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Resumen

La histdrica Evaluaciéon Global de Anfibios (GAA2) del 2022 revela que el 40,7% de
anfibios registrados estan globalmente Frente a esta situacién, la obtencion del genoma
mitocondrial (mitogenoma) se considera esencial para la conservacion y estudios
filogenéticos efectivos. Es crucial secuenciar y anotar éstos mitogenomas, debido a que
aun existen vacios en la informacion genética. La secuenciacion de proxima generacion
(NGS) ofrece una alternativa para obtener y analizar grandes cantidades de datos
genéticos en un corto periodo de tiempo, con mayor precision y actualmente a un costo
relativamente bajo. Este enfoque, combinado con innovadoras herramientas
bioinformaticas, nos permiti6 caracterizar el mitogenoma completo de Atelopus
bomolochos, sapo de la familia Bufonidae, considerado en Peligro Critico de extincion.
Se logro codificar un total de 18399 pb, siendo el primer mitogenoma secuenciado y
anotado para esta especie. Ademas, se presenta la filogenia con datos de 133
mitogenomas de anfibios disponibles en la base de datos del National Center for
Biotechnology Information (NCBI).

Estos avances constituyen un gran aporte a la genémica de la conservacion,
herramientas y técnicas genéticas para preservacion y gestion de especies en peligro
de extincion, garantizando su supervivencia a largo plazo de las poblaciones silvestres
y la biodiversidad en general.

Palabras clave: Mitogenoma, conservacién, gendmica de la conservacion,
secuenciacion de préxima generacion (NGS), bioinformatica, filogenia



Abstract

The historic Global Amphibian Assessment (GAA2) of 2022 reveals that 40.7% of
registered amphibians are globally threatened. Faced with this situation, obtaining the
mitochondrial genome (mitogenome) is considered essential for effective conservation
and phylogenetic studies. It is crucial to sequence and annotate these mitogenomes as
there are still gaps in genetic information. Next-generation sequencing (NGS) provides
an alternative to obtain and analyze large amounts of genetic data in a short period, with
greater precision and currently at a relatively low cost. This approach, combined with
innovative bioinformatic tools, allowed us to characterize the complete mitogenome of
Atelopus bomolochos, a toad from the Bufonidae family, considered critically
endangered. A total of 18,399 base pairs were encoded, marking the first sequenced
and annotated mitogenome for this species. Additionally, the phylogeny is presented with
data from 133 amphibian mitogenomes available in the National Center for
Biotechnology Information (NCBI) database.

These advancements constitute a significant contribution to conservation genomics,
employing genetic tools and techniques for the preservation and management of
endangered species, ensuring their long-term survival in the wild and overall biodiversity.

Keywords: Mitogenome, conservation, conservation genomics, next-generation
sequencing (NGS), bioinformatics, phylogeny.



Secuenciamiento de ADN de alto peso molecular mediante nanopore:
Genética descriptiva mitocondrial de una especie de Bufonidae (Atelopus
bomolochos)

Ricardo Xavier Caiza Ortiz
1Grupo de investigacion en Biogeografia y Ecologia Espacial, Universidad Regional

Amazonica Ikiam, Parroquia Muyuna, Kildbmetro 7 via a Alto Tena, Ecuador

Introduccién

Los anfibios son uno de los grupos de vertebrados que exhiben una extraordinaria
riqueza convergente a la variabilidad de sus ecosistemas [1,2]. Pese a esto, se los
considera como uno de los taxones mas amenazados, produciéndose extinciones de
especies y disminuciones de poblaciones en todo el mundo, incluso en habitats
protegidos y aparentemente pristinos [3-5]. Su ectotermia los vuelve particularmente
vulnerables a cambios ambientales (humedad y temperatura principalmente), asi como,
a enfermedades infecciosas [6-8]. La pérdida de habitat, el cambio climético y las
enfermedades infecciosa, son importantes factores que amenazan a las poblaciones de
anfibios [3,9,10].

La histdrica Evaluacion Global de Anfibios (GAA2) llevada a cabo en el 2022 revela que
de las 8011 especies de anfibios registradas en la Lista Roja de la Unién Internacional
para la Conservaciéon de la Naturaleza (UICN, por sus siglas en inglés) a nivel global
[11,12], el 40,7% (2.873) estan globalmente amenazados (es decir, las categorias de la
Lista Roja de la UICN En Peligro Critico, En Peligro y Vulnerable), en comparacién con
el 37,9% (2.681) en 1980 y el 39,4% (2.788) en 2004 [11]. Segun Luedtke et al. (2023)
éste incremento se debe a la pérdida y degradacion de habitat debido a factores
antropicos, efectos del cambio climéatico y las enfermedades como los brotes de

quitridiomicosis [11,13].

Ecuador es uno de los paises con mayor niumero de anfibios [1]. En el estudio publicado
por Ortega et al. (2021), registra 635 especies de anfibios en el Ecuador de las cuales
el 57% (363 especies) estan categorizadas como Amenazadas, el 12% (78 especies)
como Casi Amenazadas, el 4% (26 especies) como Datos Insuficientes y el 27% (168

especies) como Preocupacién Menor [10]. Segun el portal Bioweb de la Pontificia
1



Universidad Catolica del Ecuador (PUCE) en el Ecuador habitan 678 especies de
anfibios en el Ecuador, siendo 325 endémicas, Ecuador cuenta con la abundancia mas
alta por unidad de area (~2590 especies por cada millén de km?) lo cual lo convierte en
la region del planeta con la concentracion mas variada de ranas y sapos [2,14,15]. Esta
inmensa diversidad numérica va de la mano de la diversidad genémica, protedmica,
morfoldgica, ecoldgica, etoldgica, de formas de vida, de usos biomédicos potenciales,
de conocimientos ancestrales, las cuales por si solas o en conjunto justifican por demas
gue ésta riqueza anfibia sea considerada un patrimonio natural de la humanidad y por

ende su investigacion y conservacion sean prioritarias [2,14].

Atelopus bomolochos es una especie de sapo perteneciente a la familia Bufonidae. Esta
especie se distribuye en las estribaciones surorientales de la cordillera de los Andes de
Ecuador (registrado Unicamente en las provincias de Cafiar, Azuay y Loja) [16,17].
Habita en bosques nubosos de alta montafia entre los 2800 y 3200 metros sobre el nivel
del mar [17-19]. Debido a su distribucion restringida, especialistas de la UICN afirman
gue se encuentra en peligro critico de extincion, debido a la pérdida y fragmentacion de
su habitat, la contaminacion y las enfermedades infecciosas [10]. A. bomolochos es una
rana mediana de color amarillo, amarillo con café o verde amarillento, por lo general con
puntos negros en el dorso y vientre de amarillo a naranja. Presenta verrugas en los
flancos, patas cortas y el primer dedo de la mano no tiene membrana; llegando a medir
en su longitud rostro cloacal (LRC) un promedio de 39.6 mm en machos y 47.5 mm
para las hembras. Su alimentacién se basa en pequefios insectos y aracnidos [17].
Desafortunadamente, la riqueza de los anfibios Andinos es casi desconocida, esto se
debe a que muchos de ellos habitan en areas de dificil acceso, son relativamente
pequefios y de habitos nocturnos, e incluso, algunas especies pueden llegar a
extinguirse sin antes haberse registrado o haber conocido su existencia [5,14]. Aungque
la principal ruta para preservar la biodiversidad engloba la proteccion de especies y la
restauracion de habitats y ecosistemas, la gendmica proporciona una gama de
herramientas novedosas en rapida expansién para caracterizar la biodiversidad y

ayudar a dichos esfuerzos de conservacion [20-22].

Los avances en las tecnologias de secuenciamiento se basan en una combinacion de
secuenciacion de lectura larga (del inglés, long reads) de una sola molécula, ya sea
secuenciacién en tiempo real de molécula Unica (SMRT) de PacBio o secuenciacion de
Oxford Nanopore Technologies (ONT)] [20,23]. EI método de secuenciamiento de

nanoporos ONT, constituye un gran avance en la biologia molecular debido a sus
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multiples ventajas: portabilidad (dispositivo de bolsillo MinlON), costo reducido y relativa
simplicidad para su configuracién y operacion en comparacion con las plataformas de
secuenciacion tradicionales [24]. Esto ha dado lugar a la era de la gendmica, en la que
los enfoques holisticos de todo el genoma estan reemplazando rapidamente los
enfoques tradicionales de conservacion [25,26]. El mantener la diversidad genética es
un componente importante de la viabilidad de la poblacién, ya que ayuda a mitigar los
efectos negativos asociados con la endogamia y arma a las poblaciones con el potencial

de adaptarse a futuros cambios ambientales [20,21,27].

El genoma mitocondrial (mitogenoma) de una especie es un recurso esencial para su
conservacion efectiva y estudios filogenéticos, siendo de tamafio compacto en animales
[28]. Normalmente estdn organizados en una sola molécula circular de
aproximadamente 16 Kb (11 - 50 Kb) de longitud. El secuenciamiento y anotacion del
mismo permite acufiar esfuerzos en lo que se denomina como gendmica de la
conservacion la cual, gracias a los genomas de referencia (ensamblajes de genoma
altamente contiguos, precisos y anotados), mejoran en gran medida los estudios

genomicos, tanto experimental como analiticamente [20,26,28,29].

Los mitogenomas de Anura son moléculas circulares bicatenarias cerradas, con una
longitud aproximada de 16-24 kb [30]. Estas se consideran marcadores moleculares
valiosos para el analisis de la estructura poblacional, relaciones filogenéticas y el tiempo
de divergencia [31,32]. Su pequefio tamafio, la ausencia de recombinacién, una tasa de
evolucién rapida, conservacién genética y organizacion gendémica, asi como la herencia

materna, los convierten en herramientas significativas en estudios relacionados [31,33].

Este es el primer estudio a nivel local enfocado en la gendmica de conservacion. La
presente investigacion tuvo por objetivo aportar con nuevos conocimientos sobre el
mitogenoma completo de A. bomolochos permitiendo explorar su variabilidad genética

y posicion filogenética.



Metodologia

Sitio de muestreo

El sitio de muestreo se ubica en la localidad de Cerro Negro (3.15675° S, 78.84538° W,
a 3064 m.s.n.m.) (Figura 1). Cerro Negro se localiza en la zona andina (paramo), su
temperatura media es de 15 °C, la lluvia cae sobre todos los meses del afio, y la
precipitacion media anual es 1045 mm. La muestra fue donada por el Bioparque Amaru
de la ciudad de Cuenca, siguiendo el protocolo de embalaje y transporte de érganos,
tejidos, células del Instituto Nacional de Donacion y Trasplante de Organos, Tejidos y
Células [34].
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Figura 1. Locacion de colecta de la muestra de tejido donada por el Biocentro Amaru,

Localidad de Cerro Negro, 3.15675°S, 78.84538° W, 3064 m.s.n.m.

Realizado por: Ricardo Caiza




Permiso de colecta y procesamiento de la muestra

Este proyecto de investigacion fue realizado bajo el Contrato Marco de Acceso a
Recursos Genéticos Nro. MAE-DNB-CM2018-0081, dentro del proyecto titulado:
“Whole-genome sequencing with Nanopore technology of Atelopus spp. (Anura:

Bufonidae) Critically Endangered toads in Ecuador”.

Extraccién de ADNg de alto peso molecular

La extraccién de ADNg se llevé a cabo a partir de los 20 mg de tejido dactilar, tomados
de la falange de un espécimen macho adulto de A. bomolochos, siguiendo el protocolo
de Monarch HMW DNA Extraction Kit for Tissue (3060) (Material suplementario). Para
la cuantificacién y determinacién de la pureza del ADNg extraido se utilizé el equipo
NanoDrop™ One/Onec Microvolume UV-Vis Spectrophotomer (Thermo Scientific ,

Waltham, USA) empleando 2 pl de la muestra.

Para visualizar y estimar el tamafio del ADNg se utiliz6 un gel de agarosa al 1%, con el
sistema de electroforesis BlueGel™ (MiniPCR, Cambridge, MA, EE. UU.) y la tincion
Safe DNA gel Statin (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) junto con un marcador de peso
10Kb, Fast DNA Ladder (New England BioLabs, Ipswich, MA, USA).

Secuenciacién con plataforma nanopore

La muestra fue preparada de acuerdo al protocolo: Ligation sequency kit (SQK-LSK110)
(ONT, Oxford, UK) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para la reparacion del
ADNg y preparacién de terminales, los 2.36 g de ADNg obtenidos se diluyeron en un
volumen final de 49 uL con agua libre de nucleasas, utilizando la mezcla de NEBNext
FFPE Repair Mix (NEB, M6630) y NEBNext Ultra 1l End repair/dA-tailing Module (NEB,
E7546) respectivamente. La muestra obtenida fue purificada con perlas magnéticas
Mag-Bind® TotalPure NGS (Omega Bio-tek, Inc., Norcross, GA) y se cuantificd con el
kit de fluorémetro Qubit 4 (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.). Paralaligaduray limpieza
del adaptador se trabaj6 con los reactivos suministrados por el kit de ADN genémico por
ligaciéon (SQK-LSK110; ONT, Oxford, Reino Unido). Se utilizé una celda de flujo R10.4.1
MinlON para la secuenciacion (FLO-MIN111; ONT, Oxford, Reino Unido). Antes de
cargar la libreria, la celda de flujo se preparé utilizando Flow Cell Priming kit (EXP-

FLP002). La mezcla de carga tuvo un volumen final de 75 pL y se preparé con 37.5uL

6



de Sequencing Buffer Il (SBIl), 25uL de Loading Beads Il (LBII) y 19 fmol de biblioteca
de ADNg contenida en 12 pl.

La secuenciacion se realizé en un secuenciador MinlON mklb (ONT, Oxford, Reino
Unido), con el software MinKNOW v22.08.9 que integra el software Guppy v5.0.11 y se
selecciond la llamada de bases de super precision (basecalling) para filtrar lecturas por
calidad >8. Otros pardmetros se mantuvieron en sus valores predeterminados. El tiempo
de secuenciacion fue de 15 horas. Una vez transcurrido el tiempo de secuenciacién, se
desconecto el equipo y se limpid la celda de flujo (FLO-MIN111; ONT, Oxford, Reino
Unido) con el kit de limpieza (EXP-WSH004; ONT, Oxford, Reino Unido) siguiendo las

instrucciones de fabrica. Finalmente, la celda de flujo se almacené a -4 °C.

Procesamiento bioinformatico

Los archivos FASTQ resultantes del software MinKNOW fueron concatenados en un
solo archivo. Para evaluar su rendimiento de secuenciacion, se realizaron recuentos de
bases y lecturas, y se trazaron histogramas de longitud de lectura para el conjunto de
datos mediante la herramienta NanoPlot [35]. Se us6 la herramienta desarrollada por
Sierra et al. (2020) mtBlaster una estrategia basada en BLAST (disponible en

https://github.com/nidafra92/squirrel-project/blob/master/mtblaster.py), para seleccionar

Unicamente las lecturas correspondientes a ADN mitocondrial (ADNmt) [24]. Se utilizd
el mitogenoma de Bufo gargarizans (GenBank: NC_008410.1) como secuencia de

referencia [24].

Para el archivo FASTQ resultante se utilizé Porechop para descartar las secuencias que
contienen adaptadores o regiones no deseadas en el medio de la lectura [36]. Para filtrar
por calidad Q>8 se utilizé la herramienta NanoFilt [37], de acuerdo a los histogramas
obtenidos mediante NanoPlot [35]. El borrador del ensamblaje de lecturas de ADNmt
se pulio utilizando Flye/minimap2 [38,39]; para posteriormente pulir el borrador de
ADNmt resultante con una corrida en el software de Racon [40]. Para el pulido final, se
modificaron parametros en la linea de comando “Variantes de Nanopolish”, como:
ploidia que se establecié en “1” (--ploidia 1), combinaciones maximas de haplotipos se
restringieron a 1 (-x 1) y se habilit6é el llamador de homopolimero (--fix-homopolymers)
[24].

La anotacibn mitogenoma fue realizada en MITOS Web Server (disponible en:
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https://github.com/nidafra92/squirrel-project/blob/master/mtblaster.py

http://mitos.bioinf.uni-leipzig.de/), con lo que se obtuvo un archivo .bed que contiene las

anotaciones del mitogenoma de A. bomolochos. Finalmente, para corregir errores y
corroborar las anotaciones se utilizé la secuencia anotada del mitogenoma de
Phyllobates terribilis (NC_037380.1) a través del algoritmo de alineamiento por
referencia en el programa Geneious Prime® v2023.2.1. El procedimiento completo para

la reconstruccién del mitogenoma se esquematiza en la Figura 2.

Lecturas crudas
provenientes del software
MinKNOW

Guppy
Basecaller

NanoPlot

Seleccién de lecturas de
ADNmt (mtBlaster)

1 Porechop
S

NanoFilt
P Q>8

Flye /
minimap2

Racon
Polishing

Nanopolish
--ploidy 1
=x1
-fix-homopolimers

MITOS
web server

Geneious

« Corregir anotaciones del
mitogenoma “Mitogenoma
de novo curado final”

Figura 2. Pipeline desarrollado por autoria propia
con referencia en el trabajo de Sierra et al.
(2020).
Realizado por: Ricardo Caiza


http://mitos.bioinf.uni-leipzig.de/

Reconstruccion filogenética

La reconstruccion filogenética se realiz6 descargando los mitogenomas completos
anotados, disponibles en El Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica (NCBI, por
sus siglas en inglés) para construir una base de datos. La blsqueda se realizé bajo los
siguientes  parametros: “"complete mitochondrial genome"[All Fields] AND
("Amphibia"[Organism] OR amphibia[All Fields]) AND (animalslfilter] AND
mitochondrion(filter]), con lo cual se obtuvo un total de 269 mitogenomas; ademas se
afadi6 a la base de datos el mitogenoma de Atelopus flavescens (GenBank:
OM461330.1) el cual se encuentra secuenciado, mas no anotado. Posteriormente se
hizo una seleccion manual de mitogenomas, separando aquellos que se encontraban
duplicados o no cumplian con el tamafio (10.000 — 25.000 pb), para ser considerados

como genomas mitocondriales, obteniendo asi un total de 133 mitogenomas.

La alineacion se realizé utilizando la herramienta MAFFT V7.490 con los siguientes
parametros: Algoritmo de alineacion: automatico, matriz de puntuacion: 200PAM / k=2,
la penalizacion por apertura de gap (Gap open penalty) = 1.53 y el valor de
compensacion o desplazamiento (offset value) = 0.123 [41,42]. Una vez obtenida la
alineacién se procedié a seleccionar y eliminar zonas no homélogas y regiones con
vacios de informacién (GAPs), para asi poder tener una matriz de homologia para la
reconstruccion de un arbol filogenético. El modelo de distancia genética: “Tamura-Nei”,
el método de construccion de arboles: "Neighbor-Joining" y se seleccion6 como grupo
externo a Ambystoma mexicanum (GenBank: AJ584639.1) (Figura 3).



Resultados

Se estimé en 30 Kb aproximadamente el tamafio del ADN extraido y visualizado en gel
de agarosa al 1% (Figura suplementaria 1), lo que se consideré un tamafio adecuado
para proceder con la secuenciacion ONT. El procesamiento de datos secuenciados
(Figura 2) resultdé en un mitogenoma de 18,399 pb para A. bomolochos (Figura 3).

ND6 CDS 18399

o \\.‘ ‘ * CYTB CDS '7 L —
A5

ND6 gene

$ X 4
u :\‘-.ngne
“ gene
g
=
o
=
g
=3 Atelopus bomolochos_AMARUQO1
* & —ND4L gene 18399 bp
P _-cene

ND4L CDS”"A -

ND3 CDS—*
Y
_//
COX3 €05 /ATP6 gene
ATPE gene
ATP6 (DS b
VoL
ATP8 CDS
7 ‘ X1 g
Cox2 cD . P W “01205
COx1 cps oA e

Figura 3. Genoma mitocondrial de A. bomolochos. El mitogenoma exhibe
una configuracion de 2 genes de ARN ribosomal (ARNr 12S 'y
16S), 22 genes de ARN de transferencia (ARNt), 13 genes
codificadores de proteinas (PCG) y una regién de control (D-loop).

Realizado por: Ricardo Caiza
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Organizacion del genoma

Se encontré que la composicion en general de nucleétidos del mitogenoma de A.
bomolochos estaba sesgado hacia los contenidos de A + T (63,7%, A=30,7% y T =
32,5%) sobre los contenidos de G + C (37,1%, G = 13,8% y C = 23,3%). Este
mitogenoma es una molécula circular cerrada de 18 399 pb de tamafio. Posee una
combinacién de 37 genes, que incluye: 13 genes codificadores de proteinas, 23 genes
de ARNt, dos genes para subunidades de ARN ribosomal (16SrRNA y 12SrRNA) y una

region no codificante (region de control, D-loop y origen de la cadena ligera) (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas organizativas del genoma mitocondrial
completo de A. bomolochos (Bufonidae)

Name Type Minimum Maximum Length Direction
CYTB CDS | CDS 17659 >327 >1068  forward
tRNA-Glu | tRNA 17588 17656 69 reverse

trnE(ttc) tRNA 17588 17655 68 reverse
ND6 CDS CDS 17097 17586 490 reverse
ND5 CDS CDS 15313 17112 1800 forward
tRNA-Ser | tRNA 15208 15274 67 forward
trnS1(gct) | tRNA 15208 15274 67 Forward
tRNA-His | tRNA 15140 15207 68 forward
trnH(gtg) | tRNA 15140 15207 68 forward
ND4 CDS CDS 13779 15139 1361 forward
ND4L CDS | CDS 13484 13785 302 forward
tRNA-Arg | tRNA 13413 13483 71 forward
trnR(---) tRNA 13413 13479 67 forward
ND3 CDS CDS 13072 13412 341 forward
tRNA-Gly | tRNA 13004 13071 68 forward
trnG(tcc) tRNA 13002 13070 69 forward
COX3CDS | CDS 12227 13003 777 forward
ATP6 CDS | CDS 11545 12227 683 forward
ATP8 CDS | CDS 11392 11554 163 forward
tRNA-Lys | tRNA 11320 11390 71 forward
trnK(ttt) tRNA 11320 11390 71 forward
COX2 CDS | CDS 10634 11319 686 forward
tRNA-Asp | tRNA 10564 10632 69 forward
trnD(gtc) tRNA 10564 10632 69 forward
tRNA-Ser | tRNA 10492 10561 70 reverse
trnS2(tga) | tRNA 10492 10561 70 reverse
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COX1 CDS
trnY(gta)
tRNA-Tyr
tRNA-Cys
trnC(gca)
tRNA-Asn
trnN(gtt)
tRNA-Ala
trnA(tgc)
tRNA-Trp
trnW(tca)
ND2 CDS
tRNA-Met
trnM(cat)
tRNA-GIn
trnQ(ttg)
tRNA-Ile
trni(gat)
ND1 CDS
tRNA-Leu
trnL2(taa)
16S rRNA
tRNA-Val
trnV(tac)
12S rRNA
tRNA-Phe
trnF(gaa)
tRNA-Pro
trnP(tgg)
tRNA-Thr
trnY(gta)
trnL1(tag)
tRNA-Leu
D-loop

Realizado por: Caiza, Ricardo, 2024

CDS
tRNA
tRNA
tRNA
tRNA
tRNA
tRNA
tRNA
tRNA
tRNA
tRNA
CDS
tRNA
tRNA
tRNA
tRNA
tRNA
tRNA
CDS
tRNA
tRNA
rRNA
tRNA
tRNA
rRNA
tRNA
tRNA
tRNA
tRNA
tRNA
tRNA
tRNA
tRNA
D-loop

8959
8887
8737
8673
8673
8600
8600
8530
8530
8461
8461
7431
7364
7364
7295
7295
7225
7225
6269
6195
6195
4617
4549
4549
3613
3545
3545
3477
3477
3407
3407
3335
3335

330

12

10491
8957
8957
8736
8736
8671
8671
8599
8598
8529
8529
8459
7430
7430
7364
7364
7295
7295
7224
6268
6268
6193
4616
4616
4548
3612
3612
3545
3545
3477
3477
3406
3405
3333

1533
71
221
64
64
72
72
70
69
69
69
1029
67
67
70
70
71
71
956
74
74
1577
68
68
936
68
68
69
69
71
71
72
71
3004

forward
reverse
reverse
reverse
reverse
reverse
reverse
reverse
reverse
forward
forward
forward
forward
forward
reverse
reverse
forward
forward
forward
forward
forward
forward
forward
forward
forward
forward
forward
reverse
reverse
forward
forward
forward
forward

forward



Reconstruccion filogenética

La matriz alineada de homologia final tuvo un total de 134 mitogenomas y 16,008
caracteres. El clado filogenético que incluye a las especies de Atelopus (Figura 4a,
Figura suplementaria 2), corresponde a la familia Bufonidae (Figura 4b). A.
bomolochos tiene un porcentaje de identidad comprendido en un rango desde 52.2 —
72.8 % (promedio = 65.75 +/- 4.8).

Telmatobufo australis_KR349313.1

Atelopus flavescens_OM461330.1_AF2371

1 0,053 Bufates p MK867845.1
Strauchbufo raddei_NC_028424.1
1 Bufo stejnegeri_NC_027686.1_y-d20130012
1 1 LBum qgargarizans_KU321581.1

Bufo tibetanus_JX878885.1

chusmisensis_NC_030333.1
o o baeobatrachus_NC_030054.1_AF2590
Bokermannohyla alvarengai_NC_036493.1
0,631 [ Hla emectans_NC_025309.1

1 Dryophytes versicolor_MH087467.1
1 Hyla ussuriensis_NC_029410.1_HRB1506014
0,998 Dryophytes suneonensis_KY419867.1

Hyla tsinlingensis_NC_026524.1_HTSIN20141129

0.05

Figura 4. Filogenia mitogendmica en Amphibia, (a) Reconstruccion filogenética de 134
mitogenomas disponibles en la base de datos del NCBI y el mitogenoma de A.
bomolochos obtenido mediante ONT. La filogenia en extenso se detalla en la Figura

Suplementaria 2; b) Clado que incluye a las especies de la familia Bufonidae, donde se
ubica el linaje de Atelopus.
Realizado por: Ricardo Caiza
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Discusion

Los avances en la secuenciacion del genoma permiten la generacion a gran escala de
datos moleculares de referencia, mismos que representen la biodiversidad global
[20,21]. Estos genomas proporcionan informacion Gnica sobre la diversidad y la
arquitectura genética de los organismos, lo que permite andlisis sobre la diversidad
poblacional, estructural y funcional, y se espera que revolucionen la genémica de la

conservacion [20].

La “gendmica de la conservacion” abarca la idea de que los datos a escala del genoma
mejoraran la capacidad de los administradores de recursos para proteger las especies
[21]. Aunque los enfoques genéticos se han utilizado durante mucho tiempo en la
investigacion de la conservacion, sélo recientemente se ha vuelto factible generar datos
de todo el genoma a una escala que sea (til para la conservacion esto debido al avance

y a la reduccién de costos y avances en la tecnologia de secuenciacion [21,43].

En este estudio se abarca la obtencion del mitogenoma completo de A. bomolochos,
dado énfasis en que es considerado en Peligro Critico respecto a su categoria estado
de conservacion [10], presentando por primera vez datos de base genémica de esta
especie, para abordar preguntas evolutivas, hipétesis biogeogréaficas, estudios
genéticos y a la vez ayudar a los tomadores de decisiones a encausar de una mejor

manera al uso de recursos.

Avances en el procesamiento Bioinformatico

El empleo de datos moleculares tal como es el caso de las tecnologias de NGS han
tenido un impacto significativo en los esfuerzos de identificacion de especies, ya que
complementan la informacion taxondémica que previamente se obtenia Unicamente a
partir de la morfologia [24], tal como es el caso de las tecnologias de Secuenciacion de
nanoporos de Oxford. Se han utilizado multiples métodos de procesamiento de datos
para ensamblar y anotar mitogenomas de novo [24,44], los cuales evallan la mejor
alternativa para procesar, pulir y ensamblar los archivos crudos de secuenciamiento,

minimizando el rango de error producido por la secuenciacion ONT de lectura larga.

En este trabajo se adaptd la propuesta metodoldgica de Sierra et al. (2020) [24] con
14



variaciones (Figura 2) que incluyen, por ejemplo, incorporar Porechop [36], para recortar
adaptadores y eliminar secuencias no deseadas. Por otro lado, se sustituyd Miniasm
[24] por MiniMap2 para alinear secuencias con el genoma de Bufo gargarizans
(GenBank: ASM1485885v1) tomandolo como referencia. Ademas, no se utilizd GeSeq
(Annotation of Organellar Genomes) debido a que éste requiere cargar de forma manual
referencias ya anotadas para tomarlas como base de anotacion de los genes dentro del

mitogenoma [24]. En su reemplazo, se usé MITOS Web Server (http://mitos.bioinf.uni-

leipzig.de/), el cual alberga una base de datos de mitogenomas de referencia, lo que

permitié una mejor anotacion precisa genes, a diferencia de GeSeq.

Finalmente, se us6 Geneious Prime, para validar, corregir y completar la anotacion de
los genes del mitogenoma de A. bomolochos utilizando el mitogenoma anotado de
Phyllobates terribilis (NC_037380.1).

Organizacion del genoma

En los animales, los diferentes tipos de células tienen un ndamero variable de
mitocondrias, normalmente cientos o miles, y cada mitocondria suele albergar entre 1y
10 copias de ADNmt [45]. En los vertebrados, el ADNmt varia de 14 a mas de 20 kb de
tamafo, y aunque el orden de los genes puede variar, su contenido genético esta
altamente conservado. Por lo general, contiene 37 genes que codifican, 2 ARN
ribosémicos (ARNr), 13 proteinas y 22 ARN de transferencia (ARNt) [45]. En relacién a
lo planteado por Formenti et al. (2021) [45] el mitogenoma de A. bomolochos exhibe una
combinacién de 37 genes, que incluye: 13 genes codificadores de proteinas, 22 genes
de ARN, dos genes para subunidades de ARN ribosomal (16SrRNA y 12SrRNA) y una

region no codificante (region de control, D-loop y origen de la cadena ligera).

Para el caso de los mitogenomas del orden Anura, estos incluyen: 2 genes de ARN
ribosomal (ARNr 12S y 16S), 22 genes de ARN de transferencia (ARNt), 13 genes
codificadores de proteinas (PCG) y una region de control (D-loop) como lo plantea Cai
et al. (2020) [30,46]. Esto se corrobora de acuerdo a los mitogenomas que forman parte
del clado Bufonidae, donde se encuentra A. bomolochos y A. flavescens (GenBank:
OM461330.1) que como se explicO, sus genes no se encontraban anotados. Sus linajes
hermanos filogenéticos: Bufotes pseudoraddei (GenBank: MK867845.1), Strauchbufo
raddei (GenBank: NC_028424.1), Bufo stejnegeri (NC_027686.1), Bufo gargarizans
(GenBank: NC_008410.1) y Bufo tibetanus (GenBank: JX878885.1) posen una
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caracterizacién del mitogenoma similar en cuanto al nimero de genes y tamafios de

regiones.

Reconstruccion filogenética

Para la construccién de la base de datos de mitogenomas se utilizé6 134 secuencias de
mitogenomas de anfibios obtenidos de la base de datos del NCBI, que incluye el
mitogenoma anotado de A. bomolochos obtenido en esta investigacion mediante ONT
y el mitogenoma, no anotado de A. flavescens (GenBank: OM461330.1) [47]. El
mitogenoma de A. bomolochos, puede ser Util como referencia para ensamblar anotar y
pulir mitogenomas de otras especies de Atelopus y otras cercanas filogenéticamente
dentro de la familia Bufonidae, como el caso de A. flavescens (GenBank: OM461330.1)
[47], que a partir de los genes de A. bomolochos, se puede anotar por homologia sus

genes.
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Conclusiones

En este estudio se presenta el primer mitogenoma ensamblado y anotado de una
especie del género Atelopus para Ecuador. Se logré estandarizar un método de trabajo
para secuenciar y documentar la estructura y organizacion del mitogenoma de esta
especie, permitiendo a su vez, explorar su variabilidad genética y posicion filogenética
respecto a otros anfibios. Contribuyendo al desarrollo de un campo de investigacion
reciente que tiene como objetivo proporcionar una identificacién de especies basada en
ADNmt, aportar al conocimiento de la diversidad y la arquitectura genodmica, lo que
permite analisis exhaustivos de la gendmica poblacional y funcional, esperando que

revolucione la genémica de la conservacion.
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Material suplementario

Metodologia en extenso estandarizada

El kit Monarch HMW DNA Extraction Kit for Tissue (3060), cuenta con dos fases que

son:

Lisis de tejido

Se emplearon 20 mg de tejido muscular del espécimen (AMARUOO1). Se procedi6 a
cortar el tejido en pequefios fragmentos mediante pinzas y bisturi estériles,
depositandolos en un tubo tubo Monarch de 2 mL previamente etiquetado. Se llevo a
cabo una meticulosa maceracion del tejido utilizando un pistilo suministrado por el kit
hasta obtener una capa muy fina. A continuacion, se lavo el pistilo dentro del tubo y se
afiadieron 600 pL de una solucidon master mix de lisis (que contenia 600 uL de HMW

ADNg Tampon de lisis de tejidos y 20 yL de Proteinasa K).

Con la ayuda de una micropipeta de 1000 uL, se homogeneizé la muestra durante 5
repeticiones. El tubo se coloc6 en un termobloque a 56°C durante 15 minutos, realizando
un vortex a 2000 rpm cada minuto. Al finalizar este periodo, el tubo se mantuvo en el
termobloque durante 30 minutos, seguido de un vértex a 2000 rpm y un leve spin para
recoger la muestra en el fondo del tubo. Luego, se afiadieron 10 pL de RNAsa y se
homogeneizo por inversion (10 veces), tras lo cual se colocé en el termobloque a 56°C

durante 10 minutos, seguido de un vortex a 2000 rpm.

A continuacion, se transfiri6 la muestra a un bloque frio durante 3 minutos.
Posteriormente, se afiadieron 300 pL de solucion de separacion de proteinas y se
mezclé por inversidbn durante 1 minuto. Después de esto, el tubo se sometid a
centrifugacion a 16000 g durante 15 minutos, y se transfirieron 800 pL del sobrenadante

a un tubo Monarch de 2 mL previamente etiquetado.



Unidn y elucion

Con la ayuda de una pinza estéril se colocaron 2 perlas en el tubo que contenia el
sobrenadante. Luego, se afiadieron 550 L de isopropanol y se mezclaron por inversién
25 veces. Después, con una pipeta de 1000 pL, sin tocar las perlas, se retiré todo el
liquido. A continuaciéon, se afiadieron 500 pyL de tampoén de lavado de ADNg y se
mezclaron por inversion 3 veces. Seguidamente, se procedié a retirar todo el liquido
nuevamente sin tocar las perlas; este proceso se repiti6 una vez mas. En un tubo
Monarch de coleccidén se coloc6 un retenedor de perlas y se transfirieron las perlas
contenidas en el tubo de 2 mL. Luego, se realizé una centrifugacion y se colocé el
retenedor con las perlas en un tubo Monarch de 2 mL, descartando el tubo de coleccién.
Después, se transfirieron las perlas a un tubo Monarch de 2 mL y el retenedor a un tubo
Eppendorf de 1.5 mL (no provisto por el kit).

Seguidamente, al tubo que contenia las perlas se afiadieron 60 uL de Elution Buffer Il y
se incubd en el termobloque a 56°C durante 5 minutos; a los 2:30 minutos se sac6 del
termobloque y se incliné horizontalmente para asegurarse de que las perlas no
estuvieran pegadas al tubo. Después, se transfirieron las perlas con el liquido al tubo
gue contenia el retenedor de perlas, se centrifugé a 12000 g durante 1 minuto y se
descarté el retenedor con las perlas. Finalmente, se dejé el tubo que contenia el ADN
durante la noche a temperatura ambiente y posteriormente se almacené a -4°C para su

uso posterior.
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Figura suplementaria 1. Electroforesis Extraccion de ADNg de anfibios 10 Kb Fast DNA
Ladder (Biolabs). Carril 1: ADNg extraido de la falange A. bomolochos.

Realizado por: Ricardo Caiza
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Figura suplementaria 2. Reconstruccion filogenética de 134 mitogenomas en total, 133
mitogenomas de anfibios disponibles en la base de datos del NCBI y
el mitogenoma de A. bomolochos obtenido mediante ONT, El
numero de acceso de GenBank de cada especie se muestra junto a
su nombre cientifico.
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