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RESUMEN 

Vaccinium floribundum o mejor conocido como mortiño, es un arbusto nativo de la región 

andina, conocido por su importancia económica, cultural y ecológica dentro del Ecuador. Sin 

embrago, hasta el día de hoy no existe estudios genómicos de esta especie. En esta 

investigación se buscó ensamblar y anotar el genoma de la mitocondria de V. floribundum a 

partir de lecturas largas. El genoma de la mitocondria es una fuente de información sobre 

evolución y adaptación ambiental. Para la búsqueda del mejor protocolo de ensamblaje se 

utilizó programas bioinformáticos donde se evaluó las diferentes combinaciones posibles con 

el fin de obtener un tamaño aproximado de 459 kb nucleótidos perteneciente al género 

Vaccinium. Se determinó que SMARTdenovo y Hinge en combinación con Nanopolish 

produjeron las secuencias óptimas para la anotación y búsqueda de genes, gracias a su mayor 

cercanía al genoma de referencia de la mitocondria de  V. macrocarpon (KF314261.1). A 

partir del ensamblaje de lecturas largas, se encontró que es posible el ensamblado de genomas 

continuos y de buena calidad. Sin embrago, es necesario incorporar más información, mayor 

número de secuencias largas, implementación de secuencias cortas, nuevas referencias, con 

el fin de obtener resultados de mejor calidad. Este es el primer estudio donde se reporta el 

genoma de la mitocondria del mortiño, especie silvestre nativa de los andes ecuatorianos. 

Información clave para posteriores estudios genómicos sobre evolución y adaptabilidad de 

especies de plantas al páramo.  

 

Palabras clave: mortiño, Vaccinium floribundum, genoma de la mitocondria, secuenciación, 

lecturas largas, ensamblaje, anotación,  
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ABSTRACT 

Vaccinium floribundum or better known as mortiño, is a native shrub of the Andean region, 

known for its economic, cultural, and ecological importance within Ecuador. However, to 

date, there are no genomic studies of this species based on the blueberry. In this research, the 

assembly and genome annotation of the mitochondria of V. floribundum was tried using long 

reads. The mitochondrial genome is a source of information on evolution and environmental 

adaptation. To search for the best assembly protocol, bioinformatic programs were used 

where the different possible combinations were evaluated in order to obtain an approximate 

size of 459 kb nucleotides belonging to the closest size to the Vaccinium genus. It was 

determined that SMARTdenovo and Hinge in combination with Nanopolish produced the 

optimal sequences for gene annotation and searching, thanks to their closer proximity to the 

reference genome of the reference V. macrocarpon mitochondria (KF314261.1). From the 

assembly of long reads, it was found that the structuring of continuous and good quality 

genomes is possible. However, it is necessary to incorporate more information, a greater 

number of long sequences, implementation of short sequences, and new references, in order 

to obtain better quality results. Finally, to carry out the first study where the genome of the 

mitochondria of the mortiño, a wild species native to the Ecuadorian Andes, is reported. Key 

information for subsequentgenomic studies of evolution and adaptability of the plant to the 

páramo zone. It represents promoting, an understanding of the functioning and adaptation of 

the species to the Andean moors. As well as granting a genetic resource for further studies 

within this variety. 

Keywords: Andean blueberry, Vaccinium floribundum, mitochondrial genome, sequencing, 

long reads, assembly, annotation 
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1 INTRODUCCIÓN 

1.1 Generalidades de Vaccinium Floribundum Kunth  

1.1.1. Características, distribución, propiedades destacadas 

Vaccinium floribumdum Kunth, conocido normalmente como mortiño o uva de monte 

pertenece a la familia Ericaceae. Es un arbusto silvestre nativo de los páramos andinos. Se 

distribuye en el noroccidente de Suramérica dentro de Venezuela, Colombia, Ecuador y Perú. 

Su distribución recorre de los 2500 y 4300 msnm en zonas con climas fríos, templados de 7-

18 ºC con alta radiación solar. Su crecimiento llega de los 2.0 – 2.5 m de altura, con hojas 

pequeñas, flores de menos de 1 cm las cuales pueden crecer en racimos o solitarias, con flor 

de color blanca o rosada, su fruto es una baya esférica lisa de 5 a 8 mm de color morado 

obscuro, azul y (Coba et al., 2012). V. floribundum se caracteriza por sus propiedades,  en 

hojas y frutos que poseen un potencial antimicrobiano. Sus bayas se caracterizan por ser 

antioxidantes por la alta presencia de polifenoles y antocianinas beneficiosos para prevenir 

oxidación molecular, enfermedades neurológicas y cardiacas (Chiluisa, 2015, Coba et al., 

2012).  

1.1.2. Importancia económica, cultural, y ecológica 

Dentro de la sociedad y economía ecuatoriana juega un papel importante, debido a 

que sus frutos son utilizados para la preparación de la colada morada (bebida tradicional), 

vinos, postes, además de ser una fuente económica de comunidades andinas indígenas (Coba 

et al., 2012).  Su recolección es silvestre debido a su dificultad de propagación por la baja 

tasa de germinación de sus semillas y la falta de investigación de protocolos de propagación 

con insumos agropecuarios (Coba et al., 2012, Chamorro, 2019) 

V. floribundum, tiene un rol ecológico importante gracias a que brinda protección y 

alimento a la fauna de los páramos, después de incendio y deforestaciones se caracteriza por 

su recuperación rápida de tallos y hojas (Chiluisa, 2015). El mortiño se encuentra amenazado 

por deforestaciones, incendios, el cambio de la zona de páramo por zonas dedicadas al 
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pastoreo, malas prácticas de recolección de frutos dando como resultado una eliminación en 

la estacionalidad de la planta (Chamorro, 2020). 

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

Se ha buscado entender de mejor manera el comportamiento de esta especie mediante 

la determinación de la diversidad genética y estructura poblacional de V. floridundum en los 

páramos del Ecuador ( Cobo et al.,2016,  Vega-Polo et al., 2020,). En la investigación de 

Vega-Polo et al, 2020,  se determinó la estructura poblacional del mortiño dentro del Ecuador, 

donde esta especie presento un alto grado de diversidad genética, y una estructura poblacional 

en base a la interacción de dinámicas de aislamiento por distancia y altitud geográfica, 

distintivo de la zona de páramo.(Vega-Polo et al., 2020). 

1.2 Secuenciación con Oxford Nanopore Technologies 

El primer secuenciador por nanoporo, fue el MinION que es una tecnología de Oxford 

Nanopore Technologies (ONT), la cual se basa en la lectura de moléculas de ADN mediante 

su paso por un poro de proteína a nano escala que se encuentra incrustado dentro de una 

membrana resistente a la electricidad. MinIONsirve como un biosensor capaz de soportar 

una corriente de voltaje constante (Wang et al., 2021, Jain et al, 2016).  La lectura de las 

moléculas de ADN se basa en los cambios de corriente iónica, lo cual representa una 

secuencia de nucleótidos que se detecta y codifica a algoritmos bioinformáticos (Wang et al., 

2021). Los datos recopilados son procesados por MinKNOW, un software operativo de ONT 

el cual establece parámetros y da seguimiento a la muestra. Es capaz de realizar un llamado 

de bases el cual a partir información cruda traduce cargas eléctricas a una base nucleotídica, 

base para el ensamblado y anotado posteriormente (Wang et al., 2021).   
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MinION es el primer secuenciador de lecturas largas, 10000-100000 pares de bases, 

permite la producción de datos en una menor cantidad de tiempo, con presupuestos más bajos 

sin la necesidad de una capacidad computacional alta gama (Jain et al, 2016, Wang et al., 

2021). Estas características lo diferencian de otros secuenciadores siendo un dispositivo útil 

para investigación debido a su portabilidad sin límites. El uso de MinION desencadenó una 

ola de secuenciamiento de diferentes genomas de especies con interés potencial (Jain et al., 

2016). Teniendo como base la generación de una secuencia consenso la cual posee toda la 

información genética de un individuo u organelo en la cual se puede identificar regiones de 

interés. El proceso para la estructuración, ensamblaje, de cualquier genoma se da mediante 

los siguientes pasos:  a. La generación de contigs mediante el sobrelapamiento de lecturas. 

b. La unión de contigs mediante sobrelapamientos que da un andamio de estructura scaffolds. 

c. Relleno de zonas sin coincidencias gaps (Wang et al., 2021). El anotado permite que, a 

partir de una estructura ordenada o secuencia consenso, se identifique regiones de interés 

dentro del material genético que tiene una función dentro del individuo (Jung et al., 2020).  

Con la información obtenida se realiza una búsqueda en bases de datos como el NCBI, Gene 

Ontology Resourse,o Kyoto, donde se obtiene accesiones de las regiones de interés que se 

puede relacionar a procesos metabólicos (Lathe et al., 2008).  

1.3 Mitocondria  

La mitocondria es un organelo que actúa como central energética de la célula, produce 

la energía necesaria para activar rutas metabólicas (Aanen et al., 2014). Esta energía se 

obtiene mediante la oxidación de metabolitos sintetizando trifosfato de adenosina (ATP)  

(Aanen et al., 2014).  La mitocondria contiene material genético propio el cual, posee 

información de la evolución de cada especie y su adaptabilidad ambiental (Aanen et al., 
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2014).  Dentro del género Vaccinium, la mitocondria tiene un tamaño alrededor de los 400 

kb, con un total de 33 genes identificados codificantes de proteínas, ARNr, ARNt útiles en 

la oxidación de molecular y adaptación evolutiva (Fajardo et al., 2014).  

1.4 Secuenciación del genoma mitocondrial de V. floribundum 

A partir de la secuenciación, ensamblaje y anotación de genomas mitocondriales se ha 

logrado conocer información de la evolución, adaptabilidad ambiental, análisis filogenético 

para determinar la similitud funcional entre varios niveles taxonómicos (Palmer et al., 2000, 

Xu et al., 2021). Se conoce un número reducido de genomas mitocondriales.Dentro del 

género Vaccinium, tan solo existe una referencia, Vaccinium macrocarpon (KF386162.1) 

perteneciente a la mitocondria (Xu et al., 2021).  

Este proyecto tiene como objetivo buscar y evaluar el mejor protocolo para realizar el 

ensamblaje y, anotación del genoma de la mitocondria de Vaccinium floribundum. 
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2 METODOLOGÍA 

2.1 Recolección de muestras de V. floribundum 

En la localidad de Lloa, Pichincha, Ecuador (S0° 11.55122' W78° 35.216') bajo el 

contrato marco MAEDNB-CM-2016-0046-M-0002, se recolectaron hojas jóvenes de un 

arbusto de mortiño (muestra P079). Las hojas fueron almacenadas en sílica gel y 

posteriormente transportadas al Laboratorio de Biotecnología Vegetal de la USFQ. Su 

almacenamiento inicial se lo realizó a -20 ºC y luego de aproximadamente un día se conservó 

el material vegetal a -80 ºC hasta la extracción de ADN. 

2.2 Extracción de ADN y purificación 

La extracción de ADN se realizó de hojas jóvenes mediante el protocolo High-

Molecular-Weight DNA Using Organic Solvents de Green y Sambrook (2021). Después, se 

realizó una eliminación de fragmentos (< 10 Kb) mediante el kit Short Read Eliminator 

(Jones et al., 2020). Para posteriormente cuantificar el ADN obtenido mediante NanoDrop y 

Quibit con el fin de ver su calidad para la secuenciación. 

2.3 Secuenciación en MinION del genoma de V. floribundum  

Con el ADN extraído se realizó la preparación de librerías mediante el kit de ligación 

SQK-LSK109 de ONT (Reiling et al., 2020). Al protocolo propuesto se le realizaron algunas 

modificaciones como: el uso de 2 μg en vez de 1 μg de ADN, dentro del paso de ligación de 

adaptadores de incubó el buffer de ligación, adaptadores y la enzima ligasa por 20 minutos 

en vez de 10. Para la carga de la librería se utilizaron dos celdas de flujo en el equipo MinION 

Mk1B. Se utilizó MinKNOW v.7 y Guppy v1.1 alpha13-0glec7786 para el llamado de bases 

y LongQC para el control de calidad de las lecturas (Wick et al., 2019). 
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2.4 Análisis bioinformático 

Se siguió el protocolo que se observa en la Figura 1.  

2.4.1 Pre-procesamiento de lecturas de la secuenciación de V. floribundum  

En el pre-procesamiento de lecturas se usó Porechop v0.2.4 para la remoción de 

adaptadores. Posteriormente se utilizó Nanofilt v2.8.0 para eliminar lecturas con una calidad 

menor a Phred= 9 y se filtró las de tamaño menor a 1kpb (Wang et al., 2018) 

2.4.2 Extracción de lecturas de la mitocondria de V. floribundum 

Al realizar la secuenciación se abarca todo el genoma de V. floribundum, nuclear, del 

cloroplasto y de la mitocondria. Se filtró el material genético de la mitocondria mediante el 

software Brasr v5.3.5 (Wang et al., 2018), en base a la referencia de V. macrocarpon (código 

de accesión: KF386162.1). Para el análisis de las lecturas se realizó un reporte de calidad 

mediante LongQC (Fukasawa et al., 2020). 

2.4.3 Ensamblaje del genoma de la mitocondria de V. floribundum 

Se emplearon cuatro ensambladores de lecturas largas para el ensamblaje de novo de 

las secuencias mitocondriales filtradas: Hinge v.0.41 (Kamath et al, 2017), Canu v.1.4. 

(Koren et al, 2017), Flye v. 2.7-0 (Kolmogorov et al., 2019), y SMARTdenovo v.1.0.0 (Liu 

et al., 2021). En el ensamblador Flye, se aumentó el parámetro --asm-coverage=50 para 

minimizar el uso de memoria (Kolmogorov et al., 2019). Se especificó para todos los 

softwares un tamaño esperado del género Vaccinium de 459kb con base a la referencia 

(Fajardo et al., 2014) y se complementó el resto de los parámetros con opciones default. 

2.4.4 Pulido del genoma de la mitocondria de V. floribundum 

El pulido de un genoma se busca minimizar la cantidad de errores que no se pudieron 

identificar en pasos anteriores para obtener una secuencia consenso de  mejor calidad 
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(Morisse et al., 2021). Se realizó un reordenamiento de los contigs generados por cada 

ensamblador en base a la referencia de V. macrocarpon (KF386162.1) mediante el script de 

Wang et al. (2018). En base al reordenamiento de los contigs, se obtuvo una sola secuencia 

consenso por ensamblador, las cuales se pulieron con Racon v1.4.20, Nanopolish v0.13.2, y 

Racon v1.4.20 + Nanopolish v0.13.2 (Wang et al., 2018, Senol Cali et al., 2019).  

2.4.5 Evaluación de los genomas de la mitocondria de V. floribundum 

La evaluación de las combinaciones entre ensambladores y pulidores se realizó 

mediante un llamado de variantes/SNPs, donde se analizó las mejores combinaciones en base 

a secuencias consensos, determinando la cantidad de nucleótidos diferentes entre la secuencia 

generada con la referencia. Se realizó un llamado de variantes mediante Nanopolish v0.13.2 

con el comando de nanopolish variants (Shikov., 2021).  Estas secuencias fueron evaluadas 

posteriormente por métricas en base a tamaño del genoma, alineamiento más largo, menor 

cantidad de indels, y ratio de duplicación en QUAST (Gurevich et al, 2013). En Geneious 

Prime 2022.1.1 mediante la herramienta “Pairwise Aligment”, se alineó las secuencias de 

interés con la referencia con el fin de analizar el % de identidad, # de semejanzas, # de 

diferencias para determinar así la mejor secuencia consenso para su anotación posterior 

(Biomatters Ltd, 2022).  

2.4.6 Anotación del genoma de la mitocondria de V. floribundum 

Se anotaron las combinaciones de ensamblado y pulido en base a la secuencia consenso más 

larga, alineamiento más largo, menor cantidad de indels, ratio de duplicación, menor % de 

similitud, mayor número de diferencias y menor número de similitudes con respecto a la 

referencia (mitocondria, V. macrocarpon, KF386162.1) en base a los programas QUAST y 

Geneious Prime 2022.1.1 (Gurevich et al., 2013, Biomatters Ltd., 2022, Wang et al., 2018). 
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3 RESULTADOS 

3.1 Secuenciación en MinION del genoma de V. floribundum 

En la Tabla 1 se resume las estadísticas más importantes en el ensayo de secuenciación. 

Donde se generó 20GB de información con 2 964 735 lecturas, de las cuales 20729 lecturas 

son pertenecientes a la mitocondria. Generando así una cobertura promedio de lectura de 

195.171 X. En el tamaño de las lecturas se obtuvo que la mayor fue de 115 091 pb, siendo 

un valor que concuerda con lo esperado por la secuenciación en ONT. También se evaluó el 

parámetro N50 o mediana de la cantidad de nucleótidos encontrados que fue de 19 864.00 

pb lo cual indica que las lecturas generadas en la secuenciación se parecen al menos un 50% 

a la referencia (mitocondria, V. macrocarpon, KF386162.1). (Parra, 2021). 

3.2 Evaluación de los ensamblados del genoma de la mitocondria de V. floribundum 

3.2.1 Ensamblaje del genoma de la mitocondria de V. floribundum  

En la Tabla 2 se observa las métricas obtenidas en base a los cuatro ensambladores. 

Estos valores fueron calculados por QUAST en base al genoma de referencia. Comparando 

todos los genomas obtenidos con cada ensamblador se determinó que el genoma más largo 

fue el obtenido utilizando SMARTdenovo (318 595 pb), el mismo que presentó el 

alineamiento más largo de (44 989 pb); el segundo más largo fue Canu (317 057 pb) y 

después Hinge (316 250 pb) con un alineamiento de 44 931 pb y 44 672 pb, respectivamente. 

Seguido por Hinge (316 250 pb ) y Flye (103 067 pb ). Se analizó también la cantidad de 

NGA50, parámetro da información sobre la cantidad de puntos de interrupción dentro de los 

ensamblajes con respecto a la referencia lo cual permite determinar los puntos que 

representan verdaderas diferencias estructurales entre la secuencia ensamblada y pulida con 

la referencia (Gurevich et al., 2013). El parámetro NGA50 de menor valor fue Flye con la 
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ausencia del mismo , seguido por Canu (9082), Hinge (9903) y  SMARTdenovo (10 823). 

Con respecto al ratio de duplicación se encontró que Flye presenta un valor de 1.001 y los 

otros ensambladores entre 0.993-0.998. Wang et al, 2018 reportan que los valores mayores a 

1.00 representan eventos de duplicaciones. Por lo tanto, el ensamblaje con Flye presentó 

regiones duplicadas que no fueron identificadas en la referencia. Finalmente, se obtuvo la 

presencia de indels, inserciones o deleciones, por cada 100 000 pb. La secuencia ensamblada 

por Hinge presenta una mayor cantidad de zonas con nucleótidos eliminados o añadidos  

(829.49), seguido por Canu (437.92), SMARTde novo (306.81) y Flye (257.94).  

3.2.2 Pulido del genoma de la mitocondria de V. floribundum 

En la Tabla 3 se presentan las métricas calculadas del genoma de la mitocondria del 

mortiño en base a las diferentes combinaciones de ensambladores y pulidores. 

 Racon fue uno de los programas usados para pulir las versiones ensambladas. Se 

comparó el resultado con todas las secuencias sin pulir y se obtuvo una disminución en el 

tamaño de las secuencias consenso alrededor de 16-19kb. Por ejemplo, el tamaño de la 

mitocondria obtenido por SMARTdenovo paso de 318 595 pb a 301 975 pb. Por lo tanto, el 

acortamiento del tamaño del genoma provoca un menor número de nucleótidos al momento 

de alinear con respecto a la referencia y se posee una menor cantidad de información. Tanto 

antes como después del pulido los ensambladores Hinge, Canu y Flye poseen un tamaño 

menor a SMARTdenovo. También se disminuye el valor de NGA50 en todos los 

ensambladores, existiendo un mayor número de puntos de interrupción, obteniendo 

fragmentos de un menor tamaño que no abarcan el tamaño de genoma esperado.  Del mismo 

modo, se observó que el ratio de duplicación pasó de 0.993-1.001 a 0.997 en promedio, 

acercándose a 1.00 valor reportado como óptimo.  Por otro lado, el número de indels por 100 
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000 pb disminuyó en todos los ensambladores de 829.49-257.94 pb a 323.08-293.33 pb. Lo 

que indica una mayor cercanía al genoma de referencia. 

 Como segunda opción de pulidor se usó Nanopolish, con el fin de mejorar la calidad 

de la secuencia consenso. Se obtuvo que Canu (585 pb) , SMARTdenovo (813 pb) , Flye (5 

pb) disminuyeron su tamaño de longitud comparándolo con la secuencia obtenida en el 

ensamblado. En el genoma ensamblado por Hinge se observó que la secuencia aumentó 725 

pb en el tamaño del genoma comparándolo con el no pulido. De la misma manera, al evaluar 

el parámetro NGA50, se obtuvo que en Canu (9082 a 9067) y SMARTdenovo (10 823 a 10 

794), disminuyó su valor de puntos de interrupción dentro de la secuencia pulida. En Hinge 

existió un aumento (9903 a 9950) y Flye no presentó un cambio en este parámetro. También, 

disminuyó el tamaño del alineamiento más largo aproximadamente 100 kb en todos los 

ensambladores. Al analizar el parámetro ratio de duplicación se determinó que este aumentó 

de 0.993-1.001 a 0.996 como promedio en todos los ensambladores pulidos. El número de 

indels disminuyó con el ensamblador Hinge (829.49 a 598.85) y aumentó su número en Canu 

(437.92 a 522.99), SMARTdenovo (306.81 a 447.95) y Flye (257.94 a 260.98). 

 Se uso también Racon + Nanopolish, donde disminuyó el tamaño de todos los 

genomas ensamblados, siendo SMARTdenovo (301 837) el más lago, seguido por Hinge 

(300 069 pb), Canu (298 957 pb) y Flye (84 439). Donde se ve una reducción en el tamaño 

de alineamiento más largo ya que disminuyó aproximadamente de 2-4 kb por ensamblador. 

Se puedo determinar que, tanto el parámetro NGA50 como el ratio de duplicación se 

mantienen con los mismos valores que en el pulido individual de Racon debido al uso de la 

misma secuencia como archivo de entrada para el pulido combinado. Las inserciones y 

deleciones por 100 000 pb disminuyeron en este pulido, siendo SMARTdenovo (283.18 pb) 

el de menor valor seguido por Canu (307.39 pb), Flye (315.2 pb) y Hinge (320.37 pb). 
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3.2.3 Llamado de variantes de los ensamblajes de la mitocondria de V. 

floribundum 

En la Tabla 4 se observa el porcentaje de identidad, el número de pares de bases 

semejantes y diferentes de las distintas combinaciones con mejores parámetros en el 

ensamblado. Los valores obtenidos provienen del llamado de variantes realizado por 

Nanopolish v0.13.2 y visualizado en Geneious Prime 2022.1 con respecto a la referencia 

(mitocondria, V. macrocarpon, KF386162.1). Donde se destaca que la combinación con 

mejores parámetros es la obtenida con Nanopolish + SMARTdenovo (312 896 pb), seguido 

de Nanopolish+Hinge (312 751 pb). Teniendo un porcentaje de identidad del 66.803% y 

66.588% respectivamente. Con respecto al número de semejanzas Nanopolish + 

SMARTdenovo posee 307.726 pb y Nanopolish+Hinge 307.043 pb con un número de 

diferencias de 152.920 pb y 154.063 pb respetivamente. 

3.2.4 Anotación del genoma final de la mitocondria de V. floribundum 

En la Figura 2 se muestra los resultados obtenidos de la anotación de los genomas de 

Nanopolish + SMARTdenovo y Nanopolish+Hinge, con el programa Geneious Prime 

2022.1. Para la anotación de las combinaciones se utilizó un parámetro de similitud del 70% 

en Geneious Prime 2022.1, dando como resultado en ambos genomas 35 secuencias 

codificantes de proteínas, 37 genes, 3 genes codificantes de ARNr y 17 genes codificantes a 

ARNt. Analizando estos datos y comprándolos con la referencia (mitocondria, V. 

macrocarpon, KF386162.1), se encontró un igual número de genes y ARNr, un mayor 

número de secuencias codificantes de proteínas y un menor número de genes codificantes de 

ARNt. V. macrocarpon posee 33 secuencias codificantes de proteínas, 35 genes, 3 ARNr, 18 

ARNt (ANEXO 1.) (Fajardo et al., 2014). 
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4 DISCUSIÓN 

4.1 Secuenciación en MinIOn de V. floribundum 

A partir de la secuenciación con MinION se obtuvo alrededor del 0.69% de lecturas 

pertenecientes a la mitocondria de V. floribundum. En base a este porcentaje se pudo alcanzar 

una cobertura de 195. 171 X con respecto al genoma de referencia (mitocondria, V. 

macrocarpon, KF386162.1) que posee un tamaño de 459 Kb (Fajardo et al., 2014). A pesar 

de tener una buena cobertura, ésta no es suficiente para lograr reconstruir todo el genoma 

debido a su extenso tamaño. Comparando la cobertura necesaria (1000 X) requerida para 

ensamblar genomas mitocondriales completos, la data recolectada cubre lo necesario para 

obtener un primer borrador del genoma mitocondrial de V. floribundum. (Lee et al., 2018). 

Por lo tanto, se puede reportar que el uso de MiniION como tecnología de secuenciación es 

una opción viable para la obtención de data. Esto basado en que ONT reporta que su 

dispositivo puede generar lecturas desde 500 pb hasta 2.3 Mb por lo que se espera que 

parámetros como el N50 y el tamaño de la lectura más larga sobresalgan (Jain et al., 2016). 

4.2 Evaluación y comparación de los ensamblajes de la mitocondria de V. 

floribundum 

4.2.1 Ensamblaje del genoma de la mitocondria de V. floribundum 

Para el ensamblaje del genoma de la mitocondria del mortiño se partió desde un 

ensamblaje de novo. El cual se basa en la estructuración de contigs mediante la alineación de 

nucleótidos y sobrelapamiento (Baker, 2012). Ensambladores como Hinge, Canu y 

SMARTdenovo usan un el algoritmo de Over Lap Consensus (OLC) contrario a Flye que se 

basa en la Gráfica de Bruijin. El algoritmo de OLC se basa en el sobrelapamiento de lecturas 

para la construcción de gráficos en base al sobrelapamiento con el fin de unir todos estos 
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fragmentos en una sola secuencia consenso (Dida, F., & Yi, G., 2021). Por otro lado, la 

Gráfica de Bruijin, genera contigs en base a sobrelapamientos aleatorios para después 

construir gráficos donde se combinan los contigs en los diferentes ensamblajes posibles con 

el fin de generar una secuencia consenso final (Kolmogorov et al., 2019).  

A pesar que el ensamblador Canu es el procesador predilecto por el secuenciador para 

el aprovechamiento máximo de lecturas en base a la comparación de Wang et al. 2018, entre 

Canu y Hinge , Canu es el ensamblador con mejor capacidad para estructuración de lecturas. 

Sin embrago, Liu et al.2021, sustenta que SMARTdenovo representa en comparación a Canu 

y Flye, un mejor análisis de ensamblaje dentro de los algoritmos en base al ensamblaje del 

genoma del tomate silvestre. Dentro del análisis de comparación de ensamblajes realizado en 

este proyecto se destacó que SMARTdenovo es el algoritmo que menos información pierde 

al momento de ensamblar, produciendo una secuencia consenso de mayor longitud, menor 

número de indels, ratio de duplicación lejano a 1 con relación a los otros ensambladores.  

 

4.2.2 Pulido del genoma de la mitocondria de V. floribundum 

En base al ensamblado del genoma, sin incluir el pulido, se conocía que las secuencias 

consenso obtenidas tenían una identidad máxima de sobrelapamiento del 68% con respecto 

a la referencia (mitocondria, V. macrocarpon, KF386162.1). Tomando en cuenta que la tasa 

de error de ONT va alrededor de 10-15%, es necesario realizar el paso de pulido para la 

corrección de errores con el fin de tener una secuencia consenso de mejor calidad. Dentro de 

este paso, el programa Nanopolish es el pulidor que dio como resultado ensamblajes más 

precisos abarcando más información. Comparando este resultado con el estudio de Wang et 

al, 2018, se puede confirmar que este pulidor abarca más información debido a que su tasa 
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de error es de 0.0022 por base de lectura, lo cual valida una mejor calidad de secuencia 

consenso. 

Después de una evaluación en base a las diferentes combinaciones de ensamblado y 

pulido, se llegó a la conclusión que con las combinaciones SMARTdenovo y Hinge más el 

pulidor Nanopolish se obtiene un mayor número tamaño de  secuencias por lo que al 

compararlo con la referencia (mitocondria, V. macrocarpon, KF386162.1) abarca un mayor 

tamaño del genoma, que las otras combinaciones probadas.  

4.2.3 Llamado de variantes  

En base a los genomas destacados después del pulido se realizó el llamado de variantes 

que tiene como objeto la búsqueda de polimorfismo, inserciones o deleciones dentro el 

genoma en base a la referencia, en Nanopolish (Simpson Lab, 2019). Para su posterior 

visualización en Geneious Prime 2022.1.Esto se determina a partir de un alineamiento de las 

secuencias sobresalientes con respecto a la referencia (mitocondria, V. macrocarpon, 

KF386162.1) donde estas abarcaron tan solo un 68% de 459 kb de V. macrocarpon.  

Tomando en cuenta que se utilizó Next Generation Sequencing (NGS) para la obtención de 

la información, se reconoce que las desviaciones, indels y SNPs, con respecto a la referencia 

(mitocondria, V. macrocarpon, KF386162.1), pueden estar dadas o un porcentaje de estas 

están atadas a la tasa de error aleatorio, generada por el secuenciador al no tener una tasa de 

error uniforme en todos los sitios, ya que hay zonas donde el secuenciador es más propenso 

a errores (Muzzey, et al..2015).  

4.3 Anotación 

A partir de la estructura y mapeo del genoma de la mitocondria del mortiño V. 

floribundum se puede destacar que el uso de secuencias largas provenientes de ONT, es una 
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manera factible, viable de ensamblar y anotar un genoma, a pesar de que sigue siendo un 

desafío en cubrir zonas menores a los 10 000 pb (Jain et al, 2016, Wang et al., 2021).Wang 

et al, 2018, destaca que probablemente el ensamblaje de lectura largas con la secuenciación 

PacBio sea más preciso por nucleótido. Sin embargo, es importante resaltar que la cantidad 

de información obtenida está relacionada directamente con el enfoque de ensamblaje y pulido 

que se pone a prueba. Comparando la longitud de tamaño obtenido con V. macrocarpon (459 

678 pb) se logró abarcar más del 50% del genoma de la mitocondria tan solo con lecturas 

largas y una identificación de entre 37-67 genes codificantes de este genoma (Mower et al., 

2012). Lo cual permite destacar que se logró obtener el ensamblaje de novo y anotación del 

genoma mitocondrial de V. floribundum.  
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5. CONCLUSIONES 

El genoma de la mitocondria de V. floribundum fue secuenciado y ensamblado de manera 

exitosa utilizando lecturas provenientes de ONT. Demostrando que existe la posibilidad de 

la obtención de genomas continuos de una calidad media mediante el uso de lecturas largas. 

La tecnología representó también un reto al tener que minimizar lo más posible la tasa de 

error que se tiene con ONT, mejorando la calidad de las secuencias mediante el paso de 

pulido.  Cuando se comparó diferentes combinaciones de ensamblajes y pulidos se destacó 

que el ensamblado con SMARTdenovo tanto antes como después del pulido representó la 

menor pérdida de información, seguido del ensamblador Hinge en base a la comparación de 

todos los ensambladores utilizados. El mejor pulidor fue Nanopolish ya que con el mismo se 

obtuvo las secuencias con una mayor longitud de secuencias consenso y mayor precisión de 

cercanía con la referencia (mitocondria, V. macrocarpon, KF386162.1). Sin embargo, para 

un mejor ensamblaje es necesario la generación de más lecturas largas o realizar una 

secuenciación de lecturas cortas para completar los espacios y el tamaño de secuencia 

esperada, para obtener así una secuencia más confiable. A partir de esta investigación se 

reporta el primer ensamblaje y anotación del genoma de la mitocondria del mortiño, especie 

silvestre nativa de los Andes ecuatorianos. Información clave para posteriores estudios 

genómicos de evolución y adaptabilidad de especies de plantas que habitan los páramos 

ecuatorianos. 
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6. TABLAS 

Tabla 1. Estadísticas del desempeño de la secuenciación de Vaccinium floribundum 

Estadísticas Valor 

Información obtenida (GB) 20 

Número de lecturas totales (# lecturas) 2 964 735 

Número de lecturas de la mitocondria (# lecturas) 20 729 

Cobertura promedio por lectura (X) 195. 171 

Lectura más larga (pb) 115 091 

N50 (pb) 19 864.00 
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Tabla 2. Parámetros considerados para la evaluación del genoma de la mitocondria de 

Vaccinium floribundum en los distintos ensambladores.  

Ensamblador Tamaño 
Alineamiento más 

largo 
NGA50 Ratio de duplicación 

Indels 

por  

100 000 

pb 

Hinge 316 250 44 672 9903 0.993 829.49 

Canu 317 053 44 931 9082 0.997 437.92 

SMARTde 

novo 

318 595 44 989 

10 823 

0.998 306.81 

Flye 103 067 18 975 . 1.001 257.94 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

Tabla 3. Parámetros considerados para la evaluación del genoma de la mitocondria de Vaccinium floribundum, en el ensamblado y 

pulido. 

Programas para pulido de 

genomas 

Ensamblador Tamaño 

(pb) 

Alineamiento más largo 

(pb) 

NGA50 

 

Radio de 

duplicación 

Indels por 100 000 

(pb) 

Racon 

Hinge* 300 062 36 323 7190 0.999 323.08 

Canu 298 975 36 791 6609 0.998 305.69 

SMARTdenovo* 301 975 43 539 7192 0.999 293.33 

Flye 84 445 17 398 - 0.995 311.49 

Nanopolish 

Hinge* 316 875 44 814 9950 0.995 598.85 

Canu 316 468 44 804 9067 0.995 522.99 

SMARTdenovo* 317 782 44 894 10 794 0.996 447.95 

Flye 103 062 18 975 . 1.000 260.98 

Racon + Nanopolish 

Hinge* 300 069 36 323 7190 0.999 320.37 

Canu 298 957 36 791 6609 0.998 307.39 

SMARTdenovo* 301 837 43 542 7192 0.999 283.18 

Flye 84 439 17 398 - 0.995 315.2 

*Genomas con mejores parámetros para siguientes pasos. 
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Tabla 4. Parámetros evaluados con respecto a la referencia (mitocondria V. macrocarpon, KF386162.1) en el llamado de variantes para 

anotación de genomas de la mitocondria del mortiño.  

Pulidores Ensambladores 

Tamaño (pb) 

% identidad 

Número de 

semejanzas (pb) 

Número de diferencias 

(pb) 

Racon 

Hinge 300 062 64.140 295.872 165.421 

SMARTdenovo 301 824 64.557 297.776 163.486 

Nanopolish 

Hinge* 312 751 66.588 307.043 154.063 

SMARTdenovo* 312 896 66.803 307.726 152.920 

Racon+Nanopolish 

Hinge 300 069 64.146 295.896 165.387 

SMARTdenovo 301 837 64.567 297.819 163.435 

*Genomas con mejores parámetros para anotación



 

 

 

 

 

7. FIGURAS 

 

 

Figura  1. Protocolo de análisis bioinformático para el ensamblaje del genoma de la 

mitocondria de Vacinnium floribundum 
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Figura  2. Estructura y mapa de los genes encontrados en el genoma de la mitocondria de 

Vaccinium floribundum. Ensamblados en a. SMARTdenovo b. Hinge y pulidos con 

Nanopolish.  

a. 

b. 
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9. ANEXOS 

 

ANEXO 1. Características de los ensamblajes más destacados de V. floribundum con 

respecto a la referencia. 

 

Parámetro 

 

Mitocondria de  

V. floridundum 

Nanopolish + 

SMARTdenovo 

 

 

Mitocondria de  

V. floridundum 

Nanopolish + 

Hinge 

 

Mitocondria de V. 

macrocarpon 

 

Tamaño (pb) 312 896 312 751 459 678 

Número de genes 37 37 33 

Secuencias 

codificantes (CDS) 

35 35 35 

Genes ARNt 17 17 18 

Genes ARNr 3 3 3 

 


