCCAATATCAATCTTATACCAAATTTCACCA

it Rt

AGGCCTAAATCAAACT TACGAAAAATCATAGCATACTCATCAATTGCTCACATAG

\II\IIIIII II\IIII ||\||||III|\|||||II||\ LOLLLLTLLLL LLLLL] ]
GAGGCCTAAACCAAACTCAACTACGAAAAATCATAGCATATTCATCAATTGCCCACATAG

GATGAATAACAGCTATCCTAATTTACAACCCAACAATAACAATACTAAACATACTAATTT

MU AR AHHAM L EAUM A A AL AM AL AN

i mnitnanitntininaniimnnmii
ATATCATAACAACACTTACCATATTCATGATATTCATAACTCACTCCTCAACCACAACTC

iniitimmsihmit it

TACTGTCCCTAGGTGGCCTCCCACCATTATCGGGATTCATACCCAAATGACTAATTATCC

CULE L LU LLEE LR L LU T T
TACTATCTCTAGGTGGCCTCCCACCACTATCAGGATTCATACCCAAATGACTAATCATCC

AAGAACTTACAAAAAACAACAGCATTATTCTACCAACATTAATAGCTATTACAGCATTAC

MAMEHAUAMAAAAASAHAHUGALLALHAMALLAHAULU AL

TCAACCTGTATTTCTACATACGACTGGCCTACTCCACATCACTAACAATATTCCCATCaa

\II\III IH||\IIIIII\IIIIIIII\IIIIIIIIIHIIIII\II\IIIII\II\I
TCAACCTATATTTCTACATACGACTGGCCTACTCCACATCACTAACAATATTCCCATCAA

caaacaatacaaaaataaaatiacaattciaaaactcaaaacaaataatCCTCCTACCAA

AT AT AMMAAMT A AGH S MAMAAMMLMM AN EALHL

CACTAATCACCATATCTACGCTCCTCCTACCCTTAACACCAATAATTTCCATTCTAGAAT

(LELELEE L T L L LT LT
TACTAATCACTATATCTACACTTCTCTTACCCTTAACACCAATAATTTCCATCCTAGAAT

TTTAGGTTACGCAGACCAA GAAG-AAAAA

A Tl AT

TTAATTCCTGC-TACTAAGGGCTGCAAGA 1107

LCLLLELLELL LELELEE LT
TTAATTCCTGCGTACTAAGGGCTGCAAGA 5059

60
4010
120
4070
180
4130
240
4190
300
4250
360
4310
420
4370
480
4430
540
4490
600
4550
660
4610
720
4670
780
4730
840
4790
200
4850
960
4910
1020
4970
1079
5030

2023 de



Alineamiento pareado con Blast de la Subunidad 2 de la NADH Deshidrogenasa
con numero de referencia NC_063943.1y la muestra obtenida en 2023 de T.
bairdii.

Score Expect Identities Gaps Strand
1471 bits(796) 0.0 960/1042(92%) 0/1042(0%) Plus/Plus

e T T T
Sbjct 3929 ATAAATCCTCTAATCTCCATAACCATCATAACAACTGTTATTCTAGGAACCATAATTGTA 3988
Query 61 ATAACAAGCTCTCACTGACTAATAATCTGAATCGGCTTCGAAATAAATCTCTTAGCCATC 120

sojct 3089 ATAAAASCHCULSAGAMMMIUSASAHUEMMMAt LA a008

Query 121  ATCCCAATCCTAATaaaaaaaTTTAACCCACGGACAATAGAAGCATCCACCAAATACTTT 180
CLLLLEELUTLEEEE R L L L LT LT

Sbjct 4049 ATCCCAATCCTAATAAAAAAATTCAACCCACGGACAATAGAAGCATCCACCAAATACTTT 4108
Query 181  TTAACACAAGCCACCGCATCCATACTACTCATAATGGCAATTATTGTTAACCTCATATAC 240

sojct 4100 CTAMAMASHALSCAEAMLAU AL A AHAH A LML 4168

e T T AL UL

Sbjct 4169 TCAGGCCAATGAGCTATTACAAAAATTTTTAATCCAATAGCGTCCGTTATTATAACAACA 4228
Query 301  GCCCTAATCATAAAACTTGGATTATCTCCCTTCCACTTCTGAGTACCCGAAGTAACACAA 360

sjct 4220 STTAMTAAMALHESAHAR AL H-AHHUGALLMEMAHL 2268

e I T A g

Sbjct 4289 GGTATCTCACTTACTTCAGGCTTAATTCTACTCACGTGACAAAAATTAGCCCCAATATCA 4348
Query 421  ATCTTATACCAAATTTCACCATCCATCAATCCAAACATACTACTAACTGCTGCCATACTA 480

sojct 4300 ATCHATALAMPHALUH UM ALMAUALAL MLl cbrkbrrh  as0

Query 481  TCCGTTATAGTAGGAGGCTGAGGAGGCCTAAATCAAACTCAACTACGAARAATCATAGCA 540
CLL LD |||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 4409 TCCATTATAGTAGGAGGCTGAGGAGGCCTAAACCAAACTCAACTACGAAAAATCATAG 4468
Query 541  TACTCATCAATTGCTCACATAGGATGAATAACAGCTATCCTAATTTACAACCCAACAATA 600

sojct aae0 TATTATANHECLAMASK MU ARHMHAUALMAL 4526

e O T o

Sbjct 4529 ACAATACTAAACATACTAATCTATATCATAACAACACTTACCATATTCATGATATTCATA 4588
Query 661  ACCCACTCCTCAACCACAACTCTGTCACTCTCAAACACGTGAAATAAAGACCCCCTAATC 720

sojct ass0 ATULUAMAUAUA U HUMALISMMAMA LM 68

e T L I T

Sbjct 4649 ACCACACTTATCCTAACAACCCTACTATCTCTAGGTGGCCTCCCACCACTATCAGGATTC 4708
Query 781  ATACCCAAATGACTAATTATCCAAGAACTTACAAAAAACAACAGCATTATTCTACCAACA B840

sojct 4700 ATALLAMTALTAM ARCMSMLHALMAMAMASAHAHEALLUY, 4766

Query 841  TTAATAGCTATTACAGCATTACTCAACCTGTATTTCTACATACGACTGGCCTACTCCACA 900
|||||||| CLLRLELLE LELELELELE DL LT

Sbjct 4769 AATAGCCATTACAGCACTACTCAACCTATATTTCTACATACGACTGGCCTACTCCACA 4828
Query 901 TCACTAACAATATTCCCATCaacaaacaatacaaaaataaaatiacaattciaaaactca 960

sojct 4520 TALAAMAHUHUAUMAAA-MMATMMISAUAGHEAMALA  s8ss

Query 961 aaacaaataatCCTCCTACCAACACTAATCACCATATCTACGCTCCTCCTACCCTTAACA 1020

|||||||||||||||||||||| FLUPLLEEL T L L LT
Sbjct 4889 AAACAAATAATCCTCCTACCAATACTAATCACTATATCTACACTTCTCTTACCCTTAACA 4948

Query 1021 CCAATAATTTCCATTCTAGAAT 1042

sjct 4040 CAMAMHHUATCUALMY 4970




Lineas de comando
FastQC: nohup fastqc ../TAP_1.fastq ../TAP_2.fastq -0 . &

Trimmomatic: trimmomatic-0.39.jar PE ..ITAP_1.fastq .ITAP_2 fastq
TAP_1.Tp.fastq TAP_1.Tu.fastq TAP_2.Tp.fastq TAP_2.Tu.fastq
ILLUMINACLIP:TrueSeq3-PE.fa:2:30:10 LEADING:3 TRAILING:3
SLIDINGWINDOW:4:15 MINLEN:36 HEADCROP:15 &

ILLUMINACLIP: Corta el adaptador y otras secuencias especificas de
lllumina de la lectura.

LEADING: Corta las bases del comienzo de una lectura si esta por debajo
de un umbral de calidad.

TRAILING: Corta las bases del final de una lectura, si esta por debajo de
un umbral de calidad

SLIDINGWINDOW: Realiza un enfoque de recorte de ventana deslizante.
Comienza escaneando en el extremo 5 'y recorta la lectura una vez que la
calidad promedio que cae dentro de la ventana se encuentra por debajo de
un umbral.

MINLEN: Descarta la lectura si esta por debajo de una longitud especifica.

HEADCROP: Corta el numero especificado de bases desde el inicio de la
lectura.

BLAST: nohup
/share/Part1/Iservin/velvet_1.2.10/contrib/shuffleSequences_fasta/shuffleSequence
s_fastq.pl TAP_1.fastq TAP_2.fastq mixed.fastq &

nohup /share/Part1/Iservin/IDBA/bin/fg2fa --paired --filter mixed.fastq mixed.fasta &

nohup formatdb -p F -i mixed.fasta &

nohup blastall -p blastn -m 8 -d mixed.fasta -i Tterrestris NC_053962.fasta -o
hits.txt &

cut -f2 hits.txt | sort | uniq >ids.txt

nohup tclsh fastgselect.tcl -infile TAP_1.fastq -name ids.txt -outfile
mappingreads1.fastq &

nohup tclsh fastgselect.tcl -infile TAP_2.fastq -name ids.txt -outfile
mappingreads2.fastq &



nohup
/share/Part1/Iservin/velvet_1.2.10/contrib/shuffleSequences_fasta/shuffleSequence
s_fastq.pl mappingreads1.fastq mappingreads2.fastq mappingmixed.fastq &

nohup /share/Part1/Iservin/IDBA/bin/fq2fa --paired --filter mappingmixed.fastq
mappingmixed.fasta &

SPAdes

Set 1. nohup spades.py -k 49,59,69,79,89,99 --only-assembler -s
mappingmixed.fasta -o /backup/Usuarios/.Iservin/lservin/Chass/Bowtie_Tp &

Set 2:
nohup /share/Part1/Iservin/SPAdes/bin/spades.py -k 39,49,59,69,79,89,99,109,119
--only-assembler -S mappingmixed.fasta -0

/share/Part1/Iservin/Chass/Lecturas/ensamble/

Set 3:
nohup spades.py --careful mappingmixed.fasta -0
/backup/Usuarios/.Iservin/lservin/Chass/Bowtie Tp/Intento3/ &

Bowtie: bowtie2-build TerrestrisRefSeq.fasta referencia

nohup bowtie2 --no-unal -x referencia -1 TAP_1_Tp.fastq -2 TAP_2_ Tp.fastq -S
bowtie.sam --al-conc /backup/Usuarios/.Iservin/lservin/Chass/Llenar_ GAPs &
nohup cut —f1 bowtie_tp.sam | sort | uniq >ids_tp.txt &
nohup tclsh fastgselect.tcl -infile TAP_1 Tp.fastq -name ids tp.txt -outfile
mappingreads1.fastq &
nohup tclsh fastgselect.tcl -infile TAP_2 Tp.fastq -name ids_tp.txt -outfile
mappingreads2.fastq &

nohup
/backup/Usuarios/.Iservin/lservin/velvet_1.2.10/contrib/shuffleSequences_fasta/shu
ffleSequences_fastq.pl mappingreads.fastq mappingreads2.fastq
mappingmixed.fastq &

nohup /backup/Usuarios/.Iservin/Iservin/IDBA/bin/fg2fa --paired -filter

mappingmixed.fastq mappingmixed.fasta &

SPAdes ft bowtie:

INTENTO 1 nohup spades.py -k 49,59,69,79,89,99 --only-assembler -s
mappingmixed.fasta -o /backup/Usuarios/.Iservin/lservin/Chass/Bowtie_Tp &
INTENTO 2 nohup spades.py -k 39,49,59,69,79,89,99,109,119 --only-assembler -s
mappingmixed.fasta -o /backup/Usuarios/.Iservin/Iservin/Chass/Bowtie_Nodos



INTENTO 3: nohup  spades.py  --careful mappingmixed.fasta -0
/backup/Usuarios/.Iservin/lservin/Chass/Bowtie _Tp/Intento3/ &

--only-assembler runs only assembling (without read error
correction)

-s <filename> file with unpaired reads

--careful tries to reduce number of mismatches and short indels

-0 <output_dir> directory to store all the resulting files (required)

Quast: nohup quast.py Set_1.fast Set_2.fasta Set_3.fasta &

ORPA: perl ORPA.pl method=Gblocks Alineamietos_con_bairdii.aln
seqdump_bairdii.txt salida.fasta --iqgtree —rmdup
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