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Resumen

El frijol Lima (Phaseolus lunatus L.) es la segunda especie domesticada mas importante
del genero Phaseolus y es de interes desde el punto de vista agronomico y ecologico por el
amplio rango de adaptaciones agro-ecologicas que presenta. A pesar de esto, la carencia de
recursos genomicos en frijol Lima ha sido uno de los mayores obstaculos para maximizar su
potencial como cultivo o como fuente de rasgos de interes agronomico. En las leguminosas
cultivadas, la dehiscencia de la vaina previo a la cosecha es indeseable puesto que causa
grandes perdidas en el rendimiento, por lo tanto, el conocimiento de los genes que controlan
este y otros rasgos importantes puede favorecer futuros programas de mejoramiento en esta
especie. Para dar respuesta a esta necesidad, en el presente estudio se secuencio el genoma de
una variedad domesticada de frijol Lima de Colombia con una combinacion de plataformas
de secuenciacion (Illumina, PacBio y 10X-Genomics). El secuenciamiento produjo un total
de 97.6 Gb de datos crudos, que despues del Itrado y control de calidad generaron 61.9 Gb
(103x de profundidad) que se usaron para el ensamblaje. Se obtuvo un ensamblaje genomico
con una longitud de 541 Mpb, contenidos en 496 contigs, con un N50 de 5.5 Mpb. La longitud
del ensamblaje represento el 90 % del tamano estimado del genoma. Para la anotacion fun-
cional de este ensamblaje, se secuenciaron y ensamblaron los transcriptomas de tres tejidos
vegetales ( or, hoja y vaina) que permitieron la identi cacion de 48.127 genes. Finalmente,
el ensamblaje genomico se uso en un enfoque de genomica comparativa que detecto regiones
microsintenicas entre frijol Lima, frijol comun y frijol mungo. Esta estrategia permitio la
identi cacion en frijol Lima de genes candidatos asociados a la dehiscencia de la vaina. Los
resultados de la presente investigacion son un avance signi cativo en la generacion de recur-
sos genomicos en frijol Lima que permitiran a la comunidad cient ca avanzar no solo en el
estudio y mejoramiento genetico de esta especie, sino tambien en un mayor entendimiento
de la evolucion de los cultivos de leguminosas en general.

Abstract

Lima bean (Phaseolus lunatus L.) is the second most important domesticated species of
the genus Phaseolus and its wide range of agro-ecological adaptations makes it a species of
scienti c interest for agronomic and ecological research. In spite of this, the lack of genomic
resources in Lima bean has been one of the major hurdles to maximize its potential as a
crop or as a source of traits of agronomic interest. In crop legumes, pod dehiscence prior
to harvest is an undesirable trait associated to yield loss, therefore knowledge of genes that
control this and other important traits may favor future breeding programs. To address this
urgent need, in this study the genome of a Colombian domesticated variety of Lima bean
was sequenced using a combination of platforms (Illumina, PacBio and 10X-Genomics). We
generated about 97.6 Gb of raw sequencing data that after cleaning and Itering yielded
a total of 61.9 Gb (103x depth) that were used for assembly. A genomic assembly was ob-



tained with a total length of 541 Mbp, contained in 496 contigs, and an N50 of 5.5 Mbp.
This genomic assembly was around 90 % of estimated genome size. To annotate this as-
sembly, transcriptome data were obtained from three tissues ( ower, leaf and pod) and used
to identify 48.127 genes. Finally, the genome assembly was used in a comparative genomics
framework to detect microsynthenic regions between Lima bean, common bean and mungo
bean that contained candidate genes associated to pod dehiscence. Present results are a sig-
ni cant progress in the development of genomic resources in Lima bean, which will bene t
not only the scienti ¢ community interested in the genetic improvement of this species but
also researchers interested in understanding legume evolution in general.

Keywords: Ensamblaje genomico de novo, tecnolog as de secuenciacion de segunday tercera
generacion, transcriptomica, RNA-seq, anotacion funcional, genomica comparativa, legumi-
nosa, dehiscencia de la vaina, Phaseolus.
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1. Introduccon

Uno de los campos cient cos mas fascinantes y fundamentales es la biologa evolutiva. Las
especies evolucionan a trawes de la acumulacon de cambios gereticos que ocurren a lo largo
de su historia, cambios que se originan principalmente por procesos de mutacon genica, que
alteran los genomas de las especies a una pequefa escala, y mutaciones cromomicas, que
alteran tanto el rumero de cromosomas como la morfologa de los mismos. La historia evo-
lutiva de las especies se puede por lo tanto leer en sus genomas. En este sentido, descifrar y
comparar el contenido geromico de las especies provee una herramienta muy poderosa para
entender los principios y mecanismos que gobiernan los procesos biobgicos.

La geromica comparativa, es decir, la comparacon de genomas completos entre taxa y
tamben de secuencias al interior de un genoma, nos permite entender los eventos que han
direccionado la evolucon de los genomas y sus genes, y por ende de las especies. Las estruc-
turas geromicas que comparten dos o nas especies y que descienden de un ancestro conun
se de nen como honvologas. Los cambios geromicos pueden ser en sitios puntuales en la
secuencia de ADN, secuencias de genes completos o bloques cromosmicos. Al ser adquiri-
das desde un ancestro conun, las estructuras honologas sean muy similares en secuencia y
posiblemente en funcon.

Los genes que comparten dos especies y que presentan similitudes en secuencia se de nen
como genes honologos y aqu se distinguen dos clases: los genes orblogos son genes derivados
de un evento de especiacon y los genes pamlogos son genes que se originaron en un genoma
por eventos de duplicacon [64]. Esta clasi cacon de ortologa y paraloga se puede exten-

der as mismo a nivel geromico, por lo tanto elementos geromicos que estaban presentes en
elultimo ancestro conun y que comparten las especies derivadas se de nen tamben como
orblogos [64]. De las comparaciones a nivel geromico se ha observado que no lo los genes
pueden ser honologos entre las especies sino tamben aquellos bloques de genes que retienen
el mismo orden del ancestro conun. A estos bloques se les conoce como bloques sinenicos.

En genomas recientemente secuenciados, la ortologa de genes se in ere inicialmente por
similaridad de secuencias y raramente se toma en cuenta la posicon de los genes en el ge-
noma. Los genes orblogos pueden tamben ser de nidos con base en la sintenia, es decir,

si dos copias de genes presentes en dos especies relacionadas esan acompanados por genes
sinenicos adicionales, este paton de microsintenia provee fuerte evidencia de las relaciones



2 1 Introduccon

de ortologa entre los genes evaluados.

La evidencia experimental ha mostrado que los genes orblogos tienden a retener funciones
equivalentes entre las especies, aunque con excepciones [64], por lo que es necesario validar
experimentalmente su funcon. En estudios comparativos la identi cacon de genes orblo-

gos permite realizar de manera e ciente la anotacon funcional de un nuevo genoma. La
anotacon funcional a su vez facilita la prediccon de genes que pueden estar involucrados

en el control geretico de un rasgo fenotpico de intees. Aunque la prediccon de funcon

por ortologa no es completamente con able, realizar esta prediccon ha contribuido enor-
memente a seleccionar genes para experimentos de validacon funcional en muchas especies.
Los genes seleccionados para validacon experimental se conocen como genes candidatos y
la aproximacon de deteccon de gen candidato ha sido muy importante para el estudio del
control geretico de muchos rasgos de intees. Por ejemplo, algunos rasgos que despiertan
mayor intees en el estudio de las plantas cultivadas son aquellos relacionados con la domes-
ticacon debido a que muchos de ellos, como la dehiscencia de la vaina en las leguminosas,
estn directamente relacionados con el rendimiento en estas especies. Por lo anterior, es de
inteles conocer si estos rasgos se encuentran en regiones geromicas conservadas entre espe-
cies relacionadas.

Los estudios a nivel microsinenico o a escala de genoma completo (macrosintenia) [113],
dependen grandemente de la disponibilidad de ensamblajes de genomas de alta calidad, con
Su respectiva anotacon funcional y estructural, que permita la comparacon entre especies.
De acuerdo a lo anterior, en la era de la geromica el punto de partida para un estudio com-
parativo debe ser la generacon de un ensamblaje geromico de la especie de intees (sieste
no est disponible), seguido de su anotacon estructural y funcional.

En la presente investigacon, la especie de intees es la especie leguminosa conocida como
frijol Lima ( Phaseolus lunatud..), una de las cinco especies domesticadas del gen&oa-
seolus[31]. Esta especie es de intees desde el punto de vista agroromico debido a que a
lo largo de su rango de distribucbn, que va desde el norte de Mexico hasta el norte de Ar-
gentina, presenta un amplio rango de adaptaciones agro-ecobgicas que hacen deesta una
especie modelo para el estudio de las adaptaciones biobgicas [31]. El rasgo de intees en el
presente estudio y para el cual se plantea la identi cacon de genes orblogos a trawes de la
geromica comparativa es la dehiscencia de la vaina. En las leguminosas, la dehiscencia del
fruto es un rasgo indeseable debido a que su presencia puede causar grandes perdidas en
rendimiento del cultivo, por lo tanto el conocimiento de su control geretico puede favorecer
futuros programas de mejoramiento en esta especie.

Es por esto que el objetivo de la presente investigacon fue generar una estrategia compu-
tacional que permitiera detectar en frijol Lima regiones microsinenicas asociadas a genes



de la domesticacon, espec camente a genes relacionados con la dehiscencia de la vaina. En
el presente estudio, primero se geneo un ensamblaje novodel genoma de un individuo

de frijol Lima cultivado, posteriormente se ensambb el transcriptoma proveniente de tres
tejidos diferentes como herramienta de apoyo para la anotacon funcional del genoma, y
nalmente se detectaron bloques microsinenicos entre frijol Lima y otras especies legumi-
nosas asociados a genes de la domesticacon, en espec co al rasgo dehiscencia de la vaina.
Los datos geromicos fueron obtenidos de una combinacon de plataformas de secuenciacbn
(Mlumina, PacBio y 10X-Genomics) y los datos transcrippmicos (ARN mensajero) de tres
tejidos diferentes (or, hoja y vaina) fueron obtenidos de la plataforma Illumina.

La estrategia computacional inico con la evaluacon de nultiples nmetodos de ensamblajge

novo del genoma para determinar cuales producan los mejores ensamblajes. Las estrategias
de ensamblaje tuvieron en cuenta la estructura de los datos (longitud de las lecturas, tasa
de error, profundidad y cobertura) y las ventajas y limitaciones propias de las diferentes
plataformas de secuenciacon. Posteriormente, el ensamblaje nmas robusto fue anotado fun-
cionalmente. Para este n, se ensamblaron los transcriptomas provenientes de tres tejidos
vegetales. El ensamblaje de los transcriptomas conside tanto la estrategi@ novocomo

el guiado por genoma de referencia. Los ensamblajes de transcriptoma fueron evaluados y
empleados en la anotacon del genoma de frijol Lima que consideo tanto la evidencia ex-
perimental como prediccionesb initio. Finalmente, se detectaron regiones microsinenicas
asociadas al rasgo dehiscencia de la vaina entre frijol Lima y dos especies relacionadas de
leguminosas (frijol conmun y frijol mungo). Se establecieron relaciones de microsintenia en
regiones sub-geromicas que contenan cada uno de cinco genes que controlan la dehiscen-
cia de la vaina (segun lo reportado para la especie vegetal modé&mbidopsis thaliang, y
posteriormente los bloques microsinenicos detectados fueron caracterizados con relacon al
contenido genico y al grado de ordenamiento y orientacon de los genes all contenidos.

Debido a que la identi cacon de regiones microsinenicas involucra un proceso continuo
desde el ensamblajele novodel genoma, su anotacon y posterior comparacon de los en-
samblajes obtenidos con secuencias de genomas de otras especies relacionadas, entonces el
presente documento se ha dividido en cinco captulos para una mejor comprenson. En el
primer captulo (el actual), se provee al lector con una introduccon general sobre la natura-
leza y alcance de la presente investigacon. El segundo captulo provee el marco conceptual
y estado del arte de la presente investigacon. El tercer captulo reporta los resultados del
ensamblajede novode alta calidad de un individuo de frijol Lima. El cuarto captulo presen-

ta los resultados del ensamblaje del transcriptoma de tres tejidos diferentes y la anotacon
estructural y funcional del genoma. El quinto captulo presenta los resultados de la deteccon
de bloques microsinenicos asociados al rasgo dehiscencia de la vaina. El documento naliza
con unas conclusiones y recomendaciones generales.



1 Introduccon

Los resultados de la presente investigacon son un avance signi cativo en la generacon de
recursos geromicos en una especie vegetal de importancia ecoromica, los cuales permitian
a la comunidad cient ca avanzar no solo en el estudio y mejoramiento del frijol Lima, sino

tamben en un mayor entendimiento de la evolucon de los cultivos de leguminosas en general.
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2.1. >Que es un Genoma?

El genoma se asume como \el grupo completo de secuencias del material geretico de un or-
ganismo. Incluye la secuencia de cada cromosoma, nas cualquier ADN presente en organelos
como las mitocondrias y en las plantas los cloroplastos” [15], su expreson requiere de la ac-
con coordinada de enzimas y otras protenas que dan como producto inicial el transcriptoma

y como segundo producto el proteoma. La obtencon de la secuencia de bases de nucleotidos
completa para todos los cromosomas de una especie, ha sido posible a trawes de los avances
en las tecnologas de secuenciacon, junto con el desarrollo de software bioinformatico.

En el caso del genoma vegetal,este se caracteriza por tener gran tamano y poseer regiones de
alta repeticon, y en algunas especies por contener multiples copias de cromosomas enteros
(poliploida) [26]. ElI genoma nuclear de una planta se encuentra dividido en cromosomas,
con una longitud caracterstica para cada tipo de especie, al igual que la composicon de
nucleotidos de las regiones repetitivas y de las regiones de copiaunica. En cuanto a los ge-
nes de las plantas, estos tienen generalmente mayor contenido de guanina y citosina en los
exones y contenidos nmas bajos en intrones [55]. Es importante resaltar que el conocimiento
del tamano y caractersticas de un genoma es un factor determinante para la seleccon de la
estrategia de secuenciamiento y ensamblaje [52].

2.2. Fundamentos de las tecnologas de secuenciamiento
de ADN

Determinar el orden de los nucleotidos en las mokculas de ADN es el primer paso para la
caracterizacon geromica de una especie; para lograr esto diversas tecnologas de secuen-
ciamiento y de biologa molecular han sido desarrolladas en losultimos cincuenta anos. De
acuerdo con las caractersticas de las plataformas de secuenciamiento se distinguen tres ge-
neraciones. La tecnologa de primera generacon se fundamentan en el netodo Sanger, donde
originalmente se realizaban cuatro reacciones diferentes de sntesis de ADN, empleando un
didesoxinucleotido (ddNTP), marcado con 32P, distinto en cada tubo. Mediante la accon de

la enzima ADN polimerasa se incorporan diferentes nucleotidos hasta que la elongacon de
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la hebra complementaria se detenga al incorporar un ddNTP que no cuenta en el extremo
3' con un OH que permita continuar la sntesis de la cadena. Posteriormente los diversos
fragmentos se visualizan en un gel de poliacrilamida determinando la secuencia de la hebra.
Los secuenciadores de esta generacon generaban lecturas con una longitud menor de 1 kb
[54].

Las tecnologas de segunda generacon, emplean dos mecanismos conocidos como secuencia-
con por ligacon y secuenciacbn por sntesis. En la primera, una secuencia sonda que tiene
en el extremo 5' un uooforo, se hibrida a un fragmento de ADN, el uowforo sera captado

por el medidor de uorescencia, posteriormente se elimina el uooforo y sucesivas rondas
de hibridacon se llevan a cabo, esta tecnologa fue empleada por la plataforma SOLID, que
generaba lecturas con una longitud de 50 pb [50]. La secuenciacbn por sntesis es empleada
en los secuenciadores lllumina, donde cada nucleotido que es incorporado en la cadena que
se esh sintetizando emite una sefal uorescente que es captada por el sistema de lectura
del secuenciador, este proceso se realiza simulaneamente en multiples clsters [9]. Entre las
principales ventajas de esta tecnologa se destaca la reduccon en el costo por GB secuen-
ciada, la baja tasa de error y el alto rendimiento en la produccon de datos, sin embargo la
longitud de la lecturas es solo de 150 pb. En cuanto a las tecnologas de tercera generacon,
estas se caracterizan por la secuenciacon en tiempo real de una sola mokcula de ADN,
generando lecturas largas de aproximadamente 20 kb, sin requerir procesos de ampli cacbn
previos al secuenciamiento[50]. La principal limitacon de estas tecnologas es la elevada tasa
de error del 10%. A continuacbn se presentan con mayor detalle las tecnologas empleadas
para la produccon de datos de la presente investigacon.

2.2.1. Tecnologa lllumina

La plataforma Illumina se basa en la secuenciacon qumica por sntesis (SBS, del ingkes
sequencing by synthesis) que permite detectar las bases individuales a medida que estas
se incorporan en el ADN de la cadena molde, a trawes de desoxirribonucleotidos trifosfato
(dNTP) terminadores reversibles [9]. lllumina HiSeq ofrece un alto rendimiento debido a
gue en una celda de ujo se inmovilizan establemente decenas de millones de mokculas de
ADN molde por centmetro cuadrado. El ujo de trabajo de esta tecnologa inicia con la
construccon de libreras, donde el ADN es fragmentado y luego ligado a adaptadores. Pos-
teriormente los fragmentos de ADN son jados individualmente a una matriz ®lida donde
ocurren nultiples ciclos de ampli cacon de estos fragmentos para formar los clster. Final-
mente se da el proceso de secuenciacon de los clster incorporando dNTPs terminadores
reversibles, cada uno marcado con un uownforo espec co para cada tipo de base. Cuando
uno de estos dNTPs es incorporado, su uooforo es liberado emitiendo una senal que es
captada a trawes de microscopa de uorescencia de re exon interna total [50].
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2.2.2. Tecnologa GemCode -10x genomics

GemCode, es una tecnologa para la preparacon de libreras, que permite transformar la
capacidad de los secuenciadores de lecturas cortas (secuenciadores lllumina HiSeq) para la
reconstruccon de grandes fragmentos [71]. Para ello, el equipo cuenta con un chip basado
en micro uidos, que permite dividir las mokculas de ADN de tal manera que todos los frag-
mentos producidos dentro de una particon tienen un @digo de barras cormun, permitiendo
bioinformaticamente la reconstruccon de mokculas de longitudes medias entre 30 y 100 kb
[46].

Para el uso de esta plataforma se debe realizar una extraccon de ADN geromico de alto
peso molecular, con una longitud media superior a 50 kb, teniendo como rango aceptable
de concentracon entre 0,8-0,2 ng/ul. Inicialmente, se tienen una serie de perlas de gel que
se mezclan con las mokculas de ADN de alto peso molecular, las cuales han sido tratadas
previamente con una mezcla maestra y agentes desnaturalizantes. A trawes de la tecnologa
de micro uidos se generan particiones o \gotas" conocidas como GEMs (del inges Gel Bead-
In-Emulsion), donde cada GEM contendia una perla de gel y una sola mokcula de ADN
en promedio. Posteriormente, dentro de cada GEM se disuelve la perla de gel y se liberan
cebadores que contienen un adaptador compatible con el cebador Illumina (secuencia R1) y
un @digo de barras de 10X genomics de 16 pb, y cebadores con una secuencia aleatoria de 6
pb. Las GEM con los cebadores son sometidos a un proceso de incubacon isoermica donde
se genera la ampli cacon de los fragmentos de ADN y de esta manera todos los fragmentos
ampli cados que provienen de la misma mokcula de ADN quedan marcados con el mismo
@digo de barras. Esto permite su posterior ensamblaje en contigs. Finalmente, hay una fase
de limpieza donde se remueve el aceite de la emulsbn y las libreras quedan listas para el
secuenciamiento por la plataforma lllumina [46].

2.2.3. Tecnologa Paci c Biosciences - PacBio

La plataforma PacBio ha sido clasi cada como una tecnologa de secuenciacon de tercera
generacon, debido a que el proceso de secuenciamiento ocurre en tiempo real y no requiere
una pausa entre los pasos de lectura [92], esto se debe a que el secuenciador emplea una celda
especializada conocida como gua de onda de modo cero (ZMW, zero-mode waveguides, por
su sigla en ingks). ElI ADN a secuenciar es una mokcula bicatenaria, la cual se circulariza
al ligar adaptadores de horquilla en cada extremo, generando una mokcula de ADN circular
cerrado monocatenario, conocido como SMRTbell. El proceso de secuenciamiento ocurre en
la parte inferior de cada ZMW, donde se encuentra inmovilizada la enzima polimerasa, la
cual se une al adaptador de la mokcula diana. Los procesos de replicacon ocurren en to-
das las ZMW cuando la polimerasa escinde el uoonforo unido a un desoxirribonucleotidos
trifosfato (ANTP), siendo captado por un sensor [50]. Dependiendo del tiempo de vida de
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la enzima polimerasa, la mokcula diana puede ser secuenciada nultiples veces generando
lecturas largas continuas (CLR, del ingkes continuous long reads), con informacon continua

de los adaptadores y las hebras. Estas lecturas pueden ser cortadas de acuerdo a los adapta-
dores generando sub-lecturas conocidas como secuencias circulares consenso (CCS, del ingks
circular consensus sequences).

2.3. Ensamblaje geromico

Tradicionalmente el ensamblaje de secuencias se ha de nido como la reconstruccon compu-
tacional de una secuencia larga a partir de multiples lecturas de corta longitud [39], para
ello grupos de lecturas se agrupan en contigs y los contigs en sca olds. Los contigs propor-
cionan una alineacon nultiple de las lecturas de las secuencias, nas la secuencia consenso,
y a trawes de los scaolds se obtiene el orden, orientacon y el tamano de los gaps entre
los contigs [80]. No obstante esta de nicon debe ser reevaluada debido a la generacon de
lecturas largas por las tecnologas de tercera generacon, que aportan signi camente en el
llenado de gaps, unon de sca olds y solucbn de regiones repetitivas [92].

Existen dos tipos de enfoque de ensamblafe novoy comparativo o por referencia. El pri-
mero se re ere a la reconstruccon de una secuencia contigua sin hacer uso de una secuencia
de referencia, mientras que el ensamble comparativo emplea un genoma de referencia como
gua [39].

2.3.1. Algoritmos de ensamblaje

El ensamblaje de secuencias se basa en algoritmos de grafos. Un grafo es la representacon
de un conjunto de objetos a trawes de nodos o \ertices que estin conectados por aristas

0 ejes [80]. Los diferentes caminos que se pueden formar entre los nodos se conocen como
camino Hamiltoniano (cada nodo es visitado solo una vez) y camino Euleriano (cada arista

es visitada solo una vez) [37]. Los algoritmos para ensamblaje principamente usados son:
grafos de Bruijn y Overlap-Layout-Consensus (OLC).

» Grafo de Bruijn

Los grafos de Bruijn se construyen a partir de subsecuencias de las lecturas con un tamano k,
conocido como k-mer. Cada subsecuencia es representada por un nodo y los ejes se establecen
a traves de una relacon de sobrelapamiento de k-1. El objetivo posterior a la construccon

del grafo es encontrar el camino Euleriano a partir del cual se construye la secuencia con-
senso [24]. SOAPdenovo2, Velvet, ABySS y Euler son algunos ensambladores que basan su



2.3 Ensamblaje geromico 9

funcionamiento en el algoritmo de grafo de Bruijn [37].

En el caso de SOAPdenovo2 [72], este se compone de seis nodulos: correcon de errores,
construccon del grafo Bruijn, ensamblaje de contigs, alineamiento de lecturas pareadas,
construccon de sca old, y cerrado de gaps. El primer nodulo consta de cuatro etapas obli-
gatorias y una opcional. En la primera etapa se realiza una estimacon de un espectro de
frecuencias de k-mers, para esto se estiman dos tipos de k-mers, consecutivos y con espacio.
A partir de esta estimacon se construye una tabla de frecuencias de k-mers, que es empleada
en la segunda etapa para dividir la informacon en dos categoras, baja frecuencia de k-mers

y alta frecuencia de k-mers. Los k-mers estimados con baja frecuencia se consideraan co-
mo candidatos a errores y pasan a la tercera etapa donde ocurre una correccon de bases,
empleando un algoritmo de votacon mapido llamado "FAST", donde se itera sobre todas

las bases posibles para sustituir el error, luego veri ca la autenticidad de los nuevos k-mers
generados que corresponden al k-mer donde se encontraba la base con error. La cuarta etapa
de la fase de correccon emplea el algoritmo "DEEP", que tiene como objetivo realizar la co-
rreccon de las bases adyacentes o cercanas, as como los errores en los bordes de las lecturas
gue no se corrigieron en la etapa anterior, nalizada esta correccon se busca la subcadena
mas larga de la lectura en la cual los k-mers no tienen errores. Las lecturas que permanecen
con errores son descartadas.

En el segundo nodulo se realiza la construccon del grafo de Bruijn empleando las lecturas
corregidas. En el tercer nodulo se realiza el ensamblaje de contigs a trawes de una estrategia
multi-kmer, donde el software evalia el uso de los k-mers de tamafo pequeno para distinguir
entre errores de secuenciamiento y fusionar regiones altamente heterocigotas, y k-mers de
tamano largo para resolver pequenas repeticiones. El cuarto nodulo realiza el alineamiento
de las lecturas pareadas de acuerdo al tamano de inserto permitiendo usar la informacon
deestas en el quinto nodulo donde se realiza la construccon de sca olds. Finalmente, se
lleva a cabo la fase de cerrado de gaps, haciendo uso de la informacon de los alineamientos,
donde cada base debe estar soportada por 80% de las lecturas para realizar la extenson
entre sca olds.

= Grafo overlap layout consensus

El algoritmo overlap-layout-consensus se fundamenta en encontrar el camino Hamiltoniano,
originalmente fue empleado para el ensamble de datos provenientes del secuenciamiento
por Sanger, pero posteriormente fue optimizado para el ensamblaje de genomas grandes y
actualmente es empleado en los ensambladores de Celera, Arachne, CAP y PCAP. Estos
ensambladores realizan un pre-alculo a trawes de todas las lecturas para seleccionar los can-
didatos de solapamiento, para ello emplea los k-mer identi cados como semillas de alineacon,
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y construye un grafo de superposicon a trawes del cual se obtiene la secuencia consenso [80].

Actualmente el algoritmo overlap-layout-consensus es empleado en versiones modi cadas pa-
ra el ensamblaje con lecturas largas provenientes de tecnologas de secuenciacon de tercera
generacon como Pacbio y Oxford Nanopore. El software Canu [67] implementa este algo-
ritmo, denominado jerarquico donde numerosas etapas de sobrelapamiento y correccon se
llevan a cabo entre las lecturas largas, con el objetivo de mejorar la calidad de la lecturas
antes del ensamblaje.

Canu se compone de tres fases, correccon, recorte (o trimming) y ensamblaje [67]. Inicial-
mente las lecturas empleadas se procesan a trawes de la estrategia conocida como MinHash
overlapping, basada en un algoritmo probabilstico para detectar todos los posibles sobrela-
pamientos entre lecturas largas. Para hacer esto, el algoritmo estima el ndice de similitud
de Jaccard, comprimiendo las secuencias o lecturas en una serie de huellas representativas (0
ngerprints) que consisten en un conjunto de k-mers mnimos (0 minimum-valued k-mers)

0 k-mers con el mnimo valor. Dado que existen repetidos k-mers en el genoma, aestos
se les asigna menor peso debido a que son poco informativos sobre el origen de la lectura,
en contraste los k-mers con unica copia son mas informativos y tendan un mayor peso.
De acuerdo con el anterior criterio se implementa una ponderacon conocida comdfetf
weight (term frecuency, inverse document frecuency), donde el peso asignado a cada k-mer
es la combinacon multiplicativa del rumero de ocurrencias de un k-mer en una lectura o
secuencia (documento) y la rareza general del k-mer entre todas las lecturas o secuencias (el
cuerpo), por consiguiente la rareza de un k-mer esutil para identi car documentos similares.

En la etapa de correccon, Canu emplea toda la informacon de los diversos sobrelapamien-
tos para corregir las lecturas individuales, previamente Canu implementa dos Itros para
identi car cual sobrelape debe ser empleado para corregir una lectura [67]. El primer lItro
es un ltro global donde cada lectura puede ser usada como evidencia de correccon de otras
lecturas, y el segundo es un ltro local donde para cada lectura se acepta o se rechaza la
evidencia proporcionada por otras lecturas, permitiendo una correccon jearquica de las
lecturas. Adicionalmente Canu estima las longitudes de lectura corregidas. En la etapa de
recorte o trimming se remueven las bases que no fueron soportadas por otras lecturas, junto
con la eliminacon de horquillas (o hairpins) de los adaptadores y secuencias quinericas.
Cada lectura queda recortada pero tratando de conservar la mayor longitud posible que sea
soportada por otras lecturas a un nivel de cubrimiento y tasa de error espec cos.

La fase de ensamblaje inicia con unaultima fase de correccon donde cada lectura es corre-
gida seagun la evidencia que proveen los alineamientos superpuestos con el n de distinguir
entre diferencias reales en las secuencias (por ejemplo, polimor smos verdaderos) de errores
de secuenciacon [67]. En esta etapa, las secuencias de las lecturas con errores de secuencia-
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con no son cambiadas, en su lugar se ajusta la tasa de error. Posterior a laultima fase de
correccon, Canu realiza la construccon del mejor grafo de sobrelapes (0 BOG del inges Best
Overlap Graph), considerando las mejores superposiciones. A partir del BOG, se construyen
los contigs iniciales y para cada uno de ellos se de ne un per | de error con base en las tasa
de error de los sobrelapes que se usaron en su contruccon [67]. Finalmente se genera una
secuencia consenso para cada contig, para ello Canu construye una secuencia molde para
cada contig por medio del empalme de las lecturas que se encuentran en posiciones cercanas
y que provienen de la mejor superposicon.

2.3.2. Metricas de evaluacon del ensamblaje

Posterior a la fase de ensamblaje, diferentes estadsticas son empleadas con el objetivo de
evaluar la integridad [41] y la contigeidad del genoma ensamblado [111]. Entre las principa-
les netricas se encuentran: tamano del ensamblaje, rumero y tamafo de sca olds y contigs,
N50, L50, NG50, LG50, porcentaje de gaps, cobertura porcentual y porcentaje de mapeo de
lecturas iniciales al ensamblaje (Fi@-1).

El N50 es un estadstico que describe la contigasidad del ensamblaje del genoma a nivel
de scaolds y contigs, asumiendo que entre nmas largo seaeste, mejor sela el ensamblaje
[111, 41]. De otra manera se puede asumir que el N50 describe un tipo de mediana de las
longitudes de las secuencia ensambladas, dando mayor peso a las secuencias largas. Se cal-
cula ordenando por longitud de mayor a menor cada sca olds o contig. Luego, iniciando
por el mas largo, se suman las longitudes hasta obtener la mitad de la longitud total de
todos los contigs o scaolds en el ensamblaje [39]. No obstante, esta estadstica debe ser
interpretada con precaucon debido a que un ensamblaje de ciente, donde se forzaron lec-
turas y contigs no relacionados en sca olds, puede tener un valor grande eroneo de N50
[111]. Una estrategia para este caso es el mapeo de lecturas y las comparaciones sinenicas
a gran escala para la deteccon de regiones eroneamente ensambladas o sca olds quinericos.

Una medida relacionada al N50 es el L50, el cual es empleado para representar el rumero de
contigs y sca olds, que son mas nas largos o iguales que la longitud N50 y, por ende, inclu-
yen la mitad de las bases del ensamblaje (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/help/).

El NG50 y el LG50 son medidas con las mismas caractersticas que las netricas de N50 y el
L50, pero se estiman sobre el tamafo del genoma, y no con el tamano del ensamblaje. Estas
nmetricas son usadas para hacer comparaciones entre ensamblajes de genomas de diferente
tamano [11].

Otra importante netrica es el tamano del ensamblaje, el cual permite estimar la relacon
entre el total de bases ensambladas y el tamano del genoma estimado con datos experimen-
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tales independientes o con enfoques basados en la frecuencia de k-mers [39, 41]. Esta relacon
tamben se denomina porcentaje de cobertura que indica el porcentaje del genoma que est
contenido en el ensamblaje en relacon con las estimaciones de su tamano; un rango entre 90
y 95 % es considerado como un porcentaje de cobertura bueno [111]. Sin embargo, debe con-
siderarse que los genomas presentan un porcentaje alto de regiones repetitivas que pueden
afectar el porcentaje de cobertura obtenido. Tamben se puede considerar el porcentaje de
genes que eshn contenidos en el ensamblaje. Adicionalmente, se estima el rumero total de
sca olds y contigs en el ensamblaje. El ideal es un rumero pequeno de sca olds donde ese
contenido el genoma. Finalmente, el porcentaje de brechas o vacos, que son las regiones no
secuenciadas entre pares de contigs o sca olds, denominados gaps son representados como
series de 'N's.

Figura 2-1 .: Metricas de evaluacon de ensamblajes geromicos.
En el presente ejemplo se asume un tamano estimado del genoma de 600 Mb representado en el recangulo
de la parte inicial con color gris, este valor se toma como referencia, para estimar el estadstico NG50 (color
rosado), indicando que el 50 % del ensamblaje est contenido en contigs 0 sca olds iguales o mayores a este
valor, el LG50 reporta el rumero de contigs o sca olds que cumplen con el criterio NG50. En color gris oscuro
se observa el tamano del ensamblaje, con el cual se calcula el porcentaje de cobertura en relacon al tamano
estimado del genoma. El N50 se estima de acuerdo al tamano del ensamblaje. Los diferentes fragmentos en
los que esh contenido el ensamblaje a nivel de sca olds se representan en color naranja y los contigs en color
verde.
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2.4. Transcripomica

Un enfoque para el estudio de la expreson del genoma es a traws del transcriptoma, el
cual se asume como el conjunto de mokculas de ARN derivadas de la expreson de los genes
de una elula en un momento dado y bajo un conjunto de condiciones espec cas [15]; por
consiguiente, el transcriptoma puede cambiar dimmicamente de acuerdo con los genes que
se eskn expresando [37]. Por lo anterior, la estrategia de usar diferentes tejidos facilitaria su
reconstruccon.

Un acercamiento investigativo para identi car la presencia de transcritos y cuanti car el nivel

de expreson de genes es a trawes de la hibridacon deacidos nuckicos en microarreglos, sin
embargo, la capacidad para documentar y cuanti car en una forma masiva la expreson de
genes en diversas condiciones experimentales por medio de esta tecnologa es limitada [89].
Frente a la anterior problenatica, los avances en las tecnologas de secuenciacon masiva y
paralela de ADN, permitieron el secuenciamiento del ARN a trawes del ADN complementario
(ADNc) (RNA-seq) [112] y la determinacon de la estructura de los genes, la identi cacon

de sitios de inicio y nalizacon de la traduccon, de patrones de corte y empalme alterna-
tivos (o splicing alternativo), de modi caciones post-transcripcionales, la cuanti cacon de

los cambios en los niveles de expreson de los genes y el cablogo de ARN no codi cantes
[107]. Para Wang et al. (2010) una de las ventajas del uso de RNA-seq es la fcil deteccon
de transcritos de organismos no modelo, sin genoma de referencia, adicionalmente pueden
ser usados para apoyar la anotacon estructural y funcional de genes [111].

La ecnica de RNA-seq se basa en la secuenciacon de una librera de ADNc, que ha sido
obtenida del ARN mensajero presente en la muestra de ARN total [107]. A los mnultiples
fragmentos de ADNCc se le ligan en los extremos unos adaptadores para su secuenciamiento
y la obtencon de lecturas cortas entre 75-400 pb sequn la plataforma de secuenciamiento.
En los ultimos anos con el desarrollo de las tecnologas de tercera generacon se presenta
una nueva alternativa de secuenciamiento del ARN. En el caso de Pacbio, cada librera es
de una sola mokcula de transcripcon construida a partir de ADNc, deesta se generan lec-
turas con un tamano superior a 1Kb lo que permite la identi cacon de los extremos 5'y 3'
de las regiones no traducidas (UTR) y de los Imites exon-exon que discriminan las isofor-
mas. Sin embargo, si la secuenciacon se limita a los ARN mensajeros, se obtiene un rango
reducido de la expreson genica, pero con un alto potencial de precison para la anotacon [77].

La aplicacon de la tecnologa de RNA-seq requiere un adecuado diseno experimental que
debe ser acorde al organismo de estudio y al objetivo de investigacon [21]. Generalmente se
pueden distinguir cuatro fases en un estudio de RNA-seq (2+2). La primera fase consiste

en el diseno experimental, en la segunda fase se lleva a cabo la generacon de los datos, los
cuales son empleados en la tercera fase de procesamign®lico y nalmente, en la cuarta
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fase se desarrollan estudios sobre expreson diferencial o caracterizacon estructural y funcio-
nal de los diferentes genes. A continuacon se detallan cada una de las fases anteriormente
mencionadas.

En cuanto a la primera fase es importante destacar que el diseno experimental debe estar
enfocado a una pregunta biobgica, la cual orienta la fase experimental, que comprende las
etapas de propagacon del material biobgico, y el trabajo de laboratorio donde se considera
la reduccon de contaminantes, para la obtencon de ARN total de alta calidad. Simulanea-
mente se debe evaluar la estrategia de secuenciamiento, considerando el tipo de librera,
profundidad de secuenciamiento y el rumero de eplicas. Para la construccon de la librera,

el ARN total ha sido extrado previamente y el ARNm es capturado a trawes de la cola poli

A [108], obtenendose entre 1{2 % del ARN inicial. En cuanto al tipo de lecturas generadas,
estas pueden ser de un solo extremo usadas generalmente para estudios de niveles de expre-
sbn con especies altamente anotadas, mientras que las lecturas largas y pareadas son nmas
informativas para caracterizar especies escasamente estudiadas [21].

Generados los datos, se inicia la tercera fase de aralisissilico, la cual se compone de una
fase de preprocesamiento que evalia la calidad de las lecturas, la presencia de contaminanes
y adaptadores. Los datos limpios son empleados en la fase de ensamblaje del transcriptoma.
Para el ensamblaje se distinguen dos enfoques: ensambtiganovoy ensamblaje guiado por
genoma de referencia.

El ensamblajede novose realiza cuando no se tiene genoma de referencia, o su calidad es ba-
ja. Este enfoque emplea la construccon de grafos de Bruijn a partir de k-mers provenientes
de las lecturas del secuenciamiento, cada nodo es un k-mer de la lectura y los sobrelapa-
mientos las aristas [78]. Para el ensamblaje se cuenta con diferentes ensambladores como
SOAPdenovo-trans, ABySS vy Trinity.

El ensamblaje guiado por genoma de referencia consiste en tres etapas, en la primera etapa
se alinean las lecturas al genoma de referencia, posteriormente las lecturas sobrelapadas en
cada locus son empleadas en la construccon de un grafo que representa todas las posibles
isoformas, en laultima etapa se atraviesa el grafo para construir todas las probables isofor-
mas. El metodo anteriormente descrito es empleado en programas como Cu inks y Trinity
[83].

Trinity se compone de tres nodulos: Inchworm, Chrysalis y Butter y [48]. El primer nodulo

toma las lecturas de entrada, las descompone en un conjunto de k-mers sobrelapantes y para
cada k-mer registra su secuencia y abundancia en la tabla hash. Posteriormente, se realiza
la remocon de posibles k-mers con errores. El tercer paso es la seleccon del k-mer con la
mayor abundancia, el cual es empleando como semilla para la reconstruccon de contigs pre-
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Figura 2-2 .: Pipeline de aralisis de datos de RNA-seq.
Las investigaciones con datos de RNA-seq, consideran cuatro etapak:Diseno experimental de acuerdo al
objetivo de investigacon. 2.Fase experimental, donde se lleva a cabo el proceso de extraccon del ARN,
construccon de la librera y secuenciamiento. 3.Fase de procesamiento, se realiza el control de calidad de las
lecturas, limpieza de adaptadores y remocon de lecturas de baja calidad. Posteriormente se lleva a cabo el
ensamblaje y evaluacon del mismo.4.Aralisis posteriores involucran el uso de los transcritos para realizar
procesos de anotacon del genoma o aralisis de expreson diferencial.

liminares. A partir del k-mer semilla, la extensbn se hace tanto en direccon 5'-3' como en
direccon 3'-5'. Los k-mers sobrelapantes (k-1) que se usan para realizar la extenson a partir
del k-mer semilla se van seleccionando de acuerdo a su abundancia. La extenson, base por
base, se realiza hasta agotar todos los k-mers que puedan proveer una extenson. Cuando
se hayan reconstruido los contigs a partir del k-mer mas abundante, todos los k-mers que
integran los contigs son removidos de la tabla hash. El proceso de seleccon de k-mers semilla
y su extenson bidireccional para reconstruir nuevos contigs se realiza de manera iterativa
hasta que todos los k-mers de la tabla hash se han usado.

El nodulo Chrysalis emplea los contigs lineales que reporta Inchworn, a trawes de tres fases
[48]. En la primera se realizan grupos si hay una superposicon de K -1 entre ellos y si existe
un rumero de lecturas que soportan la unon de los contigs evaluados. En la segunda fase se
construye un grafo de Bruijn para cada grupo de manera individual. Posteriormente, cada
lectura es mapeada al grupo con el cual comparte el mayor rumero de k-1 mers y el umero
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de lecturas mapeadas a cada grupo proporciona una medida de soporte para el grupo. Los
grupos con muy bajo soporte son descartados.

El nodulo Butter y se compone de dos fases [48]. En la primera fase (conocida como trim-
ming) se remueven posibles errores de secuenciacon al identi car las aristas de los nodos que
son soportadas por relativamente pocas lecturas. En la segunda fase (conocida como graph
compaction) se realiza una reconciliacon entre los nodos de los grafos de Bruijn individuales
generados por Chrysalis para producir grafos mas compactos (con secuencias nas largas).
Las fases 1y 2 se repiten de manera iterativa hasta alcanzar convergencia. Este nodulo usa
un procedimiento de programacon diramica que identi ca los caminos (o paths) a trawes de

los grafos de Bruijn que esain mejor soportados por las lecturas y pares de lecturas (paired-
ends) reales y que representan posibles transcritos, sus isoformas y copias paalogas.

Finalizada la fase de reconstruccon del transcriptoma, cada ensamblaje debe ser evaluado.
Sin embargo, las netricas empleadas en el ensamblaje geromico como N50 y NG50 no son
adecuadas para seleccionar el mejor ensamblaje del transcriptoma debido a que las secuen-
cias nmas largas o el ensamblaje total mas grande pueden indicar un nivel de sobreinclusbon
0 quimerismo [106]. Una alternativa para esta problenatica es considerar un conjunto de
nmetricas primarias (salidas kasicas de un ensamblador) y las netricas de los ensamblajes
post-procesamiento (representa un ensamblaje mas re nado). Entre las evaluaciones prima-
rias se encuentran: rumero de secuencias ensambladas, longitud media, tasa de alineacon,
el rumero de transcritos ensamblados que cubren completamente un transcrito de referencia
y una alta recuperacon de orblogos ultra conservados [57]. De acuerdo con la evaluacon
primaria se obtendia un transcriptoma con una calidad superior, que puede ser empleado en
etapas posteriores para prediccon funcional y estructural de los genes a trawes de bases de
datos como UniProtKB, SwissProt o Pfam [111] y aralisis de expreson diferencial [112].

2.5. Anotacon geromica

La anotacbn geromica es un paso fundamental en la caracterizacon estructural y funcional

de un genoma, centrando su atencbn en regiones que corresponden a elementos de relevancia
biobgica, tales como genes codi cantes de protenas, ARN no codi cantes o regiones repe-
titivas [41]. Este proceso comprende dos fases: anotacbon estructural y anotacon funcional.

La fase de anotacon estructural tiene como objetivo la identi cacon de la ubicacon y la
estructura de todos los genes de un genoma, incluyendo las regiones no traducidas (UTR) y
las isoformas de un gen [65], mientras que la anotacbn funcional permite relacionar las ano-
taciones estructurales con su producto (protena o ARN) y la funcon asignada al producto
enico, tarea que puede ser llevada a cabo con el uso de base de datos especializadas para
lusqueda de dominios funcionales, orblogos relacionados, redes metalolicas y ontologa de
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genes, entre otros [111].

La anotacon estructural puede abordarse desde un enfoque comparativo (basado en homo-
loga) o no comparativo (basado en evidencia). El primero emplea la informacon de especies
cercanas altamente caracterizadas para predecir secuencias codi cantes de genes a trawes de
la similaridad en la secuencias de protenas. De otra manera el enfoque no comparativo em-
plea datos de RNA-seq, EST, cDNA, para identi car y caracterizar los genes. En el caso de
los genes no expresados o no caracterizados se puede realizar prediccdmigstio basadas

en homologa.

En la anotacon desde un enfoque basado en evidencia, la identi cacon de genes con base
en datos de RNA-Seq, puede abordarse desde tres enfoques: el primero emplea un genoma
de referencia al cual se alinean las lecturas en cada locus, reconstruyendo los transcritos. En
el segundo, se realiza un ensamblage novode las lecturas, que posteriormente se alinean
contra un genoma de intees para deducir posibles estructuras de genes. Finalmente, el ter-
cer enfoque integra los datos de RNA-Seq, ya sean ensamblajes o lecturas, en programas de
prediccon de genes codi cadores de protenas [65].

La anotacon desde un enfoque de homologa asume la similitud de secuencias a nivel de
protenas y dominios conservados, para realizar alineamientos multiples entre especies que
pueden estar alejadas evolutivamente. Bajo esta misma perspectiva de homologa pero en
genomas de especies evolutivamente relacionadas, se considera la posibilidad de mapear
coordenadas de inicio y nal de los exones de un genoma fuente a un genoma diana, esta
estratega es conocida como anotacon por mapeo.

Al igual que en el ensamblaje geromico, en la fase de anotacon es necesario realizar su
evaluacon, para ello se considera intersectar el rumero de familias de protenas compartidas
con la mayora de los eucariotas, calculando el porcentaje de grupos orblogos universales
de copiaunica. Para llevar a cabo el proceso de anotacon han surgido diversas pipeline
como Maker y PASA, que buscan la integracon de las prediccionel® novocon los da-

tos experimentales. Maker est basado en una arquitectura modular, integrando diferentes
programas como Repeatmasker, BLAST, Exonerate, Augustus, SNAP, entre otros. Adicio-
nalmente ampla las clases de Bioperl, GenericHit y GenericHSP para facilitar el aralisis
comparativo y la anotacon autonatica[18].

El proceso de anotacon con Maker ocurre en cinco pasps3: calcular, lItrar/agrupar, pulir

(o polish), sintetizar y anotar. El primer paso tiene como objetivo la husqueda de regiones
repetitivas mediante RepeatMasker y la identi cacon regiones de EST, mRNA y protenas
con signi cativa similaridad con el genoma evaluado mediante BLAST. En el segundo pa-
so de ltrado y agrupamiento, se realiza la identi cacon y eliminacon de predicciones y
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alineamientos que no cumplen con una serie de criterios previamente establecidos. Con el
agrupamiento se identi can los sobrelapes entre predicciones y alineamientos, permitiendo la
agrupacon de datos y la identi cacon de evidencia redundante. El tercer paso de pulido usa
Exonerate a partir de los hits de BLAST, para obtener mayor precison entre los Imites de
exones. En el cuarto paso Maker sintetiza toda la evidencia que tiene, la cual es empleada por
SNAP, para modi car el modelo de Markov y realizar prediccionegb initio, adicionalmente

se pueden realizar predicciones a trawes de otros programas como Augustus. Finalmente,
en el quinto paso se integran las predicciones de SNAP o del programa empleado con las
evidencias y se genera la anotacon [18, 17].

Figura 2-3 .: Pipeline de anotacbn - maker
La pipeline de Maker inicia con prediccionesde novo (color morado), simulaneamente se realiza la iden-
ti cacon de regiones repetitivas (color azul). Posteriormente se emplean BLAST,para encontrar regiones
similares. En rojo se presenta la fase de polish, seguida de la fase de sntesis generando la anotacon.
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2.6. Geromica comparativa

La geromica comparativa es un enfoque poderoso que permite acercarse a comprender la
diramica evolutiva de los genes y de los genomas [113], y permite comprender la informacon
contenida en el ADN de multiples genomas a trawes de la husqueda de regiones conservadas
ricas en genes orblogos, es decir genes derivados de un antecesor conun [91]. Los avances
en las tecnologas de secuenciamiento han permitido obtener ensamblajes geromicos de alta
calidad con su respectiva anotacon, haciendo posible aralisis comparativos de genes orblo-
gos en diferentes especies. No obstante, la identi cacon de genes orblogos ha sido un reto
debido a la evolucon diramica de los genomas y la acumulacon de cambios enestos [102].

Para inferir genes orblogos se han empleado netodos basados en la similitud de las se-
cuencias y su reconstruccon logeretica [3]; el primero realiza la comparacon de genomas
y agrupa los genes por alta similaridad para identi car grupos de orblogos, a trawes del
algoritmo de clusters de Markov. El segundo usa familias candidatas de genes determinadas
por similaridad, y luego con base en un aralisis donde se fusionan las logenias de genes y
de especies se determinan subconjuntos de orblogos a trawes de algoritmo de agrupamien-
to jearquico de genes correlacionados, guiado por las relaciones logereticas [102]. Otra
perspectiva es a trawes de la localizacon de loci y la conservacon sinenica en el orden y la
orientacon de los genes a lo largo de los cromosomas [102]. De acuerdo a las anteriores Ineas
de trabajo, las herramientas computacionales se han basado en la construccon de arboles
desde un enfoque logeretico y la elaboracon de ga cos 2D donde cada eje representa una
secuencia contigua en el genoma [60].

Para Tang et al. (2011) la principal di cultad biobgica de la que se debe partir es la deteccon

de verdaderos orblogos y su distincon de los parlogos, dicha problematica se incrementa
cuando se analizan genomas que han pasado por eventos de duplicacon completa del ge-
noma, por lo tanto la construccon de bloques sinenicos pueden ser 1.1, 1:2 , 2:2, entre
otras dependiendo de cuando ocurrd el evento de duplicacon en la historia evolutiva de
ambos linajes. El aralisis comparativo en el reino vegetal es un reto debido a los eventos de
duplicacon completa del genoma, reordenamientos gereticos y translocaciones genicas [113].
En cuanto a los netodos que de nen los bloques sinenicos a trawes del encadenamiento de
genes honologos putativos, asignando una puntuacon (score) a cada bloque y aplicando
un criterio de corte, generando representaciones en ga cas de puntos, donde cada punto
representa un par de marcadores de genes putativos en secuencias similares y los bloques
sinenicos se representan como diagonales. Sin embargo, algunos netodos no diferencian la
edad evolutiva de los bloques ni la identidad de los bloques
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2.7. Historia evolutiva del frijol Lima

Las plantas cultivadas que sostienen la creciente poblacon humana se originaron mediante
el proceso de la domesticacon hace unos 10.000 anos en varios continentes [53]. Durante
este proceso, las plantas se adaptaron al ambiente de cultivo creado por el hombre mediante
respuestas siobgicas y cambios morfobgicos que en su conjunto se conocen como el sndro-
me adaptativo de la domesticacon y que incluyen cambios en el habito de crecimiento, en

el tamano de la planta y partes de la planta (por ejemplo de la semilla y el fruto), en la
perdida del mecanismo de disperson natural de la semilla, entre otros. De estos rasgos, la
perdida del mecanismo de disperson de la semilla es uno de los nas importantes, no lo
porque permitd la adaptacon de las plantas silvestres al ambiente de cultivo sino que la
disperson de semillas es un rasgo indeseable en los sistemas de produccon debido a que
reduce el rendimiento de los cultivos. Por lo tanto, entener el control geretico de este rasgo
es de intees en cultivos de semillas como las leguminosas.

Uno de los cultivos mas importantes de leguminosas es el frijol, especialmente del genero
Phaseolus El genero Phaseolusde origen americano, cuenta con mas de 50 especies silves-
tres pero lo se han reportado cinco especies domesticadas, a saPleaseolus vulgarid..

(el frjol corrun), Phaseolus coccineusk., Phaseolus dumosuMacFac., Phaseolus acutifolius

A. Gray y Phaseolus lunatud.. (el frjol Lima). Estas cinco especies pertenecen logereti-
camente a dos linajes separados, el linaje vulgaris que incluye a las primeras cuatro especies
domesticadas mencionadas y otras especies silvestres principalmente de Mesoanerica, y el
linaje lunatus que incluye aP. lunatus y otras especies silvestres principalmente de Suraneri-

ca [33].

El proceso de domesticacon en el frijol comun y en el frijol Lima ocurro a trawes de mnulti-

ples e independientes eventos [25, 100, 4], que generaron una serie de cambios morfobgicos
y siobgicos donde se destacan el aumento del tamafo de la semilla, cambio de habito de
crecimiento (de indeterminado a determinado), perdida de la dormancia de la semilla 'y cam-
bios en el mecanismo de disperson de la semilla [40, 47]. Estos cambios ocurrieron en las
poblaciones silvestres fundadoras favoreciendo la adaptacon al medio ambiente de cultivo
de las variedades criollas [25], las cuales han sido clasi cadas en los acervos mesoamericano
y andino, teniendo como criterio el tamano de la semilla y la distribucon geoga ca.

En el caso del frjol conmun,este explora un rango altitudinal entre los 1.200 y 2.500 metros
sobre el nivel del mar (msnm) para el acervo Andino, caracterizado por un tamano de semilla
grande [16], mientras que el acervo mesoamericano comprende el rango de 1.500-1.900 msnm
con semilla pequena [82]. En el frjol Lima se establecb para el estado silvestre [95], que
el acervo Mesoamericano se caracteriza por presentar semilla pequena, su distribucon com-
prende Mexico, Centroanerica, el Caribe, Colombia y la vertiente oriental de los Andes de
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Pewu, Bolivia y norte de Argentina. Su rango altitudinal vara entre los cero y 1.600 msnm,
tolerando incluso climas extremadamente secos de la costa peruana (para los materiales cul-
tivados) y bosque de transicon entre las regiones muy lumedas y secas (semideciduos y
Caducifoliate) con temperaturas superior a Z [8]. Mientras que la semilla del acervo An-
dino se caracteriza por su gran tamano y su distribucon comprende desde los 400 hasta los
2.000 msnm en la vertiente occidental de los Andes de Ecuador y norte del Peu, llegando
en ocasiones a climas templados de altitudes superiores a 2.500 msnm, y un clima tropical
humedo de la regpn amaznica entre Peu y Ecuador [8]. De acuerdo a lo anterior, se puede
concluir que el frjol Lima explora un rango altitudinal mas amplio que el frijol conun, el

cual comprende desde cero hasta 2.500 msnm, tolerando diferentes grados de temperatura
y explorando diferentes ambientes [95, 8] mientras que el frjol comun esta reducido al ran-

go de 1.200 a 2.500 msmn, y por ende a los ambientes ecobgicos que se ubican en dicho rango.

En cuanto a los anteriores dos acervos gereticos, investigaciones con la regon ITS (internal
transcribed spacer, por su sigla en inges) del ADN ribosomal [100] y polimor smos del ADN
nuclear y del cloroplasto [4] establecieron tres acervos genicos en el frjol Lima silvestre de-
nominados Mesoamericano | (Ml), Mesoamericano Il (MIl) y Andino (A). El origen Andino

del frjol Lima haba sido validado por Fofana et al. (1999) mediante aralisis logereticos

de polimor smos del ADN del cloroplasto. Para la clasi cacon de las poblaciones domes-
ticadas del frjol Lima, tamben se emplea el criterio de la forma y tamano de la semilla,
encontandose semillas pequenas y redondeadas (cultivares Sieva y Potato) para las razas
mesoamericanas y semillas grandes y aplanadas (cultivares Big Lima) para la razas andinas.

El frjol cormun es la leguminosa de grano nmas importante debido a su alto contenido nutri-
cional y distribucon global de siembra [88] que supera los 23 millones de toneladas al ano
[12]. En segundo lugar se encuentra el frjol Lima, que es equiparable nutricionalmente con
el frjol comun [59, 56], sin embargo su produccon mundial es inferior a 200 mil toneladas
anuales [8], por consiguiente el consumo de frijol lima es menor que el de frijol conmun.

A nivel geromico, los estudios han estado enfocados en frijol conun, reporandose el secuen-
ciamiento y ensamblaje del genoma de referencia para dos genomas que representan los dos
acervos (andino y mesoamericano). El genoma del acervo andino fue ensamblado en 473 Mb
[98] y el del acervo mesoamericano en 549.6 Mb [105], con N50 a nivel de sca old de 50.4Mb
y 433.8 Kb, respectivamente. Adicionalmente, el frijol cormun cuenta con diversos ensambles
de transcriptoma en diferentes tejidos, estados de desarrollo, factores boticos y abbticos,
generando un atlas de expreson [110, 7, 62, 105], as como tambgn investigaciones compa-
rativas sobre la conservacon del genoma entre especies modelo de leguminosas [19, 96, 98].

Para frijol Lima a la fecha no exista genoma de referencia, solo se contaba con el reporte
del ensamblaje de un transcriptoma desde un enfoque de estes bbtico espec co empleando
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el hongoTrichoderma viride, con el objetivo de identi car genes relacionados con la diver-
gencia ambiental y posibles adaptaciones en el gendethaseolus[69]. A nvel de geromica
comparativa no existen investigaciones para el frijol Lima. Sin embargo, una aproximacon
a la organizacon estructural de esta especie, fue realizada a traves de mapas citogereticos,
reportando reordenamientos estructurales en los cromosomas 2, 9 y 10 de frijol Lima y un al-
to nivel de macro-colinearidad en los cromosomas 3, 4y 7 con respecto al frijol corrun. [10, 6].



Objetivos

General:

= Generar una estrategia computacional para la deteccon de microsintenia en regiones
geromicas asociadas a genes de domesticacon en frijol Lima.

Espec cos:

= Ensamblar de novosca olds del genoma de frijol Lima (variedad G27455 Colombia-
Sucre) a trawes de la combinacon de macro y microfragmentos geromicos secuenciados
por la tecnologa Illumina.

= Ensamblarde novoel transcriptoma de tres tejidos vegetales de frijol Lima para apoyar
la anotacon de los sca olds.

» Detectar bloques microsintenicos asociados a genes de domesticacon con especies evo-
lutivamente cercanas al generd®haseoluspara validar la organizacon de estos genes
entre las especies analizadas.



3. Ensamblaje geromico de novo de alta
calidad de Frijol Lima

3.1. Resumen

El Frijol Lima ( Phaseolus lunatusL.) es la segunda especie domesticada mas importante
del genero Phaseolus desples de frijol comun (Phaseolus vulgarisL.). Estas dos especies
comparten similitudes a nivel taxoromico, ecobgico y evolutivo. Sin embargo, las investiga-
ciones geromicas en este ggnero han estado enfocadas en el frijol conun, depndose especies
hierfanas como ha ocurrido con el frijol Lima, una especie de gran importancia agroromica y
ecobgica en la que no se han desarrollado las herramientas geromicas necesarias para avan-
zar en el estudio de genes de intees, ni para comprender la estructura geretica de este cultivo.

En la presente investigacon se reporta el primer secuenciamiento y ensambldgnovodel
genoma de frijol Lima del genotipo G27455 del acervo Mesoamericano, a trawes de la com-
binacon de lecturas provenientes de tecnologas de secuenciamiento de segunda (lllumina y
10x-Genomics) y tercera generacon (PacBio). Se generaron 97.6 Gb de datos, que fueron
empleados en una estrategia de ensamblaje que evalw siete tamanos de k-mer y la recons-
truccon del genoma mediante un enfoque jearquico. El genoma de frijol Lima se ensambb
en 541 Mb, contenido en 496 contigs con una contigsidad 5.5 Mb (N50).

Concluson: Se realio el primer ensamblaje de alta calidad del genoma de frijol Lima de una
accesbn colombiana, con alta continuidad y calidad por base, mediante la implementacon
de una estrategia de ensamblaje que empleo datos provenientes de diferentes tecnologas de
secuenciamiento. Este primer ensamblaje aporta al conocimiento geromico de esta especie,
generando los primeros sca olds del genoma de frijol Lima.

Palabras claves: Phaseolus lunatud.., secuenciamiento geromico, ensamblaje
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3.2. Introduccon

La familia de las falaceas o leguminosas agrupa a mas de 20.000 especies en tres subfami-
lias: Mimosoideae, Caesalpinioideae y Papilionoideae [19]; en estaultima se encuentran las
especies de cultivo mas importantes para la dieta humana, razon por la cual se han desarro-
llado diversas investigaciones con el objetivo de caracterizar sus genomas e identi car genes
asociados a rasgos de importancia agroromica. De la amplia diversidad de esta familia, el
genero Phaseolusalberga uno de los cultivos mas antiguos del mundo, el frijol.

El frijol comun es la especie nas importante de este genero, seguido de frijol lima. Estas dos
especies comparten una interesante historia evolutiva, especialmente en cuanto al proceso de
domesticacon ocurrido a traes de eventos nultiples e independientes [25, 100, 4] donde las
variedades criollas divergieron de sus parentales silvestres, siendo clasi cadas en los acervos
mesoamericano y andino [95, 8]. A nivel ecobgico el frijol Lima explora un amplio rango
altitudinal que comprende desde cero hasta 2.500 msnm, tolerando diferentes grados de tem-
peratura y explorando diferentes ambientes [95, 8]. A nivel geromico el frijol Lima es una
especie diploide con 11 pares de cromosomas (2n=2X=22) [82, 31] y tamano estimado del
genoma de 600 Mb [2]. Sin embargo, el estudio de esta especie a escala geromica no haba
sido posible, debido a que a la fecha no haba genoma disponible.

El ensamblaje geromico de alta calidad caracterizado por su continuidad y calidad por ba-
se [79] facilita el desarrollo de una amplia gamas de investigaciones para la caracterizacon
funcional y estructural del mismo, permitiendo la identi cacon de elementos de relevancia
biobgica como regiones repetitivas, ARNs no codi cantes o genes codi cantes de protenas
[41]. La identi cacon de estos elementos se logra mediante diferentes estrategias tales como la
comparacon de las secuencias de ADN (geromica comparativa) con especies estrechamente
relacionadas o la incorporacon de evidencia experimental a traves de datos de RNA-seq [21].
En el caso de un genoma vegetal, las investigaciones han sido enfocadas en la identi cacon
y caracterizacon de genes involucrados en rasgos agroromicos como rendimiento, habito de
crecimiento, oracon, mecanismos de resistencia a enfermedades y respuestas espec cas a
estes botico o abotico [36]. Otro importante aspecto de indagacon ha sido la lusqueda

de relaciones entre los indels y su incidencia en el proceso de domesticacon, junto con la
dirmmica evolutiva del genoma [101]. De acuerdo a lo anterior, el potencial investigativo
del genoma es amplio, aportando en nultiples aspectos al conocimiento de las especies que
cuentan con este recurso.

Una reciente tendencia para el secuenciamientie novode genomas complejos es la com-
binacon de plataformas de secuenciamiento de segunda generacon (lllumina) y de tercera
generacon (Oxford Nanopore, Paci ¢ Biosciences-PacBio), con el objetivo de aumentar el
tamano de los sca olds ensamblados y corregir los errores surgidos en el secuenciamiento



26 3 Ensamblaje geromicale novode alta calidad de Frijol Lima

[50]. En el caso de lllumina, esta tecnologa se basa en la secuenciacbn por sntesis qumica
(SBS) que permite detectar las bases individuales a medida que se incorporan en el ADN de
la cadena molde [9], mientras que Pacbio emplea la enzima ADN polimerasa unida a nanoes-
tructuras conocidas como \Zero Mode Waveguides" (ZMW), las cuales captan en tiempo
real senales de uorescencia a medida que se sintetiza la hebra complementaria [84, 94].

El proceso bioinformatico que se usa para el ensamblaje geromico esh estrechamente rela-
cionado con el tipo de datos generados por secuenciamiento. A nivel algortmico, el proceso
de ensamblaje con lecturas cortas se realiza a trawes de grafos de Bruijn dirigidos que usa
k-mers (subcadenas de longitud k) construidas a partir de la lecturas [91], para representar
sobrelapes entre las secuencias (k-1). Luego de la construccon del grafo, se identi ca elopti-
mo camino, conocido como camino Euleriano, el cual pasa por cada arista una sola vez con
el cual se construia el ensamblaje [99].

Generalmente la estrategia de ensamblagke novopara lecturas cortas se compone de tres
etapas: ensamblaje de contigs, sca olding y llenado de gaps. En la primera etapa se obtie-
nen contigs, a partir de la implementacon de un algoritmo de ensamblaje. En la segunda
etapa los contigs ensamblados se conectan ordenadamente formando sca olds mediante la
superposicon de contigs y el uso de datos de una segunda fuente de informacon como lo
son las lecturas largas o lecturas marcadas con barcodes como las producidas por las tecno-
loga 10x. Finalmente, en la etapa de llenado de gaps, los espacios son estimados a partir
del tamano de inserto de las lecturas o mediante un enfoque comparativo con una especie
evolutivamente cercana. Las dosultimas etapas pueden ser realizadas iterativamente, con el
objetivo de mejorar la calidad del ensamblaje [99].

El ensamblaje con lecturas largas emplea algoritmos conocidos como Overlap-Layout-Consensus
(OLC). Inicialmente el algoritmo OLC realiza un pre-alculo a trawes de todas las lecturas

para seleccionar los candidatos de solapamiento, empleando k-mers identi cados como se-
millas de alineacon entre los pares de lecturas, a partir de estos se construye un grafo de
superposicon donde se busca el camino Hamiltoniano ( cada nodo es visitado lo una vez )
[37] y al recorrer el camino con los mejores sobrelapes se obtiene la secuencia consenso [80].

En la estrategia de ensamblajele novopara lecturas largas se distinguen tres etapas: co-
rreccon, limpieza y ensamblaje [67]. Inicialmente las lecturas proporcionadas al software
ensamblador como Canu, implementan una estrategia conocida como MinHash overlapping
para la identi cacon de regiones similares entre pares de lecturas. En la etapa de correccon
se emplea toda la informacon de los diversos sobrelapamientos para corregir las lecturas
individuales. En la segunda etapa se remueven las secuencias que no fueron soportadas por
otras lecturas, junto con la eliminacon de adaptadores. En la tercera etapa se realiza la
construccon del grafo de sobrelapes, considerando las mejores superposiciones, las cuales
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generan una secuencia consenso para cada contig [67]. En la gBwa se observan las dife-
rentes etapas de ensamblaje de acuerdo al tipo de lectura empleada.

En la presente investigacon se geneo el primer ensamblaje de alta calidad del genoma de
frijol Lima, de un cultivar colombiano. Este genoma contribuye al conocimiento de la familia
de las falaceas, un grupo de alto inteles agroecoromico puesto que eneste se encuentran las
legumbres de cultivo mas importantes para el consumo humano [45, 88].



Figura 3-1 .: Aproximacon metodobgica para el ensamblaje geromico a partir de lecturas cortas y lecturas largas.

En el ensamblaje geromico basado en lecturas cortas, se distingue tres etapas principald9: Ensamblaje de contigs, donde las lecturas se dividen
de acuerdo a un tamafo de subsecuencia k, conocido como k-mers. A partir de estos k-mers se construye el grafo de Bruijn, el recorrido del camin
Euleriano del grafo genera el ensamblaje de los contigB) Sca olding, permite la unon de contigs. C) Llenado de gaps, usa la informacon de
las lectura pareadas para resolver regiones con secuencias 'N'. En el ensamblaje con lecturas largas desde un enfoque jearquico se diferencian tre
etapas:A) Correccon, las lecturas se sobrelapan buscando la correccon de erroreB) Limpieza, las lecturas sin soporte identi cadas en la fase
anterior se eliminan. C) Ensamblaje, se realiza empleando el grafo Overlap-Layout-Consensus, buscando el camino Hamiltoniano que reconstruye
la secuencia consenso.
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3.3. Resultados y Discuson

3.3.1. Conjunto de datos de secuenciamiento

Para la presente investigacon se generaron 243 millones de lecturas que contienen 61.9 giga
bases (Gb), a trawes de la combinacon de tecnologas de secuenciamiento lllumina y Pacbio.
Para el secuenciamiento con la plataforma lllumina se obtuvieron 36.3 Gb en dos libreras
de lecturas pareadas, una libreria con tamano de inserto de 450 bp, y la segunda librera
fle construida mediante la tecnologa 10x-Genomics con tamafo de insertos entre 500 y 700
bp. Con la tecnologa Pachio se generaron 25.6 Gb en una librera construida a partir de
mokculas mayores a 3kb. En total se originaron 97.6 Gb de datos crudos de secuenciamiento.
Se obtuw un cubrimiento de 103.17 X, suponiendo un tamafno de 600 Mb del genoma de
frijol Lima. En la tabla 3-1 se especi can los rendimientos obtenidos por cada plataforma
de secuenciamiento.

Tabla 3-1 .: Produccon de datos de secuenciamiento geromico obtenidos por la tecnologa lllumina

y PacBio.
Libreria  Plataforma Longitud promedio Numero de Bases Datos
de lectura (pb) lecturas (M)  totales(Gb)  crudos (Gb)
1 lllumina 150 103 155 31
lllumina
2 10x-Genomics 150 138 20.8 41
3 Pacbio 11914 2 25.6 25.6
Total 243 61.9 97.6

1 pb: pares de bases, M: millones, Gb: gigabase.

3.3.2. Evaluacon de la calidad de las lecturas

Los 103 millones de lecturas (31 Gb) de la librera 1, presentaron un 35 % de contenido GC,
y calidad en el llamado de las bases superior a 28 Q (anexo AAgl ). Aunque la calidad

de las lecturas fue alta, el aralisis de contenido de secuencias sobrerrepresentadas (Anexo
A, g: A-2) evidenco la necesidad de realizar un corte de las primeras 15 bases en el extre-
mo 5'y de cinco bases en el extremo 3', por lo cual se removo el 0.1 % de las lecturas totales.

En cuanto a la librera construida con la tecnologa 10X, la longitud de las lecturas dismi-
nuy a 120 pb, debido a los barcodes presentes en el extremo 5' de cada lectura que son
empleados en esta tecnologa.(Anexo A, &&-3 y g: a-4).
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3.3.3. Estratega de ensamblaje de novo del genoma de Frijol Lima

El ensamblajede novodel genoma de frijol Lima se llevo a cabo bajo cuatro enfoques: el
primero consistd en el ensamblaje de las lecturas provenientes de la tecnologa lllumina
(librera 1) con la evaluacon de seis tamanos de k-mers (51, 61, 71, 81, 91 y 101). El segundo
enfoque incorpoo las lecturas de la tecnologa de 10X-Genomics (librera 2) a la librera 1
con evaluacon de dos tamanos de k-mers (K-71 y K-81). El tercer enfoque empleo un kmer
de tamano 48, empleando solamente las lecturas provenientes de la librera dos. Finalmente,
en el cuarto enfoque se utilizaron en ununico ensamblaje las lecturas provenientes de la
tecnologa de PacBio. La gura 3-2 resume las estrategias de ensamblaje que se usaron,
donde el color naranja y azul representan ensamblajes mediante grafos de Bruijn y el color
rojo el ensamblaje por OLC. En total se obtuvieron diez ensamblajde novo

Figura 3-2 .: Estrategia de ensamblajele novodel genoma de frijol Lima.

La librera uno (color naranja), se empleo con seis tamanos de k-mer (51,61,71,81,91 y 101) generando un
ensamble por cada k-mer. La librera dos (color azul) se ensambb mediante dos estrategias, la primera empleo
la pipeline supernova que usa un tamano de k-mer de 48, haciendo uso de los barcodes de la tecnologa 10X-
Genomics. La segunda estrategia intego la librera uno y dos, evaluando dos tamanos de k-mer (71 y 81),
los ensamblajes de este enfoque se representan como K71-2 y K81-2. La librera tres (color rojo) se ensambb
de manera independiente generando el ensamblaje-Pacbio.
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De los diez ensamblajes realizados, al considerarunicamente el tamafno ensamblado del ge-
noma (gura 3-3 -(a)) se encuentra que el mayor tamano fue de 588 Mb, obtenido con la
combinacon de las dos libreras secuenciadas con lllumina y empleando un k-mer de 81
(ensamblaje-K81-2), seguido del ensamblaje-K71-2 con 578 Mb. El ensamblaje-Pacbio tuvo
un tamano de 541 Mb. En cuanto a los ensamblajes que emplearonunicamente la librera
1, el mayor tamano ensamblado fue con K-81 con 486 Mb, seguido de K-71-1 con 475 Mb
y K-61 con 459 Mb, mientras que el tamafno nmas grande de k-mer evaluado de 101 tan
solo logo un tamano ensamblado de 36.8 Mb, siendo el menor entre el conjunto de k-mers
evaluados. Al emplearseunicamente la libreria dos, con la tecnologa de barcode de 10x, se
obtuvo un ensamblaje de 449 Mb. La diferencia de los tamanos ensamblados del genoma
con diferentes k-mers evidencia el posible impacto del tamano de las subsecuencias en los
gue se cortan las lecturas y que son empleadas en la construccon del grafo de ensamblaje [39].

En cuanto al rumero de contigs y sca olds ( gura3-3-(b)), se observa que el genoma est
contenido en el menor rumero de contigs en el ensamblaje-Pachio con 496 contigs, seguido
del ensamblaje con k-mer 101 con 227.904, sin embargo el tamafno ensamblado con el k-mer
101 fue el mas bajo (36.8 Mb). Con respecto a los ensamblajes K81-2 y K71-2, que presen-
taron los mejores tamanos de ensamblaje (588 Mb y 578 Mb, respectivamente), se observa
gue el rumero de contigs y sca olds fue el nas alto entre los ensamblajes, evidenciando una
baja contigsidad de los ensamblajes, y por ende una baja relacon entre tamano ensamblado
y el rumero de contigs o sca olds en los que esht reconstruido el genoma.

Al realizar la comparacon de los ensamblajes mediante el estadstico N50 (Tab&2) a

nivel de contigs (gura 3-4), el mejor valor observado fue para el ensamblaje-Pacbio con
5536 kb, seguido del ensamblaje 10x con 58 kb, y con un menor desempefo se encuentran
los ensamblajes para lllumina K-101 con 0.157 kb seguido de K-91 con 0.595 kb. En cuan-
to al nivel de sca olds, el valor maximo de N50 lo obtuvo el ensamblaje 10x con 2580 kb,
sin embargo su magnitud es inferior a la obtenida a nivel de contig para el ensamblaje-
Pacbio. El k-mer 101 mosto el menor valor de N50 para sca olds (0.158 kb). De acuerdo

al tamano ensamblado, el rumero de contigs y el N50, se considera que la mejor reconstruc-
con del genoma de frijol Lima se obtuvo con el ensamblaje-Pacbio al lograrse un genoma de
541 Mb de un estimado de 600 Mb, representado en tan solo 496 contigs y un N50 de 5.5 Mb.
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Tabla 3-2 .: Estadstico N50 de los diferentes ensamblajes (contigs y sca olds) obtenidos a
partir de los datos de secuenciamiento en las plataformas lllumina (K51 hasta
K101), 10X-Genomics y PacBio

Ensamblajes

N50 K51 K61 K71-1 K71-2 K81-1 K81-2 K91 K101 10x  PacBio
Contig (pb) 2736 3364 3624 1402 2225 2286 595 157 58480 5536000
Scaold (pb ) 19123 18064 16738 11293 12654 11316 4556 158 2580000 5536000
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Figura 3-3 .: Metricas de los ensamblajes geromicos obtenidos a partir de los datos de secuenciamiento en las plataformas

lllumina (K51 hasta K101), 10X-Genomics y PacBio.
(a) Tamano ensamblado del genoma segin la estratega empleada de ensamblaje
(b) Numero de sca olds y contigs en cada ensamblaje
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Figura 3-4 .: Metricas de evaluacon de ensamblajes geromicos obtenidos a partir de los datos de secuenciamiento en la
plataformas Illlumina (K51 hasta K101), 10X y PacBio.

ew |olu4 sp pe



3.3 Resultados y Discuson 35

» Evaluacon del contenido gnico en los diferentes ensamblajes

Para evaluar el contenido genico de los diferentes ensamblajes, se alineo un conjunto de 1440
genes orblogos de copiaunica provenientes de la base de datos Embryophyta(odb9) a cada
ensamblaje. En la gura3-5 se observa que el ensamblaje Pacbio presenb la mayor canti-
dad de genes orblogos con 1333 (86.4 % de copiaunica y 6.2 % duplicados para un total de
92.6 %), seguido del ensamblaje K81-2 con 1290 genes (89.6 %). El ensamblaje K-91 presenb
el 19% (275) de genes fragmentados, siendo el mayor valor para este criterio; en los restantes
ensamblajes el porcentaje de fragmentacon fue menor o igual al 7%. Los ensamblajes con
mayor porcentaje de genes perdidos fueron K-101 (100 %), K-91(46.3%) y K81-1 (11.9 %);
en los restantes ensamblajes este porcentaje fue inferior al 8 %, siendo el ensamblaje Pacbio
el que presenb el menor valor con 5.9 %. De acuerdo a la evaluacon del contenido genico se
evidencia que el ensamblaje Pacbio presenta el mayor contenido genico de los ensamblajes
evaluados.

Adicionalmente, como criterio de comparacon se realin la misma evaluacon de conteni-
do genico con el conjunto de 1440 orblogos en las versiones 1.0 y 2.1 del genoma de frijol
comun. Se estino para la verson 1.0 un contenido de orblogos del 92 % (1324 orblogos) y
del 92.2 % (1331 orblogos) para la verson 2.1; esta comparacon evidencia la competitividad
del ensamblaje Pacbio obtenido para frijol Lima con un contenido de orblogos del 92.6 %.

En cuanto a los genes reportados como perdidos se encontraron 64 genes compartidos por
todos los ensamblajes, deestos se enconto que el 21 % pertenecen a proteinas con dominios
Pentatricopeptide repeat (PPR), las cuales han sido caracterizadas como mediadoras el pro-
cesamiento, empalme, edicon, estabilidad y traduccon de ARN [75], el 14% pertenecen a
proteinas con dominio Tetratricopeptide repeat (TPR), su funcon est asociada a faciliar la
interaccon protena-protena, estando presente en varias protenas funcionalmente diferen-
tes, relacionadas con funcionamiento de chaperonas, ciclo celular, proceso de transcripcon
y los complejos de transporte de protenas [13]. Un 10% esh relacionado con proteinas
kinasas, las cuales regulan la actividad biobgica de las protenas mediante la fosforilacon
de aminacidos espec cos con ATP, induciendo un cambio conformacional de una forma
inactiva a una activa de la protena [38], es importante destacar que estas protenas tienen
multiples copias en el genoma por consiguiente no es posible hallar ununico orblogo.



Figura 3-5 .: Evaluacon del contenido genico en los diferentes ensamblajes
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» Evaluacon de los ensamblajes con datos de GBS

Con el objetivo de veri car posibles contaminantes en las lecturas de las diferentes libreras
secuenciadas y comparar las tasas de alineamiento de lecturas cortas en nuestros ensambla-
jes, frente a las generadas con el genoma de frijol conun, se mapearon datos de genotipado
por secuencuenciamiento (GBS) obtenidos de 10 accesiones de frijol Lima (ver Tabfaen

la seccon de materiales y nmetodos) a cada ensamblaje (8-6). Se enconto que para todas

las accesiones evaluadas, las mayores tasa de mapeo se obtuvieron en el ensamblaje-Pacbio.
De las muestras del acervo mesoamericano, la acceson G25787-D presenb la tasa nmas alta
de mapeo con el 95.85%, en contraste del 68.45% al emplearse el genoma de frijol comun
para esta misma acceson. Estas 10 accessiones se utlilizaron previamente en un estudio de
geromica poblacional en frijol Lima que us como referencia el genoma del frijol corrun [29],

lo cual signica que las mayores tasas de mapeo observadas cuando se usa el genoma de
frijol Lima como referencia, permitia aumentar el rumero de variantes gereticas en futuros
estudios.

La tendencia observada en las accesiones del acervo mesoamericano se mantiene en las mues-
tras del acervo andino, donde las accesiones G25108-D y G26468-W, con el 94.82% vy el
94.91 % en tasas de mapeo respectivamente, presentan los valores mas altos. Es importante
resaltar que las accesiones que presentaron las mayores tasas de mapeo corresponden tan-
to a accesiones domesticadas (G25787-D y G25108-D) como silvestres (G26468-W), lo cual
evidencia una alta representacon del genoma de esta especie en el ensamblaje-Pacbio. En
cuanto a los restantes ensamblajes que emplearon lecturas de lllumina, el promedio de tasa
de mapeo fue del 90 %, lo cual era lo esperado por ser variedades de la misma especie.

Al comparar las tasas de mapeo entre frijol corrun vy frijol Lima se observa un incremen-
to aproximado del 30% para los ensamblajes con secuencias de frijol Lima, sugiriendo un
alto porcentaje de perdida de datos en las investigaciones que empleaban como genoma de
referencia el frijol comun con datos de frijol Lima; a pesar que estas dos especies son muy
cercanas evolutivamente, se evidencia la importancia de generar un ensamblaje de alta cali-
dad para frijol Lima, que contribuya a comprender a nivel geromico esta especie y establecer
posibles relaciones con rasgos agroromicos de intees.



Figura 3-6 .: Tasas de mapeo de lecturas obtenidas por la ecnica de genotipado por secuenciacon (GBS), en un conjunt
de 10 accesiones silvestres (W) y domesticadas (D) de frijol Lima, a los diferentes ensamblajes del genoma
frijol Lima obtenidos por las tecnologas lllumina (K-51 a K81-2), 10X-Genomics y PacBio.
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3.3.4. Validacon del genoma de alta calidad de frijol Lima

Para con rmar la cobertura en el conjunto de contigs nales del ensamblaje-Pacbio, se ali-
nearon todas las lecturas de la librera de lllumina (librera 1) y 10X (librera 2) a este
ensamblaje. Las tasas de alineamiento (FR+7 -(a)) fueron del 99.24 % para la librera 1 y
del 90 % para la librera 2. Los resultados de la evaluacon de cobertura sugieren que nuestros
contigs nales cubren la mayor parte del genoma de frijol Lima.

Adicionalmente, se alinearon lecturas de secuenciamiento de RNA-seq de frijol Lima de
tres libreras (hoja, or y vaina) al ensamblaje Pacbio (Fig 3-7 -(b)). Se obseno una alta
representatividad de los datos de expreson en el genoma con porcentajes superiores al 90 %
para los tejidos de or y hoja y del 88 % para el tejido de vaina.

(@) (b)

Figura 3-7 .: Tasas de alineamiento de datos geromicos y transcrippmicos obtenidos con la
plataforma lllumina al ensamblaje del genoma de frijol Lima obtenido con la
tecnologa PacBio

(a) Tasa de alineameinto de las lecturas del genoma obtenidas con la plataforma lllumina (librera 1) y 10-X

Genomics (librera 2)

(b) Tasa de alineamiento de las lecturas de RNA-seq

= Estimacon del cubrimiento del genoma
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Con respecto a la distribucon de cubrimiento para cada librera ( g3-8), se obseno un ran-

go de profundidad entre 30x y 65%, con un maximo de 46x para 12.355.627 pb de la librera
1. En la librera 2 (10X Genomics), la profundidad oscib entre 8x y 13x, con 26.612.507
pb en 10X. Los anteriores resultados de acuerdo a Ekblom & Wolf (2014)[39] son un buen
indicador de la representatividad de la informacon geromica de la especie en estudio.

Figura 3-8 .: Estadstica de cobertura de la libreras lllumina (librera 1) y 10-X Geno-
mics (librera 2) cuando son mapeadas al ensamblaje-PacBio obtenido para el
genoma de frijol Lima

» Estimacon de la tasa de error

Para la tasa de error de secuenciacon, los maximos valores se encontraron en los extremos de
las lecturas, en las primeras cinco bases y en las cincoultimas (B¢ ). Para la librera 1, la

tasa de error maxima se enconto en la base 138, a diferencia de la librera 2, que se halb en
la primera posicon (Tabla 3-3). En el caso de la librera 2, esto se debe al procedimiento de
construccon de la librera, donde al extremo 5' de la mokcula es incorporado el barcode (16
pb) [46]. La tasa de error maxima en ambas libreras se enconto por debajo del 0.02% y en
promedio en 0.007 %, esto valores indican que la tasa de error, estuvo por debajo de un error
por cada 10.000 bases, este resultado es comparable con el esandar de calidad reportado
para el genoma deOryza sativa Nipponbare [34], evidenciando la alta calidad del presente
ensamblaje.
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Tabla 3-3 .: Estadsticas de tasa de error de secuenciamiento de las librerias de lllumina

Tasa de error Libl (Illumina) Lib2 (10x)

Tasa de error maxima 0.0098 0.028

Tasa de error promedio 0.0036 0.007
Base de tasa de error maxima 138 1

Figura 3-9 .: Tasas de error del secuenciamiento de las librerias lllumina (librera 1) y 10-X
Genomics (librera 2)

3.4. Conclusiones

Se genepo el primer ensamblaje de alta calidad para el frijol Lima, con una signi cativa
contiguidad en 496 contigs y un tamano ensamblado de 541 Mb, representando el 90 % del
tamano del genoma estimado en 600 Mb. La evaluacon de este ensamblaje permite suponer
gue es lo su cientemente completo para representar a nivel geromico esta especie, lo cual se
evidencia en los mapeos de datos previos de genotipado por secuenciamiento de accesiones
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silvestres y domesticadas (acervos mesoamericano y andino), y el alto contenido genico.

En cuanto a la aproximacon algortmica empleada en las estrategias de ensamblaje, se evi-
dencia que los grafos de Bruijn, usados con lecturas cortas y un tamano de k-mer de 71,
presenb las mejores netricas de ensamblaje, frente a los restantes tamanos de k-mer evalua-
dos. En contraste, el grafo de overlap layout consensus empleado con lecturas largas genepo el
mejor ensamblaje del genoma, evidenciando la diferencia que existe en contigsidad y calidad
para el ensamblaje geromico entre el uso de tecnologas de tercera generacon de lecturas
largas y las tecnologas de segunda generacon de lecturas cortas. El lograr una alta con-
tigeidad del genoma es muy importante para el desarrollo de nultiples investigaciones que
no son posibles con un genoma de baja calidad y altamente fragmentado.

3.5. Materiales y netodos

3.5.1. Obtencon de ADN, construccon de librerias y secuenciamiento

El ADN geromico total fue aislado a partir de hojas pvenes (trifolios) de la variedad do-
mesticada G27455 (Colombia- Sucre) del acervo mesoamericano de frijol Lima. Las semillas
empleadas en la propagacon de las pantulas provienen del Banco de Germoplasma del Cen-
tro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), Cali-Colombia, las cuales fueron enviadas

al proveedor del secuenciamiento.

Las datos se generaron por una combinacon de tecnologas de secuenciamiento: lllumina y
Pacbio. Para el secuenciamiento por la plataforma lllumina se construyo una librera con el

kit NEB Next r Ultra™ . Eneste se emplearon entre 5 ng { 1 ug de ADN, el ADN fue frag-
mentado y se realiDd una seleccon de tamano de fragmentos, posteriormente se llevo a cabo
la ligacon de adaptadores. El control de calidad fue realizado en un instrumento Qubit 2.0
uorometer (Thermo Fisher Scienti ¢, Waltham, MA, USA) y PCR cuantitativo. Adicional-
mente, la distribucon de fragmentos se evalwo en un instrumento Agilent Bioanalyzer 2100
System. El promedio de tamano de inserto fue de 450 pares de bases (pb). El secuenciamiento
genepo lecturas pareadas de 150 pb empleando la plataforma Illumina HiSeq (lllumina, San
Diego, CA, EE. UU.),

Con la tecnologa 10x se construy una librera, se empleo 1 ug/uL de ADN de acuerdo

al protocolo Chromium Genome HT Library & Gel Bead Kit V2. Eneste, los fragmentos
de ADN fueron asignados en una perla (GEM), en la cual fueron introducidos los ®mdigos
de barra (o barcodes) y los adaptadores, los fragmentos fueron ampli cados en cada perla,
posteriormente se realio una fase de limpieza y se llevo a cabo la fase de reparacon de los
extremos seguido de la ligacon de los barcodes para el secuenciamiento. La construccon
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de la librera se compleb con la seleccon de fragmentos y enriquecimiento por PCR. La
librera con tamanos de inserto entre 500-700 bp fie cuanti cada en un instrumento Qubit
2.0 uorometer (Thermo Fisher Scienti ¢, Waltham, MA, USA) y PCR cuantitativa. La
distribucon del tamano de los fragmentos se analio en un instrumento Agilent 2100 Bio-
analyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.). La libreria se secuenciap en la
plataforma lllumina HiSeq (Illumina, San Diego, CA, EE. UU.) generando lecturas pareadas
de 150 pb.

Para el secuenciamiento con la tecnologa PacBio, se construyo una librera empleando el
SMRTbell Template Prep Kit, para el cual se usaron 10 ug de ADN de alta calidad. EI ADN
fue fragmentado aleatoriamente con un bu er de fragmentacon mediante el uso de dispo-
sitivos Covaris, posteriormente se realizo la puri cacon de la muestra empleando perlas
magreticas AMPurePB. Se seleccionaron fragmentos de ADN superiores a 3 kb que pasaron
por una fase de reparacon de dano combinado con reparacon de los extremos. Los extre-
mos romos se ligaron con adaptadores tipo horquilla (o hairpin). El protocolo nalio con
una fase de puri cacon del ADN molde, anillamiento de cebadores y secuenciamiento en la
plataforma PacBio Sequel.

En el presente estudio, la extraccon del ADN de alto peso molecular, la preparacon de las
libreras lllumina, 10X y PacBio, y el secuenciamiento de las libreras fue realizado por la
empresa Novogene (https://en.novogene.com).

3.5.2. Fases de pre-procesamiento, procesamiento y evaluacon de
calidad

Fase de pre-procesamiento

= [llumina y 10x Genomics:
Empleando fastQC v.0.11.2 [1] se realiD la evaluacon inicial de la calidad de las
lecturas, identi cando adaptadores y lecturas de baja calidad. El aralsis de contenido
de secuencias sobrerrepresentadas,(realizada con un k-mer de longitud seis) evidencd
la necesidad de remover los extremos de las lecturas. Para ello se emple el programa
Trimmomatic v.0.36. [14], el cual hace uso de dos estrategias (simple y palindrome)
para la identi cacon y remocon de adaptadores (Bolger et al, 2014). Los paametros
empleados para la lusqueda de adaptadores consideo un mismatch de 4 pb, una
coincidencia de 24 pb en el modo palndrome, una coincidencia de 9 pb entre adaptador
- lectura y una longitud mnima de 120 pb de la secuencia evaluada.

= PacBio:
Con los 25.7 Gb de secuenciamiento producidos con la plataforma de PacBio,se gene-
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raron a partir de los archivos BAM, seis archivos en formato fasta, para ser empleados
en la etapa de ensamblaje.

Fase de procesamiento

= [llumina y 10x Genomics:
La etapa de ensamblaje se desarrolb en dos etapas. En la primera etapa se realio el
ensamblaje con el programa SOAPdenovo2 (127-mer) v.2.04 [72] de las secuencias de
la librerias producidas por la tencologia Illumina, evaluandose seis tamanos de k-mers:
51, 61, 71, 81, 91 y 101.

Teniendo como criterio el tamano total del ensamblaje y el estadstico N50, se selec-
cionaron dos tamanos de k-mers: 71 y 81, los cuales fueron empleados en la segunda
etapa de ensamblajele novodonde se incorporaron las lecturas de la tecnologa de
10x, sin los barcodes iniciales de las lecturas.

= PacBio:
Se emplearon 2.156.844 lecturas en el ensambldgenovocon el software Canu v.1.6.
[67]. Posteriormente se mapearon las lecturas limpias de lllumina y 10x al ensamblaje
obtenido a trawes del programa Bowtie2 v.2.3.3 [74] y se estimaron las estadsticas de
calidad, cubrimiento y tamano de fragmento a trawes del nodulo QualStats del soft-
ware NGSEP (Next Generation Sequencing Eclipse Plugin) v3.1.1 [32] [90]

Fase de evaluacon de los ensamblajes

Para los diferentes ensamblajes se estino el total de bases ensambladas (tamano del ensam-
blaje), el rumero y el tamano de sca olds y contigs, y el estadstico N50. Adicionalmente,

se evalw el contenido genico de genes orblogos de copiaunica, empleando la herramienta
BUSCO v 3.0.2 [109]. La base de datos usada fue embryophyta(odb9), que contiene 1.440
genes de copiaunica de 30 especies de plantas. Para las predicciones iniciales de esta he-
rramienta realizada con Augustus v 3.2.3 [97], se empleo como especie modeddbidopsis
thaliana.

Adicionalmente, con el objetivo de evaluar el porcentaje de mapeo en cada uno de los ensam-
blajes, se emple un conjunto de datos de GBS (genotyping-by-sequencing) de 10 accesiones
(Tabla 3-4) de frijol Lima, entre silvestres (W) y domesticadas (Dom) pertenecientes al
acervo mesoamericano y andino.

Teniendo en cuenta las diferentes evaluaciones de los genomas ensamblados, se seleccioro
el ensamblaje con los mejores resultados (ensamblaje-Pacbio), este se empleo como genoma
de referencia al cual fueron alineados mediante bowtie2 [74] las libreras 1y 2. A partir del
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archivo de los alineamientos,mediante el software NGSEP 3.12 [90] se estinp la tasa de error,
calculada a partir del rumero de diferencias con el genoma de referencia sobre el total de
alineamientosunicos.

Tabla 3-4 .: Accesiones silvestres (W) y domesticadas (Dom) de frijol Lima, pertenecientes
al acervo mesoamericano y andino, con datos de GBS que se usaron para evaluar
el porcentaje de mapeo en los ensamblajes.

Acceson | Acervo | D/w Accesbn Acervo D/w
G25108 | Andino | Dom G25228 | Mesoamericang W
G25540 | Andino | Dom G25410 | Mesoamericang Dom
G26459 | Andino w G25787 | Mesoamericang Dom
G26468 | Andino W G27345 | Mesoamericang W
G26617 | Andino | Dom G27455 | Mesoamericang Dom

Enla gura 3-10 se detalla el proceso que se llewo a cabo para el ensamblaje del genoma de
frijol Lima. El proceso inico con la fase A ) experimental de obtencon de las muestras y su
secuenciamiento (pasos 1:fase de campo, germinacon de las semillas y obtencon de trifolios.
2: Extraccon de ADN. 3:Control de calidad de la muestra. 4:Construccon de libreras. 5:
Secuenciamiento), seguido de la fasB)( de pre-procesamiento (pasos 6: Control de calidad.
7:limpieza de lecturas. 8:Contol de calidad 9:Lecturas de alta calidad para el ensamblaje) y la
fase (C) de procesamiento (pasos 10-11: ensamblaje de lecturas, 12:Obtencon de diferentes
ensamblajes), y nalio con la fase (D) de contol de calidad.
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Figura 3-10 .: Herramientas utilizadas en las diferentes fases del ensamblaje geromico
A) Fase de produccon de datos(1-5)B) Fase de pre-procesamiento(6-9L) Fase de
procesamiento-ensamblaje (10P) Fase de evaluacon de los ensamblajes(1¥) Genoma
ensamblado.



4. Ensamblaje de novo de transcriptoma
de frijol Lima

4.1. Resumen

El frijol Lima ( Phaseolus lunatud..) es una leguminosa tropical y subtropical, caracterizada
por su diversidad y potencial de rendimiento pero que se cultiva a una escala mnima [58].
Su distribucon abarca diferentes zonas ecobgicas que comprende desde los cero a los 2.500
msnm, sugiriendo importantes adaptaciones ecobgicas y transformaciones fenotpicas para
responder a la diversidad de condiciones ambientales caractersticas de estas zonas. Bajo el
anterior enfoque se evidencia la importancia de la caracterizacon estructural y funcional de
los genes de frijol Lima.

En este estudio se reporta el secuenciamiento y ensambld@g novode alta calidad de los
transcriptomas de tres tejidos, hoja, vainay or, del genotipo mesoamericano de frijol Lima
domesticado G27455. Se secuenciaron 33.7 Gb de datos que fueron empleados en una estrate-
gia tanto de ensamblaje guiado por referencia comde novo En esta estrategia se evaluaron

dos tamanos de k-mer y se generaron nueve ensamblajes, tres para cada tejido. Posterior-
mente, los ensamblajes de transcriptoma fueron evaluados y empleados en la anotacon del
genoma de frijol Lima con la identi cacon de 48127 genes. Con respecto a la anotacon
funcional se hallaron 2864 erminos de ontologia de genes, de los cuales 1444 corresponden
a la categora de procesos biobgicos, 343 a la categora de componentes celulares y 1048 a
la categora de funcon molecular.

Concluson: Se realio la anotacon estructural y funcional del genoma de frijol Lima, inte-
grando evidencia experimental propia de la especie, mediante los ensamblajes de transcrip-
toma de tres importantes tejidos (hoja, ory vaina).

Palabras claves: Phaseolus lunatustranscrippmica, ensamblaje
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4.2. Introduccon

La familia de las leguminosas se destaca por su capacidad de jar nitbogeno atmosgrico en
el suelo, a trawes de la relacon simbotica con bacterias del gener&®hizobiumy exudados

de las races [86]. Sus frutos son fuente de un alto contenido de protenas importantes en la
dieta de humanos y como forrajes en la alimentacon de animales [27]. Debido a su impor-
tancia agrcola se han desarrollado diversas investigaciones con el objetivo de caracterizar
el genoma del mayor rumero de especies de leguminosas e identi car la expreson de genes
implicados en caractersticas agroromicas, en diversos tejidos y etapas de desarrollo [43].

En el genero Phaseolus las investigaciones se han centrado en el frijol conun para el cual
se han reportado diversos ensamblajes de transcriptomas de diferentes tejidos como hojas,
vainas, oresy races [62, 105]. Adicionalmente estos tejidos han sido evaluados en diferentes
etapas de desarrollo (vegetativas y reproductivas) y bajo factores boticos y aboticos [110, 7]
para identi car genes diferencialmente expresados en las condiciones evaluadas. En cuanto
a las investigaciones realizadas en frijol Lima, en el ano 2015 se reporb el primer secuencia-
miento y ensamblajede novodel transcriptoma foliar del frijol Lima obtenido a partir del
tratamiento con el hongoTrichoderma viride. En este estudio se identi caron genes involu-
crados en el tilacoide, el proceso de fotosntesis y la generacon de metabolitos, relacionando
estos procesos con la evolucon adaptativa de frijol Lima y frijol conun [69] . El trabajo de

Li et al. (2015) es pionero en el estudio de la geromica del frijol Lima aportando informa-
con importante sobre su transcriptoma, pero desde un enfoque de estes botico espec co;
por consiguiente, se hace necesario realizar nuevas investigaciones para el frijol Lima con el
objetivo de caracterizar el transcriptoma de esta especie.

Las diversas investigaciones sobre transcriptomas de diferentes especies han sido posible
gracias a los avances en las plataformas de secuenciamiento, especialmente a trawes de RNA-
seq. Para el uso de esta tecnologa a nivel experimental, se requiere la extraccon del ARN
mensajero a partir del ARN total, el cual es empleado como molde para la accon de la
enzima transcriptasa reversa o retrotranscriptasa, para sintetizar ADN complementario de
doble cadena que es empleado en el proceso de secuenciamiento [107]. Con esta tecnologa
se ha generado para varias especies un repositorio de datos conocidos como atlas de la ex-
preson genica [86]. Adicional a la fase de obtencon de datos de secuenciamiento, el aralisis
bioinformatico requiere del ensamblaje de las lecturas y para ello existen dos enfoques: (1)
ensamblajede novoy (2) ensamblaje guiado por un genoma de referencia. El segundo en-
foque es ampliamente usado cuando la especie cuenta con un genoma de referencia de alta
calidad, lo cual permite el alineamiento de lecturas a este genoma y su empleo en la predic-
con de transcritos alternativos, tamben conocidos como isoformas [83].

Similar al proceso de aralisis de datos de secuenciamiento de ADN, el ensambdigj@ovode
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lecturas de ARN requiere de algoritmos que permitan reconstruir las secuencias completas
a partir de la informacon de redundancia entre las diferentes lecturas. En la gurd-1 se
describe la metodologa del software Trinity [48], el cual parte de una construccon de una
tabla hash de las lecturas de acuerdo a un tamano de k-mer y evalia la abundancia deeste.
El k-mer con mayor abundancia es empleado como semilla de extensbn para generar contigs
lineales. Posteriormente se realiza la construccon de una serie de grupos conformados por
los contigs que comparten una superposicon de K -1 entre ellos. A partir de estos grupos
se construye un grafo de Bruijn donde cada nodo es el tamano de palabra de k - 1, y k el
eje del grafo. Finalmente se realiza una interaccon entre los nodos del grafo de Bruijn para
construir secuencias nmas largas y encontrar los caminos que son soportados por pares de
lecturas en el grafo generando los diferentes contigs de ensamblaje [48].

Para el caso de ensamblajes de genomas nuevos, los resultados del ensandalajevode
lecturas de RNA-seq se pueden utilizar como evidencia experimental para la identi cacon

de genes. Para ello, diversos procesos de anotacbn usan este recurso que, combinado con
prediccionesab initio, generan la caracterizacon estructural de genes en los genomas. Esta
estrategia est implementada en el software Maker, el cual integra en sus cinco etapas herra-
mientas de predicconde novode genes, identi cacon de regiones repetitivas, integracon de
datos experimentales, consenso de evidencias y correccon nal. La integracon de diferentes
fuentes de informacon permite obtener una anotacon estructural de genes de alta calidad
[18].

En la presente investigacon se generaron datos de secuenciamiento de RNA-seq de frijol Li-
ma para tres tejidos diferentes (hoja, vaina, or), con los cuales se realizaron dos ensamblajes
de novoy uno guiado por referencia para cada tejido. Estos ensamblajes fueron empleados
en la anotacon del genoma donde se identi caron 48127 genes, los cuales se clasi caron en
2864 erminos de ontologa, 1444 de ellos en la categora de procesos biobgicos, 343 en la
categora de componentes celulares y 1048 en la categora de funcon molecular.



Figura 4-1 .: Ensamblajede novoy por referencia con Ibrerias de RNA-seq implementado en Trinity
En el ensamblajede novose distinguen cinco etapasA) Contruccon de tabla hash de acuerdo acuerdo a un tamano de secuencia (kmeB) Uso del
kmer con mayor abundancia como semilla de extensorC) Construccon de contigs linealesD) Construccon del de Bruijn E) Interaccon entre los
nodos del grafo de BruijnF) Reporte de los diferentes transcritos ensamblados. En el ensamblaje guiado por un genoma de referencia, se identi can
tres etapas:A) Alineamiento de las lecturas de RNA-seq al genom#&) Construccon de un grafo en cada regbn donde se obtienen evidencia de
multiples lecturas C) Proceso de iteracon sobre el grafo para reconstruir los transcritos.
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4.3. Resultados y Discuson

4.3.1. Conjunto de datos de secuenciamiento

Siguiendo el protocolo de RNA-seq se geneneraron a trawes de la plataforma lllumina datos
de secuenciamiento de ARN para tres tejidos de frijol Lima. En total se generaron 111 mi-
llones de lecturas pareadas, que contenan 16.6 Gb. Para la librera de hoja se obtubieron 23
millones de lecturas (6.9 Gb de datos crudos), para la librera de or 19 millones (5.9 Gb de

datos crudos) y para la librera de vaina 69 millones de lecturas (20.7 Gb de datos crudos).
En la tabla 4-1 se describen los rendimientos obtenidos en cada lbreria.

Tabla 4-1 .: Produccon de datos de secuenciamiento de RNA-seq obtenidos por la tecnologia Illumir
a partir de tres libreras (hoja, or y vaina) en el frijol Lima.

Libreria  Plataforma Longitud promedio Numero de Bases Datos
de lectura (pb) lecturas (M)  totales (Gb) crudos (Gb)
Hoja 23 3.4 6.9
Flor lllumina 150 19 2.9 5.9
Vaina 69 10.3 20.7
Total 111 16.6 335

1 pb: pares de bases, M: millones, Gb: gigabase.

4.3.2. Evaluacon de calidad de las lecturas

Al realizar la evaluacon de las lecturas se enconto que para las tres libreras la calidad

por base fue bastante alta con un valor 30.(Anexo B, ¢g:B-1, g:B-3 y g:B-5 ). Sin
embargo, a trawes del contenido de k-mer (Anexo B, @3-2, g:B-4 y g: B-6). se identi -

caron secuencias sobrerepresentadas en los extremos de las lecturas, indicando la presencia
de adaptadores. Se removieron el 1.03%, 1.37 % 0.77 % de los datos iniciales para la libreria
de hoja, ory vaina, respectivamente.

4.3.3. Estratega de ensamblaje de novo del transcriptoma de Frijol
Lima

La estratega de ensamblaje empleada ( gural-2) consideo dos enfoques: ensamblape
novo y ensamblaje guiado por referencia (empleando como genoma de referencia el ensam-
blaje de alta calidad descrito en el capitulo anterior). Para los ensamblajés novose usaron
dos tamanos de k-mer (25 y 31), como tamanos extremos posibles de usar en el software de
ensamblaje. De acuerdo a la anterior estratega se generaron dos ensambldgeaovoy uno
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guiado por referencia para cada uno de los tejidos evaluados para un total de nueve ensam-
blajes. En la tabla4-2 se encuentra las caracterizacon inicial de cada uno de los ensamblajes
en cuanto al rumero de transcritos, bases ensambladas, tamano ensamblado, entre otras.

Figura 4-2 .: Estratega de ensamblaje de transcriptomasle novousando dos tamanos de
kmer (25 y 31) y guiado por la referencia.

Tabla 4-2 .: Metricas primarias de los ensamblajes de transcriptoma obtenidos a
partir de los tejidos de hoja, or y vaina en frijol Lima.

Tejido Ensamblaje Totgl Total bases %  contig
transcritos  ensambladas (Mb) GC N50
K-25 163197 178 41.32 1747
Hoja K-31 153634 172 41.33 1798
GF 124344 138 40.84 1765
K-25 167450 165 4155 1542
Flor K-31 158419 159 41.55 1585
GF 114231 115 40.95 1548
K-25 246774 259 40.65 1678
Vaina K-31 234378 254 40.62 1725
GF 165165 169 39.81 1658

! GF: ensamblaje guiado por referencia
2 Mb: megabase.
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De los nueve ensamblajes generados, se observa que el mayor rumero de transcritos repor-
tados se obtiene con un tamano de k-mer de 25 pb, donde el tejido de la vaina conb con
246.774, seguido del tejido de la or (167.450) y la hoja (163.197). En contraposicon a esta
tendencia, el ensamblaje guiado por la referencia reporb el menor rumero de transcritos
en todos los tejidos. El rumero de transcritos reportados est relacionado con el rumero

de bases ensambladas con los valores nmas altos para el ensamblaje de K-25. Con respecto
al N50 en los tres tejidos, el mayor fue para K-31. Al considerar esta estadstica para cada
tejido se observan valores muy cercanos en los tres ensamblajes, con una discrepancia de
aproximadamente 50 pb. En cuanto al porcentaje de GC,este uctw entre 39 y 41 %, con
valores muy similares en todos los ensamblajes.

4.3.4. Evaluacon de los ensamblajes de transcriptoma

Los nueve ensamblajes obtenidos se evaluaron a trawes de tres mediciones. La primera me-
dicon consistd en el porcentaje de lecturas que alinearon a cada una de las libreras de
RNA-seq en el ensamblaje respectivo. La segunda medicon fue la cuanti cacon del rumero
de orblogos de copiaunica, y la tercera medicon fue el rumero de transcritos con la longitud
mas larga del conjunto de protenas evaluadas con el proteoma de frijol corun.

En cuanto a la primera medicon ( g 4-3) se enconto que para todos los ensamblajes la tasa

de alineamiento fue superior al 90 % indicando que la mayora de las lecturas de las libreras
fueron empleadas en el proceso de ensamblaje. De acuerdo a Haas et al. (2014) se puede
considerar un buen ensamblaje cuando el porcentaje de alineamiento de lecturas es superior
al 80%. Es importante destacar que en los tres tejidos, la menor tasa de alineamiento se
obtuvo para el ensamblaje guiado por referencia y la mayor tasa para el ensamblaje con un
tamano de k-mer de 31.

Con el objetivo de evaluar la integridad de los ensamblajes (4-4), estos fueron compa-
rados con un conjunto de 1.440 orblogos de copiaunica altamente conservados en plantas
[114]. Se halb que el ensamblaje del tejido de hoja empleando un k-mer de 25 fue el que
obtuvo el mayor porcentaje de orblogos con 86.3% (11.7% para genes de copiaunica y
74.6 % para genes duplicados), seguido por el tejido de la vaina con 84.3%, y el tejido de la
or con 78 %. Del conjunto de ensamblajes, el porcentaje de genes orblogos mas bajo estuvo
para el ensamblaje k-31 del tejido de la or con 77 %. Al comparar los genes reportados para
cada ensamblaje, se encuentra que 1.189 genes orblogos fueron compartidos entre todos los
ensamblajes. Sin embargo, este valor incluye genes duplicados. Al considerar solamente el
rumero de orblogos de copiaunica se observa que los ensamblajes K-25 en los tres teji-
dos contienen el mayor rumero de genes, 169 (11.7 %) en hoja, 218 (15.1%) en ory 161
(11.2%) en vaina. Para todos los ensamblajes, los orblogos perdidos oscilaron entre el 9%
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Figura 4-3 .: Tasa de alineamiento de lecturas de RNA-seq a los diferentes ensamblajes de
transcriptoma

y el 15% con un total de 103 genes orblogos compartidos. Con respecto al porcentaje de
fragmentacon, el mas alto fue para el tejido de la or en los tres ensamblajes, y el mas bajo
para el tejido de la hoja. De acuerdo a este crterio de evaluacon se evidencbo una buena
cobertura de genes en los ensamblajes, donde el k-mer de tamano 25 presenta los mejores
desempenos.
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Figura 4-4 .: Numero de genes orblogos encontrados en los diferentes ensamblajes de transcriptoma de frijol Lima para lo
tejidos de or, hoja y vaina, ensamblados con la estrategide novo (con k-mers de 25 y 31) y guiado por

referencia (GF).
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Los ensamblajes tamben se evaluaron comparandolos contra el catlogo de 36.995 protei-
nas extraido del genoma de frijol comun verson 2 ( g4-5). Para alrededor del 60% de los
transcritos obtenidos en los diferentes ensamblajes se encontio un orblogo potencial en frijol
comun con un cubrimiento de su secuencia superior al 70 %. Nuevamente, los porcentajes de
transcritos encontrados mas altos se encontraron en los ensamblajes guiados por referencia
(74 % para el ensamblaje de las lecturas de vaina). En contraste, los menores porcentajes se
encuentran para los ensamblajes con k-25.

De acuerdo a las netricas empleadas, se puede evidenciar que los ensambtkgasovodel
transcriptoma con los dos tamanos de k-mer empleados (25 y 31 ) no presentan una gran
diferencia, debido a la pequena variacon en el rumero de bases (6 pb) del kmer. No obstan-
te, en la evaluacon del rumero de genes orblogos de copiaunica tuvo un mejor desempeno
el k-mer 25. En cuanto al ensamblaje guiado por referencia, en las tres evaluaciones sus
resultados estuvieron muy cercanos al k-mer 25, e incluso se enconto en la reconstruccon
de longitudes de transcritos un rumero mayor de coincidencias. Por lo anterior, se considera
una buena alternativa la combinacon de estrategias de ensamblajde( novoy guiado por
referencia) para contribuir en la identi cacon del contenido genico de frijol Lima.



Figura 4-5 .: Comparacon de la longitud de los transcritos ensamblados en los tejidos de la hoja, or y vaina de frijol Lima

con el proteoma de frijol cormun.
En la ga ca La cobertura 1 representa los transcritos con una cobertura>90 % y <=100 %, la cobertura 2 indica una cobertura>80 % y <=90 %,

la cobertura 3 comprende el rango entre> 70 % y<=80% y la cobertura 4 representa un cubrimiento< 70 % (color rojo).
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4.3.5. Anotacon del genoma de frijol Lima
Aproximacon para identi car regiones repetitivas en el genoma de frijol Lima

Empleando 6.180 elementos repetitivos, se enmascano el 17.50 % del genoma de frijol Lima, es
decir 94 millones de bp. Se enconto que 2.49 % son repeticiones simples de tipo microsateli-
te. De los 496 contigs del genoma, se obseno que el mayor rumero de bases enmascaradas se
encuentran en los contigs 13, 1848, 1846,29 y 1856, y la menor en los contig660, 1988,
2062, 2074 y 792. No obstante, al comparar el porcentaje de elementos repetitivos obtenidos
para frijol lima, con los reportados para frijol cormun con el 41 % del genoma, se evidencia una
gran diferencia, posiblemente se debe a que las secuencias repetitivas pueden ser espec cas
de especie o genero [76] y para frijol comun se u un conjunto de repeticiones identi cadas
por el grupo de Scott A. Jackson [51], propias de frijol comun. En nuestro caso se empleo

el conjunto de repeticiones de la base de datos dcotrep [103], con elementos repetitivos co-
munes a las plantas con ores, depndose fuera del aralisis posibles elementos repetitivos
mas informativos propios del generoPhaseolus pero no disponibles en su totalidad en bases

de datos publicas. Adicionalmente se caracterio el tamano de las regiones repetitivas en el
genoma de frijol Lima, las cuales aproximadamente abarcan 30% del genoma ensamblado
para frijol Lima. En la ga ca 4-5 se observa que el 16 % del total de las regiones repetitivas
presentan un tamano entre 400 a 599 pb, seguido del 14 % con un tamano entre 200-399 y un
12 % con un tamano de 600 a 759. Este primer avance en la caracterizacon de las regiones
repetitivas para frijol Lima, evidencia la importancia de estas regiones en la organizacon del
genoma de esta especie y sugiere la necesidad de determinar en futuras investigaciones su
incidencia a nivel evolutivo y funcional.



Figura 4-6 .: Estimacon del tamano de las regiones repetitivas en el genoma de frijol Lima

uasnasiqg A sopejnsay £

65



60 4 Ensamblajede novode transcriptoma de frijol Lima

Anotacon Estructural

Se identi caron 48.127 genes para frijol lima, los cuales en su mayora tienen ununico trans-
crito (47.644), 393 tienen dos transcritos y 19 tienen 4 transcritos (g-7). Al comparar
esta tendencia con frijol cormun en las dos versiones del genoma se encuentra que frjol Lima
tiene un comportamiento similar, puesto que la mayora de genes reportan ununico trans-
crito, 21564 para frijol conun v2.1, 22311 para frijol comun v1.0 y 32806 para arroDfyza
sativa). En cuanto al rumero maximo de transcritos reportados por gen se encuentra que
frijol comun v 2 tiene 20 transcritos para dos genes, mientras que en la verson 1 del genoma
de esta especie el maximo rumero de transcritos es de 13. Igual que en arroz, en frijol Lima
el mayor rumero de transcritos por gen son 6, con un solo gen con esta caracterstica.

Al continuar con el aralisis de los genes de frijol Lima se observa que el tamano de los genes,
como se observa en la ¢-8 , se ubica en un rango entre 200 y 400 pb, esta misma tendencia
se observa erD. sativa, sin embargo para frijol comun en las dos versiones del genoma el
tamano se ubica entre 1200 y 1400 pb. Se identi ca que frijol Lima presenta una similaridad
en los tamanos grandes de los genes de frijol comun a partir del rango de 1200 a 1400 pb,
mientras que en los tamanos pequenos frijol Lima se comporta cothcsativa

En cuanto al rumero de exones presente por transcrito ( @-9), el frijol Lima presenta

un 24 % del total de los transcritos con ununico exon, mientras qué®. sativa presenta el
14% con 3 exones, al igual que frijol conmun v1 con 15% y en la verson 2 con 10% de
los transcritos con 5 exones. Se observa que el frijol Lima presenta la mayor cantidad de
transcritos con uno y cuatro exones. Con respecto a la longitud de los transcritos @glL0),

el frijol Lima presenta la mayor cantidad de transcritos en el rango entre 200 y 400 pb con
7638, esta tendencia es similar . sativa con 4980 en esta categora, mientras que en frijol
comun (v1.0 y v2.1) el mayor punto de datos se encuentra entre 1200-1400 con 2624 y 3576
transcritos respectivamente.

Al realizar la estimacon de la longitud de las protenas ( g.4-11) se observa que el mayor
rumero deestas se agrupan en longitudes inferiores a 200 aminacidos, en frijol Lima y en
arroz, mientras que en frijol conun v1 y v2 se encuentra entre 200 a 400 aminacidos. En
los bines de agrupacon posteriores a 600 aminacidos, las tres especies tienen una tendencia
similar con valores inferiores a las 3500 protenas con dicha longitud.



Figura 4-7 .: Estimacon del rumero de transcritos por gen identi cados en la anotacon estructural del frijol Lima
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Figura 4-8 .: Estimacbn tamano de los genes identi cados en la anotacon estructural del frijol Lima.
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Figura 4-9 .: Estimacbn del rumero de exones por transcritos identi cados en la anotacon estructural del frijol Lima.
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Figura 4-10 .: Estimacon de la longitud de los transcritos identi cados en la anotacon estructural del frijol Lima

¥9

ewi |0y ap ewoldiiosuel) apoAou apslejquesuy v



Figura 4-11 .: Estimacon de la longitud de las protenas identi cadas en la anotacon estructural del frijol Lima
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Anotacon Funcional

De las 54.311 protenas identi cadas en la fase de anotacon estructural del genoma de frijol
Lima, se obtuvieron 18.448 coincidencias entre el proteoma de frijol Lima y la base de da-
tos de UniProt (http://www.uniprot.org/), deestas se mantuvieron 5.148 al considerar un
porcentaje de similitud del =70 %, como lo sugiere Schmutz (2014) [98] en la anotacon
para frijol comun. A partir de las 5.148 coincidencias se obtuvieron 3.828 identi cadoresuni-
cos de protenas, los cuales tienen asociados 26.775 erminos de ontologa (gene ontology).
Al reducir la redundancia de estos erminos se obtuvieron 2.864 registrosunicos. De estos,
1.444 corresponden a la categora de procesos biobgicos, 343 a la categora de componentes
celulares y 1.048 a la categora de funcon molecular.

Cada una de las anteriores categoras se compaio con el porcentaje de anotaciones de onto-
loga reportadas paraArabidopsis thaliang con relacon a la categora de procesos biobgicos
como se observa en la @-12. Se encuentra que los mayores porcentajes de genes se ubican
en la anotacon de procesos celulares (72 %), seguido de la anotacon de procesos metalolicos
(60 %) y regulacon biobgica (22 %). Un ejemplo de genes en estas anotaciones son respec-
tivamente: APC6 - anaphase-promoting complex subunit 6, NUA poro nuclear y NEDD1 -
transducin/wd40 domain-containing protein.

En cuanto a la categora de componentes celulares (4r13), se encuentra que el 80 % de los
genes hacen parte de la anotacon de parte celular y complejo molecular, seguido con el 75 %
de proceso celular y el 62 % del proceso metalolico. Algunos genes asociados a parte celular
son: membrana celular B1386G10.7, regiones de la vacuola 0s01g0221600 y citoesqueleto
LOC100785401. En la categora de funcon molecular ( gi-14 ) se identi can genes asocia-

dos a la anotacon unon (64 %) y actividad cataltica (50 %) que acuan sobre el ARN como
SIG2 (rna polymerase sigma), AT1G26370 (rna helicase family protein) y NRPA2 (nuclear
rna polymerase a2).

Al comparar las anotaciones de ontologa dérabidopsis thalianacon respecto a frijol Lima

se observa que los mayores porcentajes de genes reportadoArahidopsis thaliana coin-
ciden con los maximos porcentajes de frijol Lima. Sin embargo, la tendencia es que frijol
Lima reporta mayores porcentajes, esto se debe a la diferencia en genes anotadosAyara
bidopsis thalianacon 27.655 [51], y posiblemente a la diferencia en el tamano de los genomas.



Figura 4-12 .: Comparacon de la categora GO procesos biobgicos de frijol Lima con respectofaabidopsis thaliana
Al lado derecho de la ga ca se encuentra cada una de las categoras GO con su respectivo identi cador.
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Figura 4-13 .: Comparacon de la categora GO componentes celulares de frijol Lima con respectédbidopsis thaliana
Al lado derecho de la ga ca se encuentra cada una de las categoras GO con su respectivo identi cador.
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Figura 4-14 .: Comparacon de la categora GO funcon molecular de frijol Lima con respecto &rabidopsis thaliana
Al lado derecho de la ga ca se encuentra cada una de las categoras GO con su respectivo identi cador.
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4.4. Conclusiones

Se generaron nueve ensamblajes de transcriptoma, diesnovoy uno guiado por la referen-

cia, para tres tejidos (hoja, ory vaina) de frijol Lima. Se obseno que el k-mer de tamano 25
presenb las mejores mediciones de evaluacbn en cuanto al porcentaje de lecturas mapeadas
a cada ensamblaje, rumero de genes orblogos de copiaunica y el rumero de transcritos con
la longitud mas larga.

Mediante la integracon de evidencia experimental (ensamblajes de transcriptomas) y pre-
diccon de novose identi caron 48127 genes en el genoma de frijol Lima, los cuales presentan
en su mayora (47644) ununico transcrito. Adicionalmente se identi caron 54311 protenas,
con una longitud promedio de 200 aminacidos. El aralisis de ontologa de genes relaciona
2864 erminos GO, deestos 1444 corresponden a la categora de procesos biobgicos, 343 a
la categora de componentes celulares y 1048 a la categora de funcon molecular.

4.5. Materiales y netodos

4.5.1. Obtencon de ARN, construccon de libreras y secuenciamiento

El ARN total fue obtenido de tres tejidos (hoja joven, or y vaina) de la acceson G27455
(Sucre-Colombia) del acervo mesoamericano de frijol Lima. El protocolo de extraccon fue
espec co para cada tejido. Para el tejido de la vaina se empleo el protocolo modi cado de
Wang et al, (2009) [107], (modi caciones sin publicar). Para el tejido de la or se utilio el
protocolo de la doctora Adriana Bolorquez (sin publicar) del CIAT y para el tejido de la
hoja un protocolo modi cado a base de trizol del doctor Maruyama (sin publicar).

Las muestras de ARN fueron secadas en SpeedVac empleando RNAlater Invitrogen, y envia-
das a secuenciamiento a la empresa Novogene en Sacramento (California-USA). Las libreras
fueron enriquecida con perlas oligo (dT), posteriormente el ARN ribosomal fue removido
con el kit Ribo-Zero. EI mRNA fue fragmentado y empleado para la construccon del cDNA,
adicionalmente los extremos fueron reparados y ligados a los adaptadores. Finalmente el cD-
NA fue sometido a una seleccon por tamano y enriquecido por PCR. El control de calidad
fue realizado en tres momentos: en primer lugar se evalw la concentracon de la muestra a
trawes de un instrumento Qubit 2, posteriormente mediante un instrumento Agilent 2100 se
evalw el tamano del inserto y nalmente a traves de Q-PCR se cuanti ® la concentracon de

las muestras. El secuenciamiento se realiz en la plataforma Hiseq de lllumina con lecturas
pareadas de 150 pb.
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4.5.2. Fases de pre-procesamiento, ensamblaje y validacon de los
ensamblajes

Se generaron 33.7 Gb de datos de secuenciamiento entre las tres libreras, estas fueron eva-
luadas con el software fastQC v.0.11.2 [1], para identi car adaptadores en los extremos de
las lecturas y regiones de baja calidad en las primeras 25 pb del extremo 5'. La estrategia
de limpieza de datos se realio con el software Trimmomatic v.0.36 [14] considerando un
mismatch de 4pb, una coincidencia de 24pb en el modo palndrome, una coincidencia de 9
pb entre adaptador - lectura, un headcrop de 15 pb y una longitud mnima de 110 pb de la
secuencia evaluada.

El ensamblaje se realio a trawes de una estrategia con dos enfoques: ensambikgenovo

y guiado por referencia. Se empleo el software Trinity v2.4.0 [48] en los dos casos. Para el
ensamblajede novose usaron dos tamanos de k-mer: 25y 31, y para el ensamblaje guiado
por referencia se emple el genoma de frijol Lima caracterizado en el captulo tres de este
trabajo. Para este ultimo ensamblaje, se realio previamente el mapeo de las lecturas de
cada librera al genoma con Hisat2 v1.0.1 [63], lo que produjo un archivo bam que se em-
pleo como entrada principal en el ensamblaje. De acuerdo con la estrategia de ensamblaje
anteriormente descrita, se obtuvieron nueve ensamblajes, los cuales se evaluaron en tres as-
pectos. El primer aspecto es el porcentaje de alineamiento de las lecturas al transcriptoma
ensamblado. El segundo, es la longitud de los transcritos, con el objetivo de hallar el umero
de transcritos que coinciden con al menos 70 % con proteinas de frijol conmun verson 2.1,

el cual cuenta con 36.995 protenas [51]. Paraesto se empleo la herramienta Blastx v 2.2.28
[23] con un e-value de 1le-20. Y el tercer aspecto fue la cuanti cacon de la integridad del
conjunto de datos geromicos a trawes del rumero de genes orblogos de copiaunica presente
en cada ensamblaje. Paraesto se empleo un conjunto de 1.440 genes presentes en las plantas
terrestres (Embryophyta) mediante la herramienta BUSCO v 3.0.2 [109].

4.5.3. Identi cacon de regiones repetitivas

La identi cacon, clasi cacon y enmascaramiento de elementos repetitivos, incluidas las
secuencias de baja complejidad y repeticiones intercaladas, se realio con el software Re-
peatMasker v 4.0.5 [103], el cual contiene una librera de regiones repetitivas cuyas entradas
se alinean al genoma. Se emplearon 6.180 elementos repetitivos de la librera de plantas con
ores (dcotrep version 23.03), con los pamametros -e nchi -s -a -x. Adicionalmente se em-
pleo el software NGSEP (Next Generation Sequencing Experience Platform) v3.1.2 [90] para
identi car regiones repetitivas.
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4.5.4. Anotacon del genoma

La anotacon estructural se llewo a cabo mediante el software Maker, el cual realiza la inte-
gracon de datos experimentales, homologa y prediccionesb initio [18, 17]. Paraesto, se
incorporaron los tres ensamblajes de los transcriptomas que se ensamblaron con el k-mer de
tamano 25, el proteoma de frijol conun version 2 y el genoma de frijol Lima. La prediccon

de novose realio con las herramientas snap, gmhmme3 y augustus, empleando la especie
Arabidopsiscomo modelo. Para el aralisis de la anotacon estructural se desarrollaron scripts
en java usando clases del software NGSEP v3.12. [32].

Empleando el archivo de anotacon estructural generado con Maker, se realio la anotacbn
funcional en cuatro etapas:

» La primera etapa consistd en aralisis de similitud de secuencias a nivel de protenas,
mediante Blastp v 2.2.29 [23], con un evalue de 1e-20, contra la base de datos Uniprot
(release 2018-02) [22].

» En la segunda etapa, la anotacon primaria fue Itrada teniendo como criterio un
porcentaje de identidad mayor al 70 % con las coincidencias encontradas.

= Un segundo Itro se empleo en la tercera etapa, con el objetivo de veri car que las
protenas que cumplieron el anterior Itro pertenecieran a la categora taxoromica de
plantas de acuerdo a la base de datos Taxonomy (release 3/12/18) del NCBI [23].

= En la cuarta etapa se realiz una curacon manual descartando especies de hongos,
catalogadas conjuntamente en la categora de plantas reportada por la base de datos
Taxonomy.

El archivo generado despies de los Itros se empleo para obtener los erminos de ontologa
¢enica (GO), mediante script desarrollados en bash y perl. Los erminos reportados en cada
una de las categoras GO, fueron comparados con la anotacon GO éAeabidopsis thaliana
Enla gura 4-15 se detalla el proceso que se llewo a cabo para el ensamblaje de los transcrip-
tomas que inicd con la fase experimental de obtencon de las muestras y su secuenciamiento
(fase A), seguido del procesamientia silico (fase B). En la fase (C) se llewo a cabo el ensam-
blaje. Posteriormente los ensamblajes fueron evaluados y empleados en la fase de anotacon
representada con el rumero 11 en la ga ca.
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Figura 4-15 .: Herramientas empleadas para el ensamblaje de transcriptoma y anotacon del
genoma.
(A) Fase experimental(1-5).B) Fase de pre-procesamiento(6-%)) Fase de procesamiento
(10) Fase de evaluacon (11) Fase de anotacon



5. ldenti cacon de regiones
microsinenicas asociadas a genes de
domesticacon en Frijol Lima

5.1. Resumen

El apido desarrollo de las tecnologas de secuenciacon ha conducido a la generacon, cada
vez nmas creciente, de ensamblajes de genomas de mnultiples especies vegetales, cuyo aralisis
en un contexto comparativo ha permitido la identi cacon de regiones conservadas entre las
especies [91] y la evaluacon del orden, conservacon y estructura de los genes [20]. Uno de
los bene cios mas grandes que ha trado la geromica comparativa es poder traducir la in-
formacon funcional del genoma de una especie bien estudiada (o modelo) en otra especie
con menos informacon, en especial la deteccon de genes orblogos que puedan controlar ras-
gos fenotpicos de intees.Phaseolus lunatud_. (frijol Lima) y Phaseolus vulgarid.. (frijol
conun) son las especies mas importantes del gener®haseolus sin embargo estudios com-
parativos entre estas dos especies no haban sido posible debido principalmente a que hasta
la fecha no se contaba con un ensamblaje del genoma de frijol Lima. El genoma generado
para frijol Lima en la presente investigacon provee las bases para la deteccon de genes que
puedan estar controlando rasgos de intees agroromico a trawes de un enfoque comparativo.

En objetivo del presente trabajo fue detectar bloques microsinenicos entre frijol Lima, frijol
conmun y frijol mungo asociados a genes de la domesticacon, en espec co al rasgo dehiscencia
de la vaina. Este rasgo en cultivos de leguminosas es indeseable ya que causa grandes perdi-
das en el rendimiento, por lo tanto el conocimiento de su control geretico puede favorecer
futuros programas de mejoramiento en estas especi@mbidopsis thalianaha sido la planta
modelo para el estudio de los genes implicados en la dehiscencia de la vaina, lo que ha permi-
tido la caracterizacon de cinco genesSHATERPROOF (SHP1), INDEHISCENT (IND),
ALCATRAZ (ALC), FRUITFULL (FUL)y NST1 (NAC SECONDARY WALL THICKE-

NING PROMOTING FACTOR 1 ). Estos cinco genes se usaron como punto de partida para
la caracterizacon de regiones microsinenicas respecto al grado de conservacon, contenido
¢enico, grado de ordenamiento y orientacon de los genes, con el n de detectar en frijol Lima
genes candidatos para el rasgo dehiscencia de la vaina.
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Concluson: Los genesALC, FUL y NST1 fueron los mas conservados entre frijol Lima y
frijol comun en cuanto a su estructura (rumero de exones y longitud total de exones e intro-
nes); para estos tres genes frijol mungo tuvo mayores diferencias y siempre presenb menor
longitud total de los exones. Los geneSHP1 e IND presentaron diferencias entre las tres
especies en todos los aspectos estructurales evaluados. Se identi caron entre 1 y 7 bloques
colineales en cada una de las regiones sub-geromicas (longitud de 200 Kb) donde se ubicaron
los cinco genes de intees. En general, en las regiones subgeromicas no se observaron rearre-
glos entre los bloques colineales detectados, con excepcon de una inverson en las regiones
asociadas a los gendblD y NSTL1. Lo anterior indica un alto grado de conservacon en las
regiones subgeromicas que contienen estos cinco genes.

Palabras claves: domesticacon, ortologa, dehiscencia, microsintenia.

5.2. Introduccon

El mpido desarrollo de las diferentes tecnologas de secuenciacon, el aumento en el tamano
de la lecturas, la disminucon de las tasas de error y la reduccon en los costos de produccon
por Gb, han incrementado el secuenciamiento de genomas de especies no modelo [36], lo que
ha permitido ensamblajes de alta calidad con su respectiva anotacon de un gran rumero de
especies, y con ello la oportunidad de comparar genomas completos (macrosintenia) o a me-
nor escala regiones geromicas de intees (microsintenia) [20, 113]. Los estudios de geromica
comparativa han permitido evaluar la conservacon, localizacon y orden de genes orblogos
[104], es decir, genes derivados de un ancestro conun [91].

A nivel bioinformatico, la identi cacon de genes orblogos es un reto debido a las distintas
fuerzas evolutivas que actian sobre los genomas, evidenciadas a traves de eventos gereticos
(duplicacon de genes o regioneen tandem delecon o nacimiento de genes) y rearreglos
cromoomicos (inversiones, translocaciones, siones y fusiones) [68], que di cultan la detec-
con de estos genes. No obstante, incluso entre especies separadas por millones de afnos de
evolucon y divergencia, aun existen regiones conservadas en los cromosomas que re ejan la
organizacon ancestral de las especies, las cuales se pueden identi car mediante un enfoque
comparativo[28] y cuya estructura se asume que deriva de un proceso de especiacon des-
de un ancestro conun. Las regiones cromomicas donde el orden de genes es conservado
entre las especies se conocen como regiones sinenicas. No solo es de intees establecer si
el orden de los genes es conservado 0 no entre las especies, sino tamben establecer si los
genes son orblogos (copias de genes derivadas de una copia genica ancestral presente en
elultimo ancestro conun entre las especies comparadas) o paalogos (copias de genes de-
rivadas por duplicacon dentro de una especie)[64]. La evidencia experimental indica que
los genes orblogos tienden a retener funciones equivalentes entre las especies, aunque con
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excepciones [64], por lo que es necesario validar experimentalmente su funcon. En este sen-
tido, la identi cacon de regiones microsinenicas entre las especies puede proveer un fuerte
soporte para establecer cwales copias son putativamente orblogas y favorecer el proceso de
construccon de regiones macrosintenicas. Por su importancia, se han desarrollado diferentes
nmetodologas para la identi cacon de copias orblogas, las cuales se describen a continuacon.

Los netodos de inferencia de genes orblogos se basan en similaridad de la secuencia, logenia
y conservacon sinenica. El primer enfoque supone que, al provenir de un ancestro conun,
los genes orblogos son rmas parecidos entre s cuando se comparan sus secuencias (de ADN
o de protenas) que con otros genes presentes en el mismo genoma. Por lo tanto, el mejor
acierto recproco (best reciprocal hit) que se obtiene al hacer una husqueda por similtud de

un gen de una especie en genes de otra especie debera corresponder con el orblogo del gen
buscado [64]. Este enfoque es el mas simple y es mas apropiado para genomas cercanamente
relacionados, aunque para especies distantemente relacionadas puede ser tambenutil [64].
Descubrir genes orblogos en diferentes especies es una actividad importante para realizar
aralisis logereticos ya que la logenia construda a partir del alineamiento de orblogos
(gene tree) se puede comparar con la taxonoma de las especies (species tree), ya sea para
reconciliarlas [64] o para establecer hiptesis sobre el origen de sus diferencias. El enfoque
de conservacbn sinkenica considera la conservacon de los genes en orden y orientacon a lo
largo de los cromosomas, suponiendo que la cantidad de eventos de rearreglo estructural es
relativamente pequefo entre especies cercanas. Este enfoque ha sido asociado con el enfoque
de similaridad e integrado a la evaluacon de los genes colindantes al gen orblogo en estudio
[102]. Para abordar el problema de identi cacon de relaciones de ortologa, diversas herra-
mientas han sido desarrolladas empleando elementos de los tres netodos de identi cacon de
genes orblogos descritos anteriormente, y modi caciones aestos con el objetivo de mejorar

la precison, la velocidad y la especi cidad en la identi cacon de relaciones de ortologa en

el conjunto de datos evaluados [85].

Como se detalb anteriormete, la identi cacon de genes orblogos permite realizar de mane-
ra e ciente la anotacon funcional de los genes identi cados en la construccon de un nuevo
genoma. Esto facilita la prediccon de genes que pueden estar involucrados en el control
geretico de un rasgo fenotpico en la especie de intees. En las plantas cultivadas, la iden-
ti cacon de genes candidatos para rasgos agroromicos se ha realizado en parte a trawes de
la identi cacon de genes orblogos con la especie vegetal modedwabidopsis thalianao con
otras especies modelo. Aunque la prediccon de funcon por ortologa no es completamente
con able, realizar esta prediccon contribuye informacon para seleccionar genes para expe-
rimentos de validacon funcional, ya que el hecho de compartir ancestria con otras especies
soporta la posible funcionalidad del gen.

La capacidad de disperson de semilla es uno de los rasgos nas interesantes relacionados con
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el proceso de domesticacon en plantas. En contraste con las plantas silvestres, cuyo exito
evolutivo depende de la capacidad para dispersar sus semillas y as garantizar su supervi-
vencia, para las plantas domesticadas la disperson de semillas es un rasgo no deseado que
se redujo o se perdb durante su adaptacon a los nuevos agroecosistemas. Esta tendencia se
reporta no solo en las especies del gendPtiaseolus sino tamben durante la domesticacon

de cultivos de semillas en general [5, 53]. En los cultivos de leguminosas, la apertura de
las vainas permite que las semillas escapen a la cosecha humana por lo que la reduccon de
la dehiscencia del fruto es un rasgo de intees agroromico susceptible de mejora geretica
en estas especies. La identi cacon de los genes que controlan este rasgo en los cultivos de
leguminosas es por lo tanto de especial intees.

Arabidopsis thalianaha sido la planta modelo para estudiar la cascada de genes implicados
en la dehiscencia de la vaina, lo que ha permitido la caracterizacon de cinco gert&idA-
TERPROOF (SHP1), INDEHISCENT (IND), ALCATRAZ (ALC), FRUITFULL (FUL)

y NST1 (NAC SECONDARY WALL THICKENING PROMOTING FACTOR 1 ). En la

parte superior de las cascada reguladora se encuentran dos genes relacionados a la fami-
lia de factores de transcripcon MADS-box,SHATERPROOF (SHP1) y SHATERPROOF2
(SHP2) [70], los cuales controlan la diferenciacon de la zona de dehiscencia (DZ) del fruto
en Arabidopsis [35]. Actuando aguas abajo de los gen&HP1 / 2 estan los genesND y

ALC, el primero incide en la diferenciacon de @lulas en la DZ [73] y el segundo es necesario
para la formacbn de una capa celular especializada no ligni cada dentro de la DZ [93].

Adicionalmente, se requiere el geRUL para la expanson y diferenciacon de las valvas del
fruto. FUL es un regulador negativo d&HP1 / 2, que restringe la expreson deSHP1 /2 e

IND ala DZ [42]. El genNST1 actia aguas abajo deSHP1 / 2, se expresa en la capa ligni-
cada de elulas en la DZ y su mutacon produce frutos indehiscentes [81]. Finalmente, para
gue tenga lugar la dehiscencia de la silicua émabidopsis es indispensable la accon de la en-
zima conocida como endo-poligalactunorasas (PG) que degrada la pectina para promover la
separacon celular. Los geneARABIDOPSIS DEHISCENCE ZONE POLYGALACTONU-
RASE1 (ADPG1) y ADGP2 codi can las PG que se expresan espec camente en la DZ [87].

En la presente investigacon, se utilizaron los cinco geneSKIP1, IND, ALC, FUL y NST1)
reportados para el rasgo de dehiscencia de la vaina como punto de partida para la caracteri-
zacon de regiones micro-sinenicas entre frijol Lima, frijol conun y frijol mungo, con el n de
detectar en frijol Lima genes candidatos para el rasgo dehiscencia de la vaina. Las relaciones
de microsintenia se establecieron respecto al grado de conservacon, contenido genico, grado
de ordenamiento y orientacon de los genes que comparten el ambiente cromosomico donde
se ubican estos cinco genes de la domesticacon.
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5.3. Resultados y Discuson

5.3.1. Caracterizacon de los datos geromicos

Para realizar las comparaciones sinenicas se emplearon tres especies: frijol Lima, frijol conun
y frijol mungo. El criterio de seleccon de estas especies fue evolutivo, consideandose el clado
Phaseoleaq19], donde el frjol cormun y el frjol Lima son especies cercanas que pertenecen
al grupo B del cladoPhaseoluspropuesto por Delgado-Salinas et al. (2006), sin embargo
se ubican en grupos diferentes. En el grupo vulgaris se encuerRravulgaris y sus especies
relacionadas principalmente de Mesoanerica, mientras que en el grupo lunatus se incluyen
solamente las especies de Sur Anerica corRo lunatus y especies encemicas de diferentes
islas comoP. mollis Hook.f. de Gahpagos [31]. En cuanto al frijol mungo, esta especie per-
tenece al generoVigna que es hermano del cladBhaseolus[19].

A nivel geromico, frijol Lima, frijol cormmun y frijol mungo presentan el mismo rumero de
cromosomas (2n=22), sin embargo el grado de calidad del ensamblaje geromico es diferente,
asi como tamben, el tamano estimado del genoma, el tamano de ensamblaje y el umero de
genes identi cados en cada uno. En la tabl-1 se presenta el resumen de las caractersticas
principales de estos genomas donde se observa que el genoma de frijol Lima se ensambb
en el presente estudio en 541 Mb, 496 contigs y un N50 de 5.5 Mb. En cuanto al genoma
de frijol comun verson 2.1, el tamano ensamblado fue de 537 Mb en 11 cromosomas, 467
scaolds y un N50 de 49.7 Mb [98, 51]. El genoma del frijol mungo fte ensamblado en 463
Mb, organizado en 11 cromosomas y 2488 sca olds, y un N50 de 1.52 Mb[61].

Tabla 5-1 .: Caracterizacon de los genomas de frijol Lima, frijol conun y frijol mungo

Especie Tamaro estimado Tamaro Numero de Referencia
P del genoma (Mb) ensamblado (Mb) genes
Frijol Lima 600 541 48127 Este trabajo
Frijol conun 600 537 36995 [98]
Frijol mungo 579 463 22427 [61]

5.3.2. Caracterizacon de la regon subgeromica asociada al gen
SHATERPROOF (SHP1)

SHATERPROOF (SHP1) hace parte de la familia de los factores de transcripcon tipo

MADS-box [70]. En el genoma de frijol conun, este gen (id Phvul.006G169600) se ubica en
la cadena negativa del cromosoma 6, tiene un tamano de 7.656 pb y ocho exones. En frijol
mungo, este gen se encuentra con un porcentaje de identidad del 94 % (id Vradil0g09690)
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con respecto a frijol comun en la cadena negativa del cromosoma 10, presenta un tamano
de 8.669 pb y tiene ocho exones. En frijol Lima, este gen se encuentra ubicado en la cadena
negativa del contig-1891 del ensamblaje producido en la presente investigacon, con un por-
centaje de identidad del 86 % con respecto a frijol conun, un tamano de 7.801 pb, y ocho
exones. En la gura5-1 se detallan los tamanos de cada uno de los exones e intrones en estos
genes. En esta ga ca se puede observar una alta conservacon en la estructura y tamano del
gen SHP1, en las tres especies evaluadas (ver tabid).

Figura 5-1 .: Estructura del genSHP1 en frijol corrun, frijol Lima y frijol mungo.

Al evaluar la regon geromica del genSHP1 (g 5-2) utilizando la herramienta Mauve, se
observaron dos grandes bloques colineales, uno marcado en color rojo (longitud: 56.252 pb,
peso: 141.571) y otro marcado en color verde (longitud: 58.568 pb, peso: 53.050), y otro
blogue colineal mas pequerno marcado en amarillo (longitud:1.061 pb, peso:3.560). Estos
bloques colineales se detectaron con un peso mnimo de 3.560 y una longitud de 1.061 pb.
Las regiones grises al interior de los bloques colineales signi can aquellas secuencias que son
espec cas para cada especie y por lo tanto no compartidas. Con relacon a esto, se observa
gue el frijol mungo posee un mayor rumero de regiones espec cas de su linaje evolutivo, lo
cual est de acuerdo con el hecho que esta especie pertenece a un genero difergfiigad)

al de las otras dos especies de frijgPKaseolu$. Es importante destacar que en la regon
evaluada, solamente para frijol mungo se observa que el bloque con color amarillo esta in-
vertido, mientras que los restantes dos bloques (verde y rojo) se conservan en las tres especies.
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Con respecto al contenido genico de la regon evaluada ( §-3), el genoma de frijol conun
incluye 24 genes, de los cuales nueve se encuentran en la cadena negativa. En frijol Lima se
identi caron 22 genes de los cuales seis se ubican en la cadena negativa, todosestos en una
regon especifca que comprende del gen 12-PI al gen 17-Pl. En frijol mungo se ubicaron 12
genes, siete deestos en la cadena negativa. Al considerar a los genes 12-Pv, 13-Pl y 4-Vr como
posibles copias orblogas del geSHP1, se observa que estos comparten el mismo sentido.
En las tablas C-1, C-2 y C3 (anexo C), se detalla el rumero de genes en cada sub-regon. Se
puede observar que frijol conun y frijol Lima comparten el mayor rumero de genes en esta
regon subgeromica que con frijol mungo, lo cual est relacionado con la distancia evolutiva
entre estas especies.

Se identi caron 3 genes orblogos adicionales en esta subregon geromica (genes A, By C),
representados en la ga ca5-1, con color verde. Los genes A, B y C conservan el mismo
orden en las tres especies. El gen A se identi ® con un porcentaje de identidad mnimo
del 88%, donde este gen en frijol cormun y frijol Lima presenta un tamafo similar de su
secuencia con 2.396 pb y 2.621 pb, respectivamente, y en ambas especies tiene 5 exones. En
cuanto al gen A en frijol mungo, su tamano es de 1064 pb en 3 exones. El gen B presenb
un porcentaje de identidad del 86 %, en las tres especies conserva la orientacon negativa
y un tamano similar: en frijol conun con 7.594 pb, en frijol Lima con 7.273 pb y en frijol
mungo con 7.893 pb, pero vara en el rumero de exones:12, 13 y 19, respectivamente. Con
un porcentaje de identidad del 85% se identi @ el gen C, el cual cuenta en frijol comun y
frijol Lima con seis exones y un tamafo similar de 4.554 pb y 4.422 pb, respectivamente. En
el caso del frijol mungo, el gen C presenta el mismo rumero de exones pero con un tamano
menor en la secuencia de 2.903 pb. En general, el conjunto de genes orblogos que acompanan
en la misma regon geromica al gerSHP1, tienen una identidad y estructura similares entre

las especies comparadas.



Figura 5-2 .: Caracterizacon de la regon subgeromica del gerSHP1 para frijol conun, frijol Lima y frijol mungo
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Figura 5-3 .: Organizacon de la regon sub-geromica del gersHP1
En color verde se identi can los genes orblogos de la regon evaluada, sus relaciones se establacen de acuerdo a la letra asignada (A, By C). En
color morado se representa el gen candidato dsHP 1.
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5.3.3. Caracterizacon de la regon subgeromica asociadas al gen
INDEHISCENT (IND)

INDEHISCENT (IND) est relacionado con una protena atpica con dominio basic helix-
loop-helix (bHLH), que incide en la diferenciacon de las e@lulas en la zona de dehiscencia
de la silicua enArabidopsis En frijol conun, este gen (id Phvul.002G0271000) presenta un
tamano de 1.340 pb con un exon de 846 pb ubi@andose en el cromosoma 2 en la cadena
positiva (g 5-5). En frijol mungo, el honologo de este gen (Vradi01g11070) se identi ® con

un porcentaje de identidad del 93 % con respecto a frijol corun, con una anotacon funcional
de factor de transcripcon con el dominio bHLH, presenta un tamano de 842 pb, en la cadena
positiva. En frijol Lima se identi ® un posible candidato de este gen (2-Pl) con un exon y
una longitud total de 843 pb. Se debe destacar que este gen conserva su estructura con un
unico exon como se observa en la gurab-4 en las tres especies evaluadas.

Figura 5-4 .: Estructura del genIND en frijol corun, frijol Lima y frijol mungo

A nivel estructural, en la sub-regbn geromica evaluada ( g5-5) se observaron siete bloques
colineales identi cados con un peso mnimo de 1.254 y una longitud de 1.917 pb. Los prin-
cipales bloques se obervan en color amarrillo (longitud: 159.676 pb, peso: 72.800), color rojo
(longitud: 60.883 pb, peso: 41.650) y color verde (longitud:7.715 pb, peso:12.473). El bloque
de color verde al nal de la gura evidencia una inverson en frijol mungo con relacon a
frijol cormun vy frijol lima.
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En cuanto al bloque que contiene el gdiND (color morado), presenta una longitud 4.242 pb

y se identi ® con un peso de 4.749. En este bloque es evidente que frijol Lima en esta regon
ha experimento un rearreglo cromomico con relacon al frijol conun. El hecho que existan
inversiones en esta regon entre frijol conun y frijol Lima conlleva implicaciones pacticas,
debido a que en el cromosoma 2 de frijol conmun se ha identi cado por medio de mapeo de
QTL (Quantitative Trait Loci) un QTL llamado St asociado a dehiscencia de la vaina y muy
cercano al geriND [66, 49]. Los rearreglos observados en esta regon esan de acuerdo con
estudios de citogeretica comparativa entre frijol cormun vy frijol Lima que han reportado que
aunque existe una signi cativa conservacon de sintenia entre las especies, para el cromosoma
2 se reporb cambio en la posicon del centomero, posiblemente como consecuencia de una
inverson pericentronerica [10].

En cuanto al contenido genico de de la regon geromica que contiene el gD (g 5-6),

se observa que frijol comun cuenta con 17 genes, de los cuales cinco esan en la cadena
negativa, en frijol lima se identi caron solamente 6 genes, uno de ellos en la cadena negativa.
Con respecto a la regon de frijol mungo, esta cuenta con 11 genes, tres en la cadena negativa.
En las tablas C-4 y C-5 (Anexo-C), se encuentra mayor informacon sobre los genes de esta
regon. Es importate destacar que en la zona geromica de intees no se hallaron genes
orblogos adionales como se identi fcaron los tres genes colineales al GP.



Figura 5-5 .: Caracterizacon de la regon subgeromica del gen IND para frijol corun, frijol Lima y frijol mungo
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Figura 5-6 .: Organizacbn de la regon sub-geromica del gedND
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5.3.4. Caracterizacon de la regon subgeromica asociadas al gen
ALCATRAZ (ALC)

La funcon del gen ALCATRAZ (ALC) ha sido identi cada en relacon con la familia de
factores de transcripcon myc/bHLH, incidiendo en el sitio de separacon de la valva durante
la dehiscencia del fruto emrabidopsis[73]. ALC en frijol comun (ID Phvul.001G023200) se
encuentra ubicado en el cromosoma 1 en la cadena negativa ¢ ), tiene un tamano de
3.723 pb con seis exones ( §-7), presenta dos isoformas que se diferencian en el tamano
del segundo e»on (90pb para la isoforma uno y 87 para la isoforma dos).

Figura 5-7 .: Estructura del gen ALC en frijol comun, frijol Lima y frijol mungo.

En frijol mungo, un posible gen orblogo deALC se encuentra en el cromosoma 6 (ID Vra-
di06g15060), con un porcentaje de identidad del 88 % con respecto a frijol comun. Este gen
candidato en frijol mungo se compone de 3.534 pb, con una arquitectura de ses exones (g
5-7). Su anotacon funcional [44] indica su accon como factor de transcripcon con un motivo
basic helix-loop-helix (bHLH), al igual que el reportado erabidopsis [73]. En frijol Lima

se identi ® este gen en el presente estudio con un porcentaje de identidad del 92% en el
contig 1.448 con seis exones y un tamano de 3.585 pb. En I1&-F, se puede identi car que,

en relacon al tamano total del gen y rumero de exones, frijol Lima y frijol comun son muy
similares. Al comparar a nivel estructural la regon geromica que contiene el gehlL.C (g

5-8), se observa que esta regbon consiste de un solo bloque colineal (longitud: 202.539 pb,
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peso: 197.588) que por de nicon no contiene rearreglos cromomicos, 1o que indica un alto
grado de conservacon para esta regon sub-geromica.

En cuanto al contenido genico de la regon evaluada que contiene el g&hC (5-9), la se-
cuencia geromica de frijol comun cuenta con 20 genes, 14 estin en la cadena negativa. En
frijol lima se observan 21 genes, de los cuales lo 4 estan en la cadena positiva. En frijol
mungo esta regon cuenta con 15 genes, con 3 de ellos en la cadena positiva. El tamano de
los genes, el umero de exones e intrones para cada una de las especies de frijol, se reportan
en las tablasC-6, C-7 y C-8 (Anexo C).

En esta regon se identi caron 5 genes orblogos cercanos al gen de intees. El gen orblogo
identi cado con la letra A, presenb un 91 % de identidad, este gen vara considerablemente
en tamano de de la secuencia y rumero de exones entre frijol corrun (2.077 pb , 2 exones),
frijol Lima (1.220 pb , 1 exones) y frijol mungo (5.324 pb, 5 exones). Con un 90 % de iden-
tidad, el gen B presenta un tamafno muy similar de 5.384 pb en frijol conun, 5.063 pb en
frijol Lima y 5.047 pb en frijol mungo, en las tres especies presenta 6 exones. El gen C
presenta en frijol conun y frijol mungo con un tamano 3.537 pb (4 exones) y 3.453 pb (9
exones), respectivamente, y mientras que en frijol Lima tiene un tamano inferior (1.224 pb)
con respecto a frijol mungo vy frijol conun, pero con 2 exones. El gen D, identi cado con el
93 % de identidad, presenta en las tres especies 9 exones. En el caso de Frijol Lima vy frijol
comun presentan un tamano similar de secuencia, 5.005 pb y 5.080 pb, mientras que para
frijol mungo su tamano de secuencia es de 4.413 pb. Con el 88% de identidad, el gen E se
identi @ en frijol cormun con 2.014 pb y 3 exones, en frijol Lima con 2.539 pb y 3 exones,

y en frijol mungo con 1.899 pb y 4 exones. En esta sub-regon geromica se observa que el
gen de intees esh anqueado por un gen orblogo (gen A) al lado izquierdo de acuerdo a la
representacon de la gura5-9 y cuatro genes orblogos al lado derecho. Adicionalmente al
comparar el anterior conjunto de genes orblogos encontrados en la regon del g&inC, con

los del genSHP1, se evidencia una mayor conservacon en los genes que colindan la regon
del genSHP1 debido a la menor variacon que presentan en su tamafo y rumero de exones.



[H]

Figura 5-8 .: Caracterizacon de la regon subgeromica del gen ALC para frijol conun, frijol Lima y frijol mungo
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Figura 5-9 .: Organizacon de la regon sub-geromica del gen ALC
En color verde se identi can los genes orblogos de la regon evaluada, sus relaciones se establacen de acuerdo a la letra asignada (A, B, C, Dy
E). En color morado se representa el gen candidato daLC.
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5.3.5. Caracterizacon de la regon subgeromica asociadas al gen
FRUITFULL (FUL)

FRUITFULL (FUL) es un gen tipo MADS-box, involucrado en la expanson y diferenciacon

de las valvas del fruto emArabidopsis En frijol conmun (id Phvul.009G203400) presenta una
longitud de 9.086 pb, con ocho exones y siete intrones, dos de ellos de gran tamano (3.394
bp y 2.565 bp). En frijol mungo se identi ® un gen candidato paraFUL (Vradi02g13700)

con un tamano de 7.934 pb con 8 exones, su funcon esta asociada al grupo MADS-box [42].
En frijol lima se enconto un honologo deFUL en el contig 1.846, con 8.892 pb y 8 exones.
En la gura 5-10, se observa que frijol lima y frijol conmun presentan una alta similitud en
cuanto a los tamanos de los exones e intrones, sugiriendo al gen identi cado en frijol Lima
como un posible orblogo de frijol conun.

Figura 5-10 .: Estructura del genFUL en frijol conun, frijol Lima vy frijol mungo

En la regon sub-geromica que contiene el geRUL (g 5-11) se puede observar que existen
cuatro bloques colineales, identi cados con un peso minimo de 6.262, sin re-arreglos cro-
mosomicos entre ellos a excepcon del pequeno bloque de color azul que aparece en orden
invertido entre frijol conmun y frijol mungo. En el bloque colineal verde que contiene el gen
FUL (peso: 89.882) se corrobora un alto grado de homologa en la mayoria de la regon
evaluada.
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En cuanto al contenido genico de esta regon, frijol Lima reporta la mayor cantidad de genes
(21 genes), seguido de frijol comun con 15 y frijol mungo con 9 ( gura-12). En las tablas

C-9, C-10 y C-11 (Anexo C) se encuentra una descripcon de cada uno de estos genes en
cuanto a su longitud, rumero de exones e intrones.

En esta sub-regon se hallaron seis genes orblogos ( gui12). Los genes orblogos mar-
cados con la letra A se identi caron con el 92 % de identidad. En las tres especies este gen
presenta ununico en, en frijol mungo y frijol Lima reportan un tamano similar alredor

de las 1.300 pb, mientras que en frijol comun contiene 1.000 pb adicionales. Con el 91 % de
identidad se identi ® el gen B, en frijol Lima y en frijol conun conservan el mismo rumero

de exones (4), y un tamano de 2.283 pb y 2.026 pb respectivamente, mientras que en frijol
mungo su tamano es menor con 1.339 pb y 3 exones. El gen C presenb una identidad del
94 %. Este gen en frijol mungo se diferencia de frijol Lima y frijol conun en nas de 6.000 pb

y 20 exones. frijol Lima y frijol conun presentan el mismo rumero de exones (4) y un tamafo
de 2.283 pb y 2.026 pb, respectivamente. El gen D se identi ® con 88 % de identidad, donde
en frijol Lima y frijol comun reporta un tamano similar de 12.541 pb y 12.785 pb, respec-
tivamente, sin embargo se diferencian en el rumero de exones (8 y 11, respectivamente). El
gen E se identi ® con un 85 % de identidad donde en frijol mungo y frijol Lima cuenta con

3 exones y un tamano aproximado de 1.600 pb, mientras que en frijol conmun su tamano
es el doble al igual que el rumero de exones. Finalmente, con un porcentaje de identidad
del 88% se identi ® el gen F, el cual es muy similar en tamano (14.333, 11.565 y 11.996)
y rumero de exones (13, 11y 10) en frijol cormun, frijol Lima y frijol mungo, respectivamente.
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