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1. INTRODUGAO

As informacgbes obtidas do DNA mitocondrial (mtDNA) s&o cruciais em
diversas areas da biologia, como estudos filogenéticos, populacionais e na
taxonomia integrativa via DNA Barcode. Essa relevancia deve-se a sua estrutura
circular e tamanho reduzido (14kb a 20kb), heranca matrilinear, auséncia de
recombinacdo e alta abundancia celular (1.000-2.000 moléculas por célula), o
que facilita sua manipulagdo em laboratério (DESALLE; SCHIERWATER,;
HADRYS, 2017). Nos metazoarios, o mitogenoma possui 37 genes: 22
codificadores de tRNA, 13 de proteinas da fosforilagdo oxidativa e dois de rRNA.
Além disso, apresenta uma regido nao codificante altamente variavel e rica em
A+T, a D-Loop, responsavel pela regulacdo da replicacdo e transcrigao.
Variagbes de tamanho decorrem de duplicagcbes, especialmente na D-loop,
mantendo-se o conteudo génico conservado (BOORE, 1999).

Outra caracteristica importante é a alta taxa de mutagcdo evolutiva em
relacdo aos genes nucleares — até quatro vezes mais rapida —, tornando-o uma
ferramenta util para investigar questdes filogeograficas e populacionais recentes
(em escala de milhares a poucos milhdes de anos) (DESALLE; SCHIERWATER;
HADRYS, 2017; DONG ET AL., 2021). Entre os metazoarios, o filo Arthropoda
possui 0 segundo maior numero de mitogenomas estudados (LAVROV, 2018),
sendo 80% deles da classe Insecta (CAMERON, 2014; 2025).

Esse aumento na disponibilidade de mitogenomas de insetos esta
diretamente relacionado ao avango de tecnologias de sequenciamento, como o
NGS (next-generation sequencing), que tornou a obtencdo e analise mais
acessiveis e eficientes (CAMERON, 2025). Duas estratégias principais sao
usadas para acessar o mitogenoma via NGS: mapeamento com genoma de
referéncia ou montagem de novo (DIERCKXSENS; MARDULYN; SMITS, 2017).

O género Drosophila (Diptera: Drosophilidae) € fundamental em estudos
genéticos e evolutivos devido ao ciclo de vida rapido, facilidade de manutengao
em laboratério, ampla distribuicdo e grande diversidade morfolégica e ecoldgica
(MARKOW; O’GRADY, 2006; O'GRADY; DESALLE, 2018). As espécies do grupo
bromeliae sdo antofilas, com estagio larval floricola, ou seja, dependem de flores
para completar o ciclo de vida, e possuem morfologia criptica, sendo distinguiveis
principalmente pela morfologia interna (BRNCIC, 1983; SCHMITZ; VALENTE,
2019).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi realizar a montagem e anotagéo
do genoma mitocondrial de duas espécies novas nao descritas do grupo
bromeliae. Os dados gerados permitirdo analises evolutivas filomitogendmicas,
contribuindo para o entendimento da histéria evolutiva do grupo e do género
Drosophila (GRIMALDI, 2016; SCHMITZ ET AL., 2019).

2. METODOLOGIA

O genoma completo das novas espécies, identificadas inicialmente por D.
bromeliae morfotipo Ill (D. tipo 3) e D. bromeliae morfotipo V (D. tipo 5), foi
sequenciado na empresa Macrogen Inc. por meio da plataforma de NGS Illumina
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HiSeq, com abordagem paired-end com reads de 150pb e cobertura de 200x.
Para o processamento das reads foi utilizado o programa FastQC na plataforma
online KBase (www.kbase.us) (ARKIN ET AL., 2018) .

Foi utilizado o servidor Galaxy (www.usegalaxy.eu) durante a etapa de
montagem e anotagdo do genoma mitocondrial. Nele, estdo contidos os principais
programas utilizados neste trabalho. Para a montagem e reconstru¢édo do genoma
mitocondrial, foi utilizado o programa MITObim (HAHN; BACHMANN;
CHEVREUX, 2013). O parametro k-mer for baiting stringency foi definido em 31.
Esta etapa é fundamental para controlar a rigorosidade na captura de leituras
semelhantes a sequéncia utilizada como referéncia, afim de minimizar o ruido
enquanto recupera regides divergentes. O parametro mismtaches number durante
o mapeamento foi ajustado para 15. Este valor controla a tolerancia de
disparidade entre a sequéncia de referéncia e a que esta sendo montada. Para os
demais parametros foram utilizados os valores padrdo do MITObim. Como
genoma de referéncia, foi utilizado o mitogenoma de D. melanogaster (GenBank:
KJ947872.2). Para a anotagao (identificagdo dos genes) do mitogenoma foi
utilizado o programa MITOS? (BERNT ET AL., 2013; DONATH ET AL., 2019), com
0 codigo genético mitocondrial especifico para invertebrados utilizando a base de
dados de referéncia RefSeq89. Este banco de dados € a versao mais recente e
atualizada dos dados de sequéncias de DNA de metazoarios, mantido pelo NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov), servindo como uma referéncia estavel e bem anotada
para sequéncias génicas (PRUITT, TATUSOVA; MAGLOTT, 2007). A figura
esquematica do mitogenoma foi montada utilizando o programa circularMT
(GOODMAN; CARR, 2024).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O sequenciamento lllumina gerou 113.081.283 e 108.947.416 reads
totalizando 41,9Gb e 37,9Gb de tamanho de arquivo de dados brutos para D. tipo
3 e D. tipo V, respectivamente, com 41% de conteudo GC. Esses valores estao
dentro da média do que é encontrado no genoma de Diptera, indicando a
qualidade e confiabilidade do sequenciamento (KYRIACOU; MULHAIR;
HOLLAND, 2024).

O genoma mitocondrial foi recuperado com sucesso, sendo o tamanho de
19,77Kb para D. tipo 3 e 19,8Kb para D. tipo 5. A tabela 1 apresenta os
principais dados referentes a montagem do mtDNA comparando com o genoma
de referéncia. A porcentagem de GC encontrada para D. tipo 3 e D. tipo 5 foram
superiores aos valores encontrados para D. melanogaster, no entanto esta de
acordo com o que ja havia sido encontrado para espécies do grupo D. repleta, um
grupo filogeneticamente proximo do grupo bromeliae (MOREYRA ET AL., 2019).
Como esperado, foram encontrados 37 genes na mesma ordem génica e
orientagdo encontradas para D. melanogaster, bem como para demais grupos de
espécies proximas (MONTOOTH ET AL., 2009; MOREYRA ET AL., 2019) (Fig 1.).
Essa ordem génica é considerada ancestral dentro da Classe Insecta
(CAMERON, 2025).

Tabela 1: Dados referentes a montagem do genoma mitocondrial para D. tipo 3,
D.tipo 5 e 0 genoma de referéncia

D. tipo 3 D. tipo 5 D. melanogaster
Tamanho 19.770 pb 19.797 pb 19.524 pb
Conteudo A-T 11.481pb 12.444 pb 16.053 pb
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Fig 1. Representagao grafica do genoma mitocondrial circular de D. tipo 3, D.
tipo 5 e D. melanogaster. Os 13 genes codificadores de proteinas estdo
destacados em rosa, os 22 genes de tRNA em verde-agua, os dois genes
ribossomais em roxo e a regiao controladora (D-loop) em azul.

4. CONCLUSOES

O genoma mitocondrial das duas novas espécies foi obtido com sucesso. D.
tipo 3 apresentou comprimento de 19,77Kb, enquanto D. tipo 5 apresentou
19,8Kb. Em ambas, foram identificados os 37 genes mitocondriais, organizados
em arranjo génico seguindo o arranjo ancestral em Insecta, corroborando a
elevada conservagao estrutural do mitogenoma.
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