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RESUMEN 

El mortiño (Vaccinium floribundum Kunth.) es un arbusto silvestre, endémico de la región andina 

con importancia cultural, económica, y ecológica para el Ecuador. A pesar de esto, hasta el 

momento no se ha reportado estudios genómicos de la especie. El presente trabajo reporta el 

genoma del cloroplasto de V. floribundum, ensamblado a partir de lecturas largas, y anotado. El 

genoma del cloroplasto es de gran interés ya que es una fuente de marcadores moleculares útiles 

para estudios de identificación y diversidad genética, además gracias a su estructura y genes 

altamente conservados es posible su uso en análisis taxonómicos y evolutivos aportando así a la 

resolución filogenética del género Vaccinium.  Para el ensamblaje del genoma del cloroplasto del 

mortiño se utilizó diferentes programas bioinformáticos, y se evaluó el desempeño de cada flujo de 

trabajo. Se encontró que un ensamblaje en los programas Hinge o SMARTdenovo más una fase de 

pulido en Nanopolish resulta en genomas del cloroplasto del mortiño precisos y cercanos al 

cloroplasto de Vaccinium macrocarpon, usado como genoma de referencia. Con el genoma anotado 

se logró realizar un análisis filogenético usando tres de los genes encontrados (matK, rbcL, ndhF). 

Esto demuestra la posibilidad de obtener genomas continuos y de calidad con el presente flujo de 

trabajo, sin embargo, se recomienda incroporar al análisis bioinformático lecturas cortas, más 

genomas de referencia, y un mayor número de genes en el análisis filogenético con el fin de obtener 

resultados aún más confiables. Finalmente, este estudio reporta el primer genoma del cloroplasto 

de una especie silvestre andina del Ecuador, y hace disponible un recurso genético útil para una 

variedad de estudios posteriores. 

 

Palabras clave: mortiño, Vaccinium floribundum, genoma del cloroplasto, secuenciación, 

ensamblaje de genomas, anotación de genes. 
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ABSTRACT 

Vaccinium floribundum Kunth., commonly known as mortiño, is a wild shrub endemic to the 

Andean region, with cultural, economic, and ecologic value for Ecuador. Despite of that, there are 

no reports about genomic studies of V. floribundum. This study reports the chloroplast genome of 

V. floribundum assembled with long reads, and annotated. The chloroplast genome is of great 

interest, as it is a source of molecular markers for identification and genetic diversity studies. 

Moreover, thanks to its highly conserved structure and genes, chloroplast genomes are useful for 

inferring taxonomic and evolutive relationships, thus contributing to the phylogenetic resolution of 

the Vaccinium genus.  Different bioinformatic programs were used for the assembly of the mortiño 

chloroplast genome, and the performance of each pipeline was evaluated. It was found that an 

assembly in Hinge or SMARTdenovo, plus polishing in Nanopolish produces a V. floribundum 

chloroplast genome that is  accurate and close to the chloroplast genome of Vaccinium 

macrocarpon, used as a reference sequence. With the annotated genome, a phylogenetic analysis 

was performed using three of the genes founded (matK, rbcL, ndhF). This demonstrates that 

continuous and quality genomes can be achieved with the present pipeline, however, it is 

recommended to incorporate short reads, more reference genomes, and more genes into the 

phylogenetic analysis in order to obtain even more reliable results. Finally, this study reports the 

first chloroplast genome of a wild Ecuador Andean species, and makes available a useful genetic 

resource for a variety of subsequent studies. 

 

Key words: mortiño, Vaccinium floribundum, chloroplast genome, sequencing, genome assembly, 

gene annotation.  
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1 INTRODUCCIÓN  
1.1 Generalidades de Vaccinium Floribundum Kunth  

1.1.1 Generalidades, distribución, propiedades. 

Vaccinium floribundum Kunth. (V. floribundum), más conocido como mortiño o uva de 

monte, es un arbusto silvestre, endémico de la región andina que pertenece a la familia Ericaceae. 

Se distribuye en el noroccidente de Suramérica, principalmente en Venezuela, Colombia, Ecuador, 

y Perú (Coba et al., 2012). En el Ecuador, el mortiño crece en los páramos, ecosistemas 

caracterizados por climas templados y fríos (7-18ºC), vegetación no arbórea, baja presión 

atmosférica, y alta radiación solar (Giné & Sánchez, 2015).  El mortiño se desarrolla entre los 2-3 

metros de altura, posee una inflorescencia formada por 6-10 flores rosadas, y un fruto en forma de 

baya esférica, lisa, y carnosa de un color violeta-azul (Coba et al., 2012; Chiluisa, 2015). Sus hojas 

y frutos poseen compuestos bioactivos como polifenoles, antocianinas, antioxidantes, y 

flavonoides que brindan varios beneficios a la salud cuando se consumen (Coba et al., 2012; 

Llivisaca et al., 2018).  

 

1.1.2 Importancia económica, cultural, y ecológica. 

El mortiño juega un rol cultural y económico importante en el Ecuador. Sus frutos son 

usados en la preparación de bebidas tradicionales, mermeladas, vinos, postres, y demás productos 

que son una fuente relevante de ingresos para comunidades indígenas (Coba et al., 2012; Roldán, 

2013). A pesar de esto, no es posible cultivar mortiño debido a la dificultad de su propagación y 

escasa información sobre sus requerimientos agronómicos, es así que toda su demanda se satisface 

a través de la recolección silvestre del mismo durante los meses de octubre a diciembre (Cerón, 

2019). Vaccinium floribundum también posee un rol ecológico clave en el ecosistema alpino de 

altura al que pertenece (Ramsay & Oxley, 1996). Se ha reportado que durante los últimos años el 

páramo, ecosistema de vital importancia para el país por ser fuente de recursos hídricos, ha estado 

bajo presión antropogénica lo que ha causado su fragmentación, y pérdida de hábitats (Chuncho y 
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Chuncho, 2019). No obstante, se ha visto que tras eventos de quema y deforestación el mortiño es 

una de las primeras especies en recuperarse (Ramsay & Oxley, 1996; De la Torre et al., 2008).   

 

1.1.3 Estudios moleculares preliminares de V. floribundum en el Ecuador. 

Teniendo en cuenta la importancia etnobotánica y ecológica del mortiño, se han realizado 

esfuerzos por describir la población silvestre de esta especie. Es así que desde el 2016 se han 

desarrollado estudios para determinar la diversidad genética y estructura poblacional de V. 

floribundum en los páramos del Ecuador (Cobo et al., 2016; Vega-Polo et al., 2020). En estas 

investigaciones se encontró que la población del mortiño en Ecuador tiene un grado alto de 

diversidad genética, y su estructura poblacional responde a la interacción entre las dinámicas de 

aislamiento por distancia, y aislamiento por altitud, creadas por la geografía característica de la 

región andina (Vega-Polo et al., 2020) .  

 

1.2  Secuenciación, anotación, y ensamblaje de genomas 

Durante las últimas décadas ha existido un desarrollo significativo de técnicas de 

secuenciación y herramientas bioinformáticas lo que ha provocado mayor accesibilidad al 

secuenciamiento, ensamblaje, y anotación de genomas, convirtiéndose en una herramienta clave 

para la investigación dentro de las ciencias biológicas (Campos De Quiroz, 2002; Jung et al., 2020). 

La secuenciación por nanoporo es la técnica más actual y pertenece a las tecnologías de 

secuenciamiento de tercera generación (TGS) (Heather & Chain, 2015; Kchouk et al., 2017).  Este 

sistema consiste en el paso de cadenas simples de ADN a través de un canal proteico de escala 

nanométrica ubicado en una membrana delgada que separa dos cámaras (cis y trans) (Agah et al., 

2016). Dentro del nanoporo existe una corriente de iones, y cuando el ADN lo atraviesa crea una 

interferencia con la misma. Un sensor lo detecta y genera medidas de corriente y tiempo de 

translocación. Con el uso de un programa de llamado de bases (base calling) se transforman todas 
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estas señales en la secuencia de nucleótidos de la molécula de ADN (Jurkowski, 2020; Lin et al., 

2021).  En el 2014, Oxford Nanopore Technologies (ONT) desarrolló la primera y más pequeña 

plataforma de secuenciación por nanoporo, MinION (90 gramos, 10 cm de largo). Este es un equipo 

portable y asequible, capaz de producir datos en tiempos cortos. Se conecta a laptops con pocos 

requisitos de hardware, y no requiere equipos de imagen para detectar nucleótidos (Bleidorn, 2015; 

Jain et al., 2016). Todas estas propiedades han permitido su uso en diversas aplicaciones tanto para 

enseñanza como investigación, e incluso gracias a su portabilidad se ha usado en ambientes tan 

extremos como estaciones espaciales y regiones polares (Lu et al., 2016).  

Gracias a esta tecnología se ha logrado ensamblar y anotar los genomas de varias especies 

de bacterias, animales, y plantas de interés (Lu et al., 2016; Jain et al., 2018; Dumschott et al., 

2020). El ensamblaje se refiere al proceso mediante el cual se determina el orden correcto de todas 

las lecturas generadas en la secuenciación. La estrategia tras el ensamblaje consta de tres pasos: 1) 

formación de contigs a través del sobrelapamiento de lecturas, 2) generación de scaffolds al unir 

contigs de forma ordenada, y 3) relleno de gaps (Sohn & Nam, 2016). La anotación, por otro lado, 

se refiere a identificar y describir las regiones de interés biológico dentro del genoma, tanto 

estructural como funcionalmente. Esto se basa en una búsqueda de homología y mapeo de ontología 

genética utilizando bases de datos, así como el Gene Ontology Resource (GO) que posee 

información sobre la función de genes, o la enciclopedia de genes y genomas de Kyoto (KEGG) 

que relaciona cada gen con la vía metabólica en la que participa, entre otros repositorios 

electrónicos (Domingues del Angel et al., 2018; Jung et al., 2020). 

 

1.3 Cloroplasto  

El cloroplasto es el centro metabólico de las plantas y juega un papel importante en la 

fisiología, desarrollo, y evolución de las mismas (Freudenthal et al., 2020; Daniell et al., 2021). Su 

genoma posee un tamaño de 120-220 kilobases (kb) y está organizado en cuatro regiones: región 
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de copia única grande, región de copia única pequeña, y un par de repeticiones invertidas; más 

conocidas como LSC, SSC, IRa e IRb, respectivamente, por sus siglas en inglés (Scheunert et al., 

2020; Lin et al., 2020). Posee entre 110-113 genes, los que en su mayoría codifican proteínas y 

enzimas involucradas en la fotosíntesis (Lin et al., 2020).  

 

1.4  Secuenciación del cloroplasto de V. floribundum  

En los últimos años se han logrado secuenciar y ensamblar genomas de cloroplastos de 

varias especies de interés agronómico y biológico como los de Oryza sativa, Solanum tuberosum, 

Arabidopsis thaliana, entre otros. (Wang & Gao, 2016; Zhao et al., 2019; Park et al., 2020).  Sin 

embargo, hay pocos reportes de secuenciación de cloroplastos de especies nativas del Ecuador (Su 

et al., 2018; Tao et al., 2020), el mortiño no se incluye dentro de estas.  Es así que la secuenciación, 

ensamblaje, y anotación del cloroplasto de Vaccinium floribundum resulta interesante, ya que es 

una fuente valiosa de marcadores moleculares útiles para diversidad genética e identificación 

molecular (Daniell et al., 2016). Así también, la secuencia del genoma del cloroplasto es altamente 

conservada en términos de estructura, tamaño, y genes (Lin et al., 2020), por lo que el genoma del 

cloroplasto del mortiño permitiría realizar una reconstrucción confiable de la historia evolutiva de 

la especie, aportando así en el entendimiento del género polifilético al que pertenece (Vaccinium) 

(Kron et al., 2002; Wei et al., 2020).  

Este trabajo propone evaluar diferentes estrategias de ensamblaje combinando distintos 

programas, para de esta forma definir el análisis bioinformático más adecuado que permita obtener 

el genoma del cloroplasto del mortiño, y así proporcionar el primer recurso genómico disponible 

de Vaccinium floribundum.   
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2 METODOLOGÍA  
2.1 Recolección de muestras de V. floribundum 

Se colectaron hojas de un arbusto de mortiño (individuo denominado P079) ubicado en la 

localidad de Lloa, Pichincha-Ecuador (S0° 11.55122' W78° 35.216') bajo el contrato marco MAE-

DNB-CM-2016-0046-M-0002. La muestra se almacenó en sílica gel durante el transporte al 

Laboratorio de Biotecnología Vegetal de la USFQ. Una vez en el laboratorio, la muestra se 

conservó a -20 °C durante esa noche, y al siguiente día se transfirió al ultracongelador de -80 °C 

para su almacenamiento hasta la extracción de ADN. 

 

2.2  Secuenciación en MinION del genoma de V. floribundum 

El ADN se extrajo usando el protocolo de ADN de alto peso molecular (HMW) propuesto 

por Green y Sambrock (2017). Luego, se eliminaron los fragmentos pequeños de ADN (< 10Kb) 

con el kit Short Read Eliminator (Jones et al., 2020). Posteriormente, se prepararon las librerías de 

secuenciación con el kit de ligación SQK-LSK109 de ONT (Reiling et al., 2020). Se siguió el 

protocolo especificado por el fabricante con algunas modificaciones: se inició con 2 µg de ADN 

en lugar de 1 µg, además en el paso de ligación de adaptadores se incubó el ADN con buffer de 

ligación, mezcla de adaptadores,  y ligasa por  20 minutos en lugar de 10. La librería se cargó en 

dos celdas de flujo del equipo MinION Mk1B para su secuenciación. El software MinKNOW v.7. 

y Guppy v1.1.alpha13-0-g1ec7786 se usaron para el llamado de bases. Finalmente, se generó un 

reporte del estado de las lecturas en LongQC (Fukasawa et al., 2020).  

 

2.3 Análisis bioinformático 

El flujo de trabajo se encuentra ilustrado en la Figura 1. 

2.3.1 Pre-procesamiento de lecturas de la secuenciación de V. floribundum. 
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Se utilizó Porechop v0.2.4 para remover los adaptadores de las lecturas. Después con 

Nanofilt v2.8.0 se filtró y eliminó todas las lecturas con calidad menor a 9 y tamaño menor a 1 kb 

(Wang et al., 2018). 

2.3.2 Extracción de las lecturas del cloroplasto de V. floribundum. 

Debido a que el ADN extraído pertenecía al genoma total del se realizó una extracción de 

lecturas del cloroplasto utilizando la herramienta Blasr v5.3.5 (Wang et al., 2018). Este programa 

permitió el alineamiento de las lecturas con un genoma de referencia, en este caso fue el genoma 

del cloroplasto de Vaccinium macrocarpon (código de accesión: JQ757046.1) (Chaisson & Tesler, 

2012). Esta especie se escogió como referencia por ser una de las pocas especies del género 

Vaccinium con cloroplasto ensamblado, anotado, y verificado por el NCBI; además por presentar 

la distribución geográfica más cercana a la de V. floribundum (Fajardo et al., 2013). 

2.3.3 Ensamblaje del genoma del cloroplasto de V. floribundum. 

Se usó cuatro programas de ensamblaje de novo de lecturas largas: Hinge v.0.41 (Kamath 

et al., 2017), Canu v.1.4. (Koren et al., 2017), Flye v. 2.7-0 (Kolmogorov et al., 2019), y 

SMARTdenovo v.1.0.0 (Liu et al., 2021). Se utilizaron los parámetros pre-establecidos, excepto en 

el ensamblador Flye, en el cual se aumentó el parámetro --asm-coverage=50 para minimizar el uso 

de memoria (Kolmogorov et al., 2019). Para todos los programas se especificó un tamaño de 

genoma esperado de 210 Kb en base a la cobertura obtenida y los tamaños reportados de 

cloroplastos del género Vaccinium (Fajardo et al., 2012; Kim et al., 2018; Guo et al., 2019).  

2.3.4 Pulido del genoma del cloroplasto de V. floribundum. 

Se reordenó los contigs de cada ensamblaje en base a la estructura y orientación del genoma 

de referencia (cloroplasto de V. macrocarpon JQ757046.1) utilizando el script de Wang et al. 

(2018). El reordenamiento generó secuencias consenso formadas por un solo contig, las cuales 

fueron pulidas en Racon v1.4.20, y Nanopolish v0.13.2 (Wang et al., 2018).   

2.3.5 Evaluación de los genomas del cloroplasto de V. floribundum.  
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Para evaluar y comparar los ensamblajes generados se alineó cada genoma obtenido con el 

genoma de referencia (cloroplasto de V. macrocarpon JQ757046.1) usando Mummer v3.23. 

Adicionalmente, se eligió el ensamblaje óptimo en base a las siguientes métricas calculadas por el 

programa QUAST: NGA50/ tamaño de alineamiento más largo, tamaño del genoma, radio de 

duplicación, cantidad de indels por cada 100 000 pb, y número de caracteres genómicos (Gurevich 

et al., 2013; Wang et al., 2018).  

2.3.6 Llamado de Variantes en los genomas del cloroplasto de V. floribundum.  

Se realizó el llamado de variantes/SNPs de los ensamblajes con las mejores métricas en 

Geneious Prime v.2021.0.3 con la herramienta ¨Find Variations/SNPs¨ (Biomatters Ltd, 2021).  

2.3.7 Anotación de los genomas del cloroplasto de V. floribundum.  

De igual manera, solo se anotaron los ensamblajes con parámetros sobresalientes en el 

programa en línea Chloe (Zhong, 2020). Para identificar las secuencias repetidas invertidas (IR) 

del genoma se utilizó el plug-in ¨Find repeats¨ de Geneious Prime v.2021.0.3 (Gibss, 2019).  

 

2.4 Filogenia de V. floribundum 

En base a la literatura se escogieron tres genes representativos del genoma del cloroplasto 

(matK, rbcL, ndhF) de los cuales se ha reportado su uso frecuente en la resolución de relaciones 

filogenéticas (Hilu et al., 2008; Li, 2008; Peterson et al., 2010; Llivisaca et al., 2018; Amar, 2020). 

Con el uso de BLAST se identificaron secuencias homólogas de estos genes en 12 especies del 

género Vaccinium (Anexo 1), las cuales fueron las más cercanas a V. floribundum (Kron et al., 

2002). Especies de la familia Actinidiaceae, del orden Ericales, se eligieron como grupo externo 

(Kim et al., 2018). Se concatenaron los tres genes de cada especie, y se alinearon en Aliview v.1.27 

(Larsson, 2014). Luego, en la versión web de IQtree se construyeron árboles filogenéticos con el 

método de máxima verosimilitud (ML) utilizando los parámetros pre-establecidos (1000 corridas 

de bootstrap) (Trifinopoulos et al., 2016).  
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3 RESULTADOS  
3.1  Secuenciación en MinION del genoma de V. floribundum 

En la Tabla 1 se resumen las estadísticas importantes del ensayo de secuenciación. Este 

ensayo generó 20 GB de información con 2 964 735 lecturas de las cuales el 2.37% (70 195 

lecturas) pertenecen al cloroplasto. Esto generó una cobertura promedio por lectura de 1962.388 

X. Es decir, cada base generada se secuenció 1962.388 veces. En cuanto al tamaño de las lecturas, 

la de mayor tamaño fue de 121 871 pb, que es lo esperado al usar la tecnología ONT (Amarasinghe 

et al., 2020). Finalmente, el N50 o mediana obtenida fue de 12 710 pb, lo que indica que lecturas 

de ese tamaño o mayores contienen al menos al 50% de los nucleótidos del conjunto total de 

secuencias generadas (Kahlke, 2020).   

 

3.2 Evaluación y comparación de los genomas del cloroplasto de V. floribundum 

3.2.1 Ensamblaje del genoma del cloroplasto de V. floribundum.   

En la Tabla 2 se muestra las métricas calculadas de los cuatro ensamblajes del genoma del 

cloroplasto del mortiño. Entre estos, el genoma ensamblado en Flye fue el más grande (164 439 

pb) y presentó el alineamiento más largo (119 447 pb); mientras que el genoma de Hinge presentó 

el tamaño de genoma y de alineamiento más corto (163 686 pb y 118 689 pb, respectivamente). 

Sobre el radio de duplicación, el genoma ensamblado por Canu presentó un valor igual a 1.149 

mientras que el resto de genomas ensamblados presentaron radios de entre 0.995 a 0.998. Se ha 

reportado que valores mayores a 1.00 indican eventos de duplicación en el genoma (Wang et al., 

2018). Es decir, el ensamblaje de Canu presenta regiones duplicadas las cuales no se reportan en el 

genoma de referencia (cloroplasto de V. macrocarpon JQ757046.1). En cuanto a la cantidad de 

indels (inserciones y deleciones) por cada 100 000 pb, el genoma de Hinge presenta la mayor 

cantidad (1085.36), seguido por Canu (732.27), SMARTdenovo (599.14), y Flye (437.09). 

Finalmente, respecto al número de genes presentes en el genoma de referencia (cloroplasto de V. 
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macrocarpon JQ757046.1) que se encontraron en cada genoma del cloroplasto del mortiño, Canu 

presentó 297genes. Este número es bajo al comparar con los 332 genes que se encontraron en el 

resto de genomas del cloroplasto de V. floribundum.  

3.2.2 Ensamblajes del cloroplasto del V. floribundum después del pulido. 

En la Tabla 3 se resumen la métricas calculadas para los genomas del cloroplasto del 

mortiño luego de la fase de pulido.  

El uso del programa Racon para pulir los genomas del cloroplasto del mortiño causó una 

disminución en los tamaños de las secuencias en alrededor de 7-8 kb. Por ejemplo, el tamaño del 

genoma cloroplasto obtenido en Hinge pasó de 163 686 pb a 156 686 pb. Aquel acortamiento del 

tamaño de los genomas, a su vez, provocó que el tamaño del alineamiento con el genoma de 

referencia (cloroplasto de V. macrocarpon JQ757046.1) y el número de caracteres genómicos 

encontrados disminuyan. Los parámetros como el radio de duplicación y número de indels, fueron 

los únicos que mejoraron en todos los casos. Por un lado, el radio de duplicación pasó de 0.995-

1.149 a 1.00 (siendo 1.00 el valor óptimo reportado). Por otro lado, el número de indels disminuyó 

de valores entre 599.14-1 085.36, a menos de 570, lo que indica una mayor cercanía con el genoma 

de referencia (cloroplasto de V. macrocarpon JQ757046.1).  

El empleo del programa Nanopolish aumentó el tamaño de todos los genomas en 1-2 kb, 

siendo el genoma de Hinge el más grande (165 116 pb) y el de Canu el más corto (164 705 pb). De 

la misma forma, NGA50 aumentó en todos los casos, en donde el genoma de Hinge presenta el 

alineamiento más largo (120 215 pb), y el de Flye el más corto (119 911 pb). Sobre el radio de 

duplicación, a excepción del genoma de Canu, todos poseen valores muy cercanos a 1.00. Sobre el 

número de indels, este disminuyó en todos los casos, donde SMARTdenovo posee los valores más 

pequeños (óptimo), y Canu los más grandes (no óptimo). Finalmente, en todos los genomas se 

encontró la misma cantidad de caracteres genómicos que antes del pulido. 
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Al comparar los resultados obtenidos, se identificó a dos genomas como los ensamblajes 

con parámetros sobresalientes, estos son: genoma ensamblado en Hinge y pulido en Nanopolish 

(H+N), y genoma ensamblado en SMARTdenovo y pulido en Nanopolish (S+N) (Tabla 3).   

3.2.3 Llamado de Variantes de los ensamblajes con métricas sobresalientes. 

Entre los genomas Hinge + Nanopolish (H+N) y SMARTdenovo + Nanopolish (S+N) 

existen 3 594 variantes (indels y SNPs) lo que se traduce a un 98.9% de identidad (similitud). Por 

otro lado, al compararlos con el genoma de referencia (cloroplasto de V. macrocarpon JQ757046.1) 

se encontró que el genoma H+N posee 2 966 variantes, mientras que el genoma S+N 2 633 

variantes. Es decir, los porcentajes de no identidad con V. macrocarpon son 12.4% y 9.2%, 

respectivamente, confirmando que se trata de dos taxones diferentes, pero cercanos.  

 

3.3 Estructura y genes del genoma del cloroplasto del mortiño 

En la Figura 2 se observa el alineamiento de los ensamblajes con el genoma de referencia, 

todos los genomas presentan perfiles de coincidencia bastante similares, es decir, tienen un 

alineamiento continuo (representado de color violeta) hasta alrededor de los 120 Kb, y un evento 

de inversión (representado de color celeste) en los últimos 60 kb. Este patrón hace referencia a la 

estructura cuadripartida característica del cloroplasto de plantas: región LSC y región SSC, 

separadas por dos regiones repetidas invertidas (IRa e IRb) (Lin et al., 2020). Además, los tamaños 

de alineamiento coinciden con los tamaños esperados de las regiones del cloroplasto del mortiño y 

reportados para V. macrocarpon por Fajardo et al. (2013): >100 Kb para la región LSC, y ~60 Kb 

para IRa + IRb.  

En la Tabla 4 se muestra que la estructura del genoma de referencia (cloroplasto de V. 

macrocarpon JQ757046.1) está organizada de la siguiente forma: LSC de 104 544 pb, IR de 34 

232 pb, y SSC de 3 029 pb (Fajardo et al., 2013). Por otro lado, el genoma del cloroplasto del 

mortiño H+N y S+N posee: una región LSC de 105 262 pb, y 104 807 pb; IR de 27 665 pb y 28 
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458 pb; y región SSC de 4 524 pb y 3 270 pb, respectivamente. Es decir, en comparación con V. 

macrocarpon el LSC resulta ser ligeramente más largo (287-718 pb más), la región IR más pequeña 

(6 567-5 774 pb menos) y la región SSC bastante similar. 

En la figura 3 se observan los resultados obtenidos en la anotación de los genomas H+N y 

S+N. Ambos poseen 74 secuencias codificantes de proteínas, 5 genes codificantes de ARNr, y 36 

genes codificantes de ARNt. El número de genes identificados es apenas mayor al encontrado en 

el genoma de referencia (cloroplasto de V. macrocarpon JQ757046.1), pues el mismo posee 73 

genes codificantes de proteínas, 28 ARNt, y 4 ARNr (Fajardo et al., 2013) (Tabla 4).  

 

3.4  Filogenia de V. floribundum 

Se obtuvieron dos árboles filogenéticos a partir de los dos ensamblajes del cloroplasto del 

mortiño (H+S y S+N). Los genes concatenados de estos dos genomas indican las mismas relaciones 

evolutivas entre las especies analizadas pues los dos árboles comparten topología (Figura 3). Los 

árboles muestran que Vaccinium corymbosum, y Vaccinium ulginosum forman un clado, en el que 

su ancestro común es cercano a Vaccinium erythrocarpum. El ancestro de este clado, a su vez, se 

presenta como la especie hermana del mortiño. Esta relación está soportada con 93% y 96% de 

evidencia de bootstrap para los genomas H+N y S+N, respectivamente. V. macrocarpon también 

es cercano al ancestro del clado del mortiño, sin embargo, el soporte de esta relación es menor al 

70% lo que indica una rama no tan estable (Yao et al. 2020). El resto de especies muestran un 

patrón de relación bastante similar a lo reportado en el estudio de Kron et al. (2002), y Tsutsumi 

(2011). Por otro lado, también se muestra que el grupo externo permite reconocer la raíz del árbol 

tal cual sucede con el estudio de Kim et al. (2018). 
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4 DISCUSIÓN 
4.1 Secuenciación en MinION de V. floribundum 

El cloroplasto posee cientos de copias de su genoma, por lo que es frecuente que proyectos 

de secuenciación de genomas de plantas tengan lecturas de cloroplastos como subproducto 

(Freudhental et al., 2020). Es el caso del presente trabajo, en donde de más de dos millones de 

lecturas obtenidas el 2.37% corresponden al cloroplasto. Teniendo en cuenta el tamaño esperado 

del genoma, 210 Kb, este pequeño porcentaje de lecturas se traduce a una cobertura de 1962.38 X 

la cual según lo reportado es suficiente para ensamblar un genoma completo. De hecho, según 

Ekblom y Wolf (2014) una cobertura de 45-50 X suele ser la requerida para ensamblajes de 

genomas. En cuanto al tamaño de las lecturas obtenidas, tanto el N50 (mediana) como el tamaño 

de la lectura más larga son los esperados pues se ha reportado que ONT genera lecturas desde 500 

pb hasta 2.3 Mb (Amarashinghe et al., 2020).  

 

4.2 Evaluación y comparación de los ensamblajes del cloroplasto de V. floribundum 

4.2.1 Ensamblaje del genoma del cloroplasto de V. floribundum.  

El enfoque utilizado para el ensamblaje del genoma del cloroplasto del mortiño fue un 

ensamblaje de novo. Con este acercamiento se generan contigs únicamente en base al 

sobrelapamiento de lecturas (Lischer & Shimizu, 2017). Es así que, Canu,  Hinge, y 

SMARTdenovo se basan en algoritmos de ensamblaje OLC (Overlap Layout Consensus), mientras 

que Flye emplea un algoritmo generalizado de Bruijin Graph. El algoritmo OLC posee tres etapas: 

(1) soprelapamiento de las lecturas, (2) construcción de gráficos en base al sobrelapamiento, (3) 

inferencia de una secuencia consenso (Commins et al., 2009; Li et al., 2017). El algoritmo de Flye, 

por otro lado, (1) genera contigs en base a sobrelapamientos inexactos, (2) construye gráficos donde 

combina los contigs en diferentes ensamblajes posibles, (3)genera un contig final preciso 

(Kolmogorov et al., 2019).  
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Hay que tener en cuenta que el desempeño de un algoritmo de ensamblaje depende de varios 

factores como cobertura, composición de la librería, complejidad del genoma, entre otros (Jung et 

al., 2020). Por ejemplo, Murigneux et al. (2020) reportan a Canu y Flye como los mejores 

ensambladores para el genoma nuclear de Macadamia jansenii mientras que Wang et al. (2018) 

proponen a Hinge como el mejor ensamblador para el cloroplasto de Eucalyptus pauciflora. En 

este caso, la evaluación de los genomas del cloroplasto del mortiño, indica que el algoritmo de Flye 

es el adecuado para el presente set de datos, pues produce el genoma más largo, sin eventos de 

duplicación, y con el menor número de indels comparado con el resto de ensamblajes. 

4.2.2 Ensamblaje del genoma del cloroplasto de V. floribundum después del pulido. 

Se sabe que la precisión de los primeros borradores de genomas ensamblados a partir de 

lecturas ONT es menor al 98%. Esto debido a las altas tasas de error (10-15%) que caracterizan a 

la tecnología. Por esta razón es necesario corregir errores y mejorar la precisión de los genomas 

mediante un proceso conocido como pulido (Shin et al., 2019). En este caso se utilizaron dos 

programas: Racon v1.4.20, y Nanopolish v0.13.2. Racon usa un algoritmo que le permite generar 

una nueva secuencia consenso en base al mapeo de lecturas crudas al ensamblaje borrador (Vaser 

et al., 2017). Por otro lado, el algoritmo de Nanopolish propone ediciones al azar del genoma 

borrador, les da un puntaje en base a las señales crudas ONT, y la secuencia con mayor puntaje es 

el mejor ensamblaje de genoma posible (Wick et al., 2019; Simpson, 2021).  

Tras evaluar cada genoma, se encontró que Racon en todos los casos generó secuencias de 

menor tamaño y con parámetros inferiores comparados a los genomas antes del pulido. La 

disminución de tamaño se explica porque su algoritmo corta regiones con baja cobertura (Vaser et 

al., 2017), y en el caso de genomas con regiones repetidas como el cloroplasto, se ha visto que la 

cobertura no es constante (Gao et al., 2019). Al contrario, tras el pulido en Nanopolish se evidencia 

una mejora en la precisión y calidad de todos los genomas borradores, siendo los producidos con 

los programas Hinge y SMARTdenovo aquellos que destacan al presentar parámetros superiores 
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en relación al resto de genomas (incluidos los previos al pulido). El desempeño superior de 

Nanopolish es esperado ya que utiliza los datos crudos de la secuenciación lo cual disminuye los 

errores introducidos en el llamado de bases (Senol et al., 2017). Sin embargo, su algoritmo es 

costoso computacionalmente y requiere tiempos de corrida mucho más largos que Racon. Por esta 

razón, se  recomienda combinar a Racon y Nanopolish para reducir el tiempo de corrida de 

Nanopolish pero seguir obteniendo la precisión y calidad característica de su algoritmo (Senol et 

al., 2017; Vaser et al., 2017).  

 

4.3 Características del genoma del cloroplasto de V. floribundum 

En cuanto al tamaño, el genoma más largo obtenido para V. floribundum es de 165 116 pb, 

mientras que el genoma del cloroplasto del V. macrocarpon (JQ757046.1) posee 176 045 pb, el 

cloroplasto de Vaccinium bracteatum (LC521967.1) 174 404 pb, y el de Vaccinium vitis-idaea 

(LC521969.1) 173 967 pb (Fajardo et al., 2013; NCBI, 2021). Es decir, el ensamblaje del 

cloroplasto del mortiño posee alrededor de 10 kb menos que especies cercanas del mismo género. 

A pesar de que la diferencia de tamaños de genomas en plantas (cercanas o no) se explica por varias 

razones (elementros transponibles, poliploidización, entre otros) (Ren et al., 2018), se ha visto que 

los algoritmos de ensamblaje también afectan en el tamaño del genoma obtenido (Kooig & Pellicer, 

2020). En este caso, el cloroplasto de V. bracteatum y, V. vitis-idaea, se ensamblaron en 

NOVOPlasty v 2.7.1. a partir de lecturas cortas de la tecnología Illumina (Kim et al., 2020). Por lo 

tanto, usar un enfoque híbrido (lecturas largas y cortas) podría aumentar el tamaño  del genoma del 

cloroplasto del mortiño a lo reportado en cloroplastos de especies cercanas (Amarasingue et al., 

2020).  Por otro  lado, sobre la estructura del genoma, el cloroplasto del mortiño posee las cuatro 

regiones conservadas características de este organelo: LSC, SSC, las cuales están separadas por 

dos regiones repetidas invertidas (IRa e IRb) (Lin et al., 2020). 
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4.4 Filogenia de V. floribundum 

Vaccinium es un género con clasificación compleja, pues en base a estudios cladísticos 

moleculares se ha sugerido que se trata de un género polifilético (Kron et al., 1999). Sin embargo, 

en base a caracteres morfológicos, se lo ha dividido a en dos subgéneros Oxycoccus y Vaccinium 

(Kron et al., 2002; Johnson., 2012). Oxycoccus encierra a los arándanos rojos (cranberries), 

mientras que Vaccinium se clasifica a su vez en secciones como Cyanococcus, Pyxothamnus, entre 

otras. Las especies consideradas para este análisis filogenético pertenecen al subgénero Vaccinum 

a excepción de V. macrocarpon y V. eythrocarpum que son de Oxycoccus (Song  &  Hancock, 

2011). V. floribundum, por su parte, se ha clasificado dentro de la sección Pyxothamnus junto a V. 

ovatum (Kron et al., 2002).  

Los árboles obtenidos de los dos genomas H+N y S+N (Figura 4) comparten misma 

topología pero diferentes soportes de bootstrap (Sinharay, 2010). Las relaciones mostradas 

coinciden en su mayoría con lo reportado en la taxonomía tradicional y estudios filogenéticos del 

género Vaccinium (Powell & Kron, 2003; y Tsutsumi, 2011). Sin embargo, los árboles indican que 

V. floribundum es más cercano a especies del subgénero Oxycoccus cuando la literatura lo clasifica 

como parte de Vaccinium. Esto se explica porque aunque se realizó un ensamblaje de novo se usó 

a V. macrocarpon como genoma de referencia tanto para ordenar y orientar los contigs. Al usar 

una secuencia de referencia existe la posibilidad de introducir sesgos en el ensamblaje, y evitar la 

reconstrucción de regiones muy divergentes con el genoma de referencia. Por esta razón, se 

recomienda a futuro utilizar múltiples secuencias de referencia de especies cercanas para minimizar 

el sesgo (Lischer & Simizu, 2017). Así también, para tener una mejor resolución sobre la filogenia 

del mortiño, se puede aumentar el número de genes analizados como lo realizado por Fajardo et al. 

(2013) para la filogenia de V. macrocarpon. Se podría usar también la secuencia del cloroplasto 

completa como en los estudios filogenéticos de los géneros Dracocephalum, Alchemilla, y 

Achyranthes (Yao et al., 2020; Rono et al., 2020; Xu et al., 2020). 
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5 CONCLUSIONES  
El genoma del cloroplasto de V. floribundum fue secuenciado y ensamblado 

satisfactoriamente utilizando lecturas ONT. Esto demuestra la posibilidad de obtener genomas 

continuos y de calidad usando únicamente lecturas largas a pesar de que existan regiones de difícil 

resolución como las repeticiones invertidas del genoma del cloroplasto. La tecnología ONT posee 

altas tasas de error, sin embargo, se logró mejorar la precisión de las secuencias incorporando la 

fase de pulido. Se compararon diferentes enfoques de ensamblaje y se demostró que la combinación 

de un ensamblaje en SMARTdenovo o en Hinge (los cuales utilizan el algoritmo OLC) más un 

pulido en Nanopolish (S+N o H+N) resulta en el genoma de cloroplasto del mortiño más preciso y 

cercano al genoma de referencia utilizado. No obstante, para mejorar el ensamblaje se recomienda 

incorporar al análisis bioinformático lecturas cortas y más secuencias de referencia con el fin 

obtener un genoma más confiable. Este trabajo reporta el primer genoma del cloroplasto de una 

especie silvestre andina del Ecuador, y hace disponible un recurso genético muy útil para una 

variedad de estudios posteriores. Justamente, en el presente, se demostró que el flujo de trabajo 

elegido logró producir secuencias completas de genes (rbcl, matK, ndhF) con las cuales se pudo 

realizar un análisis filogenético del mortiño. Se recomienda aumentar la cantidad de genes 

analizados para establecer más claramente la filogenia de V. floribundum.  
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6 TABLAS 
 
Tabla 1. Estadísticas importantes del desempeño de la secuenciación de Vaccinium 
floribundum 
 

Estadística Valor 

Información Obtenida (GB) 20 

Número de lecturas totales (# lecturas) 2 964 735 

Número de lecturas del cloroplasto (# lecturas) 70 195 

Cobertura promedio por lectura (X) 1962.388 

Lectura más larga (pb) 121 871 

N50 (pb) 12 710 
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Tabla 2. Parámetros considerados para la evaluación del genoma del cloroplasto de 
Vaccinium floribundum ensamblado en cuatro distintos programas 
 

 
Ensamblador 

 
Tamaño 

(pb) 

NGA50/ 
Alineamiento 

más largo 
(pb) 

Radio de 
duplicación 

Indels por 
100 000 pb 

Número de 
caracteres 
genómicos 

Hinge 163 686 118 689 0.995 1085.36 332  

Canu 163 851 119 252 1.149 732.27 287 

SMARTdenovo 164 352 119 425 0.998 599.14 332  

Flye 164 439 119 447 0.998 437.09 332  
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Tabla 3. Parámetros considerados para la evaluación del genoma del cloroplasto de Vaccinium floribundum ensamblado y pulido en dos 
distintos programas 
 
Programa de 

pulido de 
genomas 

 
Ensamblador 

 
Tamaño (pb) 

NGA50/ 
Alineamiento 

más largo 
(pb) 

Ratio de 
duplicación 

Indels por 
100 000 pb 

Número de 
caracteres 
genómicos 

Racon Hinge 156 686 114 136 1.008 565.83 291  

Canu 157 878 113 649 1.002 538.24 295  

SMARTdenovo 154 807 114 352 1.003 539.42 297  

Flye 157 740 117 483 1.002 535.21 311  

Nanopolish Hinge * 165 116 120 215 1.002 491.62 332  

Canu 164 705 120 056 1.155 486.07 287  

SMARTdenovo* 164 993 120 041 1.002 438.89 332  

Flye 164 880 119 911 1.001 390.96 332   

 

*Genomas óptimos 
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Tabla 4. Características de los ensamblajes óptimos de V. floribundum (H+N y S+N) y el 
genoma de referencia (V. macrocarpon JQ757046.1) 
 

 
Parámetro 

Cloroplasto de V. 
floribundum  

Hinge + Nanopolish 
(H+N) 

Cloroplasto de V. 
floribundum 

SMARTdenovo + 
Nanopolish (S+N) 

Cloroplasto de V. 
macrocarpon 
(JQ757046.1) 

Tamaño (pb) 165 116 164 993 176 037 
 

Tamaño SSC (pb) 4 524 3 270 3 029 
 

Tamaño LSC (pb) 105 262 104 807 104 544 
 

Tamaño IR (pb) 27 665 28 458 34 232 
 

Número genes 115 115 105 

Secuencias 
codificantes (CDS) 

74 74 73 

Genes ARNt 36 36 28 

Genes ARNr 5 5 4 
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7 FIGURAS 
 

 
Figura 1. Flujo de trabajo en el análisis bioinformático para el ensamblaje del 

cloroplasto de Vaccinium floribundum. Esquema realizado en BioRender.  
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Figura 2. Alineamiento entre el genoma de referencia (cloroplasto de V. macrocarpon 

JQ757046.1) con el genoma del cloroplasto de Vaccinium floribundum. a) Presenta el 

alineamiento con el genoma obtenido en Canu, mientras que b) en Hinge, c) en Flye, d) en 

SMARTdenovo; y pulidos en Nanopolish. Los alineamientos en sentido forward se observan 

de color morado, mientras que los alineamientos en sentido reverse de color celeste.  
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a)                                                                                                                b)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 3. Estructura y mapa de los genes encontrados en el genoma del cloroplasto de Vaccinium floribundum. a) Presenta el genoma 

ensamblado en Hinge, mientras b) en SMARTdenovo; y pulidos en Nanopolish.
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a)                                                                                                                                          

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
b) 

 
Figura 4. Análisis filogenético de V. floribundum utilizando tres genes representativos del 

cloroplasto. a) Presenta el árbol obtenido con el ensamblaje de Hinge+Nanopolish mientras b) 
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presenta el árbol con el ensamblaje de SMARTdenovo+Nanopolish. En cada nodo se presentan 

los valores de confiabilidad de la relación presentada en base a 1000 replicaciones de bootstrap. 
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ANEXO 

ANEXO 1:  Especies y genes usados en el análisis filogenético de Vaccinium floribundum 
 
Tabla 5. Especies y códigos de accesión de los tres genes utilizados para el análisis 
filogenético del cloroplasto de Vaccinium floribundum  
 

Especie Código de accesión del gen 

matK rbcL ndhF 

Vaccinium ovatum  MT593012.1 KX678497.1 MT593007.1 

Vaccinium caespitosum MT593010.1 MG224041.1 MT593005.1 

Vaccinium corymbosum  MZ328079.1 MZ328079.1 MZ328079.1 

Vaccinium uliginosum LC521968.1 LC521968.1 LC521968.1 

Vaccinium scoparium  AF419716.1 MG222739.1 AF419766.1 

Vaccinium oldhamii  AB623174.1 NC_042713.1 NC_042713.1 

Vaccinium macrocarpon JQ757046.1 L12625.2 JQ757046.1 

Vaccinium erythrocarpum MW006668.1 MW006668.1 MW006668.1 

Vaccinium myrtillus AF382810.1 KM361028.1 MN150132.1 

Vaccinium vitis-idaea LC521969.1 KF602162.1 LC521969.1 

Vaccinium meridionale U89759.1 AF124576.1 AF419756.1 

Vaccinium bracteatum AB623177.1 LC521967.1 LC521967.1 

Grupo externo 

Actinidia deliciosa 
 

JQ218264.1 
 

NC_026691.1 
 

NC_026691.1 
 

Actinidia chinensis AY491644.1 
 

NC_026690.1 
 

NC_026690.1 
 

 


