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To see a World in a Grain of Sand
And a Heaven in a Wild Flower,
Hold Infinity in the palm of your hand

And Eternity in an hour.

William Blake
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Resumo: Este estudo investigou a diversidade genética e genes sob sele¢do positiva dos
xenartros com genomas e dados de sequenciamento atualmente disponiveis na base de dados
publica GenBank (NCBI), com foco em Euphractus sexcinctus (tatu-peba) e Priodontes
maximus (tatu-canastra), cujas montagens genémicas foram produzidas neste trabalho. Para as
andlises de gendmica comparativa, as montagens inéditas de E. sexcinctus e P. maximus foram
adicionadas a nove outras montagens para xenartros (Bradypus variegatus, Cabassous
unicinctus, Chaetophractus vellerosus, Choloepus didactylus, Choloepus hoffmanni, Dasypus
novemcinctus, Myrmecophaga tridactyla, Tamandua tetradactyla, e Tolypeutes matacus),
disponiveis na base de dados GenBank , aumentando a representatividade gendmica de um
clado com apenas 31 espécies viventes. As montagens gendmicas foram feitas usando dados de
short-reads com baixa cobertura. . A ferramenta RagTag v2.1.0 foi utilizada para reduzir a
fragmentacdo dos genomas , e melhorar a predicdo de proteinas expressas e genes ortdlogos.
Para a analise de selecdo, as proteinas expressas foram preditas com a ferramenta GeMoMa
v1.9, os genes ortologos de copia Unica foram identificados utilizando OrthoFinder v2.5.5, 0s
alinhamentos mudltiplos de cddons foram realizados com PRANK v.170427, as arvores
filogenéticas foram construidas com 1Q-Tree2 v2.1.2, e a analise de selecdo positiva foi
conduzida com HyPhy v2.5.8, usando a fungdo BUSTED. Os genes candidatos identificados
como estando sob selecdo positiva foram validados com o teste de saturacdo de substitui¢oes
de Xia no software DAMBE v7.3.32 e anotados funcionalmente com a ferramenta emapper
v2.1.12 do pacote eggNOG v5.0.2. Foram identificados 15 genes sob selecdo positiva,
incluindo o gene codificador da queratina (KRT10), que podem ter conferido vantagens
evolutivas aos xenartros. A andlise de heterozigosidade autossbmica mostrou variacoes
significativas entre as espécies. O tamandué-bandeira (Myrmecophaga tridactyla) e o tatu-
canastra (P. maximus), classificados como "Vulneraveis" pela IUCN, apresentaram baixa
heterozigosidade, indicando diversidade genética reduzida. Em contraste, o mataco (T.
matacus), apesar de classificado como "Quase Ameacado”, exibiu alta heterozigosidade, e a
preguica-real (C.s didactylus) e preguica-de-hoffmann (C. hoffmanni) — apesar de classificadas
como “Pouco Preocupantes” — apresentaram heterozigosidade reduzida. Este estudo contribui
com dados gendmicos relevantes para a melhor compreensdo de aspectos evolutivos e

conservacionistas destas especies.



Abstract: This study investigated the genetic diversity and genes under positive selection in
xenarthrans using genomes and sequencing data currently available in the public database
GenBank (NCBI), focusing on Euphractus sexcinctus (six-banded armadillo) and Priodontes
maximus (giant armadillo), whose genome assemblies were produced by the author. For
comparative genomics analyses, the novel assemblies of E. sexcinctus and P. maximus were
added to the nine existing xenarthran genomes in the GenBank database (Bradypus variegatus,
Cabassous unicinctus, Chaetophractus vellerosus, Choloepus didactylus, Choloepus
hoffmanni, Dasypus novemcinctus, Myrmecophaga tridactyla, Tamandua tetradactyla, and
Tolypeutes matacus), increasing the genomic representation of a clade with only 31 living
species and a rich evolutionary history. The genomic characterization revealed challenges in
genome assembly, especially for P. maximus, whose low coverage and high fragmentation
limited gene content completeness and, consequently, the prediction of expressed proteins. To
mitigate this effect, the RagTag v2.1.0 tool was used to reduce fragmentation in several of the
assemblies, significantly increasing the prediction of expressed proteins and orthologous genes.
For selection analysis, expressed proteins were predicted using the GeMoMa v1.9 tool, single-
copy orthologous genes were identified using OrthoFinder v2.5.5, multiple codon alignments
were performed with PRANK v.170427, phylogenetic trees were constructed with 1Q-Tree2
v2.1.2, and positive selection analysis was conducted with HyPhy v2.5.8, using the BUSTED
function. Candidate genes identified as being under positive selection were validated with Xia's
substitution saturation test in the DAMBE v7.3.32 software and functionally annotated with the
emapper v2.1.12 tool from the eggNOG v5.0.2 package. This led to the identification of 15
genes under positive selection, including keratin (KRT10), which may have conferred
evolutionary advantages to xenarthrans. The autosomal heterozygosity analysis showed
significant variations among the species. The giant anteater (Myrmecophaga tridactyla) and the
giant armadillo (Priodontes maximus), classified as "Vulnerable" by the IUCN, exhibited low
heterozygosity, indicating reduced genetic diversity. In contrast, the southern three-banded
armadillo (Tolypeutes matacus), although classified as "Near Threatened”, displayed high
heterozygosity, and the Linnaeus's two-toed sloth (Choloepus didactylus) and Hoffmann's two-
toed sloth (Choloepus hoffmanni) — despite being both classified as “Least Concern” — exhibited
reduced heterozygosity. The analyses provided detailed data on the genetic diversity and
evolution of xenarthrans, contributing to the understanding of these species and their

conservation needs.



1. Introducéo

1.1. Xenarthra

O grupo Xenarthra (do grego xenos, “estranho”; e arthros, “articulagdo”), assim
designado devido a peculiaridade das articulagBes vertebrais exibidas por todas as espécies
compreendidas, € atualmente considerado uma superordem que contém duas ordens
monofiléticas: Cingulata, cujos representantes viventes incluem 21 espécies de tatus; e Pilosa,
que se subdivide em dois clados, Vermilingua e Folivora, cujos representantes atuais s&o,
respectivamente, quatro espécies de tamanduds e seis espécies de preguicas (SUPERINA &
LOUGHRY, 2015). Os Xenartros representam um dos quatro clados basais dos placentarios,
sendo o Unico grupo que se originou na América do Sul. Seus registros fosseis compreendem
centenas de espécies ja extintas, ressaltando a importancia das iniciativas de estudo e
conservacao das espécies atuais, uma vez que a historia evolutiva de um vasto conjunto de
mamiferos placentarios estd contida em 31 espécies na atualidade — um namero relativamente
pequeno de representantes vivos (DELSUC et al., 2001).

Uma das caracteristicas mais notaveis dos Xenartros diz respeito a sua denti¢do. Os
dentes nesse grupo sao geralmente reduzidos em tamanho, complexidade e numero, sendo
separados por diastemas curtos e compostos por osteodentina, sem esmalte (VIZCAINO, 2009).
Por esse motivo, os Xenartros eram antigamente classificados como membros da ordem
Edentata (significando “sem dentes”), embora essa classificacdo tenha sido revista na década
de 1980, apontando uma série de evidéncias que demonstraram que as semelhancas entre 0s
grupos sdo devido a convergéncia, e ndo a uma ancestralidade comum (SUPERINA &
LOUGHRY, 2015).

Além dos Xenartros serem um grupo relativamente pouco estudado, hd poucos dados
de pesquisas cientificas publicadas abordando temas relacionados a sua conservacao. Muitas de
suas espécies sdo classificadas como Vulneraveis ou Quase Ameacadas (IUCN, 2024),
apresentando populagbes em declinio. A perda de habitat e a caga representam ameacas
significativas, tornando a pesquisa de campo essencial para avaliar seu impacto, e publicar
resultados nos idiomas falados localmente € vital para aplicar o conhecimento cientifico em
politicas de conservacdo e aumentar a conscientizagdo publica sobre sua importancia.
(SUPERINA et al., 2013).



1.2. Euphractus sexcincus, o tatu-peba

A espécie Euphractus sexcinctus, conhecida como tatu-peba ou tatu-peludo, é
endémica da America do Sul, presente em todos 0s biomas brasileiros. Habita principalmente
areas de vegetacdo aberta e bordas de florestas, sendo comum em regi6es do Cerrado e do
Pantanal. No Cerrado paulista € encontrado em fitofisionomias de Campo Sujo, enquanto no
Pantanal da Nhecoléndia, uma das oito sub-regides do Complexo do Pantanal, localizada no
Pantanal Sul, prefere areas mais fechadas. Os adultos podem medir mais de 40 cm e pesar mais
de 6 kg, apresentando uma carapaca pardo-amarelada, com 6 a 8 cintas mdveis, coberta de pélos
esbranquicados. Esta espécie é carnivoro-onivora, alimentando-se de pequenos invertebrados e
vertebrados, material vegetal e carnica. A reproducgéo ocorre ao longo de todo 0 ano, com um
periodo de gestacdo de 60 a 64 dias, resultando em ninhadas de um a trés filhotes que atingem
a maturidade aos nove meses. A atividade pode ser diurna ou noturna, variando conforme o
habitat em que ocorre (FISCHER, 2016; JABER et al., 2024).

Os tatus-pebas sdo caracterizados por possuirem temperaturas corporais baixas e taxas
metabolicas basais reduzidas, sendo considerados homeotérmicos imperfeitos com capacidade
termorregulatdria limitada. Eles apresentam habitos fossoriais adaptados para cavar e viver em
tocas, 0 que os torna tolerantes a longos periodos de apneia e hipoxia (GASPAROTTO et al.,
2017). Eles constroem tocas com uma Unica entrada em forma de U invertido, e as placas
dérmicas ossificadas que cobrem a cabeca, flancos, costas e cauda sdo uma caracteristica
distintiva que proporciona protecdo. A espéecie possui uma ampla distribuicdo geografica na
América do Sul, a leste dos Andes, abrangendo paises como Brasil, Suriname, Bolivia,
Paraguai, Uruguai e norte da Argentina (JABER et al., 2024).

Em termos de conservacdo, embora a Unido Internacional para a Conservacdo da
Natureza (IUCN) classifique o tatu-peba como “Pouco Preocupante” (Least Concern, LC)
devido a sua ampla distribuicdo e grande populacdo, as atividades humanas tém causado
declinios populacionais em areas especificas (JABER et al., 2024). Uma estratégia para a
conservacao da espécie € a criopreservacdo de sémen. Ainda que estudos tenham demonstrado
gue as mitocondrias de seus espermatozoides sejam altamente sensiveis ao protocolo de
congelamento, a criopreservacao pode ser empregada como uma estratégia para fornecer um
reservatorio genetico de longo prazo, valioso em programas de reproducéo assistida de espécies
selvagens (SOUSA et al., 2016).



1.3. Priodontes maximus, o tatu-canastra

O tatu-canastra, Priodontes maximus, é o maior tatu existente da atualidade, pesando
em média 30 kg, e podendo alcancar até 80 kg em cativeiro; sua carapacga € escura, com uma
faixa clara na parte inferior, e cobre parcialmente os lados do corpo, impedindo-o de se enrolar
completamente (CARTER et al., 2015). Alcancando até 150 cm de comprimento (incluindo a
cauda), o tatu-canastra possui garras grandes em forma de cimitarra, sendo a terceira garra a
mais desenvolvida, podendo atingir mais de 15 cm (DESBIEZ & KLUYBER, 2013). Sua dieta
consiste principalmente de cupins e formigas, mas o tatu-canastra também consome outros
invertebrados e, ocasionalmente, pequenos vertebrados e frutos; suas fezes séo secas e firmes,
compostas majoritariamente por formigas e cupins (CARTER et al., 2015).

Esta espécie é conhecida por ser rara e de dificil observacdo, com uma ampla
distribuicdo geografica que abrange Argentina, Bolivia, Brasil, Colébmbia, Equador, Guiana
Francesa, Guiana, Paraguai, Peru, Suriname e Venezuela (PITMAN et al., 2004). Um estudo
conduzido no Pantanal mostrou que os tatus-canastra preferem habitats de floresta riparia e
constroem tocas com uma largura média de 42,0 £ 5,9 cm e altura de 35,0 £ 5,9 cm em terrenos
inclinados, reutilizando essas tocas frequentemente. S8o predominantemente noturnos, com
atividades registradas principalmente entre as 22:00 e 00:00 horas, e sua densidade
populacional foi estimada em 5,8 animais por 100 km2 (AYA-CUERO et al., 2017).

Os tatus-canastra alteram significativamente seu ambiente através de suas escavacoes,
criando habitats que influenciam recursos para pelo menos 24 outras espécies de vertebrados
no Pantanal brasileiro (DESBIEZ & KLUYBER, 2013). Um outro estudo, realizado na Reserva
Cisalpina, no leste do estado de Mato Grosso do Sul, registrou que 35 espécies de vertebrados
utilizam as tocas do tatu-canastra como abrigo térmico, protecdo contra predadores, e locais de
alimentac&o e descanso (FAVERO MASSOCATO & DESBIEZ, 2017).

Os tatus-canastra estdo classificados como “Vulneraveis” pela IUCN e estdo ameagados
principalmente pela perda de habitat e caga; no Pantanal, trabalhadores rurais matam esses
animais por acreditarem que trazem mé sorte (DESBIEZ & KLUYBER, 2013; AYA-CUERO
et al., 2017). A diminuicdo de suas populagdes ou extincao local da espécie pode prejudicar as
comunidades e diversidade do habitat, afetando diretamente as espécies que utilizam suas
escavacdes; sendo assim, € de fundamental importancia implementar medidas de conservacgéo
para proteger 0s tatus-canastra e seu papel ecoldgico, garantindo a manutencdo da
heterogeneidade do habitat e da biodiversidade nas areas onde ocorrem (DI BLANCO et al.,
2020; FONTES et al., 2020).



1.4. Heterozigosidade Autossdmica e Analises de Sele¢éo

A gendmica e os estudos filogendémicos séo de grande importancia para a conservacao
da biodiversidade, pois fornecem dados detalhados que aprimoram a identificacdo de espécies,
a compreensao da mistura genética, a deteccdo de alelos adaptativos, e a facilitagdo do resgate
evolutivo. Essas abordagens ddo suporte ao desenvolvimento de a¢Ges que visam mitigar
ameacas as espécies relacionadas com a degradacdo do habitat e mudancas climaticas,
aumentando a precisdo na defini¢do de unidades de conservacdo e possibilitando estratégias de
manejo mais eficazes e fundamentadas (SUPPLE & SHAPIRO, 2018).

A variabilidade genética dentro das populacOes esta diretamente ligada ao potencial
adaptativo e é essencial para decisfes de gestdo genética, que visam reduzir a endogamia e
aumentar a variacdo genética. Em espécies ameacadas, 0s estudos populacionais podem
contribuir com informac6es valiosas sobre os niveis de diversidade genética que, quando altos,
podem evitar a depressdo endogamica e garantir a sobrevivéncia a longo prazo (SCHMIDT et
al., 2020).

A descricdo de genomas completos tem possibilitado acessar o nivel de
heterozigosidade autossdmica de uma espécie a partir da analise de dados em larga escala,
oferecendo uma medida mais confiavel e consistente em comparagdo com as analises baseadas
em conjuntos mais limitados de polimorfismos de nucleotideos Unicos — ou SNPs
(TSARTSIANIDOU et al., 2021; SCHMIDT et al., 2020).

A manutencdo de altos niveis de heterozigosidade impede que alelos recessivos
prejudiciais se manifestem em homozigose. Além disso, 0s heterozigotos mantém a diversidade
de alelos que pode ser crucial para a adaptacdo a novas pressdes ambientais e desafios
evolutivos (VAN DER VALK et al., 2024). Popula¢Ges com alta heterozigosidade sdo mais
robustas e capazes de sobreviver a pressdes seletivas, enquanto populacGes com baixa
heterozigosidade sdo mais vulneraveis a ameacas como doencas, mudancas climaticas e perda
de habitat. A analise da heterozigosidade permite identificar populacGes e espécies em risco
devido a endogamia, que resulta em alelos deletérios e reducdo na capacidade adaptativa
(TSARTSIANIDOU et al., 2021).

O estudo da heterozigosidade fornece uma base sélida para estratégias de conservacdo
genética, ajudando a identificar e preservar a variabilidade genética necessaria para a
manutencdo da saude e sustentabilidade das populacGes, sendo util para auxiliar intervencoes,
visando a introdugdo de novos individuos ou a protecdo de habitats geneticamente mais diversos
(VAN DER VALK et al., 2024).



Além das estimativas de diversidade pela heterozigosidade, as analises que buscam
sinais de selegéo positiva sdo importantes porque revelam como os organismos se adaptam aos
seus ambientes, identificando mudancas genéticas que conferem caracteristicas vantajosas as
especies. Esse conhecimento é crucial para compreender aspectos relacionados com as
pressdes evolutivas que moldaram a diversidade e complexidade genética ao longo do tempo,
e 0s mecanismos que impulsionam a diversificacdo e evolucao das espéecies (MURRELL et al.,
2015).

A andlise de selecdo positiva envolve a deteccdo de regides em genes que evoluiram
sob selecdo positiva, ou seja, mutacdes nessas regides que foram benéficas e favorecidas pela
selecdo natural. O processo de busca por esses sinais comeca a partir do alinhamento de
sequéncias do genoma de diferentes espécies ou populacdes focais para identificar posicdes
homologas. Em seguida, é construida uma arvore filogenética para representar as relagdes
evolutivas entre essas sequéncias. Finalmente, utilizam-se modelos estatisticos de substituicéo
de codons para diferenciar mutagdes sinbnimas, que ndo alteram a proteina, de mutacdes nao
sindnimas, que as alteram. A razdo entre substituicdes ndo-sinénimas e sinénimas (dN/dS ou
®) ¢ uma métrica chave: uma razdo maior que um sugere selecdo positiva, menor que um indica
selecdo purificadora, e igual a um implica evolugdo neutra (MURRELL et al., 2015).

Métodos como o BUSTED (Branch-Site Unrestricted Statistical Test for Episodic
Diversification), podem identificar a selecdo positiva em um gene sem a necessidade de que
sejam previamente especificados quais ramos da arvore filogenética estdo sob selecdo, e assim
modelar a selecdo como variavel entre sitios e ramos, fornecendo Razdes de Evidéncia
(Evidence Ratios) para identificar sitios sob selecdo positiva episddica. Esse método ajuda a
detectar selegdo positiva mesmo quando ela € fraca ou “suave”, ou seja, distribuida por varios
sitios (BOOKER et al., 2017).

Através da identificacdo de genes sob selecdo positiva, é possivel descobrir os
mecanismos genéticos que permitem a tolerancia a estressores ambientais, como temperaturas
extremas, doencas e mudancas de habitat. Alem disso, a analise de selecédo positiva pode revelar
processos bioldgicos fundamentais e vias metabdlicas essenciais para a sobrevivéncia e
reproducdo dos organismos. Isso pode levar ao desenvolvimento de estratégias de
melhoramento e conservagdo, focando em caracteristicas genéticas que conferem maior
resisténcia e adaptabilidade (HUANG et al., 2022).



2. Justificativas e Objetivos

Uma caracteristica marcante dos xenartros é a regressdo dentéaria, ja estudada por meio
da anélise de selecdo de genes dentérios, em conjunto com a identificagdo de mutacoes
inativadoras compartilhadas (SIMs) e estimativas de pressao seletiva usando modelos de razéo
dN/dS; tais estudos revelaram padrdes distintos de pseudogenizacao (processo pelo qual um
gene funcional sofre mutacdes que resultam em sua inativacdo, transformando-o em um
pseudogene). Nos tamanduds e preguicas, houve evidéncia de perda completa do esmalte
dentério no ancestral comum, sugerida pela inativacdo dos genes AMELX, AMTN, MMP20 e
ENAM. Enquanto os tamandués continuaram a perder genes como DSPP e ODAPH, resultando
na auséncia de dentes, essa regressao foi interrompida nas preguicas, possivelmente devido a
adaptacdo a uma dieta herbivora. Nos tatus, genes associados a juncdo gengival-dente, como
AMTN e ODAM, foram inativados antes da perda do esmalte. Esses achados destacam a
complexa historia evolutiva dos xenartros e sublinham a importancia da analise de selecdo na
compreensdo dos processos evolutivos e das adaptacdes funcionais em diferentes linhagens
(EMERLING et al., 2022). Além da relevancia dos estudos de selecdo, acessar e comparar 0s
niveis de heterozigosidade autossémica das diferentes espécies de Xenartros pode gerar insights
sobre suas historias demograficas e evolutivas e padrdes de diversificacdo, incluindo questdes
relativas aos seus status de ameaca.

Considerando os contexto apresentado, o presente trabalho tem como objetivo geral
realizar analises gendmicas nessas espécies visando compreender aspectos relacionados a
evolucdo e diversificacdo do grupo, bem como gerar insights relevantes a sua conservacao. Para
isso, pretende-se alcancar os seguintes objetivos especificos de trabalho:

2.1. Caracterizar os genomas de Euphractus sexcinctus e Priodontes maximus, visando
identificar genes e seus respectivos produtos proteicos;

2.2. Realizar analises de filogen6mica comparativa em espécies da superordem Xenarthra cujos
genomas estdo publicamente disponiveis, incluindo a identificacdo dos genes ortélogos, com a
finalidade de investigar a existéncia de sinais de selecdo positiva;

2.3. Estimar a diversidade gendmica para espécies de xenartros com dados de sequenciamento
e montagens gendmicas de alta qualidade disponiveis, medindo as heterozigosidades
autossdémicas e levando em consideragdo as diferencas relacionadas aos seus respectivos status

de conservacéo.



3. Material e Métodos

3.1. Amostragem e Sequenciamento

As coletas das amostras bioldgicas foram realizadas seguindo todas as recomendacdes
propostas pela legislagdo brasileira, mediante autorizagdes do Sistema de Autorizagdo e
Informacdo em Biodiversidade do Instituto Chico Mendes de Conservacgédo da Biodiversidade
(SISBIO/ICMBIO 53798-7), do Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado do Ministério do Meio Ambiente (SISGEN/MMA
A05D558), e da Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de S&o Carlos
(CEUA/UFSCAR 3597261118).

Para o sequenciamento do genoma de E. sexcinctus foi utilizada uma amostra de tecido
de orelha de uma fémea amostrada em 2013, proveniente do Pantanal do Mato Grosso do Sul
(19° 15' 39.785" S, 55° 46' 52.588" O). O tecido foi armazenado em etanol absoluto e 0 DNA
foi extraido usando o método Salino modificado de Aljanabi e Martinez (1997); em seguida,
foi quantificado por fluorimetria no Qubit® (Invitrogen), com o uso do Qubit® dsDNA HS
Assay Kit. Para o sequenciamento do genoma de P. maximus, foi usada uma amostra de tecido
de orelha de um individuo subadulto macho, coletada em 2015 no Pantanal do Mato Grosso do
Sul, préximo ao Hotel Fazenda Baia das Pedras (19° 10" 18.5" S, 55° 40' 46.4" O), e fixada em
etanol absoluto. O DNA desse espécime foi extraido usando o protocolo de Fenol-Cloroférmio
(Sambrook & Russell, 2001) e quantificado por espectrofotometria com Nanodrop da Thermo
Fisher Scientific (Waltham, MA, EUA).

Para construcdo das bibliotecas gendmicas (shotgun) e sequenciamento next-gen,
aliquotas de DNA de ambas as espécies foram utilizadas em protocolos padréo, usando-se o kit
[llumina Nextera DNA Library (Illumina, San Diego, EUA), e plataforma Illumina (Illumina,
CA, USA) para sequenciamento de ambas as extremidades (paired-end).

Para E. sexinctus, foi corrida uma lane em plataforma Hi-Seq 2000, tendo sido gerados
fragmentos (short reads) com 100 pb. Para P. maximus, foi corrida meia lane na célula de fluxo
em plataforma Hi-Seq 2500, tendo sido gerados fragmentos (short reads) com 126 pb. O
sequenciamento de ambas as especies foi feito no Centro de Genémica Funcional da Escola
Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, da Universidade de Sdo Paulo, ESALQ-USP.



3.2. Montagem, Analise e Melhoramento dos Genomas

Para caracterizar o genoma das espécies E. sexinctus e P. maximus, 0s conjuntos totais
de short reads sequenciados para cada espécie foram inicialmente analisados com o software
FastQC v0.10.1 (Andrews, 2010). A ferramenta Trimmomatic v0.36 (Bolger, 2014) foi usada
para a triagem dos shorts reads, descartando-se os de baixa qualidade; o SPAdes v3.10.0
(Bankevich, 2012) foi utilizado para a montagem de novo e obtencdo dos scaffolds finais; as
ferramentas QUAST v3.2 (Gurevich, 2013) e BBMap v38.26 (Bushnell, 2014) foram utilizadas
para calcular a profundidades de cobertura e as estatisticas de contiguidade, como N50 e L50.
Essas operacdes foram realizadas no servidor do Laboratério Gendmica Integrativa (LGI) do
Instituto de Biociéncias (IB) da Unesp, Campus de Botucatu. O acesso ao servidor e 0
monitoramento de processos foram realizados remotamente, utilizando o PUTTY (TATHAM,
2000). O acesso ao servidor para transferéncia de arquivos também foi realizado remotamente,
utilizando o WinSCP (PRIKRYL, 2000).

Para melhorar a contiguidade das montagens gendmicas do tatu-peba e o tatu-canastra,
utilizamos a ferramenta RagTag v2.1.0 (ALONGE et al., 2022), com a opcéao scaffold, que
alinha os contigs a um genoma de referéncia, ordenando e orientando esses contigs conforme
sua posicdo presumida, estimando o tamanho das lacunas entre eles e produzindo uma
montagem menos fragmentada. O genoma de referéncia utilizado foi o do tatu-galinha, Dasypus
novemcinctus (NCBI, GenBank GCA_030445035.1, RefSeq GCF_030445035.1), que esta
resolvido ao nivel cromossémico, tendo sido extensivamente anotado. As ferramentas QUAST
v3.2 e BBMap v38.26 foram utilizadas novamente para avaliar os resultados. As operacdes para
melhorar a contiguidade das montagens foram realizadas no MCC (Morgan Compute Cluster)
da University of Kentucky.

3.3. Analise de Selecéo Positiva em Xenartros

Para as analises de selecdo positiva, além dos dados genémicos do tatu-peba e do tatu-
canastra, utilizamos dados gendmicos disponiveis para nove outras especies de xenartros, a
saber: Bradypus variegatus, Cabassous unicinctus, Chaetophractus vellerosus, Choloepus
didactylus, Choloepus hoffmanni, Dasypus novemcinctus, Myrmecophaga tridactyla,
Tamandua tetradactyla, e Tolypeutes matacus. As montagens gendmicas para estas especies,
em formato FASTA de nucleotideos (.FNA), descritas na Tabela 1, foram baixadas do
GenBank. Na Tabela 2, estdo descritas as caracteristicas das montagens (fragmentacdo,

cobertura, tamanho, e nivel das montagens).



Tabela 1: Espécies de xenartros cujas montagens gendmicas estavam disponiveis no NCBI
até a realizacdo do presente trabalho (Ultimo acesso em 6 de fevereiro de 2024).

Xenartro Nome comum GenBank

Bradypus variegatus Preguigca-comum GCA _004027775.1
Cabassous unicinctus Tatu-de-rabo-mole-pequeno GCA _029593785.1
Chaetophractus vellerosus Tatu-peludo GCA _004027955.1
Choloepus didactylus* Preguica-real GCA 015220235.1
Choloepus hoffmanni Preguica-de-Hoffmann GCA _000164785.2
Dasypus novemcinctus* Tatu-galinha GCA _030445035.1
Myrmecophaga tridactyla Tamandué-bandeira GCA _004026745.1
Tamandua tetradactyla Tamandua-mirim GCA _023851605.1
Tolypeutes matacus Mataco GCA_026826555.1

* Genomas de referéncia com dados de proteinas anotadas disponiveis.



Tabela 2: Informacdes sobre os genomas de xenartros utilizados neste trabalho. Para E.
sexinctus e P. maximus, os valores de N50, L50, e os tamanhos dos genomas foram estimados
com a ferramenta QUAST v3.2, enquanto as coberturas foram estimadas com a ferramenta
BBMap v38.26. Para as demais espécies, esses valores foram obtidos de suas respectivas
paginas no GenBank.

Xenartros Tecnologia de N50 L50 Cobertura  Genoma  Nivel da
(NCBI) Sequenciamento  (kb) (Gb) Montagem
B. variegatus Illumina HiSeq 1,9 138079 57,9x 15 scaffolds

C. unicinctus [llumina HiSeq 7,4 152746 60,0x 6,1 scaffolds

C. vellerosus [llumina HiSeq 1,6 572611 22,9x 5,3 scaffolds

C. didactylus PacBio e outras * ~146200 9 56,8x 3,2 Cromossomaos
C. hoffmanni Sanger + lllumina  366,4 2423 65,0x 3,3 scaffolds

D. novemcinctus PacBio e outras **  ~130100 11 17,0x 3,6 Cromossomos
M. tridactyla [llumina HiSeq 41,3 22180 28,9x 3,5 scaffolds

T. tetradactyla ~ PacBio e outras * ~174600 8 66,5x 3,2 Cromossomaos
T. matacus [llumina HiSeq ~12600 68 70,0x 3,8 scaffolds
Xenartros que séo o foco deste trabalho:

E. sexinctus [llumina HiSeq 4.4 173582 14,7x 2,6 scaffolds

P. maximus Illumina HiSeq 1,1 417254 9,6x 14 scaffolds

* PacBio Sequel I CLR; Illumina NovaSeq; Arima Genomics Hi-C; Bionano Genomics DLS.
** PacBio Sequel Il HiFi; Arima Hi-C v2; Bionano Genomics DLS.

Para a determinacdo dos genes ort6logos de cOpia Unica, dados em formato FASTA de

amino&cidos (.FNA) para cada espécie foram convertidos em arquivos FASTA de aminoacidos

(.FAA) contendo as proteinas expressas para cada genoma. Para tal foi necessario realizar uma

etapa de predicdo para produzir arquivos .FAA para nove espécies, com exce¢do da preguica-
real, C. didactylus (NCBI, GenBank GCA_015220235.1, RefSeq GCF_015220235.1); e o tatu-
galinha, D. novemcinctus (NCBI, GenBank GCA_030445035.1, RefSeq GCF_030445035.1),

cujos genomas ja estavam anotados e resolvidos ao nivel cromossémico. Para predicédo proteica,

usamos os genomas (.FNA) de referéncias dessas duas espécies, com seus respectivos arquivos

de anotacdo (.GFF), e a ferramenta GeMoMa v1.9 (Genome-based Gene Model Prediction)

(KEILWAGEN et al., 2018), uma vez que esta prediz modelos de genes em genomas de
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espécies-alvo usando informacgdes de proteinas de espécies de referéncia. Deste modo,
utilizamos essa ferramenta para prever as proteinas expressas em E. sexinctus e P. maximus,
bem como para sete espécies cujos genomas ndo estavam anotados (Tabela 1).

Como apenas um unico genoma-referéncia deve ser empregado no processo de predigdo
de proteinas com a ferramenta GeMoMa, a escolha do genoma-referéncia (C. didactylus ou D.
novemcinctus) dependeu da proximidade filogenética com a espécie-alvo: Para espécies de tatus
(E. sexinctus, P. maximus, C. unicinctus, T. matacus, C. vellerosus), foi utilizado o genoma do
tatu-galinha, D. novemcinctus. Para preguicas (B. variegatus, C. hoffmanni) e tamanduas (M.
tridactyla, T. tetradactyla), foi utilizado o genoma da preguica-real, C. didactylus. Com isso,
obtivemos nove arquivos em formato FASTA de aminoécidos (.FAA). Para completar o
conjunto de arquivos com as proteinas expressas nas onze espécies, 0s proteomas de C.
didactylus e D. novemcinctus, em formato FASTA de aminoacidos (.FAA), foram também
baixados do NCBI.

Para avaliar a qualidade (completude) das montagens genémicas, a ferramenta BUSCO
v5.4.6 (Benchmarking Universal Single-Copy Orthologs) (MANNI et al., 2021) foi utilizada;
esta ferramenta fornece uma medida da completude com base em conjuntos de genes ortélogos
de cdpia Unica esperados para um determinado grupo taxonémico. No presente trabalho,
utilizamos o conjunto mammalia_odb10 (genes ort6logos de mamiferos, criado em 8 de janeiro
de 2024) para avaliar todas as 11 montagens gendmicas. Os genes que fazem parte dos
conjuntos BUSCO para um determinado grupo, como “mamiferos”, sdo selecionados de
conjuntos ort6logos presentes em pelo menos 90% desse grupo.

Empregamos a ferramenta RagTag v2.1.0 para aprimorar a contiguidade das montagens
das espécies que apresentaram baixa deteccdo de BUSCOs (<70%), utilizando genomas de alta
qualidade (resolvidos ao nivel cromossémico) de espécies filogeneticamente préximas como
referéncia: para B. variegatus, utilizamos C. didactylus como referéncia; para C. unicinctus e
C. vellerosus, utilizamos D. novemcinctus; para M. tridactyla, utilizamos T. tetradactyla. Em
seguida, utilizamos novamente a ferramenta GeMoMa v1.9 para gerar arquivos atualizados
(.FAA) com as proteinas expressas para cada espécie.

Para a identificacdo de conjuntos de genes ortdlogos de copia Unica, utilizamos a
ferramenta OrthoFinder v2.5.5 (EMMS & KELLY, 2019), tendo como parametro de entrada
0s arquivos de proteinas preditas (.FAA). A partir desse ponto, a analise se dividiu em dois
grupos: O primeiro, com todas as 11 espécies de xenartros j& mencionadas; e um segundo,
formado do mesmo grupo, porém excluindo-se P. maximus e, portanto, com 10 espécies. Essa

deciséo foi tomada com base no fato de que, mesmo ap6s o aprimoramento do genoma de P.
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maximus com a ferramenta RagTag, a anélise de completude com a ferramenta BUSCO ainda
revelou uma porcentagem baixa (26%) de BUSCOs completos. Como isso poderia
comprometer nossos resultados subsequentes, escolhemos repetir todas as analises para um
subconjunto das 11 espécies do qual somente o tatu-canastra foi excluido. A partir de entéo,
para cada grupo (um com 11 espécies, e outro com 10 — excluindo-se o P. maximus), um
respectivo conjunto de ortologos de cdpia Unica foi identificado.

Para realizar a etapa da analise de sele¢do, os arquivos em formato FASTA de
aminoacidos (.FAA), gerados com a ferramenta OrthoFinder v2.5.5, contendo as proteinas
expressas por genes ortdlogos correspondentes nas espécies-alvo, foram convertidos, cada um,
em formato FASTA de nucleotideos (.FNA), num alinhamento multiplo de cddons . Para isso,
foi necessario escrever uma série de scripts em Python, utilizando os arquivos de anotacdo
(.GFF) gerados pela ferramenta GeMoMa v1.9 ou baixados do GenBank como guias para
resgatar, nos arquivos (.FNA) de cada montagem gendmica, os devidos exons em cada gene,
concatenando-os de maneira apropriada e de forma a reconstruir os arquivos produzidos pelo
OrthoFinder v2.5.5 em formato FASTA de nucleotideos (.FNA).

Em seguida, um script foi desenvolvido e utilizado para substituir os cabecalhos das
sequéncias de nucleotideos por tags identificando a espécie de origem de cada sequéncia.
Posteriormente, outro script foi usado para remover todos os stop codons (TAA, TAG, TGA)
— um requerimento do software usado na andlise de selecdo, mais adiante. Em seguida,
utilizamos a ferramenta PRANK v.170427 (LOYTYNOJA, 2013) com a opgéo -codon para
realizar o alinhamento mdultiplo das sequéncias em cada arquivo. Como 0 processo de
alinhamento com a ferramenta PRANK resulta em arquivos de saida cujas sequéncias FASTA
estdo desordenadas em relacdo aos arquivos de entrada, um script adicional e que usa os tags
de espécies, introduzidos na etapa anterior ao alinhamento, foi empregado para reordenar as
sequéncias de nucleotideos e restaurar o arranjo original, facilitando as analises subsequentes.

Antes de finalmente proceder para a etapa de analise de selegdo, utilizamos os
alinhamentos multiplos de codons para gerar, para cada grupo de espécies, uma arvore
filogenética — para ser utilizada como dado de entrada na etapa seguinte. Para isso, um script
em Python foi usado para concatenar os alinhamentos de cédons de todos os arquivos referentes
aos genes ortélogos em um unico arquivo, produzindo, assim, uma longa sequéncia de
nucleotideos para cada espeécie. Esse arquivo foi filtrado com a ferramenta TrimAl v1.2rev59
(CAPELLA-GUTIERREZ et al., 2009), que identifica e remove automaticamente regides
alinhadas que ndo sdo confidveis, baseando-se em Vvarios critérios, como quantidade de gaps,

conservacao de colunas e homologia de sequéncia. O arquivo filtrado foi entéo utilizado como
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parametro de entrada para a ferramenta 1Q-Tree2 v2.1.2 (MINH et al., 2020), que emprega uma
abordagem sofisticada para a sele¢cdo de modelos para construir arvores filogenéticas, com o
objetivo de representar de forma precisa as relacdes evolutivas entre as sequéncias.
Inicialmente, o software testa uma ampla gama de modelos de substituicdo, que descrevem
como as sequéncias de DNA, RNA ou proteinas mudaram ao longo do tempo
(KALYAANAMOORTHY et al., 2017). Com base em critérios estatisticos (Critério de
Informacéo de Akaike, Critério de Informacéo de Akaike Corrigido e Critério de Informacao
Bayesiano), o 1Q-Tree2 seleciona 0 modelo que melhor se ajusta aos dados, e este modelo é
entdo usado para inferir uma arvore filogenética, aplicando algoritmos que maximizam a
verossimilhanga, ou seja, a probabilidade de a arvore proposta refletir as mudancas observadas
nas sequéncias ao longo da evolugdo. As arvores geradas pelo 1Q-Tree2 v2.1.2 foram
visualizadas com a ferramenta Interactive Tree Of Life (iTOL) v6 (LETUNIC & BORK, 2021).

Para a analise de sele¢do positiva, utilizamos o HyPhy v2.5.8 (KOSAKOVSKY POND
et al., 2019), um software para analise estatistica de dados de sequéncias genéticas baseado em
hipdteses evolutivas. Usamos sua funcdo BUSTED, que detecta eventos de selecdo positiva em
sitios especificos em determinados ramos de uma filogenia. Como parametros de entrada,
utilizamos arquivos de genes ortélogos de coOpia Unica (contendo sequéncias de cddons
alinhadas de cada espécie) e a arvore filogenética correspondente gerada pelo 1Q-Tree2 v2.1.2,
em formato Newick (.NWK). A saida do HyPhy BUSTED inclui testes estatisticos que indicam
se ha evidéncia significativa de selecdo positiva em algum ramo da arvore, com as seguintes
métricas de interesse para cada gene ortélogo de copia tnica: (a) Log(L )restrito, que € 0 logaritmo
da verossimilhanca do modelo restrito. Um valor de verossimilhanca (log-likelihood) é uma
medida de quéo bem o modelo se ajusta aos dados e, no contexto do modelo restrito, este valor
indica o ajuste do modelo que ndo permite selecdo positiva; (b) Log(L)nzo-restrito, que € 0
logaritmo da verossimilhanca do modelo ndo-restrito. Assim como 0 Log(L)restrito, €Ste valor
indica o ajuste do modelo aos dados, mas neste caso, permitindo a selecdo positiva; (c)
Proporcéo de Selecéo Positiva, que fornece uma estimativa, em valores percentuais, de quantos
sitios estdo sendo favorecidos pela selecdo positiva (o > 1) no modelo ndo-restrito; (d) e o P-
valor, que indica a significancia estatistica ao comparar os modelos restrito e ndo-restrito. Se o
P-valor for menor que um nivel de significancia pré definido (em nossa analise, adotamos p <
0,05), pode-se rejeitar a hipdtese nula de que ndo hé selecéo positiva (modelo restrito) em favor
da hipotese alternativa de que ha selegcdo positiva (modelo ndo-restrito). Um P-valor baixo
sugere que ha evidéncias estatisticas significativas de selecdo positiva em pelo menos um sitio

em um ou mais ramos da arvore. Além disso, podemos utilizar Log(L) restrito € LOG(L)nao-restrito
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para calcular a Raz&o de Evidéncia (Evidence Ratio), dada por ER = gl-eg(Lndo-restrito - Log(L)restrito]
A Razdo de Evidéncia fornece uma métrica direta da forga da evidéncia a favor do modelo n&o-
restrito em relacdo ao modelo restrito, sendo que valores maiores indicam uma maior evidéncia
a favor da selecéo positiva (MURRELL et al., 2015).

Escrevemos um novo script em Python para coletar essas métricas, calcular a Raz&o de
Evidéncia e organizar essas informagdes em uma planilha (.\\VVCF) para processamento posterior.
Para filtrar esses resultados e identificar genes candidatos a selecdo positiva, escrevemos um
outro script em Python que 1€ e filtra esta planilha, descartando os genes cujas métricas ndo
cumpriram os seguintes critérios: Proporcao de Selecdo Positiva > 5%; Razéo de Evidéncia >
10 (isto é, 0o modelo ndo-restrito, que permite selecdo positiva, ajusta-se aos dados ao menos 10
vezes melhor do que o modelo restrito, que nao permite selecdo positiva); e P-valor < 0,05 ,
para que a selecdo positiva seja considerada presente com alto nivel de confianca.

Uma vez identificados os genes candidatos, realizamos, para cada um deles, o teste de
saturacdo de substituicdes de Xia (2009), com o software DAMBE v7.3.32 (XIA, 2018). A
saturacdo de substituicGes ocorre quando multiplas substituicbes acontecem no mesmo sitio ao
longo do tempo, tornando dificil distinguir entre substituicdes recentes e antigas. Ou seja, ha
um “obscurecimento” do sinal evolutivo, que pode levar a erros nas inferéncias filogenéticas e
analises de selecdo. O teste de saturacdo de substituicGes de Xia, implementado no software
DAMBE v7.3.32, avalia a adequacdo dos alinhamentos de sequéncias de DNA para analises
evolutivas. Ele calcula o indice de saturacdo de substitui¢cbes observadas (Iss) e 0 compara com
um valor critico (Iss.c) que varia conforme o nimero de sequéncias no alinhamento. Se Iss for
menor que Iss.c, os dados ndo estdo saturados e sdo adequados para analises filogenéticas; se
Iss for maior que Iss.c, os dados estdo saturados e podem ndo ser adequados para analises
precisas. Este teste € essencial para garantir que multiplas substituicbes ndo distorcam os
resultados em estudos de selecdo positiva e filogenética (XIA & LEMEY, 2009).

Tendo identificado os genes candidatos para selecdo positiva e os tendo validado através
do teste de saturacdo de substituicdes de Xia, realizamos uma etapa final de anotacdo funcional
destes genes com a ferramenta emapper v2.1.12, do pacote eggNOG v5.0.2 (Huerta-Cepas et
al., 2018). Utilizamos esta ferramenta para anotar funcionalmente as sequéncias de aminoacidos
correspondentes aos genes sob selecdo positiva, comparando-as com as sequéncias registradas
no banco de dados eggNOG (eggNOG DB v5.0.2). Esse banco de dados contém grupos
ortélogos e anotacGes funcionais, oferecendo identificacdo de ortélogos, anotacBes de funcéo
génica, mapeamento para ontologias como GO (Gene Ontology), analises de conservacao

génica, alem de informagdes sobre vias metabdlicas e funcionais através de mapeamentos para
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KEGG pathways (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes), proporcionando uma ampla
gama de informagdes bioldgicas. Escrevemos um script em Python para congregar os resultados
da anotacéo e condensa-los em uma unica planilha.

Todas as operacGes descritas nesta secdo foram realizadas no MCC (Morgan Compute
Cluster), da University of Kentucky. O processo completo para a identificagdo dos genes

positivamente selecionados, bem como suas anotagdes, esta descrito na Figura 1.
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Figura 1: Pipeline desde a predicdo das proteinas expressas, passando pela identificacdo dos ortélogos de coOpia Unica, conversdo dos arquivos
FASTA de aminoéacidos em FASTA de nucleotideos, alinhamento multiplo dos codons, criacdo da arvore filogenética, anélise de selecdo, teste de
saturacdo de substituicdes, até a anotagcdo dos genes positivamente selecionados e agregacdo dos resultados. As quantidades de arquivos indicadas
na figura dizem respeito as analises realizadas com todas as 11 espécies de xenartros.
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predico de proteinas 11 arquivos Script 2: filtrar 11 arquivos 11 arquivos jrquwos
expressas € genes
Script 8: ordenar
sorted_aligned CDS_SCO_0001.fasta (EEEEENEN aligned CDS_SCO_6601.fasta NSNS CDS_SCO_6001.fasta
Script 5: + tags
Script 9: 0774.fasta 0774.fasta Script 6: - stops 0774 .fasta
concatenar \ analise de 7. PRANK
selegéo ‘
concatenated_alignment.fasta alinhamento
12| HyPhy SCO_0001.out
BUSTED . - hyphy_table.vcf - hyphy_table_filtered.xlsx
10.| trimal 0774.0ut Script 13: Script 14:
ler saida filtrar
I 15| DAMBE
i i = saturacdo de Xia
tr‘lmmed_allgnment.fasta spec1es tree.nwk Script 17: agregar anotagéo G
emapper.annotations — sorted_aligned_CDS_SCO.fasta
1. IQtree2 ortdlogos validados

arvore filogenetica

16.| eggNOG

emapper.annotations_filtered.xlsx
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3.4. Andlise de Heterozigosidade Autossémica

Realizamos a analise de heterozigosidade autossdmica para 10 espécies de xenartros —
incluindo o tatu-peba e o tatu-canastra — utilizando, como ponto de partida, os respectivos dados
de sequenciamento (Illumina short reads) e um genoma de alta qualidade de D. novemcinctus
(NCBI, GCA _030445035.1) como referéncia. Para as espécies com genomas disponiveis
previamente , os arquivos contendo reads (em formato FASTQ) foram baixados do SRA
(Sequence Read Archive), um repositorio de dados de sequenciamento mantido pelo National
Center for Biotechnology Information (NCBI). Das 11 espécies abordadas neste trabalho, a
espécie C. unicinctus ndo foi incluida nesta analise, pois ndo pudemos localizar dados de
sequenciamento lllumina compativeis com os das demais espécies disponiveis para download
no SRA. As informacbes sobre as espécies abordadas e seus respectivos dados de

sequenciamento estdo descritas na Tabela 3.

Tabela 3: Informac6es acerca dos dados de sequenciamento a serem utilizados na analise de
heterozigosidade autossdmica envolvendo as 10 espécies de xenartros abordadas neste trabalho.

Xenartro Numero de Tecnologia de N° de bases
Acesso (SRA) Sequenciamento (G bases)
Bradypus variegatus SRR14084425 Illumina HiSeq 2500 87,1
Chaetophractus vellerosus ~ SRR7704807 [llumina HiSeq 2500 64,0
Choloepus didactylus SRR7637805 Illumina HiSeq 2500 50,7
Choloepus hoffmanni SRR866928 [llumina HiSeq 2000 20,5
Dasypus novemcinctus SRR12697336 Illumina HiSeq 2500 19,1
Myrmecophaga tridactyla SRR11431893 Illumina HiSeq 2500 87,3
Tamandua tetradactyla SRR7704834 Illumina HiSeq 2500 93,8
Tolypeutes matacus SRR7704836 [llumina HiSeq 2500 69,8
Euphractus sexinctus N/A Illumina HiSeq 2000 39,3
Priodontes maximus N/A Illumina HiSeq 2500 21,7

Todos os arquivos de reads (.FASTQ) foram submetidos a um controle de qualidade. O
software FastQC v0.10.1 (Andrews, 2010) foi utilizado para verificar a qualidade inicial dos
dados sequenciados, e utilizamos a ferramenta fastp v0.23.4 (CHEN et al., 2018) para

identificar e remover adaptadores de sequenciamento paired-end (adapter sequences) e
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sequéncias sobre-representadas, bem como caudas poly-G (artefatos de sequenciamento),
estabelecendo também alguns critérios de filtragem para a manutencdo dos reads: um
comprimento minimo de 35 bases e uma qualidade média (PHRED Score) minima de 20. Bases
em ambas as extremidades dos reads foram removidas caso seus respectivos PHRED Scores
fossem inferiores a 3, e uma janela deslizante de tamanho 4 removeu as bases dentro de si ao
longo de cada read caso o PHRED Score médio ficasse abaixo de 15 A janela deslizante (sliding
window) é um método adaptativo de controle de qualidade, onde um bloco de tamanho fixo (no
caso, 4 bases) percorre o read de sequenciamento e remove as bases a partir de uma certa
posicdo, caso a qualidade média das bases dentro desse bloco fique abaixo de um de
determinado limite (no caso, PHRED Score = 15). Ap0s esse tratamento, a qualidade dos dados
de sequenciamento foi re-avaliada com a ferramenta FastQC, a fim de verificar os resultados
desta etapa.

Para utilizar o genoma de D. novemcinctus como referéncia no alinhamento dos reads
e analises subsequentes, realizamos etapas preparatorias: Primeiro, utilizamos o software bwa-
mem2 v2.2.1 (VASIMUDDIN et al., 2019), com a ferramenta index, para criar arquivos de
indice que facilitariam o alinhamento eficiente dos reads, permitindo compressdo e busca
rapida. Em seguida, usamos o software samtools v1.12 (DANECEK et al., 2021), com a
ferramenta faidx, para gerar um arquivo de indice FASTA, facilitando o acesso rapido a regides
especificas do genoma. Finalmente, usamos o software GATK v4.4.0.0 (MCKENNA et al.,
2010), com a ferramenta CreateSequenceDictionary, para criar um dicionario de sequéncias
que fornece informacBes sobre o0s contigs presentes no genoma, essenciais para 0
funcionamento de varias ferramentas do GATK em analises gendmicas.

Realizamos o alinhamento, ao genoma de referéncia, dos reads contidos em cada par de
arquivos de sequenciamento (forward e reverse), utilizando o software bwa-mem2 v2.2.1, com
a ferramenta mem. Para cada espécie, foi gerado um arquivo em formato SAM (Sequence
Alignment/Map), que contém informacgdes detalhadas sobre como cada read se alinha ao
genoma de referéncia, incluindo as posi¢oes de inicio e fim, a qualidade do alinhamento, e
outras métricas. Em seguida, os arquivos .SAM foram processados com o software samtools
v1.12, utilizando a ferramenta view para conversdo desses arquivos em formato binario
(.BAM), e a ferramenta sort para ordenar os arquivos .BAM de acordo com as posi¢des dos
reads alinhados no genoma de referéncia. O formato BAM é binario e comprimido, ocupando
menos espaco em disco e sendo mais rapido para ler e processar devido ao acesso aleatorio
eficiente aos dados. Além disso, muitos programas de bioinformatica e pipelines de anélise

aceitam ou requerem arquivos BAM por serem mais eficientes para manipulacéo e analise de
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grandes conjuntos de dados de sequenciamento. Ja o ordenamento é importante porque muitas
ferramentas de andlise posteriores, como as de chamada de variantes, que utilizamos mais
adiante, requerem arquivos BAM ordenados pelas posi¢oes das leituras no genoma para facilitar
0 acesso rapido e eficiente aos dados.

Na etapa seguinte, processamos 0s arquivos .BAM com o software GATK v4.4.0.0,
usando a ferramenta MarkDuplicates do Picard Toolkit v3.0.0 com a opc¢éo
REMOVE_DUPLICATES=true, a fim de marcar e remover reads duplicados resultantes de
artefatos de PCR criados durante a preparacdo da biblioteca de sequenciamento. Esse passo é
importante para a analise de heterozigosidade porque garante que a cobertura de
sequenciamento seja representativa da amostra bioldgica real, reduzindo vieses e artefatos que
poderiam levar a falsas chamadas de variantes. A remocdo de duplicatas melhora a precisao na
deteccdo de variantes heterozigdticas, assegurando dados de alta qualidade para calculos mais
confiaveis de heterozigosidade, além de otimizar o armazenamento e 0 processamento
computacional (BROAD INSTITUTE, 2024).

Em seguida, utilizamos a ferramenta bam clipOverlap do samtools v1.12 para remover
as sobreposicOes entre reads pareados nos arquivos .BAM processados. Esse passo € importante
para a andlise de heterozigosidade, pois evita a contagem duplicada de bases nas regides
sobrepostas, 0 que poderia introduzir vieses e erros na chamada de variantes (DANECEK et al.,
2021). Utilizamos, entdo, samtools v1.12 com a ferramenta addreplacerg, que adiciona ou
substitui grupos de leitura em arquivos .BAM, incorporando metadados importantes para a
identificacdo e rastreamento de amostras e bibliotecas de sequenciamento. Essa etapa €
necessaria pois muitas ferramentas de bioinformatica e pipelines de analise, como as do GATK,
requerem a presenca de grupos de leitura para funcionar corretamente. Finalmente, utilizamos
samtools v1.12 com a ferramenta index para gerar, para cada arquivo .BAM, um arquivo de
indice (em formato .BAI), que sera necessario na proxima etapa.

Posteriormente, utilizamos o software GATK v4.4.0.0, com a ferramenta
HaplotypeCaller, para identificar variantes genéticas nos arquivos BAM, produzindo — para
cada espécie — um arquivo em formato VCF que detalha SNPs e indels detectados. Esse
processo é fundamental na analise de heterozigosidade, pois € nele que obtemos os dados sobre
as variantes genéticas presentes nas amostras sequenciadas.

Em seguida, utilizamos novamente o software GATK v4.4.0.0, com a ferramenta
GenomicsDBImport, para importar dados de variantes genéticas de multiplas espécies para uma
base de dados GenomicsDB especifica para cada cromossomo — exceto 0 cromossomo X, que

foi removido da anélise por se tratar de um estudo de heterozigosidade autossémica. Este
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processo envolve a criacdo de workspaces separados para cada cromossomo, armazenando as
variantes genéticas das espécies analisadas e permitindo uma integracéo eficiente dos dados. A
importancia desse procedimento reside na sua capacidade de organizar grandes volumes de
dados genéticos em uma estrutura escaldvel, facilitando anélises genémicas de larga escala,
como a deteccdo de variantes comuns e especificas entre as espécies, bem como a analise de
heterozigosidade.

Posteriormente, utilizamos o software GATK v4.4.0.0, com a ferramenta
GenotypeGVCFs, para gerar arquivos em formato VCF a partir dos dados armazenados nas
bases de dados GenomicsDB criadas anteriormente. Para cada cromossomo, o0 comando
GenotypeGVCFs usa como referéncia o genoma de D. novemcinctus (.FNA) e os dados de
variantes armazenados no workspace GenomicsDB correspondente. O resultado de cada
execucdo foi um arquivo VCF comprimido (\VCF.GZ) contendo as variantes para o
cromossomo especifico — no caso, um arquivo .VCF.GZ para cada um dos 31 cromossomos
(originalmente 32, mas retiramos o cromossomo X da analise) e 507 arquivos para sequéncias
gendmicas ndo-localizadas (unlocalized genomic scaffolds) contidas no genoma de referéncia.
Em resumo, este processo transformou os dados de variantes armazenados em GenomicsDB
em arquivos VCF utilizaveis para analises subsequentes, permitindo a identificacdo e a
catalogacdo de variantes genéticas presentes em todas as espécies estudadas.

Utilizamos, entdo, o software GATK v4.4.0.0, com a ferramenta MergeVcfs, para
combinar os arquivos VCF resultantes do passo anterior em um Unico arquivo VCF
consolidado. Essa ferramenta tomou os arquivos VCF genotipados de cada cromossomo,
agrupando-os em um unico arquivo VCF, preservando todas as informacdes de variantes
genéticas. O resultado foi um arquivo VCF abrangente contendo todas as variantes genéticas
detectadas, organizado de maneira a permitir uma andlise eficiente dos dados genémicos.

Em seguida, utilizamos a ferramenta VCFtools v0.1.17 (DANECEK et al., 2011), com
a opcao —remove_indels, para filtrar as variantes relacionadas a inserc@es e delecGes, retendo
apenas 0s SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) no arquivo VCF combinado, contendo
dados de todas as especies estudadas. Esta operacédo |é o arquivo VCF comprimido contendo
todas as informagoes, remove as indels, e gera um novo arquivo VCF contendo apenas SNPs.
Apds esta etapa, usamos o software GATK v4.4.0.0, com a ferramenta IndexFileFeature, para
indexar o arquivo VCF resultante, o que facilita o acesso rapido e eficiente as variantes durante
a etapa seguinte.

Finalmente, obtivemos os valores para o célculo da heterozigosidade utilizando

novamente a ferramenta VCFtools v0.1.17, com as opg¢des —vcf e --het. Essa operacdo Ié o
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arquivo VCF indexado contendo apenas SNPs, e produz um arquivo de saida com os resultados
para cada espécie, contendo — entre outras métricas — o numero observado de sitios homozigotos
(Homabs), e 0 nimero total de sitios analisados (Nsities). Com essas informagdes, podemos
calcular a heterozigosidade observada (Hetoss), que representa a proporcdo de loci
heterozigotos no genoma de cada individuo, utilizando a equacéo:

Nitios— HOMgps (1)

Hetobs =

Niitios
Todas as operacdes descritas nesta se¢do foram realizadas no MCC (Morgan Compute

Cluster), da University of Kentucky.
4. Resultados e Discussao

4.1 Caracterizacao dos genomas de tatu-peba e tatu-canastra

Na Tabela 4 estdo apresentadas métricas importantes para a caracterizacdo das
montagens gendmicas do tatu-peba e do tatu-canastra, como as obtidas com a ferramenta
QUAST v3.2, a analise de completude com a ferramenta BUSCO v.5.4.6, e 0 nimero de
proteinas preditas com a ferramenta GeMoMa v1.9, antes e depois da desfragmentacdo com a
ferramenta RagTag v2.1.0. Apés a desfragmentacdo, observa-se melhorias significativas em
ambos 0s genomas, tanto em qualidade quanto em completude. No caso do tatu-peba, 0 nimero
de contigs foi reduzido para menos da metade (de 893416 para 341898), com um aumento no
numero de contigs maiores que 50 mil bases de 1 para 50, e 0 maior contig aumentou de 52902
para 146980839 bases. O N50 aumentou drasticamente de 4375 para 74732508 bases e 0 L50
reduziu de 172170 para 13, indicando uma montagem muito mais contigua. A porcentagem de
BUSCOs completos subiu de 27,5% para 87,2%, enquanto os BUSCOs ausentes diminuiram
de 55,1% para 8,7%. O namero de proteinas preditas também aumentou de 11528 para 20594,
Para o tatu-canastra, o0 nimero de contigs diminuiu de 1225376 para 453806, os contigs maiores
que 50 mil bases aumentaram de 3 para 41, 0 maior contig aumentou de 52668 para 80530518
bases, e 0 N50 aumentou de 1133 para 36956290 bases, com o L50 reduzindo de 360264 para
15. A porcentagem de BUSCOs completos aumentou de 6,2% para 26,0%, e os BUSCOs
ausentes diminuiram de 85,6% para 55,7%. O numero de proteinas preditas subiu de 4392 para
13592. Essas melhorias destacam a eficacia da ferramenta RagTag em aprimorar a montagem

e anotacdo dos genomas caracterizados aqui.
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Tabela 4: Caracteristicas das montagens gendmicas para o tatu-peba e tatu-canastra, obtidos
com a ferramenta QUAST v3.2, e analise de completude com a ferramenta BUSCO v.5.4.6,
bem como numero de proteinas preditas com a ferramenta GeMoMa v1.9, antes e depois da
desfragmentacdo com a ferramenta RagTag v2.1.0 utilizando o genoma de D. novemcinctus
como referéncia.

Tatu-peba Tatu-peba Tatu-canastra Tatu-canastra
pre-RagTag pbés-RagTag pré-RagTag pbs-RagTag
#contigs 893416 341898 1225376 453806
#contigs >50k bases | 1 50 3 41
maior contig (bases) | 52902 146980839 52668 80530518
N50 (bases) 4375 74732508 1133 36956290
L50 172170 13 360264 15
BUSCOs Completos | 27,5% 87,2% 6,2% 26,0%
BUSCOs Ausentes | 55,1% 8,7% 85,6% 55,7%
#proteinas preditas | 11528 20594 4392 13592

A cobertura média, estimada com a ferramenta BBMap v38.26, foi de 14,7x para o
genoma do tatu-peba, e de 9,6x para o do tatu-canastra. Esse valor se refere ao nimero médio
de vezes que uma base no genoma foi sequenciada, e valores baixos de cobertura significam
uma chance maior de que partes do genoma néo estdo representadas na montagem (Bushnell,
2014). A completude do genoma pode ser verificada, em certa medida, com o uso da ferramenta
BUSCO v5.4.6, pois — como 0s genes que fazem parte de um conjunto BUSCO para um
determinado grupo, como “mamiferos”, sdo selecionados de conjuntos ortélogos presentes em
pelo menos 90% desse grupo — hd uma expectativa evolutiva de que esses genes sejam
encontrados nas montagens genémicas de todas as espécies abrangidas por esse grupo. Caso
nédo sejam identificados genes BUSCO completos nas montagens objeto de analise, ou se apenas
uma porcentagem reduzida de genes BUSCO completos estiverem presentes, isso pode indicar
gue o sequenciamento ou a montagem falharam em capturar o conteido completo de genes
esperado do organismo (SIMAO et al., 2015).

Montagens gendmicas sao, essencialmente, conjuntos de contigs, ou seja, fragmentos
de DNA de tamanho variavel — produzidos a partir de reads de sequenciamento com regides de

similaridade sobrepostas, possibilitando sua agregacdo e formagdo de sequéncias maiores
22



durante o processo de clusterizagdo. Um genoma com alto nivel de fragmentacdo (N50 baixo,
L50 elevado) pode levar a dificuldades na etapa de predicdo das proteinas expressas (Cujos
resultados estdo descritos mais adiante), pois hd uma clara correlagédo entre a fragmentacéo de
um genoma e sua completude em termos de grupos BUSCO, onde a fragmentacdo tende a
diminuir as estimativas de completude devido a dificuldade de identificar todos os marcadores
ortologos Unicos em um genoma incompleto (MANNI et al., 2021). Esse efeito é visivel na
Tabela 4, onde podemos verificar que a desfragmentacédo — realizada com a ferramenta RagTag
v2.1.0 e refletida principalmente pelas métricas N50 e L50 — proporciona um aumento
significativo ndo somente na deteccdo de BUSCOs completos, mas também no nimero de
proteinas preditas com a ferramenta GeMoMa v1.9. E importante notar que o processo de
desfragmentacdo, apesar de ser realizado com auxilio de um genoma de referéncia (no caso, D.
novemcinctus) ndo transfere sequéncias de nucleotideos da referéncia para o genoma-alvo,
limitando-se a organizar e orientar os contigs existentes com base na homologia de sequéncia
com o genoma de referéncia (ALONGE et al., 2022).

Em nosso estudo, os resultados obtidos para os dois genomas aqui montados (Tabela
4) sdo coerentes com o fato de que o sequenciamento para o tatu-peba foi realizado em uma
lane em plataforma Illumina HiSeq2000, gerando reads de 100b que somam 39,3 Gbases,
enguanto o sequenciamento para o tatu-canastra foi realizado em meia lane em plataforma
Illumina HiSeq2500, gerando reads de 126b que somam 21,7 Gbases (Tabela 3): Apesar do
sequenciamento para o tatu-canastra ter sido feito em uma plataforma mais moderna e com a
geracdo de reads mais longos, o numero de nucleotideos sequenciados para esta montagem
genbmica é aproximadamente metade do encontrado na montagem feita para o tatu-peba,
levando a uma cobertura média inferior e consequentemente maior fragmentacao, limitando a
deteccdo de grupos BUSCO e a predicdo de proteinas expressas. Além disso, mesmo apés a
desfragmentacéo realizada com a ferramenta RagTag v.2.1.0, verificamos que a deteccdo de
BUSCOs completos para o tatu-canastra permaneceu baixa (26%), e a porcentagem de
BUSCOs ausentes continuou alta (55,7%). Isso fornece uma sélida indicacdo de que o
sequenciamento e, subsequentemente, a montagem do genoma, falharam em capturar o
conteudo completo de genes esperado para a espécie. Por esse motivo, a etapa da analise de
selecdo positiva, a seqguir, foi realizada separadamente para um grupo contendo 11 espécies de
xenartros (Tabela 3), e para um subgrupo com 10 espécies — do qual foi excluido o tatu-canastra
— pois a baixa completude desta montagem gendmica poderia limitar significativamente a

deteccdo dos ortélogos de copia Gnica no conjunto dos genomas estudados.

23



4.2. Analise de Selecéo Positiva

A analise com a ferramenta BUSCO v5.4.6 revelou que alguns dos genomas baixados
do GenBank (B. variegatus, C. unicinctus, C. vellerosus e M. tridactyla) apresentaram
porcentagens de BUSCOs completos inferiores a 70% (Tabela 5).

Tabela 5: Completude das montagens gendmicas de xenartros, avaliada com a ferramenta
BUSCO v5.4.6, utilizando o conjunto mammalia_odb10, criado em 08 de janeiro de 2024,
contendo 9226 genes ortélogos de mamiferos. Os genomas das especies destacadas em negrito
foram selecionados para desfragmentacdo com a ferramenta RagTag v2.1.0.

BUSCOs Completose Completose BUSCOs BUSCOs

Xenartros Completos Copia Unica Duplicados Fragmen-  Ausentes
(%) (%) (%) tados (%) (%)
B. variegatus 37,1 35,7 1,4 9,5 53,5
C. unicinctus 51,8 48,3 3,5 15,0 33,2
C. vellerosus 26,1 24,5 1,6 16,6 57,3
C. didactylus 95,9 89,8 6,1 0,7 3,4
C. hoffmanni 89,0 83,8 5,1 4,2 6,8
D. novemcinctus 94,1 90,9 3,3 1,2 4,7
M. tridactyla 67,5 65,6 1,9 11,9 20,6
T. tetradactyla 96,3 91,6 4,8 0,5 3,1
T. matacus 95,7 88,6 7,1 1,0 3,3
E. sexinctus 27,5 26,7 0,8 17,5 55,0
P. maximus 6,2 6,0 0,2 8,2 85,6

De acordo com o apresentado na secdo anterior, € possivel afirmar que as baixas
porcentagens de grupos BUSCO detectados provavelmente se deveram aos altos niveis de
fragmentacdo das montagens gendmicas, o que deveria também repercutir na etapa de predicéo
das proteinas expressas, feita com a ferramenta GeMoMa v1.9. Esta ferramenta extrai
evidéncias de proteinas conhecidas (referéncia), mapeia essas evidéncias para 0 genoma alvo
de maneira a identificar regides que possam codificar proteinas semelhantes, e entdo prediz a
estrutura de genes potenciais, incluindo a localizacdo de exons e introns (KEILWAGEN et al.,
2016). Assim, quanto menor o nivel de fragmentacdo de uma montagem genémica, mais

eficiente devera ser 0 mapeamento das proteinas do genoma-referéncia sobre o genoma-alvo.
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De fato, ap0s realizarmos a desfragmentacdo dos genomas com a ferramenta RagTag v2.1.0 e
refazermos a predicao das proteinas expressas com a ferramenta GeMoMa v1.9, constatamos

um aumento significativo nos nimeros de proteinas preditas (Tabela 6).

Tabela 6: Numero de proteinas preditas pela ferramenta GeMoMa v1.9, e aumento na
quantidade de proteinas preditas como resultado da desfragmentacdo realizada com a
ferramenta RagTag v2.1.0. Note-se que, para C. didactylus e D. novemcinctus (genomas de alta
qualidade, anotados e resolvidos ao nivel cromossémico), os valores de proteinas preditas
correspondem aos respectivos arquivos de proteinas expressas (.faa) baixados do GenBank.
N&o foi necessario usar RagTag com os genomas de C. hoffmanni, T. tetradactyla e T. matacus,
pois estes apresentaram altas porcentagens (> 85%) de BUSCOs completos.

BUSCOs BUSCOs #Proteinas #Proteinas
Xenartros Completos (%) Completos (%) Preditas Preditas

pré-RagTag pds-RagTag pré-RagTag pbs-RagTag

B. variegatus 37,1 55,5 12725 17756
C. unicinctus 51,8 93,9 22365 27606
C. vellerosus 26,1 76,1 13328 22179
C. didactylus 95,9 N/A 54527 N/A
C. hoffmanni 88,9 N/A 29166 N/A
D. novemcinctus 94,2 N/A 55228 N/A
M. tridactyla 67,5 95,6 23297 26086
T. tetradactyla 96,4 N/A 27283 N/A
T. matacus 95,7 N/A 27999 N/A
E. sexinctus 27,5 87,1 11528 20594
P. maximus 6,2 26,0 4392 13592

Isso repercutiu diretamente na deteccdo de ortdlogos de cdpia Unica realizada com a
ferramenta OrthoFinder v2.5.5 — que é projetada para lidar com a variabilidade na completude
dos genomas, mas a precisdo da inferéncia de ortdlogos ainda depende da qualidade dos dados
de entrada. Ou seja, genomas incompletos podem levar a resultados menos confiaveis, pois
genes ausentes ou fragmentados podem néo ser reconhecidos corretamente como ortologos

(EMMS & KELLY, 2019). No nosso estudo realizamos duas analises distintas com a
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ferramenta OrthoFinder v2.5.5 para cada grupo (o grupo com as 11 espécies de xenartros, e 0
subgrupo com 10 espécies, sem o0 tatu-canastra); uma, utilizando as proteinas preditas para 0s
genomas antes do tratamento com a ferramenta RagTag v2.1.0; e outra posterior a
desfragmentacédo. Os resultados (Tabela 7) confirmam a utilidade da ferramenta no processo

de determinacéo de ortélogos de coOpia Unica.

Tabela 7: Numero de genes ortélogos de cdpia unica identificados com a ferramenta
OrthoFinder v2.5.5 utilizando os arquivos de proteinas preditas (.FAA) antes e apos a
desfragmentacdo dos respectivos genomas com a ferramenta RagTag v2.1.0, para os dois
grupos de xenartros.

# ortdlogos de  # ortdlogos de
Grupos cépia Unica cépia Unica

pré-RagTag pds-RagTag

11 espécies 76 774

10 espécies 334 1347

Os arquivos FASTA de aminoacidos contendo os grupos de genes ortélogos de copia
Unica foram convertidos em formato FASTA de nucleotideos; as entdo sequéncias de codons
foram alinhadas, concatenadas e utilizadas para gerar arvores filogenéticas, que apresentaram
um padrdo satisfatorio (Figura 2) para utilizacdo nas analises de sele¢do positiva, a seguir.

A decisdo de ndo incluir um outgroup para o enraizamento da arvore filogenética no
teste de selecdo positiva com HyPhy v2.5.8, utilizando sua funcdo BUSTED (Branch-site
Unrestricted Statistical Test for Episodic Diversification), baseia-se na flexibilidade da
ferramenta, que pode ser aplicada para detectar selecdo diversificadora ao longo de genes
inteiros em ramos especificos de uma arvore filogenética, ainda que esta ndo esteja enraizada.
Assim, embora o enraizamento possa facilitar a interpretacdo da direcdo evolutiva, o
enraizamento ndo é um requisito para a execucao do teste BUSTED, o que simplifica a anélise
e elimina a necessidade de um outgroup que poderia introduzir variabilidade adicional
desnecessaria (KOSAKOVSKY POND et al., 2019).
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Figura 2: Arvores filogenéticas obtidas com a ferramenta 1Q-Tree2 v2.1.2, a partir de colecdes de genes ort6logos de copia tnica (774 genes para

0 grupo de 11 espécies, e 1347 para o subgrupo de 10 - com a remogéo do tatu-canastra, P. maximus) para os xenartros abordados neste trabalho.

Observa-se 0 agrupamento das espécies nas ordens (Folivora, Vermilingua, Cingulata) que comp&em a superordem Xenarthra.

11 Espécies

Tree scale: 0.01

+Bradypus variegatus

[+ lamandua tefradactyla

l—OMjrrmecophaga tridactyla

ECho[oepus hoffinanni Folivora
Choloepus didactylus
10 Espécies
Tree scale: 0.01
+Bradypus variegatus
Folivora

:Choloepus hoffmanni
Choloepus didactylus

+Dasypus novemcinctus

I:Euphracrm sexcinctus
Chaetophractus vellerosus

¢ Priodontes maximus

{:01bbzpeutm matacus
Cabassous unicinctus

[+ Iamandua tetradactyia

I—Oﬂ@rmecophaga tridactyla

I:O(I‘haelophmcrus vellerosus
Euphractus sexcinctus

_|:0To[ypeures matacus
Cabassous unicinctus

Vermilingua

- Cingulata

Vermilingua

+Dasypus novemcinctus

Cingulata

27



Cada arvore filogenética (Figura 2) foi utilizada, juntamente com suas respectivas
colecdes de alinhamentos de codons para genes ortélogos de cdpia Unica, como parametros de
entrada para a ferramenta HyPhy v2.5.8, fungdo BUSTED. A deteccdo de selegéo positiva
depende da capacidade de identificar sinais de selecdo em uma proporcéo significativa de sitios
dentro dos genes analisados. Isso significa que, para a eficacia de métodos como BUSTED, ¢
importante que haja uma proporcdo detectavel de sitios sob selecdo positiva para garantir
resultados estatisticamente robustos (KOSAKOVSKY POND et al., 2019). Assim, de acordo
com os parametros de filtragem estabelecidos — proporc¢éo de Selecéo Positiva > 5%, Razdo de
Evidéncia > 10; e P-valor < 0,05 — foram identificados, no grupo com 11 espécies, 29 genes
candidatos (de 774), e, no grupo com 10 espécies, 26 genes candidatos candidatos (de 1347).

Utilizamos o software DAMBE v7.3.32 para realizar o teste de saturacdo de Xia e
validar genes apontados pela anélise com HyPhy BUSTED como estando sob selecdo positiva.
A saturacdo de substituicdes ocorre quando mdltiplas substituicbes se acumulam no mesmo
locus, comprometendo a clareza do sinal evolutivo e a interpretacdo dos processos seletivos que
atuaram sobre os genes. No contexto da andlise de selecdo positiva de ortélogos de copia Unica,
0 teste de saturacdo de subsitui¢cGes de Xia assegura que os alinhamentos utilizados ndo estéo
saturados, garantindo que as inferéncias sobre selecdo positiva sejam precisas e confiaveis, e
confirmando a robustez dos genes candidatos identificados na anélise de selecdo (XIA, 2018).
Assim, com o teste de saturacdo, foram validados, no grupo com 11 espécies, um conjunto com
seis genes positivamente selecionados, e, no grupo com 10 espécies, um conjunto de 12 genes.

Todos os genes validados foram anotados com a ferramenta eggNOG v5.0.2 (Tabela 8).
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Tabela 8: Informacdes parciais referentes a anotacdo com a ferramenta eggNOG v5.0.2. Os trés primeiros genes da lista sdo provenientes dos dois
grupos (11 e 10 espécies), enquanto os trés seguintes sdo provenientes do grupo com 11 espécies, e 0s demais do grupo com 10 espécies.

Gene Nome Descricao PFAM COG #GO Terms
SCO_10.0131/ AKNAD1 AT-hook-containing transcription factor AKNA S Zero
SCO_11.0075

SCO_10.0331/ PPP1R14D protein phosphatase 1 regulatory PP1_inhibitor S 47
SCO_11.0195

SCO_10.0549/ SLC39A7 Solute carrier family 39 Zip P 173
SCO_11.0323

SCO_11.0112 CATSPER4  cation channel lon_trans PT 172
SCO_11.0557 FOXN1 lymphoid lineage cell migration into thymus Forkhead K 183
SCO_11.0618 STK35 kinase 35 Pkinase T 24
SCO_10.0241 PPBP Pro-platelet basic protein (chemokine (C-X-C motif) ligand 7) IL8 0 169
SCO_10.0352 CTSG Belongs to the peptidase S1 family Trypsin E 204
SCO_10.0372 CPAl Carboxypeptidase Al Peptidase_M14,Propep_M14,ShK 0 45
SCO_10.0620 HOXC10 spinal cord motor neuron cell fate specification DUF3528,Homeobox K 146
SCO_10.0689 TMA4SF20 Negative regulation of proteolysis L6_membrane S 53
SCO_10.0694 C2orf82 Domain of unknown function (DUF4690) DUF4690 S 18
SCO_10.0717 C9orf131 protein C9orf131 homolog FAM75 S Zero
SCO_10.1006 KRT10 Keratin, type I cytoskeletal 10 Filament S 79
SCO_10.1177 PYCARD Apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD CARD,PYRIN S 495
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Nota-se, primeiramente, que as analises com 0s grupos de xenartros com 11 e 10
espécies levaram a identificacdo de 3 genes positivamente selecionados em comum; porém,
nem todos 0s genes sob sele¢do positiva do primeiro grupo foram identificados no segundo,
apesar do grupo com 10 espécies ser um subgrupo do com 11 espécies. Para explicar isso,
podemos argumentar que, quando uma espécie é removida da analise, o alinhamento das
sequéncias pode mudar, levando a diferencas na forma como os sitios sdo alinhados e
interpretados. Isso pode impactar diretamente a deteccao de selecdo positiva, pois alinhamentos
diferentes podem gerar sinais evolutivos distintos, 0 que, por sua vez, afeta os resultados dos
testes de selecdo positiva (BOOKER et al., 2017). Além disso, a presenca ou auséncia de uma
espécie pode alterar a arvore filogenética geral e as relagdes evolutivas entre as espécies
restantes. Essa mudanca no sinal filogenético pode afetar a deteccao de sele¢do, ja que métodos
como o HyPhy BUSTED baseiam-se na estrutura da arvore filogenética para inferir pressoes
seletivas. A remocdo de uma espécie pode tanto destacar quanto obscurecer sinais de selecdo
positiva, dependendo de sua historia evolutiva e das relacbes com outras espécies (BERRIO et
al., 2020).

Dentre 0s genes que apresentaram sinais de selecao positiva, podemos destacar o gene
KRT10, Keratin, type | cytoskeletal 10. Este gene participa na codificacdo de queratina, uma
proteina particularmente importante para o desenvolvimento de caracteristicas marcantes nos
tatus, como a presenca de uma carapaca dura e resistente, das garras fortes usadas para cavar e
forragear, e de uma pele protetora. Em termos de performance ou fitness, este gene pode ter
sido de grande relevancia para o grupo, conferindo protecdo ao animal contra estresses
ambientais e predadores, 0 que representaria, portanto, uma vantagem adaptativa. No contexto
do entendimento dos processos de diversificacao e evolucdo das espécies, o que se pode afirmar
— ainda que com cautela — é que os genes positivamente selecionados podem ter conferido
vantagens evolutivas aos animais pois, mesmo que a selecdo positiva ndo garanta que todas as
mudancas sejam benéficas, é razodvel supor que muitas das mutacdes selecionadas
positivamente desempenharam algum papel adaptativo (BOOKER et al., 2017). No entanto,
ainda que métodos estatisticos possam sugerir selecdo positiva, em diversos casos é necessario
confirmar se as mutagdes observadas realmente conferiram vantagens adaptativas através de
experimentos ou observacodes adicionais (BERRIO et al., 2020).

Feitas as devidas ressalvas quanto a necessidade de observagdes adicionais, um outro
gene positivamente selecionado que poderia ser destacado é o HOXC10, Homeobox C10, que
atua na regulacdo do desenvolvimento anatdémico, especialmente na especificacdo das células

motoras na medula espinhal, particularmente nas divisdes lombares (MGI, 2024). Em xenartros,
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este gene pode ter desempenhado um papel importante nas adaptacdes locomotoras. Por
exemplo, tatus sdo escavadores proficientes, usando membros anteriores poderosos para cavar
tocas, 0 que requer coordenacdo motora precisa e forca muscular, possibilitadas pelo
desenvolvimento adequado dos neurdnios motores controlados por HOXC10. Tamanduds
possuem membros adaptados para cavar e abrir formigueiros e cupinzeiros, enquanto preguicas
dependem de musculatura e controle motor especificos para se locomoverem entre galhos.
HOXC10 regula a formacdo e funcdo dos neurdnios motores, podendo ter contribuido
diretamente para essas capacidades motoras distintas, conferindo vantagens adaptativas que
permitiram aos xenartros explorar seus nichos ecoldgicos de maneira eficaz (MGlI, 2024).
Ainda entre os genes listados na Tabela 8, alguns podem ter conferido vantagens
adaptativas significativas aos xenartros no que diz respeito aos seus sistemas imunes. O gene
FOXNL1, que regula a migracdo de celulas linfoides para o timo, € fundamental para o
desenvolvimento do sistema imunolégico. Um timo bem desenvolvido é crucial para a
maturacao dos linfocitos T, que desempenham um papel central na resposta imune adaptativa.
Nos xenartros, essa adaptacdo pode ter sido especialmente vantajosa para lidar com a
diversidade de patégenos encontrados em seus habitats variados, que incluem solos ricos em
microorganismos. Outro gene relevante é o PPBP, que codifica uma proteina basica pro-
plaquetaria e atua na sinalizacdo e recrutamento de células imunes. Esse gene pode ter
contribuido para uma resposta inflamatdria eficiente, essencial para a cicatrizagéo de feridas e
defesa contra infec¢fes. Considerando que muitos xenartros, como 0s tatus, frequentemente
escavam e podem se ferir, e que tamanduas — que consomem grandes quantidades de formigas
e cupins — precisam lidar com as defesas quimicas desses insetos, e que preguicas — que vivem
nas copas das arvores e tém um metabolismo lento — sdo suscetiveis a infeccbes de pele e
parasitas, uma resposta inflamatdria robusta seria uma vantagem significativa para a
sobrevivéncia. O gene PYCARD também desempenha um papel importante na imunidade,
sendo envolvido na regulacdo da apoptose e resposta inflamatéria. A capacidade de controlar a
morte celular programada e regular a inflamagéo é importante para manter a homeostase celular
e a defesa contra infecgdes. Essas especificidades dos sistemas imunes dos xenartros, como a
maturacdo eficiente dos linfocitos T, respostas inflamatdrias robustas e controle eficaz da
apoptose, poderiam ter sido favorecidas pela sele¢do positiva nesses genes, proporcionando
uma vantagem adaptativa crucial para a sobrevivéncia e sucesso dessas espécies em seus

respectivos nichos ecologicos.
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Alguns dos genes identificados estdo relacionados a processos digestivos e podem ter
conferido vantagens adaptativas aos xenartros, considerando suas peculiaridades em termos de
habitat e alimentagdo. O gene CTSG, que pertence a familia das peptidases S1, e o gene CPAL,
que codifica a carboxipeptidase Al, estdo diretamente envolvidos na digestdo de proteinas. A
carboxipeptidase Al é uma enzima exopeptidase que remove aminoacidos das extremidades
das proteinas (CATASUS et al., 1992), enquanto as peptidases S1, como a CTSG,
desempenham papel na clivagem de ligacGes peptidicas internas (TURK, 2006). Essas enzimas
sdo cruciais para a digestao eficiente de proteinas, possivelmente introduzindo uma vantagem
adaptativa em xenartros — que possuem dietas variadas — permitindo-lhes maximizar a extracao
de nutrientes dos alimentos disponiveis em seus habitats especificos.

Apesar da regressdo dentéria ser uma caracteristica marcante dos xenartros, nossa
andlise de selecdo positiva ndo identificou genes dentéarios como alvo de sele¢do positiva dentro
do grupo. A principal razao para isso € que a regressao dentaria nos xenartros é um fenémeno
associado a selecdo relaxada e a deriva genética, ao invés da selecdo positiva. A selecdo positiva
tipicamente envolve mutagdes que conferem uma vantagem adaptativa, levando ao aumento da
frequéncia dessas mutacGes na populacdo. Essas mutacOes geralmente resultam em novas
funcbes ou na melhoria de funcBes existentes, refletindo-se em uma razdo dN/dS (taxa de
substituicdes ndo-sindnimas para sindnimas) maior que 1. No caso da regressao dentaria dos
Xenartros, 0 processo ocorre através da acumulacdo de mutagdes inativadoras nos genes
dentérios, como inserc6es de frameshift, dele¢bes, codons de parada prematuros e mutagdes nos
locais de splicing (EMERLING et al., 2022). Essas mutacdes resultam na perda de funcdo dos
genes, um processo que é caracteristico da selecdo relaxada. Quando uma caracteristica se torna
menos necessaria devido a mudangas no ambiente ou na dieta, a pressao seletiva para manter
essa caracteristica diminui. Isso permite que mutagBes inativadoras se acumulem e,
eventualmente, se fixem na populacdo através da deriva genética. Portanto, as analises de
selecdo positiva, que buscam sinais de aumento na frequéncia de mutagcbes benéficas, ndo sdo
adequadas para detectar a perda de funcéo dentaria. Em vez disso, a pseudogenizacdo dos genes
dentarios nos xenartros foi identificada por meio de anéalises que revelaram padrées de selecao
relaxada e acumulagdo de mutacdes inativadoras compartilhadas entre diferentes espécies.
Assim, embora a regressao dentaria seja uma caracteristica notavel dos xenartros, a natureza do
processo evolutivo subjacente explica a auséncia de deteccdo de selecdo positiva em nossos

estudos.
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4.3. Analise de Heterozigosidade Autossdmica

Apos a obtencdo do arquivo VCF contendo os dados filtrados (indels removidos, e

mantendo-se apenas 0s SNPs) de todos os sitios variantes das 10 espécies de xenartros em

relacdo ao genoma-referéncia (D. novemcinctus), a ferramenta VCFtools v0.1.17 foi utilizada

para produzir os resultados descritos na Tabela 9, utilizando a equacéo (1) para calcular as

heterozigosidades observadas (Hoss) para todas as espécies, representadas sob a forma de

grafico na Figura 3.

Tabela 9: Resultados do teste de heterozigosidade autossdmica.

#Sitios #Sitios Heterozigosidade
Xenartros homozigotos observados Observada
observados totais
(Homoas) (Nisitios) (Hetogs)
B. variegatus 238934657 242443833 0,01447
C. vellerosus 238523113 242418151 0,01607
C. didactylus 241699832 242524923 0,00340
C. hoffmanni 242485511 242570015 0,00035
D. novemcinctus 240155857 242627025 0,01019
M. tridactyla 241632170 242545145 0,00376
T. tetradactyla 241250043 242523720 0,00525
T. matacus 238892737 242419477 0,01455
E. sexinctus 239047500 242468099 0,01411
P. maximus 240788282 242295362 0,00622

Os resultados do estudo de heterozigosidade autossomica indicaram que M. tridactyla

e P. maximus, ambos considerados “Vulneraveis” pela IUCN, apresentam heterozigosidade

relativamente baixa, sugerindo uma diversidade genética reduzida que pode estar associada a

eventos demograficos e genéticos historicos relacionados ao seu atual status de vulnerabilidade.

Em contraste, T. matacus, classificado como “Quase Ameacado”, exibe um valor de

heterozigosidade relativamente alto, comparavel ao de algumas espeécies classificadas como
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“Menos Preocupantes”. C. hoffmanni, apesar de ser “Menos Preocupante”, apresenta a menor
heterozigosidade entre todas as espécies estudadas, tais dados podem indicar baixa
variabilidade genética, possivelmente devido a um histdrico de inbreeding ou uma populagéo
pequena e isolada. Esses dados sdo importantes para direcionar estratégias de conservacéo,
destacando espécies com menor diversidade genética que podem necessitar de atencdo imediata

para evitar um declinio populacional maior (SUPPLE & SHAPIRO, 2018).

Figura 3: Gréfico da heterozigosidade autossdmica observada para as onze espécies de
xenartros abordadas, incluindo o status atualmente atribuido a cada espécie pela IUCN (LC:

Pouco Preocupante; NT: Quase Ameacada; VU: Vulneravel).
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Estratégias de conservacdo para M. tridactyla, P. maximus e C. hoffmanni (apesar do
status deste ultimo ser considerado “Pouco Preocupante”) poderiam incluir a identificagao de
regides gendmicas com alta e baixa diversidade genética para entender questdes de adaptagdo
local e a selecdo purificadora. Além disso, a analise de variantes genéticas potencialmente
deletérias pode ajudar a informar sobre o impacto da endogamia e a necessidade de intervencdes
— como a translocacédo de individuos para promover o resgate genético. A presenca de alelos

adaptativos é crucial para a sobrevivéncia a longo prazo e deve ser considerada no planejamento
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de acbes de conservacdo, como a translocacdo de individuos para aumentar a diversidade
genetica e reduzir a carga mutacional de alelos deletérios (VAN DER VALK et al., 2024).
Além disso, C. vellerosus, C. didactylus, M. tridactyla, T. tetradactyla, e T. matacus sao
espécies cujos reads de sequenciamento foram depositados no SRA pelo San Diego Zoo. Neste
contexto, seria importante saber se estes espécimes se tratam de animais silvestres ou nascidos
em cativeiro. Tal dado pode ser importante para inferir se estes achados se devem as questdes
de manejo para produzir as geragdes em cativeiro, que comumente apresentam o efeito fundador
e/ou aumento da endogamia com perda de heterozigosidade, devido ao baixo nimero de
reprodutores utilizados em condigdes ex-situ; ou se as pressdes que 0 meio ambiente impde as
populacdes dessas espécies na natureza, incluindo eventos historicos que resultaram na baixa

diversidade observada para algumas das espécies.

5. Conclusoes

Este trabalho, focado nas espécies E. sexcinctus (tatu-peba) e P. maximus (tatu-
canastra), cujas montagens gendmicas sdo inéditas, possibilitou a descri¢do de dois genomas
para o grupo dos tatus. As montagens genémicas inéditas de E. sexcinctus e P. maximus somam-
se as nove ja existentes para xenartros, aumentando a representatividade genémica de um clado
com apenas 31 espécies viventes e uma histéria evolutiva de milhares de espécies extintas.

A caracterizacao gendmica revelou desafios na montagem dos genomas, especialmente
para P. maximus, cuja baixa cobertura e elevada fragmentacdo limitaram a completude do
conteudo génico e, consequentemente, a predi¢do de proteinas expressas. A ferramenta RagTag
v2.1.0 desempenhou um papel notavel na desfragmentacéo das montagens, possibilitando um
aumento significativo na predicdo de proteinas expressas e subsequente deteccdo de genes
ortologos de cdpia Unica.

Além da caracterizacdo dos genomas, os dados de diversidade genética e de genes sob
selecdo positiva, a luz dos status de conservacao das espécies abordadas, adicionam importantes
contribuigdes aos xenartros cujos genomas e dados de sequenciamento se encontram atualmente
disponiveis publicamente, descrevendo caracteristicas gendmicas, filogendmicas e de

heterozigosidade autossémica dessas espécies.
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A andlise de selecdo identificou 15 genes sob selecdo positiva que podem ter conferido
vantagens evolutivas aos xenartros, e a diferenca nos genes identificados entre os grupos de 11
e 10 espécies destacou a influéncia da composigdo do grupo no processo de deteccéao de selecao
positiva.

Os resultados da heterozigosidade autossomica mostraram variagcées significativas entre
as espécies. O tamandué-bandeira (M. tridactyla) e o tatu-canastra (P. maximus), classificados
como "Vulneraveis" pela IUCN, apresentaram baixa heterozigosidade autossémica, indicando
diversidade genética reduzida. Em contraste, 0 mataco (T. matacus), classificado como "Quase
Ameacado", exibiu alta heterozigosidade.

As analises realizadas neste estudo, incluindo montagem gendmica, selecdo positiva e
heterozigosidade autossémica, fornecem dados detalhados sobre a diversidade genética e
evolucdo dos xenartros, contribuindo para a compreensdo dessas espécies e suas necessidades

de conservacao.
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