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RESUMEN

La secuencion nanoporo con el dispositivo MinlON es una estrategia novedosa que permite el
andlisis de resultados en tiempo real. EI MinlON, al ser un equipo portable y una tecnologia
poco costosa, posee un amplio rango de aplicaciones. Una de estas aplicaciones es la
secuenciacion de amplicones y la determinacion de alelos, lo cual se realizd en la presente
investigacion. Como modelo de estudio se emple6 el gen de la S-RNasa del capuli, una especie
de interés comercial en el Ecuador. La relevancia de estudiar este gen radica en que es uno de
los determinantes de la autoincompatibilidad gametofitica en el capuli, por tanto, sus alelos
delimitan qué cultivares son compatibles entre si. El capuli es tetraploide y el gen de la S-
RNasa posee alelos que tienen el mismo tamafio pero diferente secuencia, lo que determina
incertidumbre en la discriminacion de alelos utilizando marcadores moleculares tradicionales.
Tomando en cuenta lo mencionado, se considera que el MinlON, al generar lecturas de cadenas
individuales, permitird la distincion de los alelos S de forma efectiva. Durante la investigacion,
se amplifico el gen de la S-RNasa de 12 muestras de capuli, utilizando primers con etiquetas
nucleotidicas unicas (codigos de barras), esto permitid optimizar la secuenciacion al incluir
varias muestras en una sola reaccion. Posteriormente, el producto de amplificacion fue
purificado y secuenciado en el MinlON. Durante el anélisis, las lecturas fueron clasificadas de
acuerdo con el cddigo de barras de cada muestra. Luego las lecturas se filtraron y agruparon
segun su similitud de secuencia. Con las secuencias consenso de los grupos obtenidos, se
identificaron los alelos representados en los individuos analizados. Los alelos identificados
coinciden con los previamente reportados mediante la metodologia CAPS. Se identificaron
ademas dos nuevos alelos, sugiriendo mayor sensibilidad en la técnica utilizada. Las secuencias
de alelos obtenidas son equiparables a las referencias, adquiridas mediante secuenciacion
Sanger. Esto demuestra la eficacia del andlisis bioinformatico realizado. El sistema de
etiquetado y el andlisis bioinformatico disefiado son herramientas escalables a estudios
similares. Esta investigacion representa un avance en el campo de la Biotecnologia en Ecuador,
tomando en cuenta el uso novedoso del MinION.

Palabras clave: secuenciamiento nanoporo, alelos S, gen de la S-RNasa, bioinformatica,
codigo de barras, modificacion de primers, etiquetado de muestras



ABSTRACT

Nanopore sequencing with the MinlON device is a novel strategy that allows the real-time
analysis of results. The MinlON, as a portable equipment and as an inexpensive technology,
has a wide range of applications. One of these applications is the sequencing of amplicons and
the determination of alleles, what was done in the present investigation. As a study model, the
S-RNase gene from Black Cherry was used. This species has a commercial interest in Ecuador.
The relevance of studying this gene lies in the fact that it is one of the determinants of
gametophytic self-incompatibility in Black Cherry; therefore, its alleles define which cultivars
are compatible. Black Cherry is a tetraploid species, and the S-RNase gene has alleles that have
the same size but different sequence, this fact determines uncertainty in allele discrimination
using traditional molecular markers. Therefore, it is considered that the MinION device has the
potential to discriminate the S alleles effectively, because of its capacity for generating single-
chain readings. During the investigation, the S-RNase gene was amplified from 12 samples of
Black Cherry, using primers modified with barcodes, this allowed to optimize sequencing by
including several samples in a single reaction. Subsequently, the PCR products were purified
and sequenced in the MinION. As part of the analysis, the readings were classified according
to the barcode, then, the readings were filtered and grouped conforming to their sequence
similarity. With the consensus sequences of those groups, it was possible to identify the alleles
represented in each individual. The identified alleles coincide with the ones previously reported
using CAPS as molecular marker. Two new alleles were also identified, suggesting a greater
sensitivity of the used technique. The allele sequences obtained are equivalent to the references
acquired by Sanger sequencing. This demonstrates the effectiveness of the bioinformatic
pipeline designed. The multiplex sequencing system and the bioinformatic analysis are tools
that can be applied to similar studies. This research represents an advance in the Biotechnology
field in Ecuador, considering the innovative use of the MinION.

Key words: nanopore sequencing, S alleles, S-RNase gene, bioinformatics, barcode, primer
modification, multiplexing
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INTRODUCCION

La secuenciacion de acidos nucleicos por nanoporo representa un avance importante en
los estudios moleculares y gendmicos. Esta tecnologia se basa en la lectura directa de
moléculas de ADN de cadena simple, sin la necesidad de amplificacion por PCR o etiquetado
quimico-colorimétrico de la muestra (Metzker, 2010). Esta tecnologia ha sido una de las mas
populares para secuenciacion desde su lanzamiento en el 2014 por parte de la compaiia Oxford
Nanopore Technologies (ONT) (Heather & Chain, 2016).

Un nanoporo consiste en un agujero de pocos nandémetros de didmetro, formado por
proteinas celulares transmembranarias. Durante la secuenciacion, dicho nanoporo estd
sumergido en un fluido conductor al que se le aplica un voltaje, por tanto, existe constantemente
un flujo de iones a través del nanoporo. Este flujo idnico es interrumpido por el paso de los
nucledtidos, que disminuyen la intensidad de la corriente en un periodo de tiempo proporcional
a la longitud y naturaleza del 4cido nucleico. Mediante su paso por el nanoporo, cada nucleétido
altera la corriente de manera muy especifica, lo cual puede detectarse y cuantificarse (van Dijk
et. al., 2018).

La secuenciacién por nanoporo permite generar datos en tiempo real, que se pueden
visualizar en términos de nimero de lecturas y distribucioén de tamafios (Benitez et. al., 2016).
Una de las principales ventajas de esta secuenciacion, a comparacion de otras tecnologias
populares como Sanger o Illumina, es su alto rendimiento por la longitud de lecturas que genera
(Laszlo et. al., 2014). Las plataformas de ONT para secuenciacion de acidos nucleicos y
proteinas incluyen GridION, PromethION y MinlON (Varshney et. al., 2018). Estas
plataformas incluso permiten la deteccion de cambios epigenéticos en las secuencias de ADN,
mediante el uso de herramientas computacionales como NanoMod (Liu et.al., 2019).

El MinlON™ es una de las plataformas de secuenciacion nanoporo mas utilizadas

debido a su versatilidad. Este es un dispositivo que permite la generacion de datos de forma
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mucho mas sencilla y rapida, debido a la propia naturaleza del equipo (Heather & Chain, 2016).
El MinlON posee un tamafio similar al de una memoria flash, y es operado desde una
computadora a través de un puerto USB 3.0 (Benitez et. al., 2016). Comercialmente, el
MinlON representa una tecnologia poco costosa y accesible. Para ejecutar el dispositivo y
obtener las secuencias, se necesita del software MinKNOW y de un basecaller, un programa
que traduce el cambio de corriente en nucledtidos (ONT, 2020). La naturaleza compacta y
portable del MinlON ofrece la oportunidad de descentralizar la secuenciacion, pudiendo
incluso implementarse en el campo. Por tanto, esta tecnologia puede revolucionar no solo la
naturaleza de datos que se producen, sino también donde, cudndo y por quién se producen
(Heather & Chain, 2016).

Otra de las ventajas de la secuenciacion con MinlON es la posibilidad de realizar
secuenciaciones con multiples muestras, donde cada una esté etiquetada de forma especifica
(Stubbs et. al., 2020). El proceso de etiquetado funciona afiadiendo un codigo de barras de
naturaleza nucleotidica especifico para cada una de las muestras (Karamitros & Magiorkinis,
2017). Posteriormente, durante la etapa de analisis post-secuenciacion, las lecturas generadas
podran ser separadas y agrupadas de acuerdo con los codigos de barras anadidos, en un
procedimiento que se conoce como resolucion por codigos de barras. Una reaccion con
multiples muestras permite hacer un uso mads eficiente de las celdas de secuenciacion,
reduciendo de esta forma el costo de secuenciacion por muestra analizada. Esto es util
principalmente cuando la cantidad de datos requeridos por muestra es menor que la cantidad
total de datos que se pueden generar a partir de una sola celda de secuenciacion (Currin et. al.,
2019).

Los kits ofrecidos por ONT varian en la forma de afadir los codigos de barras, algunos
incluyen el uso de una transposasa, que corta las cadenas de ADN y anade los codigos de

barras, como el Rapid Barcoding Kit (SQK-RBKO004). Otros, requieren la necesidad de PCR
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como el Low Input by PCR Barcoding Kit (SQK-LWB001) (ONT, 2020). En el presente
estudio se evalua la efectividad de afiadir codigos de barras empleando un método alternativo,
que consiste en la modificacion de primers, sin la necesidad de utilizar kits comerciales para
ello.

De forma especifica, en la investigacion se utiliza el MinION para la secuenciacion de
amplicones y la determinacion de alelos. Para ello, se empleara como modelo de estudio el
sistema de alelos S del gen de la S-RNasa del capuli (Prunus serotina subsp. capuli). El interés
de estudiar este locus radica en que es uno de los determinantes de la autoincompatibilidad
gametofitica en el capuli, por tanto, sus alelos determinan qué cultivares son compatibles entre
si (Broothaerts et. al., 1995). El capuli es una especie de interés comercial en el Ecuador, y para
garantizar un rendimiento adecuado en la produccién de frutos, se deben sembrar individuos
molecularmente compatibles (Gordillo et. al., 2013), es aqui donde radica la importancia de
dilucidar los alelos S.

Este sistema de alelos S presenta varios desafios que determinan que la secuenciacion
nanoporo sea la metodologia de haplotipado mas viable y efectiva. El primer desafio se
relaciona a la tetraploidia del capuli, que determina que cada individuo pueda presentar hasta
4 alelos diferentes en un locus (Marquis, 2019). En estudios previos, se detectd que existen
alelos con un mismo tamano de amplicon, pero diferente secuencia (Gordillo et. al., 2013).
Esta caracteristica dificulta la distincion de algunos alelos mediante electroforesis en geles de
agarosa. Un segundo desafio es la presencia de regiones altamente conservadas a lo largo del
gen (Wu et. al., 2013), lo que complica el ensamblado y reconstrucciéon de la secuencia
completa de cada alelo, en caso de utilizar métodos de secuenciacion que fragmenten los
amplicones. Estructuralmente, el gen de la S-RNasa se compone de cinco regiones
conservadas, denominadas secuencialmente como C1-C5, posee ademds dos intrones con

amplio polimorfismo y una regién hipervariable (RHV) (Wu et. al., 2013) (Anexo A). Otro
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desafio se asocia al tamafio relativamente grande de este gen, que se halla entre 1 kb y 2 kb
(Wu et. al., 2013). La tecnologia de secuenciacion con nanoporo permite secuenciar productos
largos de PCR (> 2 kb) (Laver et. al., 2015), siendo por tanto viable para la investigacion.

El hecho de que el gen de la S-RNasa presente alelos con un mismo tamafio, pero
diferente secuencia, conllevé al desarrolld de la metodologia de haplotipado CAPS (Cleaved
Amplified Polymorphic Sequence) (Correa, 2018). Este enfoque utiliza enzimas de restriccion
para digerir los amplicones de la region hipervariable del gen, y de esta forma diferenciar alelos
que tengan un mismo tamafo, pero diferente secuencia (Correa, 2018). Sin embargo, esta
diferenciacion no siempre es posible. Ademas, el método CAPS necesita que la secuencia de
interés tenga sitios de reconocimiento para enzimas de restriccion comerciales, y que en dichos
sitios existan polimorfismos. También, CAPS es un sistema dificil de automatizar, lo que se
refleja sobre todo durante el analisis (Konieczny & Ausubel, 1993). Lo mencionado, limita el
uso de esta metodologia de haplotipado, a la vez que supone incertidumbre en la determinacioén
de algunos alelos.

Por estas razones, se considera que la secuenciacion es la alternativa mas viable para
determinar los alelos del gen de la S-RNasa del capuli. Previamente, en la investigacion de
Correa (2018), los alelos del gen también fueron secuenciados mediante el método Sanger. No
obstante, en la secuenciacion de amplicones con Sanger, no es posible distinguir varios alelos
presentes en una misma banda, ya que el resultado es una secuencia consenso, generalmente
ruidosa (Heather & Chain, 2016). En este aspecto, ya que la secuenciacién nanoporo genera
lecturas de cadenas individuales (Laver et. al., 2015), se pueden obtener los diferentes alelos
representados en una muestra, independientemente si los alelos tienen el mismo tamafio o no.

De acuerdo con lo planteado, se considera que existe evidencia suficiente para afirmar
que la secuenciacion en el MinlON es un método viable para detectar los alelos el gen de la S-

RNasa del capuli. No obstante, a pesar de las multiples ventajas que trae consigo el uso del
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dispositivo portable MinlON, es importante recalcar que los perfiles observados de calidad de
las lecturas son relativamente bajos (Heather & Chain, 2016). Esto determina la necesidad de
andlisis post-secuenciacion estrictos, que permitan filtrar y estudiar lecturas fiables. Para ello,
se encuentran disponibles varios programas de andlisis bioinformatico, escritos
especificamente para secuenciacion nanoporo. Sin embargo, no existe un programa que integre
todas las funciones necesarias para el andlisis que se quiere realizar. Es decir, un programa que
permita el manejo de datos crudos de secuenciacion y la determinacion de alelos. Por ello, uno
de los retos del presente estudio fue minimizar el uso de programas bioinformaticos y ain asi
garantizar resultados viables, que validen el uso del MinlON en la determinacion de alelos de
una especie tetraploide.

De esta forma, el objetivo principal de la investigacion es utilizar el dispositivo MinlON
para secuenciar amplicones y determinar alelos utilizando un modelo tetraploide. Ademas, se
determinara la viabilidad de la modificacion de primers como alternativa para afadir cédigos
de barras a los amplicones, de forma que se pueda optimizar la secuenciacion. Por ultimo, se
disefiard una metodologia de analisis bioinformatico que permita estudiar lecturas fiables

provenientes del MinlON y determinar alelos en el modelo utilizado.
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METODOS

Seleccion de muestras

La presente investigacion se enfoco en el analisis de 12 accesiones de capuli, las cuales
fueron caracterizadas previamente mediante la metodologia CAPS y secuenciadas utilizando
tecnologia Sanger (Correa, 2018). Dichas accesiones son representativas de una amplia
variabilidad de alelos S del capuli de la Sierra Ecuatoriana. Utilizar estas muestras permiti6 la
comparacion directa de los resultados obtenidos con los reportados previamente utilizando la
metodologia de secuenciamiento Sanger y el método CAPS.

Las muestras de ADN fueron obtenidas de la coleccion de ejemplares de P. serotina
almacenados en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Universidad San Francisco de
Quito. Los nombres especificos y el origen de las muestras utilizadas pueden encontrarse en el

Anexo B.

Diseiio de primers

Para secuenciar el gen de la S-RNasa en su totalidad se disefiaron primers para las
regiones extremas del gen (SPR y C5; Anexo C) utilizando el programa Primer3 (Primer3web,
2019). En el programa se comprobd la Tm (Temperatura de fusion), el contenido de GC, y la
probabilidad de formacion de estructuras secundarias entre los primers. Se garantizé que los
primers cumplieran con todos los pardmetros adecuados de diseho. El primer forward
corresponde a la region SPR y el reverse a la region CS.

Para el etiquetado especifico de los amplicones de las 12 muestras, el primer forward
se modifico en el extremo 5" con una cola de 8 nucleotidos, especifica para cada una de las
muestras. Estos primers modificados también cumplieron con los pardmetros evaluados en
Primer3 (Primer3web, 2019).

Los primers se sintetizaron a través de Midland Certified Reagent Co. (Estados Unidos)

y se estandarizaron para determinar sus condiciones dptimas de amplificacion.
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Amplificacion y purificacion del gen de la S-RNasa

El gen de la S-RNasa de las 12 muestras seleccionadas fue amplificado utilizando las
siguientes condiciones de PCR: Buffer 1X, Cloruro de Magnesio 1.5 mM, dNTP’s 0.2 mM,
Primer forward modificado 0.5 puM, Primer reverse 0.5 pM, Taq Polimerasa Platinum
(Invitrogen) 1U y ADN 40 ng. El volumen final de la reaccion en cada caso fue de 25 pl.

El programa de termociclado utilizado consisti6 en: Denaturacion inicial a 94°C por 2
minutos; seguido de 35 ciclos de: Denaturacion a 94 °C por 1 minuto, Annealing a 59 °C por
1 minuto, Elongacion a 68 °C por 4 minutos; y una Elongacion final a 68 °C por 10 minutos.
Los amplicones fueron visualizados mediante electroforesis en geles de agarosa al 1.5%, para
comprobar la integridad de la amplificacion, y observar si el tamafio y nimero de bandas
coincidia con el esperado para cada una de las muestras. Las condiciones de electroforesis
fueron de 80 voltios durante 30 minutos y se utiliz6 TBE 1X como buffer de corrida. Los
amplicones fueron visualizados utilizando SYBR Safe (Invitrogen) y su tamafio fue estimado
utilizando como referencia el Ladder 100 pb (Promega).

Los productos de PCR de las 12 muestras fueron purificados utilizando el kit Wizard®
SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega). Se utilizé la metodologia de purificacion por
centrifugacion, empleando columnas. Las muestras fueron resuspendidas en un volumen final
de 25 pl de agua de PCR y la concentraciéon de ADN recuperado se determiné utilizando

MultiSkan (Thermo Scientific).

Preparacion de librerias

Para lograr obtener una mayor profundidad de secuenciamiento de los amplicones de
cada una de las 12 muestras, se decidi6 realizar 2 ensayos de secuenciacion independientes,
con seis muestras cada uno.

En cada evento se mezclaron los seis productos de amplificacion para obtener un pool

de ADN, en un volumen total de 55 pl. Posteriormente, se utilizé el Ligation Sequencing Kit
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SOK-LSK109 (ONT). El primer elemento de preparacion de librerias consistio en la reparacion
de los extremos de los amplicones, en donde se utilizé el kit Next Companion Module for ONT
(New England Biolabs). Para la purificacion se utiliz6 el kit DNA Purification SPRI Magnetic
Beads (abm).

Los adaptadores de secuenciacion se ligaron y el producto se purifico nuevamente,
utilizando SPRI Magnetic Beads (abm) y el Short Fragment Buffer (ONT) como buffer de
lavado. Finalmente, el producto purificado fue resuspendido en 15 pl de buffer de elucion y la
concentracion de ADN fue cuantificada mendiante fluorometria utilizando Qubit (Thermo
Scientific).

Secuenciacion

Como primer paso, se verificd que en la celda de secuenciacion a utilizar existiera al
menos el nimero minimo de poros viables (800). Una vez comprobado esto, se cargd el buffer
y la libreria en la celda de secuenciacion, segun las indicaciones del protocolo Priming and
loading the SpotON flow cell (ONT).

La adquisicion de datos y el basecalling (traduccion de cambio de corriente en
nucledtidos) se realizo con el software MinKNOW (ONT). Sin embargo, durante la primera
secuenciacion (muestras 1-6) este proceso se detuvo; por tanto, para continuar el basecalling
se utiliz6 el programa Guppy (ONT). Para la segunda secuenciacion se utilizo la misma celda
de secuenciacion, previamente lavada segun el protocolo Washing flow cells (ONT).

Analisis

Se analiz6 la calidad promedio de todas las lecturas obtenidas y la distribucion de
tamafios, utilizando el programa FastQC (Andrews & Krueger, 2019). En el siguiente paso, las
lecturas fueron separadas de acuerdo con el codigo de barras colocado, utilizando el programa
Porechop (PoreCamp Australia 2017). En este programa se probaron dos metodologias de

separacion. Una consistio en colocar en la base de datos del programa toda la region del primer
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con los 8 nucleotidos diferentes para cada muestra, y en usar el valor de 75% en el parametro
Barcode Threshold. La segunda metodologia de separacion empled solamente 5 nucledtidos
del primery los 8 nucleodtidos especificos de cada muestra, en este caso el valor del parametro
Barcode Threshold se coloco en 100%.

Cuando se tuvieron las lecturas separadas de acuerdo con el codigo de barras, estas se
filtraron por calidad y tamafio, utilizando el programa NanoFilt (De Coster et. al., 2018). Se
eliminaron todas las lecturas con calidad menor a Q=12 y con un tamafio menor a 800 pb. Se
eligi6 Q=12 como umbral de calidad ya que es un valor promedio para secuenciaciéon con
MinlON (Zanchetta & Manno, 2017). El umbral de tamafio se escogido en 800 pb para
garantizar en su mayoria la integridad del gen en las lecturas a analizar. Complementario a
esto, se obtuvo la cantidad de informacion remanente luego de aplicar los filtros. Esto se realizd
con el programa SeqKit (Shen et. al., 2016).

Después del filtrado, las lecturas se reordenaron seglin su tamafio de mayor a menor,
utilizando el paquete BBMap, de BBtools (Bushnell, 2015). Este paso es esencial para que el
siguiente programa (Meshclust) reconozca los archivos. En MeshClust (James et. al., 2018) las
lecturas se agruparon utilizando un porcentaje de identidad de 90%. Esto implica que, al
alinearlas, las lecturas deben tener este porcentaje de similitud entre si para colocarse en el
mismo grupo.

Como resultado del agrupamiento se obtuvo un archivo con el nombre de las lecturas
asociadas a cada uno de los grupos, estas lecturas se seleccionaron y colocaron en un nuevo
archivo, lo cual fue realizado con la funcidn -filterbyname de BBMap (Bushnell, 2015). Para
maximizar la probabilidad de determinar los alelos correctos en cada muestra se eligieron
aquellos grupos representativos, es decir, los que tuvieran un nimero significativo de lecturas
asociadas, donde se establecid un umbral de 100 lecturas para cada grupo. Las lecturas de los

grupos representativos se etiquetaron segun el codigo de barra y el grupo al que pertenecian,



19

lo cual se realizé con SeqKit (Shen et. al., 2016). La manipulacion de lecturas mencionada
hasta el momento se realiz6 a nivel de terminal bajo el sistema operativo Linux.

Las lecturas de cada uno de los grupos se alinearon en el programa UGENE
(Okonechnikov et. al., 2012), utilizando el algoritmo MUSCLE. Después del alineamiento, se
eliminaron las columnas con 60% de gaps utilizando la opcion Edit. Esto permiti6 la obtencion
de una secuencia consenso de cada uno de los grupos, la cual fue colocada en un nuevo archivo
“fasta.”

La integridad y el sentido de las secuencias consenso obtenidas se analiz6 en MEGA
(Kumar et. al., 2018). El sentido se analizé mediante el uso de primers en disposicion 5'- 3",
A las secuencias identificadas como reverse se les cambi6 el sentido mediante la funcion
Reverse Complement de MEGA. La naturaleza de las secuencias consenso se confirmé en la
base de datos del NCBI, utilizando la herramienta BLAST (nucleétido-nucleotido) (NCBI,
2019), donde todos los parametros de busqueda se mantuvieron en modo default.

Las secuencias consenso validadas y las referencias reportadas por Correa (2018) se
alinearon en MEGA con el algoritmo ClustalW. Con las secuencias alineadas se realizé un
dendrograma, utilizando el método de Maximum Likelihood. Asi mismo, se delimitaron las
regiones del Intréon I y C2-C3 en todas las secuencias, con esto también se realizaron
alineamientos y los dendrogramas correspondientes, utilizando la misma metodologia
empleada para el todo el gen (Anexo D). La informacion obtenida en los dendrogramas mostrd
qué alelos estaban representados en cada una de las muestras. Esto fue posteriormente
comprobado mediante alineamientos en MEGA y con CAPS in silico, utilizando el programa
Genome Compiler (Genome Compiler Corporation, 2015) con las enzimas: Rsal, Mbol y
Hinfl. Los patrones CAPS obtenidos se compararon con los reportados previamente por Correa
(2018) (Anexo E). Los detalles y comandos del analisis bioinformatico realizado se encuentran

en el Anexo G.
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RESULTADOS

Amplificacion y purificacion de amplicones

Se modifico el extremo 5° del primer forward con ocho nucleétidos especificos para
cada una de las 12 muestras amplificadas, informacion expuesta en la Tabla 1. Los primers
modificados demostraron ser efectivos ya que todas las muestras amplificaron y generaron el
tamafo y nimero de bandas esperado (Figura 1). No obstante, si se observo la presencia de
dimeros en la amplificacion.

Los parametros de calidad 260/280 y 260/230 para los productos amplificados,
promediaron respectivamente 2.24 (rango: 1.97-2.34) y 2.40 (rango: 1.40-2.89). Los dos pools
de amplicones obtenidos para cada evento de secuenciacion tuvieron una cantidad final de

ADN de 217 femtomoles, adecuada para la secuenciacion de amplicones en el MinlON.

Secuenciacion de amplicones

La secuenciacion se realizo en dos eventos independientes utilizando una misma celda
de secuenciacion; en cada evento se analizaron 6 genotipos simultaneamente. La primera
secuenciacion se realizd con 1346 poros activos, mientras que la segunda secuenciacion se
realizé con 734 poros activos. Respectivamente, el primer y segundo evento de secuenciacion
generaron 1.6 y 5 GB de informacion. En ambos eventos, el tamafio promedio de lectura fue
de 700 pb, con un minimo de 1 pb y un maximo de 2.5 kb. La calidad promedio obtenida en
las lecturas fue de Q=12.
Separacion de las muestras por codigos de barras

En esta fase de manejo de lecturas se utiliz6 el programa Porechop. Se emplearon dos
metodologias de separacion, una de las cuales no fue lo suficiente robusta y efectiva. Se
identifico que la resolucion por codigos de barras era inespecifica al utilizar el valor default de
75% en el pardmetro Barcode Threshold, y emplear todo el primer con los 8 nucleotidos

especificos para cada muestra. En este caso, no se encontraron lecturas asociadas a los c6digos
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de barras 7y 8, y, luego de las diferentes fases de andlisis, no se detectaron los alelos esperados
para cada una de las muestras. En la Tabla 2 se detallan los alelos obtenidos al utilizar la
metodologia de separacion no robusta.

La segunda metodologia de separacion, que consistio en el uso de los 8 nucleétidos del
coddigo de barras con 5 nucledtidos del primer, y el valor de 100% en el parametro
Barcode Threshold, si fue robusta. En este caso, se encontraron lecturas asociadas a cada
codigo de barras y los alelos obtenidos luego de los diferentes pasos de analisis si fueron
consecuentes con lo esperado (Tabla 3). No obstante, es relevante mencionar que esta
separacion exigente determin6 una pérdida de informacion considerable, ya que de los 6.6 GB
que se tenian originalmente, solo se lograron recuperar 700 MB. Asi mismo, tras el proceso de
resolucion por codigos de barras, se detectd una distribucion heterogénea de la cantidad de
lecturas asociadas a cada codigo de barras (Figura 2).

Identificacion y validacion de alelos

Posterior al proceso de separacion por codigos de barras, se empled el programa
NanoFilt para seleccionar Unicamente secuencias fiables y de alta calidad. El proceso de
filtracion elimind un 61% del total de lecturas obtenidas tras el proceso de separacion (Figura
2). Por otro lado, en el paso de agrupamiento, donde se utilizé el programa MeshClust y una
identidad de 90%, se esperaban un maximo de 4 grupos por muestra, correspondientes a los 4
posibles alelos. Sin embargo, se obtuvieron en todos los casos un mayor niimero de grupos,
con un promedio de 75 por muestra.

El andlisis del sentido de las secuencias consenso reveld que existen SNPs en la region
de los primers de las diferentes partes del gen. Asi mismo, con la herramienta BLAST se
comprobd de forma efectiva que todas las secuencias consenso obtenidas correspondian al gen

de la S-RNasa.
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Los dendrogramas realizados en MEGA permitieron identificar de forma inequivoca
los alelos representados en cada una de las muestras. Los tres dendrogramas realizados (con
todo el gen, con la region C2-C3, con el intron I) fueron consecuentes entre si (Anexo D). En
la Tabla 3 se presentan los alelos S encontrados para cada genotipo analizado. Estos coinciden
con los alelos previamente reportados por Correa (2018). La secuenciaciéon con MinlON y el
analisis bioinformdatico obtenido también permitieron detectar dos nuevos alelos (SX, SY)
(Anexo F) y obtener la secuencia completa del alelo S6, del que previamente solo se disponia
la secuencia del intréon I (Anexo F). La Figura 3 muestra un ejemplo de los alineamientos
llevados a cabo para validar los alelos S de un genotipo determinado. Los alineamientos
realizados validaron la efectividad del andlisis, que permiti6 obtener secuencias equiparables a
las referencias, adquiridas mediante secuenciacion Sanger (Correa, 2018). La restriccion
enzimatica in silico de la region C2-C3 también arrojo patrones consecuentes con lo esperado
segun la investigacion de Correa (2018) (Anexo E).

Delimitar las regiones del gen permitio determinar su tamafio en los alelos
identificados. Los tamafios obtenidos en las diferentes regiones son consecuentes con lo
reportado para la secuencia de la S-RNasa en otras especies del género Prunus sp. Cabe
destacar el tamafio de la region hipervariable, que se encontrd en el rango de 357 pb a 1264 pb.

El alelo mas largo corresponde al S8 (1926 pb), y el mas corto al S14 (940 pb).
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DISCUSION

El MinION es una plataforma nanoporo que permite de forma efectiva la secuenciacion
amplicones y la determinacion de alelos. Esto se evidencié durante la investigacion, ya que,
tras amplificar y secuenciar el gen de la S-RNasa del capuli, se lograron determinar de forma
inequivoca los alelos representados en 12 muestras (Tabla 3). Los alelos identificados
corresponden a los previamente detectados mediante CAPS (Correa, 2018). Ademas, la
herramienta utilizada, en conjunto con el analisis realizado, permiti6 la identificacion de dos
nuevos alelos en el pool de muestras empleado (Anexo F), no detectados en estudios previos.
Esto sugiere una mayor sensibilidad del método utilizado en la determinacion de alelos a
comparacion de las metodologias de haplotipado empleadas previamente. Asi mismo, se debe
destacar la obtencion de la secuencia completa de alelo S6 (Anexo F), de la que previamente
solo se disponia el intron I. Estos resultados confirman la hipdtesis planteada al inicio de la
investigacion, ya que se demostrd que el MinION es una plataforma que permite la distincion
de alelos en un modelo tetraploide. Esta distincion fue posible independientemente de la
existencia de diferentes alelos con igual tamafio en una misma muestra. Asi mismo, se
obtuvieron secuencias completas del gen de la S-RNasa, de tamafio relativamente grande. Esto
confirm6 la caracteristica de la secuenciacion nanoporo para generar de lecturas de cadena
larga y completa (Heather & Chain, 2016). No obstante, como se verd a lo largo de la discusion,
para lograr obtener los alelos adecuados en cada una de las muestras, fue necesario realizar
andlisis bioinformaticos estrictos, que determinaron una pérdida considerable de informacion.

El éxito de la secuenciacién con el MinION comienza desde el ADN utilizado como
material de entrada. Es importante que este ADN cumpla con los requisitos de calidad y
cantidad. Utilizar poco o demasiado ADN, o de baja calidad (altamente fragmentado o con
contaminantes remanentes), puede afectar la preparacion de librerias y la secuenciacion, ya que

los nanoporos pueden bloquearse por la presencia de contaminantes con un tamafio mayor a la
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molécula de ADN (Zhang et. al., 2018). En el estudio, los valores de calidad y cantidad
obtenidos luego de la purificaciéon de los amplicones, revelaron que el material de entrada
cumplia con las caracteristicas necesarias. Por tanto, se esperaron resultados de secuenciacion
adecuados.

Sin embargo, durante el andlisis de distribucion de tamafios, se reveld una posible
fragmentacion del ADN en la preparacion de librerias, ya que se obtuvieron muchas lecturas
con tamanos inferiores a lo esperado. Se considera que este resultado se asocia a la preparacion
de librerias ya que se observaron los tamafios de banda esperados en la amplificacion y el
MinlON genera lecturas de cadena completa (Laver et. al., 2015). Asi mismo, la filtracion de
lecturas de acuerdo con tamafio y calidad revel6 que la mayoria de las lecturas separadas por
codigos de barras no tenian un quality score mayor o igual a Q=12, y un tamafio mayor o igual
a 800 pb (Figura 3). De forma especifica, se perdié el 61% de lecturas debido a la filtracion.
Sin embargo, si se utilizaban las lecturas sin filtrar, se corria el riesgo de determinar alelos
incorrectos en los individuos, ya que mientras menor sea la calidad de las lecturas, se tiene
mayor probabilidad de trabajar con secuencias incorrectas, debido a un basecalling no preciso
(Laver et. al., 2015). De acuerdo con lo planteado, se considera que la filtracion realizada es
un paso necesario para garantizar analisis posteriores validos, con lecturas de buena calidad y
que poseen en su mayoria el gen integro.

En la investigacion también se evalud la viabilidad de la modificacion de primers como
método para afadir codigos de barras a los amplicones, de forma que estos pudieran ser
secuenciados en conjunto. Para el etiquetado de los amplicones, el primer SPR (forward) fue
modificado en su extremo 5” con ocho nucleo6tidos, que constituyeron un codigo de barras para
cada una de las 12 muestras amplificadas (Tabla 1). El tamafio y nimero de bandas observadas
en la amplificacion coincide con lo esperado para cada muestra (Figura 1), sugiriendo que los

primers disefiados son adecuados para la amplificacion del gen de la S-RNasa. De acuerdo con
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lo obtenido, se considera que la presencia del codigo de barras no interfirié en la amplificacion.
Estos resultados coinciden con lo reportado por Berry et. al. (2011), quienes lograron un
producto de amplificacion adecuado con primers modificados. Sin embargo, a pesar de haber
disefiado primers con baja probabilidad de formacion de estructuras secundarias, en la
amplificacion si se observo la presencia de dimeros, que se observan como bandas de bajo
peso molecular (< 100 pb) al final de los carriles. No obstante, la formacion de estos dimeros
no afecto al producto amplificado. Estos resultados evidencian que, a nivel de amplificacion,
la metodologia de etiquetado fue satisfactoria.

La efectividad de la metodologia de etiquetado se evidenci6 también durante el proceso
de separacion de muestras utilizando la metodologia robusta, ya que se encontraron de forma
efectiva lecturas asociadas a cada uno de los codigos de barras. La resolucion por codigos de
barras inespecifica y no robusta, observada al utilizar un Barcode Threshold de 75% y toda la
region del primer con el codigo de barras, puede deberse a que este consistia solamente en 8
nucledtidos. Este tamafio es pequefio con respecto al tamafio del primer de 27 nucledtidos,
compartidos por todas las lecturas. Por tanto, al utilizar un umbral de 75%, es posible que este
valor se alcanzara considerando Uinicamente la region del primer para separar a una lectura en
un codigo de barras determinado, lo cual lleva a una separacion errénea. Por otro lado, la no
identificacion de los codigos de barras 7 y 8 pudiera explicarse por el propio algoritmo del
programa, que, debido al tamafio y a la similitud existente entre estos, encontraba dificil la
separacion de algunas lecturas. De hecho, el programa describe que cuando una lectura posee
identidad similar con dos cédigos de barras, dicha lectura no se asigna a ningin grupo
(PoreCamp Australia, 2017). De acuerdo con estos resultados, se recomienda no colocar la
mayoria del primer en la base de datos del programa Porechop. Esto disminuiria la interferencia
causada por los nucleotidos del primer durante la asignacion de lecturas a un coédigo de barras

especifico, posibilitando una separacion mas fiable.
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En la resolucion por cédigos de barras robusta se utilizd6 un Barcode Threshold de
100%, esto implica que una lectura debe poseer 100% de identidad con un cédigo de barras
para separarse en su grupo correspondiente. Este valor de separacion estricto determind una
pérdida considerable de informacidn, lo que disminuye la eficiencia en el manejo de lecturas y
en el proceso global de analisis. Por tanto, se considera que el porcentaje de identidad que se
utilice en el pardmetro Barcode Threshold debe tomar en cuenta la tasa de error del MinION,
para evitar la pérdida de informacion asociada a errores de lectura en la region del codigo de
barras.

Asimismo, tras la resolucion por cddigos de barras robusta, se observo una distribucion
heterogénea del numero de lecturas asociadas a cada uno (Figura 3). En la investigacion de
Binladen et. al. (2007), los autores también detectaron un sesgo en la distribucion de lecturas
por codigos de barras, lo que se asocia a su composicion de bases y a la metodologia de
separacion del programa que se utilice. De forma especifica, los autores encontraron que los
primers modificados con mas citosinas estuvieron fuertemente sobre-representados, mientras
que los modificados con mas timinas estuvieron sub-representados. Un resultado similar se
observd en la presente investigacion, donde existen algunos coédigos de barras sobre-
representados (como el 6 ,7 y 11), y otros sub-representados (como el 4 y el 10). Estos
resultados sugieren que el disefio de cddigos de barras no solo debe garantizar una secuencia
especifica para cada muestra, sino también que estos deben tener una distribucion homogénea
de nucledtidos en su secuencia cuando se comparen entre si. A pesar de este sesgo de
distribucion, los experimentos y analisis realizados mostraron que modificar el extremo 5" del
primer forward es til para etiquetar productos de PCR homoélogos (Binladen et. al., 2007). La
metodologia utilizada permitié optimizar la secuenciacion de amplicones en el MinlON, al

permitir la inclusion de varias muestras en una misma corrida de secuenciacion.
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En cuanto a los resultados del paso de agrupamiento, en este se esperaban un maximo
de cuatro grupos por muestra, correspondientes a los 4 posibles alelos. Sin embargo, en todos
los casos se obtuvo un mayor numero de grupos. Este resultado pudiera relacionarse a la
obtencion de muchas lecturas que difieren en sitios puntuales, debido a la tasa de error del
MinlON y al procedimiento de basecalling, que no es 100% preciso (Kono & Arakawa, 2019).
Segun Laver et. al. (2015) la tasa de error del MinlON después del basecalling es de alrededor
de 38,2%. Otra caracteristica del MinlON asociable a lo observado es la baja profundidad de
secuenciacion, lo que se debe a la propia naturaleza de la tecnologia nanoporo, que no lee una
misma cadena dos veces (Malmberg et. al., 2019). No obstante, la profundidad de
secuenciacion depende del material de entrada. En este caso, el gen de la la S-RNasa fue
amplificado antes de insertarse al secuenciador, existiendo multiples copias de este. Por ello,
la baja profundidad del MinlON no es una explicacion plausible para lo observado en el
agrupamiento. La obtencion de mas grupos de los esperados también pudiera relacionarse con
errores de procesividad de la polimerasa durante la amplificacion, esto es poco probable
tomando en cuenta que se utilizé la Taq Polimerasa Platinum, que reporta alta fidelidad de
amplificacion (Filges et. al., 2019).

La probabilidad de determinar los alelos correctos en cada muestra se maximiz6 al
analizar solo los grupos representativos, y mediante la obtencion de las secuencias consenso.
Esto ultimo permiti6é determinar la base mas probable en cada posicion del gen para cada uno
de los grupos obtenidos (Okonechnikov et. al., 2012). Se considera que la obtencién de
secuencias consenso permite flexibilizar los valores de calidad con los que se trabaje, ya que
en cada grupo se obtendra la secuencia consenso mas probable. Al permitir valores de calidad
mas bajos en las secuencias que se analicen, la pérdida de informacioén serd menor, lo que

aumenta la eficiencia global del proceso de andlisis.
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En el paso final de determinacion de alelos, se agruparon entre si secuencias consenso
provenientes de diferentes grupos, esto sugiere que se pudiera disminuir el porcentaje de
identidad utilizado en el agrupamiento (90%). Utilizar este porcentaje de identidad
probablemente también determind la formacion de mas grupos de los esperados. La tendencia
es que al aumentar el porcentaje de identidad se aumenta el nimero de grupos obtenidos (James
et. al., 2018). No obstante, si bien esto garantiza alta similitud entre las lecturas de un mismo
grupo, se corre el riesgo de perder informacion al no considerar lecturas no asociadas a un
grupo representativo. Por otro lado, si se baja el porcentaje de identidad, se tiene el riesgo de
colocar alelos distintos dentro de un mismo grupo. De acuerdo con lo planteado, se recomienda
un rango de 85% a 90% en el parametro -id de MeshClust (James et. al., 2018).

En la determinacion de alelos a partir de las secuencias consenso, se comprobo la
utilidad de realizar dendrogramas entre estas y las secuencias de referencia. Esto simplifico el
proceso ya que se visualizd directamente con qué referencias se agruparon las secuencias
consenso, sin la necesidad de programas mas especializados para ello. Los tres dendrogramas
realizados fueron consecuentes entre si. Esto sugiere que para determinar los alelos del gen de
la S-RNasa del capuli se pueden utilizar las secuencias provenientes del intron I, de la region
C2-C3 o la secuencia de todo el gen, siendo esto ultimo lo optimo. Los resultados de
agrupamiento obtenidos en los arboles se comprobaron efectivamente mediante alineamientos
(Figura 3) y CAPS in silico (Anexo E). Los alineamientos realizados evidenciaron que las
secuencias de alelos obtenidas son equiparables a las referencias, generadas mediante
secuenciacion Sanger (Correa, 2018), que reporta una tasa de error menor que el MinlON
(Pfeiffer, et. al., 2018). Este resultado valida el manejo y el analisis de datos realizado.

El andlisis bioinformatico desarrollado, si bien evidencid ser util en el proceso de
determinacion de alelos, posee ciertos puntos de mejora. Por ejemplo, se pudiera incluir un

andlisis mas profundo de las lecturas obtenidas directamente de la secuenciacion, que
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determine menos pérdida de informacion. Si existen programas que permiten el andlisis de
lecturas no procesadas, como por ejemplo NanoOK (Leggett et. al., 2016). Asi mismo, para el
analisis de calidad y distribucion de tamafios, se recomienda un programa como el MinIONQC,
especialmente disefiado para lecturas provenientes del secuenciador portable utilizado (Lanfear
et. al., 2019). También se propone integrar en un solo programa las diferentes fases de andlisis
realizadas, ya que esto simplificaria la complejidad del estudio. El andlisis desarrollado
requiere de entrenamiento en varias interfaces y dependencias distintas, asi como la
transformacion constante del formato de las lecturas.

Los resultados obtenidos con el modelo tetraploide utilizado, demostraron que el
MinlON es efectivo para determinar alelos, incluso cuando estos se visualizan como una misma
banda en un gel de agarosa. Los resultados evidencian el potencial del MinlON para
discriminar entre productos aparentemente iguales. Esto puede extrapolarse a estudios de
transcriptomica, para la identificacion de diferentes variantes de splicing que estén presentes
al mismo tiempo en una célula (Liu & Zhang, 2020). Este es un ejemplo de como la herramienta
utilizada, en conjunto con un andlisis adecuado, pueden ser empleados en diferentes
investigaciones aplicadas. La optimizacion de la secuenciacion mediante el etiquetado por
modificacion de primers, es también un sistema adaptable a estudios donde se quieran realizar
secuenciaciones con multiples productos de PCR homélogos. Sin embargo, para que la
plataforma disefiada sea totalmente escalable y adaptable a otros estudios, se debe optimizar el

uso de la cantidad de informacion proveniente del MinION.
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CONCLUSIONES

El MinlON, como dispositivo portable de secuenciacién nanoporo, es efectivo para
secuenciar amplicones y determinar alelos. Esto fue comprobado utilizando como modelo el
sistema de alelos S del gen de la S-RNasa del capuli. En la investigacion, se detectaron los
alelos esperados para las 12 muestras utilizadas, y se lograron determinar dos nuevos alelos,
no detectados en investigaciones previas en el capuli. Esto sugiere una mayor sensibilidad de
la tecnologia empleada a comparacion de metodologias previas de haplotipado. Por tanto, se
considera que la plataforma MinION es una herramienta que permite disminuir costos, tiempo
y la necesidad de experiencia en la determinacion de alelos en una especie tetraploide de interés
comercial. En el estudio también se evidencid que el etiquetado por modificacion de primers
es un método factible para anadir coédigos de barras nucleotidicos a los amplicones, esto
permitié optimizar el uso de las celdas de secuenciacion, disminuyendo el costo por muestra.
El andlisis bioinformatico disefiado fue efectivo por diversas razones, que incluyen la
determinacion efectiva de alelos en una especie tetraploide y la obtencion de secuencias
equiparables a las referencias, obtenidas mediante secuenciacion Sanger. Tanto la metodologia
de etiquetado, como el andlisis bioinformatico disefiado, son herramientas adaptables a
investigaciones similares utilizando el MinlON como secuenciador. No obstante, para lograr
obtener los alelos adecuados en cada una de las muestras, fue necesario realizar analisis
bioinformaticos estrictos, que determinaron una pérdida considerable de informacion. Esto

implica que la herramienta disefiada es efectiva, pero no es eficiente en el uso de lecturas.
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TABLAS

Tabla 1. Primers forward modificados, empleados para la amplificacion por PCR de las 12
muestras de capuli

Muestra/Codigo de barras Secuencia (5'-----3")

1-pic023 TCGCCTTAGCTTTCCTTGTTCTTGGTTTTGCTTTC
2-imb011 TTCTGCCTGCTTTCCTTGTTCTTGGTTTTGCTTTC

3-pic002 TGCCTCTTGCTTTCCTTGTTCTTGGTTTTGCTTTC

4-car007 TCCTCTACGCTTTCCTTGTTCTTGGTTTTGCTTTC

5-car011 TAGATCGCGCTTTCCTTGTTCTTGGTTTTGCTTTC
6-h014 TATCCTCTGCTTTCCTTGTTCTTGGTTTTGCTTTC

7-pic019 ACAGGCGCGCTTTCCTTGTTCTTGGTTTTGCTTTC
8-car005 CATAGAGTGCTTTCCTTGTTCTTGGTTTTGCTTTC
9-car003 CTCTCGTCGCTTTCCTTGTTCTTGGTTTTGCTTTC

10-car012 TGCGAGACGCTTTCCTTGTTCTTGGTTTTGCTTTC
11-can009 TAGCGAGTGCTTTCCTTGTTCTTGGTTTTGCTTTC
12-c0017 CCAAGTCTGCTTTCCTTGTTCTTGGTTTTGCTTTC

Las secuencias corresponden al primer forward dirigido a la region SPR del gen de la S-RNasa.
A este primer se le incluyen 8 nucleotidos adicionales como codigos de barras especificos para
cada una de las 12 muestras analizadas. Estos codigos de barras especificos permitiran la
identificacion de los amplicones de cada una de las muestras después de la secuenciacion.

Tabla 2. Alelos identificados con una resolucion por coédigos de barras inespecifica

Codigo de barras- | Alelos identificados | Alelos reportados

muestra por Correa (2018)
1 — pic023 S13, S7 S8, S13
2 —imb011 S9, S13, S3, S7 S6, S8
3 — pic002 S9, S13, S3, S7 S3, S4
4 — car007 S9, S7, S8, S13 S5, S13
5 —car0l1 S9, S13, S8, SX S7,S9
6 —h014 S9, S8 S8, S9
7 —pic019 NO S4

8 — car005 NO S12

9 —car003 S9, SY, S8 S9, S14
10 — car012 S9 S14

11 — can024 SY, SX S8

12 —c0017 S9, S4, S8, S11,SX | S9

Se muestran los alelos obtenidos cuando se realizé una resolucion por codigos de barras no
robusta. En este caso, no se detectaron los alelos esperados y no se encontraron lecturas
asociadas a los codigos de barras 7 y 8, evidencias indicativas de una resolucion por codigos
de barras inespecifica.



Tabla 3. Alelos identificados mediante un analisis adecuado

Codigo de barras- | Alelos identificados

Alelos reportados

muestra por Correa (2018)
1 — pic023 S8, S13 S8, S13
2 —imb011 S6, S8 S6, S8
3 — pic002 S3, S4 S3, S4
4 — car007 S5, S13 S5, S13
5 —car0l1 S7,S9 S7,S9
6 —h014 S8, S9 S8, S9
7 —pic019 S4, S5, S9, SX S4

8 — car005 S12 S12

9 — car003 S9 S9, S14
10 — car012 S14, SY S14
11— can024 S8 S8

12 —c0017 S9 S9
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Los alelos se determinaron mediante dendrogramas de: todo el gen, la region C2-C3 y el intron
I. Todos los arboles fueron consecuentes en los alelos presentados, que coinciden ademas con
lo reportado previamente. Los alelos denominados SX y SY no se habian reportado en estudios
anteriores. En el Anexo F se encuentran las secuencias completas de ambos y la secuencia

completa del alelo S6.
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FIGURAS

w———

Pic023 Imb011 Pic002 Car7  Car011 H14

/

BCO1 BCO2.  BCO3  BCO4 ~BCO5  BCOG -

Figura 1. Amplificacion del gen de la S-RNasa con los primers modificados

Se muestra el resultado de la PCR de 6 muestras: pic023, imb011, pic002, car007, car011,
h014. La presencia del codigo de barras (BC) en el extremo 5 del primer forward no afecté la
calidad de la amplificacion. Ladder: 100 pb (Promega).
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Figura 2. Numero de lecturas luego de la resolucion por codigos de barras (pre-filtracion) y
después de la filtracion por calidad y tamafio

Se observa que no existe una distribucion homogénea del nimero de lecturas por codigo de
barras. Los umbrales utilizados en la filtracion fueron: calidad: Q=12; tamafio: 800 pb. El
paso de filtracion elimind el 61% de las lecturas crudas separadas por coédigos de barras.
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Alineamiento de todo el gen

DNA Sequences | Translated Protein Sequences

1. Seq8_organism_Prunus_serotina_S8-RNase_allele_partial_CDS [GIG
2. CONSENSO_C8_BC06
3. CONSENSO_C3_BCO1
4. CONSENSO_C20_BC11
5. CONSENSO_C6_BC02

Alineamiento de la region C2-C3

DNA Sequences | Translated Protein Sequences
Specles/Abbrv
158 cc
2. Consenso_c3_bc01.58 €€
3. Consenso_c6_bc02-58 €€
4. Consenso_c8_bc06-58 €€
5. Consenso_c20_bc11-58 €€

Alineamiento del intron I

DNA Sequences | Translated Protein Sequences
Species/Abbry
158

2. Consenso_c3_bc01.58 €
3. Consenso_c6_bc02-58
4. Consenso_c8_bc06-58 €
5. Consenso_c20_bc11-58 €

Figura 3. Ejemplo de los alineamientos realizados para comparar las secuencias obtenidas
con las secuencias de referencia

<
)
[:

En cada caso, los alineamientos se realizaron entre las secuencias de referencia reportadas
previamente por Correa (2018) y las secuencias consenso que se agruparon a estas en los
dendrogramas. En el ejemplo se muestran las secuencias consenso asociadas al alelo S8. Los
resultados obtenidos con los demas alelos determinados son similares al presentado.



ANEXOS

ANEXO A: ESTRUCTURA DEL GEN DE LA S-RNASA

S-RNase

Signal peptide

(W, et. al., 2013)
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ANEXO B: MUESTRAS DE CAPULI UTILIZADAS PARA LA SECUENCIACION
DEL GEN DE LA S-RNASA

Provincia Accesiones Estudio de origen de las
muestras
Pichincha Pic023, Pic002, Pic019 (Guadalupe, et. al., 2015)
Imbabura ImbO11 (Guadalupe, et. al., 2015)
Carchi Car007, Car011, Car005, (Guadalupe, et. al., 2015)
Car003, Car012

Chimborazo HO14 (Guadalupe, et. al., 2015)
Cafiar Can009 (Guadalupe, et. al., 2015)

Cayambe C0017 (Baquero, 2018)
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ANEXO C: PRIMERS ESPECIFICOS PARA LAS REGIONES SPR (FORWARD) Y
C5 (REVERSE)

Primer Secuencia (5"------- 39

Forward CCTTGTTCTTTGTTTTGCTTTCTTCTT
Reverse GTTACATGAAGTGGTATTTTG
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ANEXO D: DENDROGRAMAS REALIZADOS PARA OBTENCION DE ALELOS

CONSENSO C27 BCO7

CONSENSO C3BC09

CONSENSO C15BC12

Seq9 organism Prunus serotina S9-RNase allele partial CDS
CONSENSO C2 BCO5

CONSENSO C6 BC06

CONSENSO C2 BC09

CONSENSO C5BCO06

CONSENSO C5BCO05

Seq7 organism Prunus serotina S7-RNase allele partial CDS
CONSENSO C2 BC02

CONSENSO C26 BCO7

Seq5 organism Prunus serotina S5-RNase allele partial CDS
CONSENSO C4 BC04

CONSENSO C1BC10

Seq14 organism Prunus serotina S14-RNase allele partial CDS
CONSENSO C4BC08

—i Seq12 organism Prunus serotina S12-RNase allele partial CDS
Seq10 organism Prunus serotina S10-RNase allele partial CDS

CONSENSO C3BCO03

Seq3 organism Prunus serotina S3-RNase allele partial CDS

CONSENSO C30BC07

| S€q2 organism Prunus serotina Intron | S2-RNase allele Intron
e Seq6 organism Prunus serotina Intron | S6-RNase allele Intron

— Seq11 organism Prunus serotina Intron 1 S11-RNase allele Intron

[ Seq4 organism Prunus serotina S4-RNase allele partial CDS

|CONSENSO Cc12BCO7

CONSENSO C5BCO03
CONSENSO C9BCO06
Seq13 organism Prunus serotina S13-RNase allele partial CDS
CONSENSO C4BCO03
CONSENSO C1BCO1
CONSENSO C5BC02
CONSENSO C3 BC04
CONSENSO C3 BCO05
CONSENSO C2BC10
Seq1 organism Prunus serotina S1-RNase allele partial CDS
CONSENSO C3 BCO1
CONSENSO C20BC11
CONSENSO C6 BC02
CONSENSO C8 BC06

Seq8 organism Prunus serotina S8-RNase allele partial CDS

0.20

Dendrograma realizado con las secuencias de referencia y las secuencias consenso, utilizando
todo el gen
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Consenso c2 bc05-S9
Consenso c15bc12-59
Consenso ¢3 bc09-S9
Consenso c27 bc07-S9
Consenso c6 bc06-S9
s9
s6
Consenso c2 bc02-SA-nuevo-6
Consenso c26 bc07-S5
s5
Consenso ¢4 bc04-S5

| s14
| consenso c1bc10-514

| s7
Consenso ¢5 bc05-57
Consenso c¢2 bc10-Snuevo

s8

Consenso ¢3 bc01-S8

Consenso c6 bc02-58

Consenso ¢8 bc06-S8

Consenso c20 bc11-S8
| s12
| consenso c4 bc08-512

s2
s1
s11

s4
41 Consenso ¢12 bc07-54
Consenso ¢5 bc03-54
s3
Consenso ¢3 bc03-S3

—s10
- Consenso ¢30 bc07-Sn

Consenso ¢3 bc04-513
_| 13
Consenso ¢1bc01-513

Dendrograma realizado con las secuencias de referencia y las secuencias consenso, utilizando
las secuencias del intron 1.



45

Consenso ¢3 bc09-S9
Consenso c¢15bc12-59
Consenso ¢9 bc06-S13
Consenso ¢5 bc06-S7
Consenso c6 bc06-S9
Consenso c2 bc05-S9
s9

Consenso c27 bc07-S9

s14
Consenso c¢1bc10-S14

s13
Consenso c1bc01-513
Consenso ¢3 bc04-513
| Consenso c2 bc02-SA-nuevo-6
Consenso ¢5bc02-513
Consenso ¢30 bc07-Sn

1

— —s10
| s4
l‘ Consenso c5 bc03-54
Consenso c12 bc07-54
s1
| s5
_| Consenso ¢4 bc04-S5
—— Consenso c26 bc07-S5
512

L consenso c4bc08-512
Consenso ¢3 bc03-S3
—{ Consenso ¢4 bc03-513
s3
Consenso ¢3 bc05-513 o nuevo
—( 7
Consenso ¢5 bc05-S7
Consenso c2 bc10-Snuevo

Consenso ¢6 bc02-S8
Consenso c20bc11-S8

s8
Consenso ¢3 bc01-S8
Consenso ¢8 bc06-S8
—_
0.20

Dendrograma realizado con las secuencias de referencia y las secuencias consenso, utilizando
las secuencias de la region C2-C3.
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ANEXO E: PATRONES CAPS OBTENIDOS IN SILICO PARA COMPROBAR LOS

ALELOS DETERMINADOS
Enzima de Restriccion
Consenso y Rsal Mbol Hinfl
Alelo
identificado _
C3bc01-S8 I i T pE—— - —
C6bc02-S8 -
C4bc04-S5 e

C2bc05-S9
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C8bc06-S8

Ladder + NEB 10060 - Name_1

152kb

1

1.00 k>

.20
900
800

700bp

600
500
400
300
200

100 5p

kb

bp
bp
o
oo
bp
)
oo

C30bc07-
Nuevo
Patron

Ladder +

152k
120k
100k
900
800
600
400
300
200

bp
o
7000p
bp
500p
bp
o
bp
1000p

NEB 100bp Rsal Name_1

Ladder + | NEB 1000p

152kp

1.00 kb
900 bp.
800 bp.
700 bp
600 bp.
500 bp.

400 bp

300 bp

200 bp

100 bp.

100 bp

NEB 1006p

C27bc07-S9

C3bc09-S9

Ladder +

152k

120k

NEB 100bp

Ladder + NEB 10050

152k

100k
900 bp
800 bp
700bp
600 bp.
500 bp

400 bp

2009

100 bp

Ladder + |NEB 100bp

152k

120k

1.00kb
900 bp
800 bp
700 bp
600 bp

500 bp.

400bp

200bp

100 bp

Name_1

Ladder + |NEB 1000p

Ladder + |NEB 100bp - Name_1

1.00kb
900 bp
800 bp
700 bp
600 bp

500 bp

400 bp

200 bp

100 bp

1.00kb
900 bp
800 bp
700 bp
600bp
500 bp
400 bp
300bp
200bp
100 bp
Ladder + | NEB 100bp . Name_1
152kb 1820
120k 120k0
1.00kb 1.00kd
900 bp 900bp
800bp 800bp
700bp 700bp
600bp 600bp
5000p 500bp
400 bp 400bp
3000p 300bp
2000p 200 bp
100 bp 100 bp

Ladder + | NEB 100bp

Name_1
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Czbclo_ Ladder + | NEB 1000p - Name_1 Ladder + |NEB 100bp . Name_1 Ladder + |NEB 1000p . Memet
152kb
Nuevo
4 1.20kb
Patron
1.00kb
900 bp
800 bp.
700 bp
600 bp
500 bp
400 bp
300 bp
200 bp
100 bp
. Ladder + | NEB 1000p
Czobcll_ss Ladder + |NEB 1000p Name_1
y 1.52kb
120kb
100 kb
900 bp
800 bp
700 bp.
600 bp
500 bp
400 bp
300 bp
200 bp
100bp
Ladder 4 NEB 1000p - Name_1 Y
C15b012-s9 Ladder + NEB 1000p - Name_1
152k e .
1200 -~ 20w
::: 1,00k 101
%00bp. 900bp
oo 800 bp 800 bp
o 700bp 700bp
oo 600bp. 600bp
500bp %0bp 500bp
400bp “000p 400bp
300bp 300bp 300bp
200 bp 200bp 200 bp
100bp 1000p 10009

Se muestran algunos ejemplos de los patrones CAPS obtenidos in silico utilizando el programa
Genome Compiler. La regién sometida a la restriccion in silico fue la C2-C3. Los patrones
obtenidos coinciden con los reportados para los alelos detectados segun la investigacion de
Correa (2018), a excepcion de C30bc07 y C2bcl0, que representan los alelos nuevos
detectados en el presente estudio. La nomenclatura CAbcOB indica el consenso A del codigo
de barras B.
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ANEXO F: SECUENCIAS COMPLETAS DE LOS DOS ALELOS NUEVOS
DETECTADOS Y DEL ALELO Sé6

SX (CONSENSO_C30_BC07)
TTGTTCTTGGTTTTGCTTTCTTCTTGTGTTTCATTATGAGCACTGGTGGGTTGCATT
ACAATTTCTTTGCTCTTTATATTCTGTCATATAGTTAGTATTGCATTTTATACTTAATT
TTTATGTTTAGAGAAATATGTATGCATTTATCAGGTAAGGGAGGACAACGTTCTTTG
GATGAATAACTATTTGGGAATTACATTTCTGCATGGTTTCTTTGGTCTACTCTGATA
GTTGTTGCAATAAGTGCAGTGTTCATCATTTCAAGCTAAAACTAGGTACTTTATACA
TCAAATCCTTATTTAAGATACCATTAACCTTCTCACAATAATTTTCGCAGGATCTTAT
GTGTATTTTCAATTTGTGCAACAATGGCCACCGACGACCTGCAGACTTAGCAGCA
AACCTTCCAACCAACACCGGCCATTACAAAGATTCACCATCCATGGCCTATGGCCA
AGTAACTATTCAAACCCAAGGAAGCCTAGTAATTGCAATGGATCACAATTTGACGC
AAGGGAAGTGGTACGTATTGTTTCATTATTTTCTAACTTACTCTTTGGCATTTAGTTT
TTTAGGTTTTTTTTAAAAGGAATTAGTGTTTAGAAAATTAGATTGTCATGTGAAGAT
TTTAATAAATAAATAAACCTTTTTCAATAAGCCTTGGGTGTTATAGATTAAATTTTGA
TGTTGGTTCTTAGTTAGACACATTATTTTAAATATATAGTTAAGTAAAAAATGGTAA
GTACATATTAATATACCATCGAAAATATAATGGATCTGCTAATCTAATTATATGACCTA
CCATTTTGTACTAATGCATATATGCAAAACATTGTACATCAATTTTTTTTTTTTAAAG
CAAGGCTATAATATATTATTGGGGATTAAACTCAAAATTAATGCTCGGATTTAATGA
GACAAAAAACAATCTTTATATTTTTAGTACAAGCGACAATATAAATTACACAAGAG
TATCATTCAAGAATGAAAATCTAATTATCATTTATTCAATTTACTTTTTCTCAAAATAT
GTGTCTACATGGTTTGGATGTCTCAGTCCCCCCCCAATTGCGATCAAAACTGAAGA
TATCTTGGCCCGACGTGGAAAGTGGCAATGATACACAATTTTGGGAAGGCGAATG
GAACAAACATGGTACTTGTTCCGAAGAGACACTTGACCAAACGCAATACTTCGCG
CGATCCCACGCATTTTGGAACATGCGCAATATTACGGAGATCCTTAAAAACGCATC
AATCGTACCACATCCGACAAAAACATGGAAATACTCGGACATAGTGGCACCCATTA
AAGCAGCAACTAAAAGAATCCCCTCCTTCGTTGCAAACGTGATCCAGCACAGATT
AAGAGCGGGCCGAAGACTCAGCTGTTACATGAAGTGGTATTTT

SY(CONSENSO_C2_BC10)
TTGTTCTTGGTTTTGCTTTCTTCGACATTTGTTTCAAGTGTTTTTGCTTAACTCTGTT
CATTTTGGTTGTTTAATAAAAATTTTGCTTAACTCAAACTAATGAAGAGTTTATTATT
GAATCTTCTTGGGTTGCATGTACTTGTTAATTCGAGCTACAAATTAACAAACTTTAT
GATGGATAGCTCACATTTGTCTGCGAAAGGAATTTCTTTTGGTTGTTAGTTCTGGTT
TCTTGTTGGGTTAAGTTCATTTTTTGTTTTACTTAATTGAAATTACACTAAATTTAAA
ATAGCGGGCTTCATGAGGGTTCTTACTGTTGAATACCTTTTGATACTCGTTGATCTG
CAGGACATTAAAAGGGAGACGTGGATGCTTACTGATGAAGGAAAGGCATATACTG
CTACTGGATCACCTGAAGTGCAACTGTTCCTGGCCATACCACCAGAGGGTATTCCA
AAAGAAGAATTGCAGGTGATTATTATGGCTCTCGCCTTTAATTTAGAAAATCTGATA
CGATGCATGATTCATTGGTTCTATTCAATTATGTTCTGTGCTTGTAGTTTCTCTTTGT
TCACGAGTTATTAATCTTTGATGCTACATGTGTTTTGAAACTGATGTTTTATTCAAG
AAAAGCTGGATCCATCAGTTTTCAAAATAGGTTGCGCCCAGGCTGCAAAGAATAA
ATGGGTGGAGATGGGAAAACAACTTGTCACCAGAAAGGTAACACCTCACTAACC
AAATCTCTATAAGTAATAATGTCTGTTAGGAGTGTTTTAGATATGTTACGTAGGGGC
TATGAGCTTCCTGGAATTTATCCTAATACAGTATTTTGTTCCAGTTTATGTGAATAAG
TAGGCCCTTTTGTCAATTTATTTTGGCGTCATGGTTAATGAAGCCATGGATACTTAT
CTTGTGTCAGGAGTCCTTCATGTTCTCCATTGACAATCCAGCCAAAGACTTGTTAT
TGGGATAAAAATTTATCTCTGATACACTAAAATATAATTTTTGTAGAATCTGTGATAG
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TATTTAGTGTGTTTTCTTTCCCCTTCATTGATAATTATTATATGTTTCTCGTTTGACTG
TTTTCAAGATTTATTCTTTTATTTGTGTGTCTAATGGACTCCGATATTATTGTTTGTTT
TATTATGCGGTTCGTTGGTGCTTTTAAACTTTCATTTGATAGTGTTCATAAATGTTCA
TCAGCTTTGTTCTGTTTGTGTGTCTTTGTCTTTTTGTTTTGAAGTGATTCTGGATGT
GTGTGGAATCCACAAATGTCTGATGATGCTAGTATATCCATGTTTTGCCTCAGTTGT
TACATGAAGTGGTATTTG

S6 (CONSENSO_C2_BC02)
TTGTTCTTGGTTTTGCTTTCTTCTTTTGTTACGTTATGAGCAGTAGTGGTGGGTTGC
ATTACAATCTTTTGCTATATCCTATATGCATATAATCAGCATTGCATTTTTCTACTTTT
ATTTGTTGTTCAGAGAACTATTGTGTGTATTCGATGATGTGTCAGGTGACATGCGGT
GTATTGAATTAACCCACATATTTTTCATTTAATCTAACGCACAACTTTCTTTGGATGA
GCAAGTATTTGGAATTGTTTTTCCCCATGTCCTCTTTTTTGTTTTCATCATCTTTTGT
TTATTCTGATAATTGGTTGCAATAAGTGCAGTCTATTCATCATGATAATTTTGGCAGG
ATCTTATGACTATTTTCAATTTGTGCAACAATGGCCACCGACGAACTGCAGAGTTC
GCGTCAAGCGACCTTGCTCCAATCCCCGGCCATTACAATATTTCACCATCCATGGC
CTATGGCCAAGTAATTATTCAAACCCAAGGATGCCAAGTAATTGCACTGGGTCGCA
ATTTAAGAAACAGAATTTGGTATGTATTTTTTTCACTTTGTTTTTAGAAAATTAGATT
GTCATCTGAAAATAATATAAACTTTTCAATAAATTTTGGGTGTAACATAAAATTTTAT
GCTGGCACACATCGTAAGTATAAAGTTGGAAGTACATTTATTTACGTATTTTATAAT
AATATATCGAATCATTTAATAAATGGATTTACCACTCCGTACTATAATCGAAATATTG
TACTTATATGAGATGATAAAAATAAAAATATAATTTAGGACAGATTTAATGAAAAAA
GAAGTTCTTGTCCAATAATGAAAATCTAACTCTCCCTTGCGTTTTTACCTTTTTCTC
CTCAGTACCCTTATATGCAATCCAAACTGAAGATATCTTGGCCGGACGTGGAAAGT
GGGAATGATACAAAATTTTGGGAAGGCGAATGGAACAAACATGGTACATGTTCCG
CACGGACACTTAACCTAATGCAATACTTCCAACGATCCCACGCAATGTGGAAATCA
CACAATATTACAGAGATCCTTAAAAATGCTTCAATCGTACCACATCCGACACAAAC
ATGGAAGTACTCGGACATAGAATCACCCATTAAAAGAGCAACTAAAAGAACACCC
GTCCTTCGTTGCAAACGTGATCCAGTACAGGCGAATACCCAGCTGTTACATGAAGT
GGTATTTTAAC
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ANEXO G: COMANDOS UTILIZADOS (ANALISIS BIOINFORMATICO)

Paso Programa Comandos

1-Analisis general de Fastqc $fastqc *.fastq -o input.fastqc

pardmetros de la

secuenciacion (distribucion

de tamarfio de lecturas,

contenido de GC, calidad

de las lecturas)

2-Resolucion por codigos Porechop $porechop -i input_reads.fastq.gz -b

de barras output_dir --barcode threshold 100

3-Filtracion NanoFilt $gunzip -c input.fastq.gz | NanoFilt -q
12 | gzip > input-hq-reads.fastq.gz
$gunzip -c input-hq-reads.fastq.gz |
NanoFilt -1 800 | gzip > input-hq-1800-
reads.fastq.gz

4-Obtencion de estadisticas | SeqKit $seqkit stat input-hq-1800-reads.fastq.gz

y conversion a .fasta
$seqkit fq2fa input-hq-1800-reads.fastq
> input-hq-1800-reads.fasta

5-Reordenamiento de las BBMap $sortbyname.sh in=file.fa out=sorted.fa

lecturas length descending

6-Agrupamiento MeshClust $meshclust input-hq-1800-reads-

7-Seleccion y etiquetado

Funcion
Unir varios archivos
Separar varios archivos

BBMap, SeqKit

sorted.fasta [--id 0.90] [--kmer 3] [--
delta 5] [--output output.clstr] [--
iterations 20] [--align] [--sample 3000]
[--pivot 40] [--threads TMAX]
$filterbyname.sh in=reads.fa
out=selected.fa names=names.txt
include=t

$seqkit replace -p .+ -r "seq {nr}"

Otros comandos de utilidad
Programa/Paquete | Comando

pyfasta

$cat *.fasta > merged.fasta
$pyfasta split -n X original.fasta
X: numero de lecturas dentro del
archivo original



