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RESUMO

Os elementos transponiveis (TE) tém sido amplamente estudados devido a sua
diversidade e abundancia nos genomas de varias espécies, e seu impacto na
variabilidade genémica e papel funcional. A presenca dos TEs em peixes também
pode ter implicacdes para a conservacao e manejo de espécies ameacadas, uma
vez que esses elementos podem afetar a estabilidade gendmica e a saude geral
dos animais. Ainda que estejamos na era da grande massa de dados, a
informacéo de qualidade e em larga-escala de TE em peixes € pobre, seja pela
guantidade ou curadoria dos dados. Nesse sentido, de modo a preencher esta
lacuna, esta pesquisa tem como objetivo a anélise da anotacdo em larga escala
dos elementos transponiveis em 168 genomas completos de peixes. Para atingir
este objetivo, foi criado um pipeline com abordagens distintas de modo a cobrir
estratégias diferentes para anotacdo dos elementos. Os resultados obtidos neste
estudo fornecem informacdes importantes para estudos funcionais e evolutivos do
papel dos TEs nos peixes. Com a revisao bibliografica obtivemos respostas de
ferramentas e banco de dados utilizados nas pesquisas com a mesma tematica.
Com o fluxo de trabalho criado, utilizando trés ferramentas, e tendo comparacao
com banco de dados FISHTEDB e a pesquisa de Hilsdorf, encontramos ao total
107.866 elementos em 168 espécies de peixes. Importante ressaltar que o
trabalho contou com o apoio da NAPI Bioinformética via Fundacao Araucaria por
meio do convénio 66/2021.

Palavras-chave: Peixes. Elementos transponiveis. Bioinformatica.
Anotacdo automatica.



Capitulo 1.

1.1 Introducéo

Aquicultura é o cultivo e criacdo de animais aquaticos, sendo a atividade
agropecuaria que mais cresce no Brasil. O aumento do consumo mundial de peixes é
motivado pelo crescimento da populagdo mundial e os beneficios nutricionais que
proporciona, além da alta quantidade dos estoques de peixes nativos (BORGUETTI
et al., 2003).

De acordo com o Anuéario Peixe BR de 2023 da Piscicultura (Associacao
Brasileira de Piscicultura), o Brasil produziu 860.355 toneladas de peixes em 2022,
tendo um crescimento de 2,3% (Anuario Peixes BR, 2023). Os peixes nativos do
Brasil, sendo a maior producdo da espécie Colossoma macropomum (Tambaqui),
representaram 31,04% da produg&o nacional no ano de 2022, referente a 267.060
toneladas. Além disso, a maior concentracdo da producdo do Tambaqui se encontra
na regido Norte do pais (Associacdo Brasileira da Piscicultura, 2023). No geral, o
estado do Paran& é o maior produtor de peixes de cultivo do pais, principalmente com
a espécie Tilapia, correspondendo a 166 mil toneladas em 2021 segundo o CNA
(Confederacgéo da Agricultura e Pecuéria do Brasil, 2021).

Para as importacdes do Brasil, 0 peixe que obteve maior adesédo foi o Salméo,
sendo 89% da importacdo, seguido por Pangasius e Curimata (Associacao Brasileira
da Piscicultura, 2023). J4 em relacdo as exportacdes, no ano de 2022, os maiores
destinos foram, Estados Unidos com 81%, Canada 5% e México 2%, tendo um
crescimento de 15%, sendo a Tilapia a espécie mais exportada (Associacao Brasileira
da Piscicultura, 2023).

Além da grande importancia econdmica, 0s peixes séo excelentes indicadores
do estado do ambiente, pois podem mostrar perturbacdes de diferentes escalas
devido a sua mobilidade, sua proximidade ao topo da cadeia alimentar e seu estilo de
vida (FREITAS et al, 2009). Algumas espécies de peixes sdo sensiveis a mudancas
nas propriedades quimicas e fisicas da agua, que podem ser causadas por
perturbagcdes ambientais, como agitagdo do sedimento de fundo de lagos,
contaminagdo por varios tipos de poluentes organicos ou inorganicos, variagbes
naturais e outros fatores (SOUZA, F. et al, 2008).

Considerando o cenario apresentado, a pesquisa genética em peixes pode

fornecer uma vantagem tecnoldgica na produtividade e na protecéo contra patdogenos.
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Em particular, os elementos transponiveis (TEs) ou elementos méveis sdo um dos
campos de estudo do genoma que influenciam toda a sua organizacdo. Esses
elementos, que podem se mover ou ser copiados dentro do genoma, podem contribuir
para a compreensao da organizagcdo e manutencédo da estrutura genémica e também
servir como ferramentas auxiliares nos estudos da evolucéo genética dos organismos
(BIEMONT et al, 2006).

No entanto, exceto pelos genomas modelos, como o Danio rerio, as
informacdes sobre TEs em peixes sdo pouco exploradas. Por exemplo, o FISHTEDB
(SHAO, F. et al, 2018), o banco de dados referéncia de TEs em peixes, contém apenas
63 genomas disponiveis, enquanto existem 168 genomas completamente
sequenciados nos bancos de dados primarios de sequenciamento genémico.

Considerando a deficiéncia na anotacdo de elementos transponiveis em peixes,
este projeto realizou a anotagdo em 168 genomas completamente sequenciados e
disponiveis em bancos publicos. Ademais, contribuiu para a definicdo de um workflow
com diferentes estratégias de anotacdo de TEs, possibilitando maior evidéncia
computacional da informacéo anotada como sendo um TE. Por fim, acredita-se que a
disponibilizacdo das informacdes de TEs nos 168 genomas de peixes ird ampliar a
discussdo e os estudos acerca do papel funcional desses elementos e,
consequentemente, contribuir para o aprimoramento das pesquisas genéticas em

aquicultura.

1.2 Elementos transponiveis

Os elementos transponiveis (TEs), também chamados de DNA saltantes ou
elementos parasitas (MARTINS, 2007), foram descobertos gracas a pesquisa de
Barbara McClintock. Em seu trabalho, analisando a diferenciagéo de cores nos graos
da espécie Zea mays (milho indiano), observou-se que essa diferenciagdo ocorria por
conta de elementos controladores que se moviam dentro do cromossomo, alterando
a atividade dos genes. Essa transposi¢cédo se dava por conta de dois fatores, sendo:
Ds - dissociador, presente no local da quebra, e Ac- ativador, onde era necessario
para ocorrer essa quebra e a transposicdo dos elementos. A suspeita que seria
elementos transponiveis, se deu pois Barbara ndo conseguia mapear no cromossomo
o fator Ac, em algumas plantas foi mapeado em uma localizagcéo, e em plantas da
mesma linhagem era mapeado em outra posi¢cdo do cromossomo (GRIFFITHS et al,
2013). Na época sua pesquisa e descoberta nao foi aceita, pois ja havia estudos onde

se comprovaram que 0s genes eram dispostos de maneira fixa, sendo impossivel
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haver essa locomocdo. Apenas quarenta anos mais tarde, com uma pesquisa de E.
coli, onde encontraram um elemento de insercdo em que se movia dentro do genoma,
foi que a pesquisa de Barbara McClintock foi aceita. Em 1983 ela ganhou o prémio
Nobel de Fisiologia ou Medicina por sua descoberta (GRIFFITHS et al, 2013; MLA,
1983).

Os elementos transponiveis sdo sequéncias gendmicas capazes de
mobilizacdo e replicacdo, sendo componentes abundantes e antigos dos genomas
(CARARETO et al, 2015). Eles séo classificados em elementos de classe | e classe |l
de acordo com a presenca ou auséncia de um intermediario de transposi¢cao. Dentro
de cada classe, os TEs s&o ainda subdivididos em ordens, com base em seu
mecanismo de insercao, estrutura e proteinas codificadas; em superfamilias, com
base em sua estratégia de replicacdo; e em familias, com base na conserva¢do da
sequéncia, como mostra a figura 1 (WICKER et al . 2007 ; KAPITONOV & JURKA
2008). Sendo classificados ainda em elementos autbnomos e nao autonomos. Os
autdbnomos codificam todos os elementos necessarios para sua transposi¢ao. Os néo
autbnomos necessitam dos elementos autbnomos para poder se transpor no genoma,
pois ndo codificam as enzimas necessarias para se mover sozinhos (WICKER et al .
2007).
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CLASSIFICAGAO DOS ELEMENTOS TRANSPONIVEIS

CLASSE| -
Retrotransposons

Ordem
Superfamilia I -

CLASSE Il

Transposons

Ordem ? HELITRON
Superfamilia . .

Figura 1: Classificacdo dos elementos transponiveis propostos por Wicker (WICKER,
T. et al,2007), mostrando sua classificagao de ordem e superfamilia.
Fonte: Autoria prépria.



Os elementos transponiveis pertencentes a Classe | sdo conhecidos como
retrotransposons. A transposicdo desses elementos ocorre através da sintese de uma
molécula de RNA mensageiro (mMRNA), que é direcionada para o citoplasma, onde é
produzido enzimas relacionadas a transposi¢do desses elementos. Uma das enzimas
produzidas € a transcriptase reversa, responsavel pela sintese de uma nova copia em
DNA do retroelemento. A insercao do retroelemento no sitio receptor € realizada pelas
enzimas do préprio retroelemento, e esse mecanismo é conhecido como “copia e cola”
(CARARETO et al, 2015). A Classe | é dividida pelas ordens: retrotransposons com
LTR, sem LTR (LINE e SINE) , DIRs e Penelope-like (PLE).

Os elementos da Classe I, conhecidos como transposons ou transposons de
DNA, realizam a sua mobilizacdo por meio de um intermediario de DNA. O processo
de transposicdo nessa classe consiste na sintese de enzimas necessarias para a
mobilizacdo do transposon. A Classe Il é dividida em duas subclasses | e I,
diferenciando o numero de fitas da molécula de DNA que sdo cortadas durante a
transposicdo. A Subclasse | realiza a transposi¢cao via mecanismo de corta-e-cola,
mediado pela DNA transposase, cortando ambas as fitas na extremidade. Ja a
Subclasse |l realiza a transposicdo pelo mecanismo copia-e-cola, transpondo por
replicacdo (CRAIG, 2002; WICKER et al.,2007).

1.3 Abordagens computacionais para anotacao de TEs

Com o surgimento do Projeto do Genoma Humano, em 1980, para o
sequenciamento do genoma, se viu um aumento do volume de dados bioldgicos.
Devido a isso, se viu a necessidade de desenvolver ferramentas para a analise e
interpretacdo dessa grande quantidade e complexidade de dados. O termo
bioinformética foi usado inicialmente no comeco dos anos 1970, pelos cientistas
Paulien Hogeweg e Ben Hesper, definindo como estudos de processos informacionais
dos sistemas bioldgicos, sendo uma ciéncia interdisciplinar, abrangendo matematica,
computacéo e biologia (COSTA, 2004; HESPER et al,1970).

Por meio dos estudos dos elementos transponiveis, vem aumentando a demanda
de analises cada vez mais detalhadas para obter informagfes sobre sua funcgéo e
influéncia nos genomas. Na area computacional, a identificacdo automatizada de
repeticOes dispersas € complexa devido a replicacdo, insercdo e excisdo dos
elementos repetidos moéveis nos genomas. Isso resulta em copias fragmentadas e
alteracdes complexas, dificultando a identificacdo e a definicdo de familias repetidas
(PRICE et al, 2005).

Dessa forma, ha um nimero crescente de algoritmos desenvolvidos para estudar
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e obter mais informacdes sobre esses elementos transponiveis. As ferramentas
disponiveis, como o RepeatMasker (SMIT et al, 2022), o RepeatExplorer (NOVAK et
al, 2010) e o RepeatModeler (HUBLEY et al, 2019), foram desenvolvidas para auxiliar
na identificacdo e caracterizacdo dos elementos transponiveis, permitindo assim a
descoberta de novas superfamilias e fornecendo dados para estudos sobre a evolucéo
dos genes (LERAT, 2010). Estas ferramentas sdo o estado da arte e sdo utilizadas
em anotacdes de TEs em qualquer genoma. Entretanto, o RepeatModeler (HUBLEY
et al,2019) e 0 EDTA (OU et al, 2019), por exemplo, tem um alto custo computacional
para ser executado com grande quantidade de genomas. Nesse sentido, abordagens
ab initio ou deep learning podem ser uma solu¢éo, como o TERL (CRUZ et al,2020).
Na secdo 1.5 sera feita uma revisdo dos estudos e metodologias disponiveis em

peixes utilizados pela literatura.

1.4 Justificativa

Os TEs sao elementos importantes para se entender a organizagdo e
manutencdo da estrutura do genoma, além de auxiliar nos estudos da evolucéo
genética dos organismos (BIEMONT et al, 2006). O conhecimento da composicéo e
arquitetura do genoma € fundamental na compreensdo dos processos evolutivos
responsaveis nas espécies de peixes. O surgimento de tecnologias de
sequenciamento de alto rendimento, fornecendo uma grande quantidade de dados
gendmicos, o que tem sido eficaz para obter informacdes sobre a evolucdo dos
genomas de diferentes organismos, incluindo os peixes (CARDUCCI et al,2020).

A presenca de elementos transponiveis em genomas de peixes contribui para
definir a estrutura de seus genomas, contribuindo para o processo de adaptacdo em
diferentes ambientes, por meio de rearranjos genémicos além de interferir no controle
da atividade génica (KOGA et al, 2016; PEREIRA et al, 2015; CANAPA et al, 2015;
CARDUCCI et al, 2019).

Dessa forma, para buscar novas informacdes sobre a presenca dos elementos
transponiveis nos genomas das espécies estudadas, e contribuir com o conhecimento
acerca desses elementos, o presente trabalho propés a identificacdo e analise das
sequéncias repetitivas em espécies de peixes, assim desenvolvendo um workflow
para anotacdo de TEs, com abordagens diferentes, e a construgdo de um banco de

dados curado, assim contribuindo para os estudos de elementos transponiveis.

1.5 Revisao de literatura

A revisao de literatura foi feita na base de dados PubMed. Com a restricdo
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desses termos no Titulo e Resumo, os termos para a busca foram usados
“transposable elements” [Title/Abstract] OR “‘mobile
elements” [Title/Abstract] and fish’”. Em seguida, foram aplicados filtros de
selecdo nos resultados obtidos, tendo como critérios: papers em inglés; pesquisas
relacionadas com peixes, referentes a elementos transponiveis.

Com os artigos selecionados, utilizamos o pacote Bibliometrix R (ARIA, M. &
CUCCURULLO, C., 2017), por meio do programa RStudio (Posit team, 2022.
v.2022.12.0), para investigar informacdes relevantes nos artigos filtrados.

Como resultado da analise de literatura obtivemos 423 artigos da base
Pubmed que foram filtrados, totalizando ao final 93 artigos para a revisao de literatura
(Figura 2).

Identificac&@o dos estudos atraves de base de dados
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- identificados no
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=
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i
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triagem —
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£
)
o)
.8
l_.
PublicacBes Publicagdes excluidas
S avaliadas para . (n=42)
clegitilidade [ Razéo 1. Estudos em que o foco
(2_135) ndo seja elementos transponiveis
B nas espécies de peixes
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revisao
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Figura 2: Fluxograma da estratégia para a revisdo bibliografica sistematica.
Primeiramente identificamos 423 artigos na base de dados do Pubmed. Na triagem,
removemos 327 artigos, onde estavam fora do tema procurado, e ndo publicados em inglés.
Logo apds removemos 42 artigos onde o foco ndo era elementos transponiveis nas espécies
de peixes. Totalizando ao final 93 artigos presentes nesta revisao.

A partir dos dados geramos a tabela S1, disponivel no material suplementar, que
apresenta o0s objetivos, resultados e resumo de cada artigo selecionado. Para uma
melhor observacéo das pesquisas relacionadas a esse elementos em espécies de
peixes, montamos uma linha do tempo, (Figura 3, 4 e 5) contendo as pesquisas e suas

respectivas espécies estudadas neste tema.
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Cromossomos sexuais de
niloticus

Figura 3: Diagrama temporal dos principais trabalhos de TEs em peixes. Diagrama linha
do tempo com os papers sobre elementos transponiveis em espécies de peixes. Comecando
em 1940 com a descoberta desses elementos pela Barbara McClintock até as pesquisas de

2003.

21



22

2006 200 2009
« Familia de elementos semelhantes 7
« DNA repetltlva em tandem do a Tc1 de gen omas de pebms o no Distribui¢do elemento
|xe malabaricus bagre do canal t anspo'glt\llel Tollem
lementos de transposon g
semelhantes a Tc1 em Ictalurus EL°nm°m°",§‘;‘,f,$,‘c“,§',’,‘;{‘:,‘;°,’,‘efx";s C Orgat?.l’zacg” g:l %ementos
punctatus 5esaﬁos técnicos e perspectivas ;:‘r)\zm aog o ?Jchla 0o

2012 2011
- Transposons Harbinger no » Elementos transponiveis como * Elementos transponiveis Erythrinus erythrinus
s dos Galacanto uma fonte potencial para a  ° c°m°kmnm e N th sewantne
§equéncias repetitivas compreens3o do genoma de peixes ., A5 dce 4a organizacao gendmica de novos
associadas a diferenciacdo do g zﬂﬁiﬁf&'?ragﬂﬁg!? usando g‘mcmos 5o as?!m.sodoAtclka;sm:tr : ;
~ n retroeiementos
gromossamo W em o e T

. leu ton - superfamilia de Te de e e T cpc e te pelcs i

ativo em peixes
’?/b»
2015

2013 2014 * |dentificagdo e mapeamento de elementos
* Elementos * Elementos transponfveis ativos transponiveis em anax scabripinnis

evolutivos no genoma do celacanto * Elementos transponiveis e evolucao inicial de
retrotransponiveis Rex1 e Rex3 em Leporinus Spix 2 da via de piRNA em PO <

* Rex em genomas de ciclideos neotropicais * Evolugaora ccl;omlossor;\os sexnx;gls ?m peu;e:d .
. peixes telegsteos * O celacanto: um "f6ssil vivo” pode ter
Wtransponivel B HESt—— e DNA repetitivo em Parodontidae elementos transponiveis ativos em seu
* DNA repetitivo em semaprochilodus essao dtfe'rveelncxal de um elemento genoma?
uéncias repetitivas de DNA em Astyanax " retrotransponivel, Rexé . em * Mapeamento dos Elementos
mm,ﬂ peixes Colossoma macropomum Retrotransponiveis Rex1 e Rex3 em

Eigenmannia

20 7\ -

2018 2016

* Retroelementos Rex e Genomas

T Repethoes em tandem e elementos « Andlise citogenética e gendmica
. , e&’,},“m de elementos to - R:xmes hl‘bndos tetrapléndes Xn;IE e:gglapla do Nllo

"",'2,.'2%‘%%‘ '?a'ﬁ%,,de. H’bndos entre nnaopormme dnstnbup?odeTcllMannerem
hTEDB » Mapeamento Cromossdmico de Elementos
lfsogem de el tos transponiveis g’?ﬁpomve:sda Familia Rex no Bagre

. Elemeﬂtos' transponiveis em bagres Plnamlca Evolutivade Elementos

Corydoradinae ransponfveis em Peixes Elétricos

Figura 4: Diagrama linha do tempo com os papers sobre elementos transponiveis em
espécies de peixes. Principais trabalhos entre os anos de 2006 - 2016.
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Diagrama linha do tempo com os papers sobre elementos transponiveis em

espécies de peixes. Principais trabalhos entre os anos de 2019 - 2022.

A partir dos 93 artigos filtrados, utilizamos o programa Bibliometrix para buscar

termos relevantes. Utilizamos a opc¢éo “Producédo cientifica” para verificar o numero

de artigos publicados anualmente (Figura 6). Como esperado, com o passar dos anos,

0 numero de publicacBes de artigos com o tema pesquisado foi aumentando. Mesmo

havendo

uma queda drastica no ano de 2016, em 2017 houve um aumento

consideravel. H4 também uma queda razoavel nos anos de 2019 e 2020, podendo ser

causada pela pandemia.
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Figura 6: Grafico dos estudos relativos as TEs em peixes nos periodos de 1995-
2022. Apresentado pelo eixo x 0s anos de publicacbes dos artigos, e 0 eixo y a quantidade
desses trabalhos.

E por fim, usamos a opc¢ao “Autores mais relevantes”, que apresenta os autores
gue tiveram mais artigos publicados (Figura 7). Apresentado como o autor que obteve
mais publicacao, Volff J. N., € um pesquisador francés que estuda principalmente as
areas de genética, genoma, gene, vertebrados e retrotransposon. Vale a pena
ressaltar que os autores Fausto Foresti (3° lugar), César Martins (4° lugar), Roberto
Ferreira Artoni (5° lugar) e Marcelo Ricardo Vicari (6° lugar) sdo pesquisadores
brasileiros, os dois primeiros trabalhando na UNESP e os dois ultimos na UEPG.

VOLFF IN e
KOGA A 0

FORESTI F o

MARTINS C

ARTONI RF

wm
-
o
+
J
< VICARI MR

€@

CHALOPIN D

FELDBERG E

MOREIRA-FILHO O

NOGAROTO V

Q 3 10
N. of Documents

24



Figura 7: Relagdo dos autores mais relevantes sobre os estudos envolvendo TEs e
peixes. O grafico apresenta os 10 autores com maiores numeros de publicacGes sobre o
assunto. No eixo x, a quantidade de artigos, e no eixo y 0 nome dos autores.

Com o texto de busca dos artigos, encontramos o banco de dados FISHTEDB
(SHAO, F. et al, 2018), um banco de dados de elementos transponiveis, que conta
com 38 espécies de peixes. Porém, este banco de dados, classificou apenas 60% das
sequéncias nas superfamilias destas espécies, ainda existindo muitos TES nao
classificados. Tendo em vista o FISHTEDB, buscamos a criagdo de um novo banco
de dados mais completo através dessa nova pesquisa, com isso, em nosso trabalho,
acrescentamos as 38 espécies como aperfeicoamento do mesmo. Identificamos o
artigo HILSDORF, A. W. S. et al, 2021, no qual o autor fez a montagem do genoma do
Colossoma macropomum, Tambaqui, uma espécie nativa do Brasil. Com o resultado
do trabalho sendo, uma cobertura de 52,49% por elementos transponiveis, das quais

49,78% sao repeticdes intercaladas.

1.6 Objetivos

Anotacdo em larga escala de elementos transponiveis nos genomas publicos de
168 peixes por meio da utilizacdo de métodos computacionais e apresentar um estudo

sobre os TEs em espécies de peixes.

Objetivos especificos

e Reviséo do estado da arte, dos dados e bancos de TEs em peixes.
e Coletar e pré-processar as sequéncias gendmicas das espécies estudadas.

e Criacdo de um workflow para anotacéo dos elementos transponiveis.

e Anotar os elementos transponiveis em 168 genomas completos e disponiveis

em bancos publicos.

e Analisar e interpretar os resultados da anotacdo em larga escala.
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RESUMO

Sequéncias repetitivas, como o0s elementos transponiveis (TEs), tém sido associadas
a variabilidade genética ou em alteracdes fenotipicas e vao desde o papel na estrutura
dos cromossomos até o mecanismo de manutencdo dos teldmeros e centrémeros.
Ainda é incipiente a pesquisa nas espécies de peixes, por exemplo, o FiShTEDB é o
anico repositorio central de TEs em peixes e contém apenas 38 das 168 espécies com
genoma completo disponiveis em banco de dados primarios. Assim, apenas 14,6%
dessas espécies de peixes tém dados disponiveis para estudos dos TEs. Diante disso,
0 objetivo deste trabalho foi realizar uma analise de larga escala dos elementos
transponiveis em 168 genomas completos de peixes disponiveis em bancos publicos.
Para tanto, foi criado um fluxo de trabalho para a anotacéo que envolveu quatro etapas
com cinco estratégias de anotacdo. Neste artigo em particular, serdo apresentados 0s
resultados da ferramenta TERL, que foi usada para classificacdo dos elementos
transponiveis nos dados de transcritos de 142 espécies de peixes. E as ferramentas
RepeatModeler2 e EDTA, classificando TEs em 37 peixes. Realizamos a comparacao
dos resultados com bancos de dados ja existentes, observando um resultado diferente
com mais evidéncia de TEs pela nossa estratégia.

Palavras-chave: Bioinformatica. Elementos transponiveis. Bancos de dados.
Modelagem. Analise em Larga-escala.


mailto:paschoal@utfpr.edu.br
mailto:liliane.sntn@gmail.com

1 INTRODUCAO

Os peixes desempenham papéis estruturais e funcionais vitais no ecossistema
aquatico, com ampla variacdo temporal e escala geogréafica, apresentam grandes
niveis de biodiversidade em termos de morfologia, comportamental, ecologia, entre
outros (SIMONETTI et al, 2014). As espécies de peixes tém sido utilizadas como
excelentes modelos em estudos de desenvolvimento, fisiologia, comportamento,
toxicologia, evolugdo genética, entre outras (SIMONETTI et al, 2014). Atualmente, séo
conhecidas mais de 35.000 espécies de peixes segundo a base de dados Fishbase
(versado 08/2022; FROESE, R. et al,2022).

Domitille e colaboradores (2013) observaram a composicéo e atividade de TEs,
em particular, os genomas de peixes teledsteos sdo dominados por transposons de
DNA e contém poucas copias antigas de TES, sugerindo que esses elementos tiveram
um papel eficaz na evolucdo da espécie e contribuido para a diversidade genética.
Alguns estudos, como Volff et al 2003, sugerem a existéncia de significativa diferenca
no conteudo de TEs entre sub linhagens de vertebrados, e que os genomas de peixes
teleGsteos apresentam uma maior diversidade de TEs quando comparado com
genomas de outros vertebrados. Os peixes baiacu (Tetraodon nigroviridis) exibem
uma diversidade de TE muito maior e com mais familias de TE ativas do que os
humanos, apesar de terem genomas com apenas um décimo do tamanho. (VOLFF et
al, 2003).

Feng (SHAO F. et al, 2019) notaram que TEs de peixes estdo distribuidos
regularmente, espalhados de forma relativamente uniforme por todo o genoma dos
peixes estudados. Tal fato indica que os TEs desempenham um papel vital na
evolucdo dos peixes. Por meio de analises de correlacdo adicionais, confirmou-se
também que o efeito dos retrotransposons no tamanho do genoma foi maior do que o
dos transposons de DNA, sendo os LTRs estarem significativamente correlacionados
com o tamanho do genomas.

Mesmo com toda essa importancia para estudos de TEs em espécies de
peixes, ainda sado poucos os dados disponiveis publicamente. Como é o caso de
bancos de dados, hoje existe apenas o FISHTEDB, que se delimita a 63 espécies de
peixes. Ou o Dfam, que h& apenas informacdes desses elementos presentes na
espécie Danio rerio. Portanto, este estudo teve como objetivo a anotacdo em larga
escala dos TEs no genoma de 168 espécies de peixes disponiveis em banco de dados

publicos. Desenvolvemos um workflow com estratégias diferentes da anotagéo do TE,
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com a proposta de dar confiabilidade nesta anotacéo in silico destes TEs.

2 METODOLOGIA

A metodologia aplicada neste trabalho envolveu duas etapas. Na primeira, um
levantamento da literatura foi feito para atualizagao sobre o estado da arte, bem como
a pesquisa dos dados publicos sobre elementos transponiveis disponiveis na literatura
cientifica. A segunda, foi criado e implementado um workflow para anotacéo de TEs

em genomas completos de peixes publicos disponiveis.

2.2 Anotacao de elementos transponiveis em larga escala em peixes

Desenvolvemos um fluxo de trabalho para a analise em larga escala dos
elementos transponiveis por meio de varias ferramentas explicadas a seguir. Para a
classificacdo de TEs, selecionamos as sequéncias de genoma e transcriptoma das
espécies de peixes disponiveis em bancos de dados publicos (Ensembl, NCBI e
CNGB) e aplicamos trés estratégias, todas demonstradas na Figura 8: (A) anotacao
em dados de transcritos via a ferramenta TERL (CRUZ, M. H. et al, 2020, v.1); (B)
anotacao via genomas de peixes representantes de toda a populacdo analisada via
RepeatModeler2 (HUBLEY, R. et al, 2019, v.2.0.3 e v.2.0.4) e EDTA (OU, S. et al,
2019, v. 1.9.6); e (C) via os dados publicos da literatura. Em seguida, nos passos (D)
e (E) esses dados serviram para constru¢ao de uma biblioteca ndo redundante de TEs
obtidos em genomas de peixes, seguido de analise em larga escala via programa
RepeatMasker (SMIT, A., et al, 2022, v. 4.1.4). Por fim, como resultado sera
apresentado um banco de dados de elementos transponiveis de ocorréncia em
genomas de espécies de peixes.
Para a explicagdo mais detalhada do fluxo de trabalho, separamos as fases

por se¢Oes, apresentadas abaixo.
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Figura 8: Visao geral da analise em larga escala dos elementos transponiveis. A)
Utilizacdo da ferramenta TERL, para a identificacdo de TEs nos transcriptomas. B)
Utilizacdo das ferramentas B.1 - EDTA e B.2 - RepeatModeler2 para classificar
sequéncias do genoma de 35 peixes escolhidos, gerando um banco de dados para
cada ferramenta. C) Banco de dados disponiveis publicamente em foco nas espécies
de peixes presentes na literatura. D) Unido das sequéncias obtidas nas etapas
anteriores e remocédo das sequéncias redundantes, apos realizada a implementacéo
do TEScore e assim formando um banco de dados de elementos transponiveis
consenso e sem redundancia.

2.2.1 Conjunto de dados coletados e utilizados
Utilizou-se dados de genoma (sequéncia de DNA), de transcritos (sequéncia de
cDNA). Foram também analisados dados de transcriptoma obtidos via RNA-Seq de

apenas o Tambacu por ndo haver genoma disponivel.

Os dados das sequéncias de DNA das 37 espécies de peixes utilizadas, foram
obtidas em bancos de dados publicos, sendo: NCBI - National Center for
Biotechnology Information (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/. PEPER, C., 1988) de onde

se obteve 14 sequéncias genbmicas das espécies dos peixes; Ensembl


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

(http://Iwww.ensembl.org/. European Bioinformatics Institute e Wellcome Trust Sanger
Institute, 1999) de onde foram obtidas 23 sequéncias gendmicas. Ja no caso dos
transcriptomas, foram coletadas sequéncias de 142 espécies, sendo 56 sequéncias a
partir do NCBI e 86 conjuntos de sequéncias a partir do Ensembl. As informacdes dos
peixes selecionadas, totalizando 168 espécies, estdo descritas na tabela S2, presente

no material suplementar, sendo apresentadas a ordem, familia e os genomas.

2.2.2 Fase A: Criacao de biblioteca de dados de TEs em transcritos

Para analise dos transcriptomas, utilizamos a ferramenta TERL (Transposable
Elements Representation Learner. CRUZ, M. H. P. et al, 2020). Esta abordagem utiliza
redes neurais convolucionais profundas para a representacdao dos dados de entrada
e assim classificar da melhor forma os elementos transponiveis presentes na
sequéncia. Os elementos transponiveis foram classificados de acordo com sua
superfamilia e ordem, utilizando como entrada o conjunto de sequéncias do
transcriptoma de cada uma das espécies avaliadas. Como parametro foi selecionado
o modelo de classificacdo DS1, treinado e disponivel pela prépria ferramenta,
classificando em superfamilias: Copia; Gypsy; Bel Pao; ERV; L1; Mariner e hAT.

Como saida da ferramenta, foram obtidos arquivos em formato de fasta.

2.2.3 Fase B: Construcéao de biblioteca representativa "core" de 35
espécies dos 168 peixes

Para a construcdo do nucleo representativo de sequéncias, selecionamos as
espécies de acordo com critério que incluiu importancia econémica, distribuicdo
geografica, representatividade de diferentes grupos taxondmicos e importancia em
estudos, totalizando 37 espécies, sendo descritas separadamente na tabela 1. Foi
feita a filtragem de espécies, por conta do tempo de processamento das ferramentas
utilizadas. Os dados obtidos foram usados para criacdo de uma biblioteca onde
pudéssemos determinar as distribuicbes dos TEs encontrados nestas espécies,

investigando assim, o panorama desses elementos.
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MOTIVO DA ESCOLHA

Amblyraja radiata

Amphiprion percula

Astyanax mexicanus

Callorhinchus milii

Carassius auratus

Carcharodon carcharias

Colossoma macropomum

Cyprinus carpio

Danio rerio

Electrophorus electricus

Erpetoichthys calabaricus

Gadus morhua

Ictalurus punctatus

Leucoraja erinacea

Latimeria chalumnae

Larimichthys crocea

Lepisosteus oculatus

Modelo para estudos em genética de conservagao

Peixes ornamentais, tém caracteristicas sexuais hermafroditas protandricas

Espécie amplamente cultivada em aquarios e na aquicultura, apresenta auséncia parcial ou
total de olhos, sendo peixes cavernicolas

Representante de peixes cartilaginosos, com grande importancia na pesca e nos estudos de
seu genoma

Espécie ornamental, um dos peixes de aquario mais comuns no mundo

Importante para genética de conservacgao e estudos evolutivos

Espécie economicamente importante, utilizada na culindria, possui carne de alta qualidade,
espécie nativa brasileira

Importancia econémica, possui carne de qualidade, procurada na pesca esportiva

Espécie de grande valor para pesquisa, organismo modelo para estudos genéticos e de
desenvolvimento de vertebrados

Produz altas descargas elétricas, utilizado como peixe ornamental, consumido por algumas
comunidades ribeirinhas, espécie importante para pesquisas cientificas

O Unico peixe pulmonado disponivel no Ensembl, similar ao spotted gar, ndo sofreu o round
de duplicacdo genomica especifico de teledsteos, importante modelo para estudos
evolutivos

Economicamente importante, utilizado na culinaria, em perigo de extingdo devido a pesca e
ao uso de arrastGes de fundo

O peixe-gato tem grande importancia econémica, sendo muito utilizado na culindria

Importante em estudos evolutivos

Espécie de peixe de dgua doce, raro representante atual do grupo de peixes fésseis.

Espécie com muito valor econémico, sendo amplamente exportada, utilizada na culindria

Espécie de peixe teledsteo que faz parte de um clado que ndo passou por fenédmeno de
duplicacdo do genoma ocorrido no grupo, importante para estudos em genética.



Lophius litulon

Lota lota

Megalops cyprinoides

Oncorhynchus mykiss

Oreochromis niloticus

Oryzias Javanicus

Paralichthys olivaceus

Piaractus
mesopotamicus

Pristis pectinata

Psettodes erumei

Pygocentrus nattereri

Rhincodon typus

Salarias fasciatus

Salmo salar

Scyliorhinus canicula

Tetraodon nigroviridis

Thunnus maccoyii

Toxotes chatareus
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Possui caracteristica incomum de adaptacao fenotipica para camuflagem ambiental

Possui importancia comercial por alta qualidade nutricional de sua carne

Espécies comercializadas, cultivadas em tanques e populares na pesca

Importancia comercial e parte da familia Salmonidae, que passou por fendmeno especifica
no clado de duplicagdo genémica

Importante na piscicultura no Brasil de no mundo, muito usado na culindria

Usado para reproducdo em aquarios, comum em plantacdes de arroz

Alta qualidade nutricional de sua carne

Amplamente utilizado na culinaria, possui grande quantidade de carne de excelente
gualidade, cultivada em tanques, na aquicultura, importante economicamente no Brasil

llegal a sua captura, possessao ou lesdo devido a estar ameacado de extincao

Alta qualidade nutricional de sua carne

Importante fonte de renda para criagdo em aquicultura, carne de excelente qualidade, muito
utilizada na culinaria

Importante para estudos em genética de conservagao e estudos evolutivos

Utilizado na criagdo como peixe ornamental, além de ser uma importante espécie para
estudos

Economicamente importante, usado na culindria

Usado como modelo em estudos evolutivos em embriologia e desenvolvimento

Peixes ornamentais, usado em aquarios

Usado na culinaria, economicamente importante

Alta qualidade nutricional de sua carne

Tabela 1 - Espécies de peixes selecionadas do conjunto inicial e algumas caracteristicas gerais
gue contribuiram nos critérios de inclusdo no grupo de andlise.



A andlise desses genomas foi realizada com as ferramentas RepeatModeler2
(HUBLEY, R. et al, 2019, v2.0.3 e v.2.0.4) e EDTA (OU, S. et al, 2019, v1.9.6). O

RepeatModeler2 (disponivel em ((http://www.repeatmasker.org/RepeatModeler/)), € uma

ferramenta desenvolvida para anotacdo de novo de TE. Essa ferramenta utiliza outros
dois programas, o RepeatScout (PRICE, A. L. et al, 2005) e o RECON (BAO, Z. et al,
2002), que identificam as familias TE em uma sequéncia gendmica. Utilizamos os
parametros padrdo, para cada espécie separadamente. Ja para a classificacdo
utilizamos os parametros padrdo e -LTRStruct para a classificacdo de elementos
transponiveis LTR. JA o EDTA (Extensive de-novo TE Annotator, disponivel em

(https://github.com/oushujun/EDTA)), tem como objetivo a construcao de bibliotecas de

sequéncias de TEs nao redundantes, que podem ser subsequentemente usadas para
gerar anotacfes de TE de novo. Composto por ferramentas: LTR_FINDER (XU, Z. et
al,2007), LTRharvest e LTR_retriever para a descoberta de retrotransposons LTR; TIR-
learner (SU, W. et al,2019) para descoberta de transposons TIRs e HelitronScanner
(XIONG, W. et al,2014) para transposons Helitron, além de conter a ferramenta
RepeatModeler. A escolha dessas duas ferramentas se deu pelos algoritmos de
anotacdo especificos de algumas superfamilias de TEs, e pelo aumento desses

elementos encontrados, auxiliando na escassez de anota¢ao do TERL.

2.2.4 Fase C Criacéao de biblioteca de dados de TE descritos na literatura

A criacao da biblioteca de dados descritos na literatura se deu por meio de duas
pesquisas, sendo: FISHTEDB (SHAO, F. et al, 2018); e a pesquisa de HILSDORF, 2021.
O FISHTEDB € composto por 63 espécies de peixes, como ja mencionado
anteriormente. Para a criacdo deste banco de dados, foi utilizado a ferramenta
RepeatModeler e TEClass. Na pesquisa de HILSDORF e colaboradores (2021) foi
realizada a montagem e anotacéo dos genes da espécie Colossoma macropomum e a
anotacdo dos elementos transponiveis presentes na espeécie, utilizando a ferramenta

RepeatModeler e RepeatMasker para a classificagéo de TEs.

2.2.5 Fase D: Criacdo de uma biblioteca unica, padronizada, e néo-
redundante de TEs em peixes

Para a retirada da redundancia dos bancos de dados gerados (etapas A-B e C,
figura 7), foi utilizado a ferramenta cd-hit (WEIZHONG,L. 2006, v4.8.1). Um programa
projetado para agrupar sequéncias gendmicas semelhantes em "clusters” para reduzir

a redundancia nos dados. Utilizando um algoritmo de agrupamento, onde as
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sequéncias que compartilham uma porcentagem especifica de identidade sao

agrupadas juntas.

Aplicado ap6s TEScore, uma métrica criada pelo grupo de pesquisa da UTFPR-
CP, para ponderar a confiabilidade do nosso pipeline. Sendo os valores em
porcentagem da classificacdo feita por todas as abordagens utilizadas. Sendo a

equacao:
TEScore = QIP + QP

onde, Quantidade de identificacdo por programa (QIP), quantidade de TEs de que
cada programa encontrou sozinho, ou o que classificou igual entre as ferramentas.

Quantidade de programas (QP), sendo quatro ferramentas utilizadas.

Os célculos foram feitos por meio de um codigo criado, onde se coloca os valores
de classificacdo das sequéncias de cada ferramenta, e os valores de intersecc¢do dos

diagramas de Venn, para no final se ter o resultado do TEScore.

Assim gerando o banco de dados final visando obter informacdes sobre esses
elementos constando a classe, ordem e a superfamilia, criando um conjunto de dados

gue permitirdo auxiliar em futuros estudos.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados a serem apresentados serdo os obtidos na Fase A (TERL) e Fase
B (EDTA e RM2), e as comparacbes com os dados da Fase C (Literatura e
FISHTEDB). Importante ressaltar que na Fase D foi feito o script para o célculo do
TEScore.

As espécies de peixes, que utilizamos para a ferramenta TERL, estdo descritas
na tabela S3, presente no material suplementar. J& os resultados das superfamilias
presentes nas ordens selecionadas, encontradas pelas ferramentas TERL, EDTA,
RepeatModeler2, pelo banco de dados FISHTEDB, e o trabalho de Hildsdorf, estédo

especificadas na tabela do material suplementar (S4).

3.1 Anotacdo de TE em peixes

A partir dos dados descritos na subsecédo 2.2.2, representamos os resultados
por meio de um HeatMap (figura 9). Mostrando as espécies analisadas (eixo YY),
classificadas pelas ordens dos elementos transponiveis (eixo x), sendo LTR (Long
Terminal Direct Repeats), LINE (Long Interspersed Nuclear Element) e TIR (Terminal
Inverted Repeats). Quanto mais escura a regidao do mapa, maior € a quantidade de
TEs que a espécie possui na ordem representada. Na ordem LTR estéo incluidas as
superfamilias: Copia, Gypsy, ERV e Bel Pao, enquanto que na ordem LINE esta a
superfamilia L1 e na TIR estdo hAT e Mariner.

No material suplementar, € possivel acessar a figura (Figura S5) completa
do heatmap contendo todas as espécies. Para uma melhor observacéao, filtramos o
heatmap com espécies que mais nos chamaram a atencao, por apresentarem maior
guantidade de TEs, e a semelhanca dessa quantidade entre espécies do mesmo

género (Figura 9).

A espécie Danio rerio demonstrou maior quantidade de LTR comparado as
outras espécies analisadas, e uma quantidade diferente de elementos TIRs. A espécie
ancestral celacanto (Latimeria chalumnae) possui maior quantidade de LINE
comparado aos demais peixes. Observamos também no heatmap, em que espécies
do mesmo género possuem quantidades de elementos transponiveis parecidas, como
€ no caso das espécies Oncorhynchus kisutch, O. mykiss, O. tshawytscha; Takifugu
flavidus, T. rubripes. Podemos observar que nestas espécies ndo se tem muitos
elementos da ordem LINE sendo bem distribuida entre as espécies, e possui mais

elementos encontrados na ordem LTR, ja os TIRs sdo bem distribuidos a quantidade.
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Figura 9: HeatMap - TERL. No eixo Y temos as espécies analisadas, no eixo X a classificacéo
dos elementos transponiveis pelas ordens. Quanto mais escuro a cor, a quantidade de
elementos transponiveis encontrada naquela espécie € maior, quanto mais clara, menor é
esta quantidade, como demonstra a legenda da cor no lado direito da imagem.

36



Para verificar as anotacdes de TE pela ferramenta TERL, montamos o grafico
(figura 10),que apresenta o tamanho dos genomas em GB e a porcentagem da
guantidade de TE. Além de realizar o grafico de regresséao linear para obter o R2e o
p-values, com os mesmos dados. Notamos que a quantidade de TE esta relacionada
com o tamanho do genoma, ja que o gréafico apresentado teve um R2=0,812 e o p-
values=1,537E-55, assim valores dentro do esperado, ja que pode-se concluir que ha
pouca variabilidade e boa precisdo nos dados.
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Figura 10: Relac&o entre o tamanho do genoma e o
conteudo de TEs. O gréfico de barras em azul
representa o tamanho do genoma (em GB) e, em verde,
a distribuicdo dos elementos transponiveis nos genomas
analisados (em porcentagem). A direita (A),
normalizamos o tamanho do genoma e TE usando
log(10), e entéo relacionamos (Pearson) o tamanho do
genoma por elementos transponiveis. Usando todos os
142 transcriptomas.
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Espécies

Com os resultados das ferramentas EDTA e RepeatModeler2 (subsecéo 4.2.3),
representamos os dados por meio de heatmaps (figura 11 e 12). No eixo Y
apresentamos as espécies de peixes, e 0 eixo X as ordens de TEs classificadas.

Oryzias Javanicus
Salarias fasciatus
Callorhinchus milii
Astyanax mexicanus
Piaractus mesopotamicus
Oreochromis niloticus
Carassius auratus
Cyprinus carpio

Danio rerio

Gadus morhua
Electrophorus electricus
Ictalurus punctatus
Carcharodon carcharias
Isurus oxyrinchus
Latimeria chalumnae
Lepisosteus oculatus
Lophius litulon

Lota lota

Megalops cyprinoides
Paralichthys olivaceus
Erpetoichthys calabaricus
Ampbhiprion percula
Pristis pectinata
Psettodes erumei
Amblyraja radiata
Leucoraja erinacea
Rhincodon typus

Salmo salar
Oncorhynchus mykiss
Larimichthys crocea
Thunnus maccoyii
Scyliorhinus canicula
Colossoma macropomum
Piaractus mesopotamicus
Pygocentrus nattereri
Sphyrna mokarran
Tetraodon nigroviridis
Toxotes chatareus

DNA LINE LTR SINE

Figura 11: HeatMap - RepeatModeler2. No eixo Y temos as espécies analisadas, no eixo X a
classificagdo dos elementos transponiveis pelas ordens (DNA-LINE-LTR-SINE). Quanto mais escuro
a cor, a quantidade de elementos transponiveis encontrada naquela espécie é maior, quanto mais
clara, menor é esta quantidade, como demonstra a legenda da cor no lado direito da imagem.

Demonstrado por ordem de familia das espécies, observamos que as espécies
obtiveram uma maior quantidade de TEs na ordem DNA, com bastante diferenciacdo nas
cores, sendo o valor mais alto da espécie Danio rerio = 1860, e a espécie com menor valor
Thunnus maccoyii = 67. J4 as ordens LINE, sendo a média entre as espécies de 203 TEs e
SINE com a média de 27, tiveram resultados bem parecidos entre os peixes.
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Especies

Oryzias javanicus
Salarias fasciatus
Callorhinchus milii
Astyanax mexicanus
QOreochromis niloticus
Carassius auratus
Cyprinus carpio

Danio rerio

Gadus morhua
Electrophorus electricus
Ictalurus punctatus
Isurus oxyrinchus
Latimeria chalumnae
Lepisosteus oculatus
Lophius litulon
Megalops cyprinoides
Paralichthys olivaceus
Erpetoichthys calabaricus
Amphiprion percula
Pristis pectinata
Psettodes erumej
Amblyraja radiata
Salmo salar
Oncorhynchus mykiss
Larimichthys crocea
Colossoma macropomum
Pygocentrus nattereri
Tetraodon nigroviridis

Toxotes chatareus

LTR TIR HE MITE

Figura 12: HeatMap - EDTA. No eixo Y temos as espécies analisadas, no eixo X a
classificacdo dos elementos transponiveis pelas ordens (LTR-TIR-Helitron-MITE). Quanto
mais escuro a cor, a quantidade de elementos transponiveis encontrada naquela espécie é
maior, quanto mais clara, menor é esta quantidade, como demonstra a legenda da cor no lado
direito da imagem.

Pela classificagdo do EDTA, vimos que a ordem TIR € a que possui maiores
nameros, com diferenciagdo nas cores entre 0s peixes, sendo o0 peixe com maior valor
deste elemento Erpetoichthys calabaricus= 8980, e com o menor valor Danio rerio =
13. Dentre as superfamilias presentes na ordem TIR, a CACTA possui 0s maiores
valores. Ja na ordem Helitron, observamos que se destaca a espécie Erpetoichthys
calabaricus, por apresentar a maior quantidade de TEs entre as espécies.
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Espécies
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3.2 Comparacdao entre as ferramentas e dados publicos

Realizamos a comparacéo dos resultados dos elementos transponiveis entre as
ferramentas TERL, EDTA, RepeatModeler2, e o banco de dados FISHTEDB com as

espécies de peixes que aparecem em todas as ferramentas e no banco de dados

(Figura 13).
Astyanax mexicanus
Callorhinchus milii - »OR0
Danio rerio [—
Electrophorus electricus 4000
Gadus morhua
Larimichthys crocea - 3000
Latimeria chalumnae ——r1)
Lepisosteus oculatus 2000
Oncorhynchus mykiss
Oreochromis niloticus A 1000
Salarias fasciatus
Tetraodon nigroviridis 0
TR LINE SINE TIR LTR TIR MITE HE LTR LINE SINE TIR TR LINE TIR
FISHTEDB EDTA RM2 TERL

Figura 13: Heatmap - Comparacgéo das ferramentas e o banco de dados FISHTEDB. No
eixo Y temos as espécies analisadas presente entre todas as ferramentas e o banco de dados.
No eixo X a classificagdo dos elementos transponiveis pelas ordens (LTR-LINE-SINE-TIR-
MITE-HE). Quanto mais escuro a cor, a quantidade de elementos transponiveis encontrada
naquela espécie é maior, quanto mais clara, menor € esta quantidade, como demonstra a

legenda da cor no lado direito da imagem.

Notamos no geral, pela diferenciacdo de cores, que ha uma diferenciacdo na
guantidade de TEs, presente nas ordens: TIR onde a ferramenta EDTA classificou
muito mais; e LINE onde o banco de dados FISHTEDB possui quantidade maior. As
demais observamos que possui uma quantidade similar entre elas. Para verificar
melhor essa diferenciacdo entre eles, selecionamos seis espécies de peixes, para
realizar uma analise mais profunda, sendo: Danio rerio, Latimeria chalumnae,
Colossoma macropomum, Gadus morhua, Astyanax mexicanus e Oreochromis

niloticus.



Danio Rerio

3.2.1 Danio rerio

Para a primeira andlise de comparagdo, fizemos um heatmap com as

classificacdes por ordem das ferramentas e do FISHTEDB (Figura 14).

Notamos que ha uma diferenciacdo perceptivel na ordem TIR pela ferramenta
RepeatModeler2, classificando mais que as demais. Observamos também que os
resultados do TERL com o banco de dados FISHTEDB séo parecidos. Porém, a
ordem LINE possui uma diferenciacdo entre eles, o que ndo ocorre, Sse compararmos
o FISHTEDB com o RepeatModeler2. O EDTA possui resultados distintos, mas

classificou mais elementos da ordem Helitron do que os demais.

FISHTEDB

EDTA

LINE SINE TIR HE MITE

Figura 14: Heatmap - Comparacdo da espécie Danio rerio. No eixo Y temos as ferramentas
(TERL, RM2, EDTA) e o banco de dados FISHTEDB. Eixo X a classificagdo dos elementos
transponiveis, pelas ordens: LTR, LINE, SINE, TIR, HE, MITE.

Para verificar quais das classificacdes foram iguais entre eles, ou seja, presente
na mesma coordenada, realizamos essa analise por meio do software GFFCompare.
Com os resultados, montamos um diagrama de Venn para melhor observagéo (Figura
15).

Para essa visualizacdo deixamos diagramas dos resultados entre cada
ferramenta, e entre todas elas. Como ja analisado pelo heatmap, a ferramenta EDTA
foi a que obteve menos resultados na classificacdo de TEs, comparado as demais. Ao
todo as ferramentas encontraram elementos exclusivamente, e em especial a
ferramenta RepeatModeler2, classificou mais diversas superfamilias.
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Figura 15: Diagrama de Venn - Danio rerio. Comparagdo de quantidade de classificagéo
em superfamilia nas abordagens citadas. Nas areas de intersec¢do, apresenta os valores
encontrados na mesma coordenada entre elas. Fora da interseccédo, valores que apenas
foram apresentados em uma ferramenta.

Com os valores das analises comparativas ha mesma coordenada, pudemos
calcular o TE-Score (Figura 16). TE-Score é a porcentagem de que cada ferramenta
classifica TEs entre elas, e o que cada uma encontrou sozinha.

Observamos que a maior porcentagem obtida, foi a classificacdo entre uma
ferramenta, com 52.2%. Vemos que todas as ferramentas apenas encontraram 0,3%
de toda a classificacdo de TEs nessa espécie. O que haviamos visto pelo diagrama,
com as quantidades diversas de TEs encontrados individualmente em cada
abordagem.

0.5%

Ferramentas
LW PREN T

Figura 16: TE-Score Danio rerio. Apresentacdo da porcentagem de cada ferramenta, sendo
na ordem uma ferramenta, duas ferramentas, trés ferramentas e todas as ferramentas.
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3.2.2 Colossoma macropomum

Para a andlise da espécie nativa brasileira Colossoma macropomum,
comparamos os resultados das ferramentas e o trabalho de Hildsdorf, que realizou a
anotacdo de TEs dessa espécie. Nessa espécie em especifico, ndo possui dados no
banco de dados FISHTEBD.

Para isso, fizemos o heatmap de cada uma das abordagens (Figura 17).
Observamos que no geral as ferramentas encontraram valores parecidos na ordem
LTR, HE, PE e SINE. Ja na ordem LINE o trabalho Hildsdorf teve maiores
classificacdes, e na ordem TIR possui valores semelhantes ao do EDTA.

2000

1000

R PE LINE SINE TIR HE

Figura 17: Heatmap - Colossoma macropomum. Eixo Y representando as abordagens
utilizadas. Eixo X mostrando as ordens de elementos transponiveis classificadas. Quanto mais
escura a cor, maior € a quantidade de elementos encontrados. No canto direito, ha a legenda
com as cores e a quantidade respectivamente.

Para uma melhor visdo sobre os dados, fizemos o Diagrama de Venn (Figura 18).
Mostrando a quantidade de superfamilias classificadas na mesma coordenada, entre
0S métodos citados.

No geral, observamos que todas as abordagens identificam superfamilias que nao
estdo na mesma coordenada, sendo o RM2 a ferramenta que possui maiores valores
dessa anotacdo. JA4 as na mesma coordenada, notamos que em questdo de
guantidade, as ferramentas TERL e EDTA sdo as que possuem maiores valores em
cada superfamilia. Hilsdorf e RM2, sdo as que encontram superfamilias mais distintas.

4000

-3000

44



45

Colossoma macropomum
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Figura 18: Diagrama de Venn - Colossoma macropomum. Comparac¢éo de quantidade de
classificacdo em superfamilia nas abordagens citadas. Nas areas de interseccao, apresenta

os valores encontrados na mesma coordenada entre elas.
apenas foram apresentados em uma ferramenta.

Com os resultados das classificagcbes na mesma

Fora da interseccao, valores que

coordenada, calculamos o TE-

Score, para verificagcdo em porcentagem dessa andlise, apresentada na Figura 19.
Podemos ver que os resultados entre todas as ferramentas foi de 0,8% ao todo. Ja o
gue cada uma encontrou separadamente, temos 86,2% do valor total.
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EDTA FISHTEDB
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Ferramentas
W1 W2 3 W

Figura 19: TE-Score Colossoma macropomum. Representando a porcentagem dos
resultados encontrados entre as 4 abordagens, entre 3, em 2 e o que foi classificado
separadamente. A legenda abaixo apresenta as respectivas cores das ferramentas, sendo na
ordem crescente.

3.2.3 Gadus morhua

Com os resultados obtidos pelas ferramentas e o banco de dados (Figura 20),
observamos que o EDTA foi a ferramenta que mais classificou elementos
transponiveis, com destaque na ordem TIR, que obteve a coloracdo mais escura.
Entre as ferramentas FISHTEDB e RM2, a classificacdo esta muito proxima.

LINE SINE TIR HE MITE

Figura 20: Heatmap - Gadus morhua. Eixo Y representando as abordagens utilizadas. Eixo
X mostrando as ordens de elementos transponiveis classificadas. Quanto mais escura a cor,
maior € a quantidade de elementos encontrados. No canto direito, ha a legenda com as cores
e a quantidade respectivamente.

Para melhores andlises, fizemos a comparacédo da classificagdo presente nas
mesmas coordenadas. Com o resultado, fizemos um diagrama de Venn (Figura 21).
Notamos que as ferramentas utilizadas em nosso trabalho encontram TEs presentes
no FISHTEDB. E ainda encontraram mais superfamilias presentes no genoma da
espécie.
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LEGENDA:
C= Copia
E= ERV
G=Gypsy
BP= Bel Pao
M= Mariner
PE= Penelope
HE=Helitron
MU=Mutator
RM2 = RepeatModeler2

Gadus morhua
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C=3 ERV=7
G=52 M=24
L1=20 Bp=4
hAT = 129
o C=24
G =66 =
G=10 G =36 M =33 G =36
ERV =7 hAT =135 DAT =168
M =33 PIF = 62
BP =6 MU = 162
L1=32 M = 46
HEL=9

HEL=3
MER=1 L2=
p=2 ;é:i?) R2=14  pIF=38
PIGGY=2 cMc=4 REX=44 pBp=4
M=25 GINGER=2RTE=22 CR1=1
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CRYP=2 KO=2 Novosib=4
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DADA= 2 Ngaro=2  Ngaro =3
KO =13 . BR=S
MAVERI=2 P75 HE =9

cMc=5 ZISUP=4 |15
hAT=168 CR1=1 L2=33
PIF=62 DIRS=8 PE=11
PIGGY=1 ERV=12
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Figura 21: Diagrama de Venn - Gadus morhua. Comparagéo de quantidade de classificacao
em superfamilia nas abordagens citadas. Nas areas de intersec¢do, apresenta os valores
encontrados na mesma coordenada entre elas. Fora da intersecc¢éo, valores que apenas
foram apresentados em uma ferramenta.

Com os resultados do diagrama, calculamos o TE-Score dessa espécie (Figura
21). Onde obtivemos as porcentagens de 7,5% de elementos classificados entre todas
as abordagens; 19,5% entre trés ferramentas; 19,7% entre duas e 53,3% em cada

uma delas.
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EDTA FISHTEDB

Latimeria chamlunae
RM2
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Ferramentas
W1 W2 3 M4

Figura 22: TE-Score Gadus morhua.Representando a porcentagem dos resultados
encontrados entre as 4 abordagens, entre 3, em 2 e o que foi classificado separadamente. A
legenda abaixo apresenta as respectivas cores das ferramentas, sendo na ordem crescente.

3.2.4 Latimeria chalumnae

Para a andlise mais detalhada da classificacdo dos TEs do celacanto, fizemos o
heatmap a seguir (Figura 23). Reparamos que ha uma grande presenca de TEs na
ordem LINE, e que o banco de dados FISHTEDB encontrou um pouco a mais que o
TERL, como mostrada pela diferenciacdo de cor, e isso pode ser explicado pois a
ferramenta TERL sé possui a superfamilia L1 presente nesta ordem. Mas as demais
ferramentas, no resultado do LINE, possuem um grande diferencial de coloragéo. As
demais ordens vemos uma semelhanca.

H ]

LINE SINE TIR HE MITE

Figura 23: Heatmap - Latimeria chalumnae. Eixo Y representando as abordagens utilizadas.
Eixo X mostrando as ordens de elementos transponiveis classificadas. Quanto mais escura a
cor, maior é a quantidade de elementos encontrados. No canto direito, ha a legenda com as
cores e a quantidade respectivamente.

Para melhor verificacdo dessas diferencas obtidas nos resultados, montamos o
diagrama Venn (Figura 24), baseado na classificacdo presente na mesma
coordenada. Observamos que em todas as abordagens foi classificado TEs diversos,
sendo o RepeatModeler 2 com mais diferengas. Todas encontraram em conjunto TEs
da superfamilia hAT e Tcl-Mariner, e entre elas quem obteve maiores resultados foi
o TERL, FISHTEDB e RM2.
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Figura 24: Diagrama de Venn - Latimeria chalumnae. Comparacdo de quantidade de
classificacdo em superfamilia nas abordagens citadas. Nas areas de intersecgéo, apresenta
os valores encontrados na mesma coordenada entre elas. Fora da interseccéo, valores que
apenas foram apresentados em uma ferramenta.

Com os resultados do diagrama, realizamos o célculo do TE-Score para esta
espécie (Figura 25). Que obteve em apenas uma ferramenta 28,5% da classificacédo
de TEs no total, entre duas ferramentas 27,7%, entre trés 40,7% como j& previsto pelo
diagrama, por ter sido uma alta quantidade de classificacdo em conjunto, e entre todas
3,1%.

40.7%

lerramentas
1 W2 =3 m4

Figura 25: TE-Score Latimeria chalumnae. Representando a porcentagem dos resultados
encontrados entre as 4 abordagens, entre 3, em 2 e o que foi classificado separadamente. A
legenda abaixo apresenta as respectivas cores das ferramentas, sendo na ordem crescente.
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3.2.5 Oreochromis niloticus

Com os resultados da tilapia do Nilo (O. niloticus), montamos o heatmap (Figura
26). A ferramenta EDTA, foi a que obteve mais classificagdo entre as ordens
encontradas, sendo LTR, TIR, MITE as que mais possuem quantidade de elementos
transponiveis presente. As demais seguem um mesmo padrdo de cor, sendo
parecidas nos resultados.

LINE SINE TIR HE MITE

Figura 26: Heatmap - Oreochromis niloticus. Eixo Y representando as abordagens
utilizadas. Eixo X mostrando as ordens de elementos transponiveis classificadas. Quanto mais
escura a cor, maior € a quantidade de elementos encontrados. No canto direito, ha a legenda
com as cores e a quantidade respectivamente.

Para melhor observacado, fizemos o diagrama de Venn (Figura 27), com as
classificacdes entre eles. H4 uma grande quantidade de TEs classificadas entre todas
as abordagens. RM2 foi a ferramenta que mais classificou TEs na mesma coordenada
qgue as demais, e entre as ferramentas, vimos a intersec¢gdo de RM2 com o TERL,
RM2 com EDTA e RM2 com FISHTEDB. Sendo a Unica ferramenta presente em todos
0s pontos de interseccao de classificagfes iguais.
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Figura 27: Diagrama de Venn - Oreochromis niloticus. Comparacdo de quantidade de
classificacdo em superfamilia nas abordagens citadas. Nas areas de interseccao, apresenta
os valores encontrados na mesma coordenada entre elas. Fora da interseccéo, valores que

apenas foram apresentados em uma ferramenta.

Calculamos o TE-Score da tilapia com base nos resultados do diagrama de Venn
(Figura 28). Obtivemos excelentes valores de classificagao de uma ferramenta, sendo

83,7% do total. Entre duas foi de 7,4%, de trés 4,4% e entre todas 4,5%.
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Figura 28: TE-Score Oreochromis niloticus. Representando a porcentagem dos resultados
encontrados entre as 4 abordagens, entre 3, em 2 e o que foi classificado separadamente. A
legenda abaixo apresenta as respectivas cores das ferramentas, sendo na ordem crescente.

3.2.6 Astyanax mexicanus

Com as classificacfes das ferramentas obtidas na espécie Lambari, produzimos
o heatmap (Figura 29) com os resultados. Notamos que a ferramenta EDTA, possui
valores mais altos nas quantidades de TEs encontrados. O TERL e FISHTEDB
possuem classificagdo muito parecida entre as ordens. As ferramentas
RepeatModeler 2 e TERL, tem a ordem TIR bem proxima. No geral, observamos que
a ordem SINE € a menos encontrada nessa espécie.

LINE SINE TIR HE MITE

Figura 29: Heatmap - Astyanax mexicanus. Eixo Y representando as abordagens utilizadas.
Eixo X mostrando as ordens de elementos transponiveis classificadas. Quanto mais escura a
cor, maior é a quantidade de elementos encontrados. No canto direito, ha a legenda com as
cores e a quantidade respectivamente.

Para melhor investigacao dos resultados, montamos o diagrama de Venn (Figura
30), com os valores das classificacdes em superfamilias, presentes nas intersecgoes,
de cada ferramenta utilizada. Onde observamos que todas as abordagens encontram
uma grande quantidade de TEs apenas eles, sendo o FISHTEDB o que encontrou
menos, apenas uma superfamilia MIR. Entre todas as abordagens, foram
classificadas superfamilias Tcl-Mariner, hAT e Gypsy. Ha ainda, uma grande
guantidade de classificacao entre RM2 e o FISHTEDB.
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Figura 30: Diagrama de Venn - Astyanax mexicanus. Comparacdo de quantidade de
classificacdo em superfamilia nas abordagens citadas. Nas areas de intersec¢éo, apresenta

os valores encontrados na mesma coordenada entre elas. Fora da interseccéo, valores que
apenas foram apresentados em uma ferramenta.

Com os resultados do diagrama, calculamos as porcentagens do TE-Score
(Figura 31). Tendo resultados de classificacdo das ferramentas sozinhas, sendo
77,4%, entre duas 12,6%, entre trés 2,3% e entre todas em conjunto 7,8%.

2.3%

Ferramentas
Wl W2 W3 W4

Figura 31: TE-Score Astyanax mexicanus. Representando a porcentagem dos resultados
encontrados entre as 4 abordagens, entre 3, em 2 e 0 que foi classificado separadamente. A
legenda abaixo apresenta as respectivas cores das ferramentas, sendo na ordem crescente.



CONCLUSOES

Este artigo apresentou a anotacédo de TE em genomas de peixes completamente
sequenciados. No caso, dados de transcritos de 142 genomas foram analisados pelo
classificador TERL. E dados de genomas, de 37 espécies de peixes selecionadas,
foram analisadas pelas ferramentas EDTA e RepeatModeler2.

A analise comparativa dos TEs encontrados, entre nossa abordagem e a
literatura (FISHTEDB; Hilsdorf em tambaqui), as quantidades de superfamilias e
ordem, o quanto cada abordagem e literatura ttm em comum ou identificaram, e a
relacdo entre tamanho de genoma versus quantidade de TE sdo as principais

contribuicdes discutidas.

O resultado completo de todas as ferramentas, dados e a comparacéao foi feito
para as espécies Gadus morhua, Danio rerio, Latimeria chalumnae, Colossoma
macropomum, Oreochromis niloticus e Astyanax mexicanus, observando que as
ferramentas encontraram igual e a mais do que havia na literatura. Por fim, TERL
identificou um total de 64.014 TEs, todos classificados em 7 superfamilias, sendo
Gypsy e Copia com maior diversidade nas sequéncias. EDTA, identificou 15.257 TEs,
classificados em 15 superfamilias, e RepeatModeler2 identificou 28.595 TEs em 116
superfamilias. Acredita-se que este trabalho podera contribuir para uma discussédo do

papel dos TEs em peixes.
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Capitulo 3

3.1 Concluséo

Em resumo, abordagens computacionais s&o componentes cruciais para uma
identificac&o in silico de TE nos genomas. Embora a identificagdo automatizada de
repeticbes dispersas seja complexa, existem diversas ferramentas disponiveis na
bioinforméatica que ajudam a caracterizar esses elementos. Com o0 avanco da
tecnologia, é possivel esperar que novas ferramentas e abordagens sejam
desenvolvidas para aprimorar ainda mais esses estudos. A compreensdo mais
completa dos elementos transponiveis pode levar a novas descobertas em areas
como a evolucdo dos genes e a biologia molecular, bem como a aplicacdes praticas

em areas como a agricultura e a medicina.

A investigacdo dos papéis dos TEs na evolugcao do genoma e no impacto nos
genes do hospedeiro em peixes pode oferecer insights valiosos para outros
vertebrados. Neste estudo, desenvolvemos um pipeline robusto que fornece uma base
sélida para estudos funcionais e permitira a criacdo de um banco de dados de TEs em
peixes. Foram identificados um total de 107.866 TEs em 168 espécies de peixes,
classificados em diversas superfamilias, incluindo Coépia, Gypsy, Bel Pao, L1, hAT e
Mariner. Nossos resultados destacam a diversidade desses elementos nos genomas
de peixes e sugerem que ha correlacéo entre a quantidade de TEs e o tamanho do
genoma.

Em particular, com a utilizacdo da ferramenta TERL, podemos notar que as
superfamilias Gypsy e Cépia apresentaram maior diversidade do que as outras
superfamilias. Na classificacdo de ordem, notamos que os LTR apresentam uma
maior quantidade de elementos transponiveis, e os LINEs apresentam uma
guantidade baixa.

Ja as ferramentas, RepeatModeler2 e EDTA, encontraram diversas
superfamilias de TEs. Ao todo notamos que em classificacdo de ordem, TIR e LTR
apresentaram uma grande quantidade de TEs nas espécies selecionadas.

Diante dos TEs identificados, realizamos a comparagao dos resultados com os
bancos de dados ja existentes, conseguimos observar que a ferramenta TERL,
RepeatModeler 2 e EDTA, na maioria das espécies, encontraram maior quantidade
de TEs do que ja tinha sido encontrado. Para verificar essa sequéncia de comparacao,

realizamos o diagrama de venn para verificar quais sequéncias foram anotadas
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igualmente entre os bancos de dados. Sendo feitas para as espécies Danio rerio,
Latimeria chalumnae, Astyanax mexicanus, Oreochromis niloticus, Gadus morhua e
Colossoma macropomum, verificamos que muitas superfamilias as nossas
abordagens encontraram estes elementos que os outros bancos de dados n&o foram
capazes de anotar.

O foco sera para o futuro o fechamento desta analise por completo, re-anotando
0s elementos transponiveis, utilizando a ferramenta RepeatMasker em todos os dados
de peixes, atualizando o TEScore para a formacdo do banco de dados curado final
nomeado LorFISHTEDB. Disponibilizando todos os dados via um portal web integrado
com o banco de dados LorFISHTEDB.

Do ponto de vista de contribuicdes, o trabalho produziu: apresentacdo de
trabalho, em poéster, na Ill Escola Paranaense de Bioinformatica 2022; participacéo
nos eventos: Il Workshop de Genética e Biologia Molecular- UEL,2022, X-Meeting
2021 e 2023, Simpdsio Brasileiro de Bioinformética 2021.

Por fim, é importante ressaltar que o trabalho contou com o apoio da NAPI

Bioinforméatica via Fundacao Araucéria por meio do convénio 66/2021.
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