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RESUMEN

Scalesia gordilloi es una especie endémica de la isla San Cristdbal perteneciente a una Unica
poblacion localizada en la costa suroeste. Debido a diferentes amenazas, como la
introduccidn de especies herbivoras, fragmentacion de habitat, y el turismo, actualmente se
encuentra catalogada por la UICN como una especie en peligro critico de extincion.
Actualmente, no se tiene datos genéticos de la especie, por lo que el objetivo de este estudio
fue secuenciar y ensamblar el primer genoma de referencia de S. gordilloi para tener una
herramienta que permita realizar estudios genéticos y gendmicos. Para ello, se extrajo ADN
del tejido foliar de un Unico individuo mediante el protocolo CTAB, y se prepararon las
librerias gendmicas con el kit Ligation Sequencing (SQK-LSK114) de Oxford Nanopore
Technologies. Después de la secuenciacion, se utilizaron las herramientas bioinformaticas
SMARTdenovo y Flye para el ensamblaje, y Quast y BUSCO para el analisis de calidad y
completitud. Se obtuvo una cobertura de 32X en 14,790,278 de lecturas con un tamafio medio
de 6,985 pb y una calidad media de 12.9. Los resultados de Flye fueron superiores a los de
SMARTdenovo, consiguiendo una menor fragmentacién, un N50 de 341,921 pb, y una
completitud alta, ya que se identificd el 97.12% de los genes ortdlogos. Los resultados
obtenidos representan un avance significativo para futuros estudios relacionados con la
ecologia, evolucion, y conservacion de la S. gordilloi. Sin embargo, el ensamblaje todavia
presenta un alto indice de fragmentacion, por lo que es necesario continuar trabajando en su
mejora para conseguir una mejor calidad a futuro.

Palabras clave: Oxford Nanopore Technologies, secuenciacion de tercera generacion,

conservacion, ORG.one, peligro critico de extincién, Scalesia gordilloi.



ABSTRACT

Scalesia gordilloi is an endemic species of San Cristébal Island, belonging to a single
population located on the southwest coast. Due to various threats, such as the introduction of
herbivorous species, habitat fragmentation, and tourism, it is currently listed by the IUCN as
a critically endangered species. Currently, there is no genetic data for the species, so the
objective of this study was to sequence and assemble the first reference genome of S.
gordilloi to provide a tool for genetic and genomic studies. To this end, DNA was extracted
from leaf tissue of a single individual using the CTAB protocol, and genomic libraries were
prepared with the Ligation Sequencing kit (SQK-LSK114) from Oxford Nanopore
Technologies. After sequencing, the bioinformatics tools SMARTdenovo and Flye were used
for assembly, and Quast and BUSCO for quality and completeness analysis. A 32X coverage
was obtained in 14,790,278 reads with an average read size of 6,985 bp and an average
quality score of 12.9. Flye's results were superior to those of SMARTdenovo, achieving
lower fragmentation, an N50 of 341,921 bp, and high completeness, as 97.12% of
orthologous genes were identified. The results obtained represent a significant advance for
future studies related to the ecology, evolution, and conservation of S. gordilloi. However,
the assembly still exhibits a high level of fragmentation, so further work is needed to improve
it to achieve better quality in the future.

Keywords: Oxford Nanopore Technologies, third-generation sequencing, conservation,

ORG.one, critically endangered, Scalesia gordilloi.
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INTRODUCCION

Islas Galapagos y el género Scalesia

Las Islas Galapagos son un archipiélago perteneciente al territorio ecuatoriano. Estan
localizadas en el Océano Pacifico a una distancia de aproximadamente 1000 km del
continente (Lanteri, 1997). Su aislamiento ha favorecido procesos biologicos adaptativos y de
especiacion, ya que los organismos que logran llegar deben acomodarse y adaptarse a los
nuevos ambientes desafiantes (Kelley et al., 2019). Un ejemplo de ello es el género Scalesia
presente en las Galapagos. Este género pertenece a la familia de plantas Asteraceae y esta
conformado por un total de 15 especies, de las cuales 12 son arbustivas y tres son arbdreas
(Itow, 1995). Al igual que los pinzones de Darwin, las especies del género Scalesia son el
resultado de una diversificacion y especiacion rapida que tuvo lugar a partir de un ancestro
comun (Fernandez-Mazuecos et al., 2020). Dicho proceso se conoce como radiacion
adaptativa, y ha sido un foco de interés para estudios evolutivos en tiempo real (Fernandez-
Mazuecos et al., 2020). Las poblaciones del género Scalesia se encuentran separadas unas de
otras, e incluso algunas estan limitadas a islas especificas, como el caso de Scalesia gordilloi
(Itow, 1995)..

La especie S. gordilloi es endémica de la isla de San Cristobal, y se encuentra
restringida a una Unica poblacion localizada en la costa suroeste (Tye & Nykanen, 2015). La
especie es evolutivamente cercana a S. divisa y S. incisa, y se encuentra en la zona seca baja
de la isla cerca de la playa La Loberia, donde crece junto a matorrales pequefios y rocas
volcanicas sueltas (Hamann & Wium-Andersen, 1986). Sin embargo, factores como la
pérdida de habitat e impactos generados por la introduccion de especies herbivoras y el
turismo amenazan a su poblacién (Tye & Nykanen, 2015). Las cabras ferales representan una

de las principales amenazas debido al pastoreo intensivo (Itow, 1995). El turismo, que



11

contaba con un manejo sustentable hasta los afios 80, ha aumentado significativamente y,
debido a su estrecha relacion con la introduccion de especies no nativas, actualmente
constituye una de las mayores amenazas para la biodiversidad en las islas (Mufioz Barriga,
2015). Como resultado, la S. gordilloi fue catalogada por la IUCN como una especie en

peligro critico de extincion (Tye & Nykanen, 2015).

Desafios en la conservacion de especies amenazadas

La pérdida de especies es uno de los problemas més grandes que enfrenta el mundo
actualmente, y diferentes actividades antropogénicas, como la produccion de gases de efecto
invernadero, contaminacion, y deforestacion son algunos de los principales factores que han
influido en el proceso (Kaiho, 2022). Actualmente el 28% de todas las especies del planeta se
encuentran amenazadas, y es probable que, dentro de 40 a 60 afios, entre el 20 y 50% lleguen
a extinguirse si no se reduce el impacto humano (Kaiho, 2022).

Las regiones del Sur Global poseen la mayor biodiversidad del planeta, sin embargo
también presentan la mayor cantidad de especies amenazadas (Tydecks et al., 2018). Esto
dificulta la conservacion de especies en peligro, ya que mientras el Norte Global lidera la
investigacion cientifica, las latitudes mas bajas sufren una desigualdad en los esfuerzos
investigativos, lo que causa vacios de conocimiento sobre la distribucién de especies y sesgos
en la comprension de los patrones de biodiversidad y diversificacion (Linck & Cadena,
2024).

Esta desigualdad investigativa no solo afecta a la comprension de la biodiversidad,
sino también limita la generacion de recursos clave para la conservacion, como el desarrollo
de investigaciones relacionadas a la genética y genomica Como consecuencia de distintos
factores historicos que llevaron a que los esfuerzos investigativos se concentren en el Norte

Global, las latitudes més bajas enfrentan un déficit de genomas de referencia en comparacion
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con su alta diversidad bioldgica (Linck & Cadena, 2024). Esto se debe principalmente a
limitantes como el desarrollo econdémico en la region y la concentracion del capital educativo
en paises desarrollados (Linck & Cadena, 2024). Por lo tanto, para reducir esta brecha, y
generar un impacto significativo en la conservacion del planeta, es necesario incentivar la
investigacion en los paises del Sur Global mediante la colaboracion y financiamiento por
parte de instituciones que dispongan de la capacidad econémica (Linck & Cadena, 2024).

En este sentido, la obtencidn de genomas de referencia se ha convertido en una
herramienta crucial para la conservacion. La importancia de un genoma de referencia radica
en que en el ADN se encuentra almacenada toda la informacion necesaria para el desarrollo y
funcionamiento de un organismo vivo (Oxford Nanopore Technologies, s. f.). La
secuenciacion significa desglosar esta informacion y contribuir a la conservacién de una
especie, ya que permite descifrar incertidumbres como su historia evolutiva, diversidad
genética o alelos deletéreos (Oxford Nanopore Technologies, s. f.). Un genoma de referencia
sirve como una herramienta crucial para posteriores estudios comparativos de secuencias
especificas que serian muy dificiles o imposibles de realizar si no se dispone de datos
gendmicos previos (Worley et al., 2017). De esta manera se puede comprender el nivel de
variacién genética en una poblacion, asi como también facilitar comparaciones filogenéticas

entre especies cercanas (Worley et al., 2017).

Iniciativa ORG.oney ONT

Ante estos desafios, han surgido diferentes proyectos como ORG.one, cuyo objetivo
es secuenciar genomas completos de especies amenazadas o en peligro critico mediante
tecnologias de Oxford Nanopore (Oxford Nanopore Technologies, s. f.). Una vez obtenidos,

los genomas seran publicados en bases de datos de libre acceso para que cualquier persona
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pueda desarrollar estudios centrados en su conservacion (Oxford Nanopore Technologies,
s. f.).

Oxford Nanopore Technologies (ONT) es una tecnologia de secuenciacion de lecturas
largas de tercera generacion que funciona a partir de nanoporos (Weirather et al., 2017).
Cuando una molécula de ADN atraviesa los nanoporos, cada base nitrogenada produce un
cambio Unico en la corriente eléctrica que se interpretard en una sefial especifica (Weirather
etal., 2017). Una vez realizada la secuenciacion, el ensamblaje del genoma se puede ejecutar
con un genoma de referencia o de novo mediante herramientas bioinformaticas. El
ensamblaje de novo consiste en construir el genoma de un organismo desde cero a partir de
las lecturas generadas durante la secuenciacion (Liao et al., 2019). Las lecturas se superponen
a medida que las secuencias coincidan, formando fragmentos mas grandes denominados
contigs, que luego se agruparan para formar scaffolds (Liao et al., 2019).

Por lo tanto, como parte de la iniciativa de ORG.one, el objetivo principal de este
proyecto consiste en secuenciar y ensamblar el primer genoma de referencia de Scalesia
gordilloi. Para llevar a cabo este proceso, se utilizaran tecnologias de secuenciacion de
Oxford Nanopore, y se ensamblara el genoma mediante las herramientas bioinformaticas
Flye y SMARTdenovo.

Secuenciar el genoma de S. gordilloi no solo es una contribucion a la comprensién
genética de esta especie, sino también al género Scalesia. La disposicion del genoma de
referencia de S. gordilloi significa un gran avance para su conservacion, ademas de facilitar

el entendimiento de la historia evolutiva y biodiversidad de este grupo de plantas.
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METODOLOGIA

Toma de muestras

Se colectaron muestras de tejido foliar de siete individuos de S. gordilloi
pertenecientes a la Gnica poblacion existente de la especie cerca de la playa La Loberia en
San Cristobal. Se trabajo con las muestras de un unico individuo. Las muestras fueron
refrigeradas a -20°C al momento la recoleccion. Posteriormente, se trasladaron al laboratorio
de Biotecnologia Vegetal de la Universidad San Francisco de Quito, donde se conservaron a -

80 °C hasta el inicio de la extraccion.

Extraccién de ADN y purificacion

El protocolo de extraccion se realizd en base a la metodologia CTAB propuesta por
Doyle & Doyle (1987) con modificaciones. Segun el articulo, la metodologia es efectiva para
extraer fragmentos largos de ADN de tejidos frescos, y ha funcionado correctamente con
diferentes grupos de angiospermas. Después de la extraccién se empled un fluorémetro de
Qubit 4 (Thermo Fisher Scientific, s. f.) para determinar la concentracion de ADN, donde se
utilizéd 1 uL de la muestra 'y 199 uL de Working Solution. Finalmente se realizé un paso de
purificacion con Zymo Genomic Cleanup Kit (Zymo Research, s. f.) previo a la preparacion
de librerias para eliminar fragmentos pequefios y cualquier tipo de contaminacion que pueda

interferir en la secuenciacion.

Preparacion de librerias

La libreria se prepar6 siguiendo el protocolo Ligation Sequencing Kit V14 (SQK-
LSK114) de Oxford Nanopore Technologies con modificaciones. Durante este proceso se
repararon los fragmentos de ADN y se prepararon sus extremos para la adicion de los

adaptadores con las enzimas NEBNext FFPE DNA Repair Mix y Ultra Il End Repair Mix. Al
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finalizar, se incubaron las muestras en un termociclador a 20°C por 5 min, y después a 65°C
por 5 min. Finalmente, se realizo una purificacion del ADN utilizando AMPure XP Beads.
Después de preparar el ADN, se utilizo el reactivo NEBNext Quick T4 DNA Ligase
para unir los adaptadores de secuenciacion a los fragmentos. Se incub6 la muestra por 20 min
a temperatura ambiente, y se realizé una limpieza con AMPure XP Beads y el buffer LFB.
Finalmente, se cuantifico la concentracion de ADN de la libreria con el fluorémetro Qubit 4
(Thermo Fisher Scientific, s. f.) para determinar que la concentracion sea adecuada y

proseguir con la secuenciacion.

Secuenciacion

Se realizaron dos secuenciaciones de la libreria mediante el instrumento de
secuenciacion PromethlON 2 Solo en dos celdas de flujo R.10.4.1. En cada celda se
dispensaron 300 ng de la libreria junto con el buffer y perlas de secuenciacion, en un
volumen total de 200 uL. Durante la secuenciacion, se programo el software MinKNOW para
filtrar las lecturas con una calidad superior o igual a Q7. La primera secuenciacion se realizé
durante 48 horas, mientras que la segunda corrié durante 28 horas y 40 min. Durante las
secuenciaciones se llevo a cabo el basecalling de alta precision (HAC, por sus siglas en
inglés) mediante el software MinKNOW. Este tipo de basecalling es mas lento que otros
modelos, pero permite obtener lecturas mas fidedignas y con menos errores (Pater et al.,

2021).

Andlisis bioinformatico
El primer paso del analisis bioinformatico consistié se eliminar los adaptadores de las
lecturas con la herramienta Porechop, ya que no pertenecen a la secuencia de ADN original

(Quan et al., 2023). Posteriormente, se filtraron las lecturas menores a 2000 pb mediante el
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software Nanofilt, y se determin0 la calidad de las lecturas mediante el programa NanoPlot
(Mock et al., 2023).

El ensamblaje del genoma se realiz6 con dos programas, Flye y SMARTdenovo.
Ambos programas bioinformaticos son utilizados para el ensamblaje de novo de fragmentos
largos de ADN, pero funcionan con algoritmos diferentes (Kolmogorov et al., 2019; Liu
et al., 2021). Estas herramientas se encargan de agrupar los fragmentos generados de la
secuenciacion para formar lecturas mas largas y contintas que contribuirdn a la construccion
del genoma (Liao et al., 2019). Al finalizar el ensamblaje, se utilizd6 Minimap2, una
herramienta bioinformatica que permite mapear lecturas con bases de datos referenciales (Li,
2018), para alinear los contigs con el genoma de referencia de S. atractyloides
(GCA 947069175.1), una especie cercana a S. gordilloi. El genoma de S. atractyloides tiene
una alta calidad. Fue secuenciado con la tecnologia PacBio Sequel, y tiene un tamafio
aproximado de 3.22 Gb representados en 1,329 scaffolds (Cerca et al., 2022). Ademas,
representa una alta completitud e integridad, con un 93.3% de genes esperados identificados
con BUSCO, y 43,093 genes anotados (Cerca et al., 2022). Posteriormente, se utiliz6 la
herramienta de pulido Racon para corregir los posibles errores del ensamblado. Este
programa se basa en utilizar las secuencias mapeadas para construir graficos de alineamiento
de orden parcial, que definiran la secuencia consenso (Vaser et al., 2017). Después se utilizo
Quast, un programa que emplea métricas de calidad propias y de diferentes softwares
(Gurevich et al., 2013), para determinar la calidad de los ensamblados realizados con
SMARTdenovo y Flye.

Debido a que existen estudios que sugieren que todas las especies de Scalesia son
tetraploides (Cerca et al., 2022), se realiz6 un paso previo al analisis de completitud para
generar un ensamblaje haploide mediante el software Purge Haplotigs. Usualmente cuando se

realizan ensamblajes de novo con alta heterocigosidad en determinadas regiones, los
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algoritmos suelen ensamblarlas como contigs independientes en vez de fusionarlos en uno
solo, lo que da como resultado un genoma mas grande de lo esperado que puede producir
complicaciones en futuros estudios (Roach et al., 2018). Purge Haplotigs funciona
adecuadamente con lecturas de tercera generacion y genomas grandes (Roach et al., 2018).
Esta herramienta se encarga de identificar y eliminar contigs duplicados que pueden
generarse debido a la heterocigosidad del genoma, lo que mejora la calidad del ensamblaje
(Roach et al., 2018).

Posteriormente se utilizd6 BUSCO para analizar la completitud del genoma. Este
software permite identificar la presencia de genes ort6logos conservados que deberian estar
presentes en el ensamblaje, basandose en grupos taxondmicos de la base de datos OrthoDB
(Seppey et al., 2019). En este caso se utiliz6 la base de datos de eudicotileddneas
(Eudicots_0db10), que cuenta con un total de 2,326 regiones ortdlogas.

Finalmente, se utiliz6 OmicsBox para realizar el anotado estructural del genoma. La
anotacion es un proceso que permite localizar e identificar genes presentes en la secuencia
gendmica (Guigo, 2023). OmicsBox trabaja con diferentes recursos bioinformaticos como
CloudBlast, InterProScan, o Blast2GO gue se encargan de identificar la funcion de un
determinado gen (Coll, 2020). Los genes son regiones de ADN que generan productos
funcionales, ya sea en forma de proteinas provenientes de regiones codificantes, o de
diferentes tipos de ARN no codificante (Ejigu & Jung, 2020). Ademas, la anotacidn también
puede identificar pseudogenes, que, aunque anteriormente no se consideraban funcionales,
ahora se sabe que pueden participar en la regulacién de la expresion génica (Ejigu & Jung,
2020). En este caso, las evidencias utilizadas para la anotacion genémica fueron proteinas de
Helianthus annuus, una especie perteneciente a la familia Asteraceae, igual que S. gordilloi

(Hamann & Wium-Andersen, 1986; Nicolson & Human, 2013).
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RESULTADOS

Extraccion

La concentracion de ADN obtenida durante la extraccion para la muestra fue de 302
ng/uL en un volumen total de 50 uL. Después de la purificacién mediante el kit Zymo
Genomic Cleanup Kit (Zymo Research, s. f.), la concentracion se redujo a 41.2 ng/uL en un
volumen total de 49.8 uL. Finalmente, al preparar las librerias se obtuvo una concentracién

de 680 ng totales en aproximadamente 25 uL.

Secuenciacion

La cantidad de lecturas generadas de ambas secuenciaciones se pudo observar
mediante un andlisis con Nanoplot. En total se produjeron 14,790,278 lecturas con un N50 de
9,707 pb, y un tamafio medio de 6,985 pb. La calidad media de las lecturas generadas fue de
12.9, y se obtuvieron 103,311,749,249 bases totales (Tabla 1). Esto equivale a una cobertura
aproximada de 32X, tomando como referencia el tamafio del genoma de S. atractyloides
(GCA _947069175.1) que mide 3.2 Gb (Cerca et al., 2022).

Tabla 1. Resultados de la secuenciacion de las muestras de un individuo de Scalesia
gordilloi, provenientes de la isla San Cristobal (Galapagos), obtenidos mediante ONT.

Se presentan los parametros del nimero de lecturas generadas, el tamafio medio de las
lecturas, calidad y la cobertura promedio con relacion al tamafio esperado.

Parametros Nanoplot
Lecturas generadas 14,790,278
Tamarfio medio de lecturas (pb) 6,985

N50 (pb) 9,707
Calidad media 12.9
Cantidad de bases (Gb) 103.31

Cobertura 32X
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Calidad del ensamblado

El analisis de calidad con Quast del ensamblado realizado con SMARTdenovo
evidencio que se cubrid el 68.89% del tamafio esperado en comparacion con el genoma de S.
atractyloides (GCA_947069175.1), con una longitud total de 2,947,442,928 pb. La cantidad
total de contigs generados fue de 48,093, donde el més largo lleg6é a medir 538,187 pb. El
valor de N50 resulté en un tamafio de 77,564 pb, mientras que el L50 estuvo representado en
11,819 contigs (Tabla 2).

Por otra parte, los resultados obtenidos con Flye indicaron una mayor cobertura del
genoma, alcanzando el 84.04% de lo esperado, con una longitud total de 3,993,992,042 pb
distribuida en 41,617 contigs. En este caso, el fragmento més largo fue de 8,697,309 pb, el
N50 de 341,921 pb, y el L50 estuvo conformado por 2586 contigs (Tabla 2).

Tabla 2. Resultados de la calidad del ensamblado de SMARTdenovo y Flye. Se presentan
los parametros relacionados con la fraccién cubierta del genoma con relacion a S.

atracyloides, cantidad total de contigs, longitud del contig més largo, longitud total del
ensamblaje, y las métricas de calidad N50 y L50.

Parametros SMARTdenovo 2000 Flye 2000
Fraccion del genoma 68.89% 84.04%
Contigs 48,093 41,617
Contig mas largo (pb) 538,187 8,697,309
Longitud total (Gb) 2.95 3.99

N50 (pb) 77,564 341,921
L50 11,819 2,586

Completitud del genoma

Los resultados obtenidos de BUSCO evidencian que se lograron identificar la mayoria

de los genes ortologos, tanto para el ensamblaje de Flye como de SAN. La base de datos
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Eudicots_Odb10 alberga 2,326 genes, de los cuales se identificaron 2,259 (97.12%) en Flye,
y 2,239 (96.27%) en SdAN. De los genes identificados, 802 (34.48%) eran de copia Unica en
Flye, y 883 (37.96%) en SdN. Por otra parte, los genes duplicados fueron 1,457 (62.64%) en
Flye, y 1,356 (58.30%) en SdN. De los genes que se buscaron, solamente 11 (0.47%)
resultaron fragmentados para Flye, y 56 (2.41%) no se encontraron, mientras que en SdN, 17
(0.73%) estaban fragmentados, y 70 no se encontraron (3.01%) (Tabla 3).

Tabla 3. Comparacion de la completitud del genoma determinada con BUSCO para
SMARTdenovo y Flye. Se destaca la cantidad de genes completos encontrados, el nimero

de copias Unicas, cantidad de genes duplicados, la cantidad de genes fragmentados, y genes
no encontrados.

Genes ortologos SMARTdenovo_200 Flye 2000
Completos 2,239 2,259
Unicos 883 802
Duplicados 1,356 1,457
Fragmentados 17 11

No encontrados 70 56

Anotacion estructural

La anotacion estructural con OmicsBox se realizd Gnicamente para el ensamblaje de
Flye, ya que los resultados del ensamblaje eran superiores a los de SMARTdenovo (Tabla 4).
En total se identificaron 619,766 genes, 1,575,101 exones, y 958,012 intrones. El tamafio
medio de los genes fue de 1,337 pb, mientras que el de los exones fue de 365 pb.
Tabla 4. Anotacion estructural del ensamblaje de Flye. Se presentan los parametros

reportados, que incluyen la cantidad de genes, exones e intrones identificados, asi como el
tamafio promedio de genes y exones.

Parametros Anotacion Flye 2000

Genes 619,766



Tamarfio promedio de genes
Exones
Tamario promedio de exones

Intrones

1,337 pb
1,575,101
365 pb

958,012

21
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DISCUSION

Secuenciacion

En base a los resultados obtenidos, se puede concluir que las lecturas obtenidas
durante la secuencacion son adecuadas para realizar el ensamblaje del genoma. En total se
obtuvieron 103.31 Gb de informacion, equivalente a una cobertura del 32X con respecto al
tamafo estimado del genoma, tomando como referencia el genoma de S. atractyloides
(GCA 947069175.1) que tiene un tamafio de 3.2 Gb. La cantidad de informacion es
suficiente, ya que en general, una cobertura de 30X se considera aceptable para ensamblar a
partir de lecturas secuenciadas con tecnologias Next Generation Sequencing (NGS) (Cliften,
2015).

La calidad media de las lecturas fue de 12.9, equivalente a una precision aproximada
del 94.9%. Este valor se considera adecuado, ya que supera ampliamente a lo reportado en
estudios similares de secuenciacion con ONT, como el de la secuenciacion de Vaccinium
floribundum, donde se obtuvo una calidad promedio de 8.9 (Albuja-Quintana et al., 2024).
Por otra parte, en total se generaron casi 15 millones de lecturas con un tamafio medio de
6,985 pb y un N50 de 9,707 pb, representando un tamafio considerablemente alto. Esto se
debe a que mientras mas largas sean las lecturas de secuenciacion los resultados seran
mejores, ya que permiten un ensamblaje mas preciso, sobre todo cuando el genoma tiene

muchas regiones repetitivas (Reinert et al., 2015).

Calidad del ensamblaje

El ensamblaje del genoma se realiz6 utilizando tanto SMARTdenovo como Flye. Sin
embargo, los resultados de Flye son significativamente superiores. Con Flye se logro cubrir el
84.04% del tamario esperado con respecto al genoma de S. atractyloides

(GCA _947069175.1), mientras que SAN cubrid el 68.89%, demostrando una mayor cobertura
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por parte de Flye. Por otra parte, Flye presenta 41,617 contigs, en comparacion a
SMARTdenovo que tiene 48,093. Una mayor cantidad de contigs, significa un genoma mas
fragmentado (Alneberg et al., 2013), por lo que los resultados de Flye son mejores en
comparacion con SMARTdenovo. En cuanto al contig mas largo, Flye otorgo un valor de
8,697,309 pb, superando significativamente al de SMARTdenovo que mide 538,187 pb.
Mientras mas largo sea un contig, los resultados seran mejores, ya que significa una mayor

continuidad del ensamblado (Chakraborty et al., 2016).

En cuanto a la longitud total, se puede apreciar que los resultados de Flye no solo
superan a los de SMARTdenovo, sino también al tamafio del genoma de referencia de S.
atractyloides (GCA _947069175.1). Esto posiblemente se debe a que el ensamblaje todavia
presenta un alto indice de fragmentacion (41,617 contigs), donde los contigs no ensamblados
se repiten en el ensamblaje, generando una sobreestimacién del tamafio real del genoma. La
fragmentacion del genoma podria deberse a solapamientos erréneos de contigs, por lo general
producidos por instrumentos de secuenciacion de una sola molécula, que suelen tener altas
tazas de error (Koren & Phillippy, 2015). Ademas, diferentes estudios han evidenciado que
las plantas presentan varias dificultades durante el proceso de secuenciacion y ensamblaje
gendmico, principalmente por la complejidad de sus genomas, que por lo general presentan

tamafos extensos y varias regiones repetitivas (Kubis, 1998; Liao et al., 2019).

Sin embargo, a pesar de que el genoma se encuentre fragmentado en
aproximadamente 40,000 contigs, esto no constituye una limitacién. En la base de datos
NCBI existen reportes de genomas de referencia con indices de fragmentacion mucho mas
altos, inclusive superando los 100 mil contigs. Un ejemplo de ello es la especie Solanum

phureja (GCA _009849755.1), cuyo genoma esta fragmentado en 229,084 contigs.
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Aparte del tamafio del ensamblaje, es importante considerar el N50 y L50 para
comprender su continuidad. EI N50 es una medida que indica el tamafio del contig mas
pequefio de los contigs mas grandes que abarcan el 50% del genoma, mientras que el L50 es
una medida que indica en cuantos contigs se encuentra representado el 50% del genoma
(Jayakumar & Sakakibara, 2019; Thrash et al., 2020). Un N50 grande y un L50 pequefio
significara una mayor continuidad del ensamblado, ya que un genoma continuo se basa en
obtener la menor cantidad posible de contigs, pero con longitudes amplias (Jayakumar &
Sakakibara, 2019; Thrash et al., 2020). En este caso, los resultados de Flye son superiores a
los de SMARTdenovo, ya que la mitad del genoma se encuentra representado en contigs
superiores a 341,921 pb, y solamente se requieren de 2,586 contigs para cubrir el 50% del
ensamblado. La razon por la que los resultados de Flye son superiores a los de
SMARTdenovo, podria deberse a que funciona con un enfoque distinto de ensamblaje,
especificamente al trabajar con regiones repetitivas. Flye inicia agrupando las lecturas para
formar secuencias preliminares sujetas a errores, las cuales después son utilizadas para crear
un “grafico de repeticiones” (Wick & Holt, 2021). En este grafico se identificaran las
regiones repetitivas para determinar su orden y cantidad correcta y formar los contigs finales
(Wick & Holt, 2021). Probablemente este genoma alberga una cantidad alta de regiones

repetitivas, lo cual puede explicar porque Flye funciond mejor.

Completitud del genoma

Al analizar la completitud del genoma mediante BUSCO, se puede concluir que los
resultados obtenidos son favorables tanto para el ensamblaje realizado con SMARTdenovo,
como para el ensamblaje realizado con Flye. En total se buscaron 2,326 genes ortélogos
disponibles en la base de datos Eudicots_Odb10 correspondientes al grupo taxonémico de

eudicotileddneas.
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Para ambos ensamblados se logro identificar cerca del 100% de los genes ortologos
(BUSCOs), y solo un pequerio porcentaje se encontraban fragmentados o ausentes, lo que
evidencia una completitud alta. Sin embargo, de los genes encontrados mas de la mitad se
encuentran duplicados. Estos resultados son similares a los reportados para el genoma de S.
atracyloides, con la unica diferencia que se utilizé la base de datos Virdiplantae_Odb10
(Cerca et al., 2022). De igual manera, la gran mayoria de los genes BUSCO fueron
identificados como completos (93.3%), mientras que solamente el 2.8% fueron fragmentados,
y el 3.9% no se encontraron (Cerca et al., 2022). Ademas, en el mismo estudio, mas del 50%
de los BUSCOs se encontraban duplicados (Cerca et al., 2022)..

Una posible explicacion a la alta duplicacion de genes puede deberse a la alta
fragmentacion del ensamblaje, y la posible tetraploidia de la especie, considerando que el
ancestro en comun de las especies de Scalesia era tetraploide (Cerca et al., 2022). Esto puede
generar dificultades durante el ensamblaje, principalmente en regiones con alta
heterocigosidad, donde es probable que las diferentes copias se ensamblen como regiones
distintas en lugar de una sola (Guan et al., 2020), lo que complica los analisis posteriores
como la identificacion de genes con BUSCO. Ademas, debido a la alta fragmentacion, es
probable que un mismo gen esté repetido varias veces en mas de un contig (Han et al., 2013),
aumentando el nimero de genes duplicados identificados por BUSCO.

Finalmente, aunque se utilizé Purge Haplotig previo al analisis con BUSCO para
evitar errores relacionados a la poliploidia, otros estudios han evidenciado que en
comparacion con herramientas similares, Purge Haplotigs tiende a conservar mas genes y
regiones duplicadas (Guan et al., 2020), lo cual pudo haber influido en los resultados

obtenidos.
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Anotacién estructural

Los resultados obtenidos de la anotacion estructural no fueron favorables, ya que en
comparacion con estudios similares en otras plantas de la familia Asteraceae, la cantidad de
genes, intrones, y exones obtenidos es inusualmente alta. Por ejemplo, se ha reportado que la
S. atractyloides tiene aproximadamente 43,000 genes, Lactuca sativa alrededor de 38,000
genes codificantes, y Helianthus annus cerca de 52,000 (Badouin et al., 2017; Cerca et al.,
2022; Reyes-Chin-Wo et al., 2017). Estos valores son considerablemente menores a los
reportados en este estudio, donde se identificaron 619,766 genes para S. gordilloi. De igual
manera, la cantidad de intrones y exones reportados tanto para Helianthus annus como para
Lactuca sativa, no superan los 400 mil (NCBI, s. f.-b, s. f.-a), mientras que, en este estudio,

se identificaron 958,012 intrones, y 1,575,101 exones.

Como se puede apreciar, los resultados obtenidos difieren en gran medida a los
reportados en estudios similares. Una de las posibles explicaciones a estas inconsistencias
puede estar relacionada con el alto grado de fragmentacion del genoma. La fragmentacién
puede provocar que un solo gen se encuentre representado en varios contigs que no se han
ensamblado correctamente, lo que genera resultados imprecisos (Han et al., 2013), similar a
lo que ocurre con BUSCO. En este estudio se logro secuenciar y ensamblar un primer
borrador del genoma de referencia de S. gordilloi. Ademas, si bien las lecturas generadas de
la secuenciacion eran considerablemente grandes, no fueron lo suficientemente largas como
para cubrir de manera eficiente un genoma tan extenso y con posibles regiones repetitivas. Es
por esta razon que es necesario continuar trabajando en el ensamblado para conseguir una

menor fragmentacion y mejor calidad.
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CONCLUSIONES

Se logrd secuenciar y ensamblar el primer borrador del genoma de referencia de S.
gordilloi con una completitud del 97.12% respecto a los genes ortdlogos encontrados, en
aproximadamente 40,000 contigs. La cantidad de informacion obtenida durante la
secuenciacion supera el 30X de cobertura, y la calidad de las lecturas es mayor a lo reportado

en estudios de secuenciacion con ONT, evidenciando una buena calidad y cantidad de datos.

Durante el ensamblaje, se evidencio6 que los resultados de Flye fueron superiores a los
de SMARTdenovo. Flye cubrio cerca de 85% del genoma de referencia de S. atractyloides
(GCA _947069175.1), tuvo una menor cantidad de contigs, el contig mas largo fue de
8,697,309 pb, y los pardmetros N50 y L50 superaban ampliamente a los de SMARTdenovo.
Por otra parte, los resultados de BUSCO fueron similares para ambos ensamblados, ya que la
mayoria de los genes fueron encontrados, y que a pesar de que mas de la mitad se

encontraban duplicados, muy pocos se encontraban fragmentados o perdidos.

Si bien el genoma se encuentra fragmentado en 41,617 contigs, los resultados
obtenidos son favorables al haber obtenido el primer genoma de referencia de esta especie
emblematica de las Islas Galapagos que esta en peligro de extincion. En base a lo anterior, se
puede concluir que el objetivo del proyecto fue alcanzado, pero es importante continuar con
la correccion y mejora al ensamblaje para que, en el futuro, este genoma pueda ser utilizado
como un instrumento para el desarrollo de estudios relacionados a la ecologia, evolucion, y

conservacion, no solo de esta especie sino de todo el género Scalesia.
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ANEXO A: CONCENTRACION DE ADN DE LA EXTRACCION Y DE LA
LIBRERIA FINAL

Muestra Extraccion Libreria final

SgJo2 302 ng/uL en 50 uL 680 ng totales en 25 uL
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