UNIVERSIDAD SAN FRANCISCO DE QUITO USFQ

Colegio de Ciencias Biologicas y Ambientales

SECUENCIACION DEL GENOMA COMPLETO DEL MONO
ARANA DE CABEZA MARRON ECUATORIANO ATELES
FUSCICEPS FUSCICEPS, UNA ESPECIE EN PELIGRO
CRITICO DE EXTINCION

Lizbeth Alejandra Larreategui Bolagay

Ingenieria en Biotecnologia

Trabajo de fin de carrera presentado como requisito
para la obtencién del titulo de
Ingeniera en Biotecnologia

Quito, 22 de diciembre de 2022



UNIVERSIDAD SAN FRANCISCO DE QUITO USFQ

Colegio de Ciencias Biologicas y Ambientales

HOJA DE CALIFICACION
DE TRABAJO DE FIN DE CARRERA

Secuenciacion del genoma completo del mono arafia de cabeza marron
ecuatoriano Ateles fusciceps fusciceps, una especie en peligro critico de
extincion

Lizbeth Alejandra Larreategui Bolagay

Nombre del profesor, Titulo académico Gabriela Pozo Andrade, M.B.S.

Quito, 22 de diciembre de 2022



© DERECHOS DE AUTOR

Por medio del presente documento certifico que he leido todas las Politicas y Manuales
de la Universidad San Francisco de Quito USFQ, incluyendo la Politica de Propiedad
Intelectual USFQ, y estoy de acuerdo con su contenido, por lo que los derechos de propiedad

intelectual del presente trabajo quedan sujetos a lo dispuesto en esas Politicas.

Asimismo, autorizo a la USFQ para que realice la digitalizacién y publicacion de este
trabajo en el repositorio virtual, de conformidad a lo dispuesto en la Ley Organica de Educacion

Superior del Ecuador.

Nombres y apellidos: Lizbeth Alejandra Larreategui Bolagay
Cadigo: 00209197
Cédula de identidad: 1721440269

Lugar y fecha: Quito, 22 de diciembre de 2022



ACLARACION PARA PUBLICACION

Nota: El presente trabajo, en su totalidad o cualquiera de sus partes, no debe ser considerado
como una publicacidn, incluso a pesar de estar disponible sin restricciones a través de un
repositorio institucional. Esta declaracion se alinea con las practicas y recomendaciones
presentadas por el Committee on Publication Ethics COPE descritas por Barbour et al. (2017)
Discussion document on best practice for issues around theses publishing, disponible en

http://bit.ly/ COPETheses.

UNPUBLISHED DOCUMENT

Note: The following capstone project is available through Universidad San Francisco de Quito
USFQ institutional repository. Nonetheless, this project — in whole or in part — should not be
considered a publication. This statement follows the recommendations presented by the
Committee on Publication Ethics COPE described by Barbour et al. (2017) Discussion
document on best practice for issues around theses publishing available on

http://bit.ly/COPETheses.


http://bit.ly/COPETheses
http://bit.ly/COPETheses

RESUMEN

El mono arafia de cabeza marron ecuatoriano (Ateles fusciceps fusciceps) es una especie en
peligro critico de extincion que figura en la Lista Roja de la UICN como uno de los 25 primates
mas amenazados del mundo. A pesar de esta situacion los esfuerzos de conservacion actuales
se basan en regulaciones de extraccion maderera y en la proteccion de reservas ecoldgicas, sin
considerar la necesidad urgente de informacion gendmica para desarrollar planes de accion
efectivos para su conservacion. Es asi que, mediante el aislamiento de ADN genémico, la
secuenciacion de lecturas largas generadas por Oxford Nanopore Technologies y su ensamblaje
de novo, el presente estudio generé por primera vez un genoma de referencia para esta
subespecie. Este es un primer borrador catalogado como adecuado posterior a la evaluacion de
su calidad y continuidad, no obstante, este es aun un primer acercamiento para generar un

genoma de referencia mas preciso y completo.

Palabras clave: Ateles fusciceps fusciceps, enfoque gendmico, genoma de referencia,
ensamblaje de novo, continuidad, calidad, estrategias de conservacion, lecturas largas, Oxford

Nanopore Technologies.



ABSTRACT

The Ecuadorian brown-headed spider monkey (Ateles fusciceps fusciceps) is a critically
endangered species and is classified one of the world's 25 most endangered primates by the
IUCN Red List. Despite this situation, current conservation efforts focus on logging regulations
and ecological reserves protection. Without sufficient consideration to the urgent need for
genomic information to develop effective action plans for its conservation. Through the
isolation of genomic DNA, the sequencing of long reads by Oxford Nanopore Technologies
and their de novo assembly, the present study generated for the first time a reference genome
for this subspecies. This first draft is cataloged as appropriate after the evaluation of its quality
and continuity, however, this is still a first approach to generate a more precise and complete

reference genome.

Keywords: Ateles fusciceps fusciceps, genomic approach, reference genome, de novo
assembly, continuity, quality, conservation strategies, long reads, Oxford Nanopore

Technologies.
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INTRODUCCION

Caracteristicas generales

El mono arafia de cabeza marrdon ecuatoriano (Ateles fusciceps fusciceps) es un primate
diurno perteneciente a la familia Atelidae. Su dieta se basa principalmente en frutos maduros,
optando por hojas, semillas, brotes, cortezas, hongos, barro e insectos, cuando estos escasean.
Habitan en grupos de hasta 35 individuos, evitan establecimientos humanos, y se distribuyen
en subgrupos de 1 a 10 individuos para buscar alimento. Ademas, viven aproximadamente
hasta los 24 afios y las hembras alcanzan la madurez sexual a los 4 y 5 afios. Generalmente,
tienen una sola cria posterior a un periodo de gestacion de 230 dias y el cuidado lo realiza

unicamente la hembra durante los primeros 20 meses (Tirira et al., 2017; Romero, 2018).

Habitat y estado de conservacion

Las zonas bajas al oeste del Ecuador conforman la region Tumbes-Choco-Magdalena,
un punto clave de biodiversidad y endemismo que enfrenta una extensa destruccion y
fragmentacion, lo que afecta principalmente a especies que dependen de grandes areas de
bosque continuo, como A. fusciceps fusciceps (Cervera & Griffith, 2016; Tirira, 2017). Esta
subespecie esta catalogada en peligro critico de extincion y figura en la Lista Roja de la UICN
como uno de los 25 primates mas amenazados del mundo (Schwitzer et al., 2015). Romero
(2018), determind que solo 280 ejemplares sobreviven al noroeste de Ecuador, repartidos en
poblaciones con limitados individuos. La Unica poblacion sana de esta subespecie se encuentra

en la provincia de Esmeraldas (Morelos-Juarez et al., 2015).

La situacion de este primate es alarmante dado que el Choco ecuatoriano depende en
gran medida de la tala comercial de los bosques, ademas, la caceria ilegal y el trafico de
especies agravan su amenaza de extincion (Tirira, 2017). En el contexto de conservacion de A.

fusciceps fusciceps, los esfuerzos actuales se basan en las regulaciones de extraccion maderera
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y en la proteccion de reservas ecoldgicas (Morelos-Juarez et al., 2015). Aungue esta orientacion
es importante, diversos estudios han reconocido la necesidad urgente de informacion adicional
que permita dilucidar la diversidad genética para desarrollar planes de accion efectivos para su

conservacion (Frankham, 2003; Morelos-Juérez et al., 2015; Romero, 2018).

Estudios gendmicos

El genoma de referencia esclarece la representacion de la diversidad genética al facilitar
la localizacion y visualizacion de la heterocigosidad de marcadores moleculares, lo que
constituye una estrategia para conservar la biodiversidad (Totikov et al., 2021). Este enfoque
genomico, a diferencia de estudios genéticos, proporciona estimaciones de mayor precision lo
que es relevante dado que las recomendaciones y conclusiones pueden variar cuando los datos

son mas exactos (Frankham, 2010; Supple & Shapiro, 2018).

En la actualidad, los enfoques gendmicos son utilizados en investigaciones de
conservacion de especies. Por ejemplo, Sutton y colaboradores (2018) secuenciaron y
ensamblaron un genoma de referencia de alta calidad para el cuervo hawaiano ‘Alala (Corvus
hawaliiensis), una especie extinta en estado silvestre. Esto permitio realizar emparejamientos
estratégicos para disminuir la tasa de endogamia y aumentar la tasa de crecimiento poblacional.
Este escenario permitio preservar la diversidad genética restante y maximizo la probabilidad

de que los individuos en cautiverio puedan adaptarse a diversos cambios ambientales.

Métodos de secuenciacion

Para obtener un genoma se requiere de un proceso de secuenciacion en donde se
generen lecturas que contengan el orden de las 4 bases que conforman el material genético de
uno o varios individuos (Feng et al., 2015). Existen diversas tecnologias para obtener esta
informacion, como Oxford Nanopore Technologies (ONT), una tecnologia de cuarta

generacion que emplea nanoporos para secuenciar material genético en tiempo real, generando
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lecturas ultra largas que pueden ensamblarse (Feng et al., 2015). La longitud de lectura de esta
tecnologia proporciona una vision mas completa de la variacion genética en la caracterizacion

de regiones repetidas y de variaciones estructurales (Nanopore Technology, 2022).

La precision de secuenciacién de ONT es baja a comparacién de otras tecnologias, pero
su capacidad de secuenciacion directa, el alto rendimiento, y la longitud de lectura
proporcionada es significativamente superior (Wang et al., 2021). En adicion, los dispositivos
ONT son portables, econémicamente accesibles y no requieren de habilidades o recursos
informaticos de alto nivel para el procesamiento de datos. Estas caracteristicas contribuyen a
que esta tecnologia sea compatible con una amplia gama de aplicaciones como en este caso la

recopilacion independiente de datos (Feng et al., 2015; Wang et al., 2021).

Meétodos de ensamblaje

Las secuencias se ensamblan, es decir, se reconstruyen para obtener el orden adecuado
de las bases (Dominguez Del Angel et al., 2018). Este proceso puede realizarse en base a una
referencia que es un genoma previamente ensamblado y curado de la misma especie 0 una
cercanamente emparentada (Liao et al., 2019). Otra opcion, y la que se uso en este caso, es
ensamblar de novo sin la intervencion de una referencia; empleando algoritmos de ensamblaje
como el grafico de Bruijn o el consenso de disefio superpuesto (Dominguez Del Angel et al.,
2018). Los genomas de referencia ademas se usan para el ordenamiento de contigs, la anotacion
de genes y su andlisis funcional (Ballouz et al., 2019). Para el presente estudio, el ensamblaje
de Ateles geoffroyi se seleccion6 como referencia de comparacion, considerando la cercania

evolutiva y la disponibilidad de un genoma de libre acceso, (Birren, 2019).

Importancia de conocer el genoma completo de Ateles fusciceps fusciceps

Los cimientos de los sistemas biol6gicos son el material genético y sus variaciones, que

permiten la evolucion de las poblaciones y su adaptacion a cambios ambientales (Geffen et al.,
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2007). El tamafio limitado de las poblaciones de A. fusciceps fusciceps los hace susceptibles a
la depresion endogamica y la pérdida de diversidad genética. Por ende, los esfuerzos de
conservacion se beneficiarian de un genoma de referencia (Frankham, 2003; Romero, 2018),
que otorgue una vision integral de la diversidad gendmica, como las variantes estructurales,
variaciones de un nucle6tido y repeticiones. Estos rasgos permiten discernir de forma mas

precisa una asociacion fenotipo-genotipo (Nanopore Technology, 2022).

Un genoma de referencia puede usarse para estudiar marcadores asociados a mejorar la
aptitud de supervivencia, analisis de genética poblacional, seleccion de emparejamientos y
otros enfoques (Wang et al., 2021). Ademas de este aprendizaje directo, el genoma ensamblado
conforma una referencia que puede proporcionar datos de alta calidad para futuros estudios
comparativos. Por esta razon, su reconstruccion debe realizarse de forma precisa, ya que la
posicion adecuada de las bases y la continuidad del ensamblaje pueden afectar los resultados
de los anélisis posteriores. El valor de este estudio aumenta al considerar que la falta de un
enfoque genomico en las estrategias de conservacion de A. fusciceps fusciceps, se debe a la
carencia total de esta informacion (Romero, 2018). Por ende, este proyecto representa un

primer acercamiento para generar informacion genémica y vincularla a estas estrategias.

Objetivos

Este estudio forma parte del proyecto piloto ORG.one, una iniciativa en cooperacion
con ONT, cuyo fin es apoyar la secuenciacién rapida de especies en peligro critico de extincién
(Org.one, 2021). Bajo esta iniciativa, se busca otorgar herramientas genémicas para mejorar
las estrategias de conservacion de esta subespecie. Especificamente el objetivo de este estudio
es obtener el primer genoma de referencia para A. fusciceps fusciceps mediante la

secuenciacion y ensamblaje de novo de lecturas largas generadas por ONT.



16

METODOS

Obtencion de las muestras

Se extrajeron 5 ml de sangre de Mishki, un ejemplar macho de A. fusciceps fusciceps
que fue atendido en TUERI-USFQ por un ataque que sufrié de parte de otro mono. El individuo
tiene 6 afios de edad y habita en un grupo de monos juveniles, en Jambeli, Naranjal, provincia
del Guayas. La extraccion de sangre se realizé en TUERI durante un control veterinario regular.
La muestra se preservé en K2-EDTA a una temperatura de 4°C y fue transportada al

Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la USFQ, donde se almacen6 a -20°C.

Extraccion de ADN

En el aislamiento de ADN, se emple0 el Qiagen Dneasy Blood and Tissue Kit para un
total de 16 extracciones individuales. En la Gltima seccion del protocolo, el método de elucion
final se modifico, optando por emplear 30 pl de agua ultrapura para obtener una elucién total
de 60 pl después de 2 pasos de elucion. Posterior a la extraccion, se cuantificé el ADN mediante
Qubit™ Fluorometric Quantitation y con NanoDrop 2000 se analizo la calidad. En cada

proceso se requirio 1 pl de ADN por reaccion (2 pl totales).

Preparacion de bibliotecas genomicas

El protocolo para la preparacion de las bibliotecas gendmicas siguio el flujo de trabajo
del Ligation Sequencing Kit SQK-LSK112 (Oxford Nanopore Technologies). Se inicié con
una concentracion promedio de 2000 ng y en total se generaron 14 bibliotecas. Este proceso se
divide en tres partes: la primera seccion involucro la reparacion del ADN vy preparacion de los
extremos, en la segunda seccién se ligan los adaptadores y se purifica el ADN vy la Gltima

seccidn, involucra la carga de las bibliotecas en las celdas de flujo.
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Después de las dos primeras secciones se cuantificd la concentracion de ADN mediante
Qubit™ Fluorometric Quantitation, tomando 1 pl de cada biblioteca. Esto se realiz6 para
identificar pérdidas relevantes de ADN durante las diferentes etapas del protocolo y para
conocer la cantidad que se carga en la celda de flujo. Las bibliotecas preparadas se almacenaron

a 4°C hasta su secuenciacion.

Secuenciacion

El proceso de secuenciacion se realizé en el equipo MinlON MKk1C y se cont6 con un
total de 6 celdas de flujo. A partir de las 14 bibliotecas genomicas se llevaron a cabo 21
corridas. Por lo general cada celda de flujo se empled en 3 corridas, a excepcion de 2 en las
que se realizaron 4 corridas. Las muestras que poseian una concentracion de ADN alta (superior
a 800 ng), se sometieron a 2 corridas de secuenciacion. Asi mismo, dependiendo de la
concentracion final de cada biblioteca, se optd por cargar 6, 7 0 12 ul en la celda de flujo, hasta
arribar a una concentracion aproximada de 500 ng de ADN (Anexo 1). En cuanto al base calling

en tiempo real, este se ejecutd con el software Guppy (v5.1.13) de ONT.

Analisis Bioinformaticos

Los analisis de las secuencias se llevaron a cabo mediante un pipeline que consta de 8
pasos. Inicialmente, se realizé un filtrado de lecturas mediante NanoFilt v1.1.0 (De Coster et
al., 2018) que filtra secuencias en base a su calidad o longitud. Este proceso se realizd para
recuperar las lecturas con un indice de calidad superior a Q7. A continuacion, se retiraron los
adaptadores de los extremos de las lecturas colocados en la preparacion de librerias a través de
Porechop v0.2.4 (Wick et al., 2017). Esta es una herramienta especifica para lecturas de Oxford

Nanopore que identifica la secuencia de los adaptadores y las elimina de las lecturas.

Para analizar el output de la secuenciacion se empleé NanoPlot v1.30.1 (De Coster et

al., 2018) que genera un archivo resumen con estadisticos y una serie de graficos que
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simplifican diferentes aspectos de las lecturas de secuenciacion. Con Nanoplot se obtuvo un
analisis holistico de todas las corridas y se analizé cada biblioteca individualmente (Anexo 2).

La informacion generada en cada corrida se unific en un solo archivo.

El archivo con todas las lecturas se uso para realizar el ensamblaje con SMARTdenovo
(Liu et al., 2021). Este es un ensamblador de novo, rapido y especifico para lecturas largas de
PacBio y Oxford Nanopore, que no incluye una etapa de correccion de errores. El ensamblaje
se produce al alinear un set completo de lecturas contra un set completo de lecturas sin procesar.
El output resultante fue un conjunto de contigs, que se maped al genoma de referencia (A.
geoffroyi) para obtener una secuencia consenso mediante Minimap2 v2.24 (Li, 2018). Este
programa de alineacion de secuencias ordena lecturas de ADN o ARNm en base a una
referencia. La referencia seleccionada fue el ensamblaje a nivel de contigs perteneciente al

mono arafia de manos negras (Ateles geoffroyi GCA_024741035.1).

El ensamblaje mapeado pasé por un proceso de pulido mediante Medaka v1.7.2 (ONT
Ltd., 2022), una herramienta que crea secuencias consenso Y variantes de llamada empleando
datos de secuenciacién de Oxford Nanopore. El output se genera en base a redes neuronales,
entre un ensamblaje inicial contra la acumulacion de lecturas de secuenciacion individual. En
adicidn, se us6 QUAST v5.2.0 (Gurevich et al., 2013), para evaluar ensamblajes individuales
y comparar y contrastar diferentes ensamblajes. La evaluacion con QUAST se llevé a cabo en
2 ocasiones para el output de Minimap y el de Medaka. Para la comparacion de ensamblajes,

se emple6 en ambos casos la referencia de Ateles geoffroyi (GCA_024741035.1).

Finalmente, se us6 BUSCO v5.3.2 (Manni et al., 2021) para evaluar la integridad del
ensamblaje en base a la deteccion de genes frente a una base de datos de referencia. EI conjunto
de datos del linaje seleccionado fue: primates_odb10 (NUmero de genomas: 25, nUmero de

BUSCO: 13780) y el predictor genético utilizado fue metaeuk (Manni et al., 2021).
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RESULTADOS

Extraccion, secuenciacion y evaluacion de las lecturas

Se obtuvieron 16 reacciones de extraccion que arrojaron buenos indices de calidad y
concentracion, de las cuales se seleccionaron 14 en base a su concentracion de ADN (ng/ul).
La concentracion media de estas reacciones fue de alrededor 49.9 ng/ul. Posterior a la
preparacion de bibliotecas gendmicas se contd con una concentracion final media de 74.8 ng/ul
(Anexo 1). Para secuenciar se requiere alrededor de 500 ng de ADN por corrida, por ende, para
ajustar esta concentracion se cargaron 6, 7 y 12 pl de cada biblioteca en el dispositivo MinlON
Mk1C (Anexo 1). Se desarrollaron 21 corridas que generaron 77.26 Gb de informacion total,

de la cual el 69% (53.50 Gb) se clasifico como “passed ” aprobada (Anexo 2).

Posterior al paso inicial de filtrado (>Q7) se obtuvieron 8,960,201 lecturas que
corresponden a 55.95 Gb de informacion total. Las lecturas constaron con un tamafio N50 de
12,971 pb de extension y una longitud y calidad de lectura media de 6,244.50 pb y 10.9,
respectivamente (Tabla 1). Asi mismo, la distribucién individual de lecturas se observo de
forma grafica en el diagrama de puntos (Figura 1). Es evidente que existe una mayor
concentracion de lecturas entre las longitudes de 0 a 40 kb y en el intervalo de 7 a 15 para la

calidad, aunque se generaron lecturas con una longitud de hasta 160 kb.

Ensamblado y Pulido del Genoma

El anlisis individual con QUAST mostré que SMARTdenovo y Minimap2 generaron
un ensamblaje inicial de 2.57 Gb de longitud total en 6,856 contigs. EI N50 de las lecturas fue
de 795,891 pb y la longitud del contig mas largo de 5.14 Mb. Posteriormente este genoma se
pulié con Medaka dando como resultado un ensamblaje de 6,856 contigs con una longitud total
de 2.59 Gb, en donde, el contig mas largo ascendi6 a 5,164,154 pb y el N50 a 799,988 pb de

longitud (Tabla 2). A pesar de que el proceso de pulido no disminuy6 la cantidad de contigs
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totales, aumentd el tamafio total del ensamblaje en un 0.54% (0.01 Gb adicionales). En cuanto
al valor N50 y el tamafio del contig més largo aumentaron un 0.52% (4,097 pb) y 0.43%

(22,182 pb), respectivamente (Tabla 2).

En adicion, QUAST alineé ambos ensamblajes frente al genoma a nivel de contig de
Ateles geoffroyi (GCA _024741035.1), para su comparacion. El ensamblaje mapeado presentd
una fraccion del genoma alineado de 92.65% con un alineamiento més largo de 1.14 Mb y
25,194 misassemblies. Por otro lado, el genoma pulido presenté una fraccion cercana a 93.5%,
con una extension de 1.15 Mb para el alineamiento més largo y 26,309 misassemblies. En
ambos casos la longitud total alineada, 2.50 Gb para el ensamblaje mapeado y 2.54 Gb para el
ensamblaje mapeado y pulido se asemejo a la longitud total del ensamblaje de 2.57 Gb y 2.59

Gb respectivamente (Tabla 2).

Los resultados evidenciaron que, para los 4 estadisticos analizados, el ensamblaje
pulido presentd valores mas altos. Especificamente en la fraccion del genoma, se obtuvo un
aumento del 0.84% después del pulido. Asi mismo, el tamafo del alineamiento méas largo
aumento en un 0.41% (4,661 pb), la longitud alineada total se increment6 un 1.59% (13.9 Gb)
y el namero de missasemblies, el estadistico con mayor diferencia ascendié un 4.42% (4.097

missasemblies adicionales) (Tabla 2).

Evaluacion de la integridad del ensamblado

Se realizd una comparacion del genoma ensamblado y pulido con el conjunto de 25
genomas del linaje primates que dispone de 13,780 marcadores BUSCO. Se identificaron cerca
de 10,602 BUSCOS completos que equivalen a 77% de genes esperados (Tabla 3). En adicion,
los parametros de BUSCO colocaron este primer ensamblaje del genoma como de buena
calidad, debido a que en su mayoria los genes de copia Unica 75.4% poseen una puntuacién de

duplicacion baja de unicamente el 1.6%.
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Por otro lado, la cantidad de BUSCOs fragmentados constituyeron un 5.4% del total,
categoria que considera a los genes que se encuentran de forma parcial en la secuencia.
Finalmente, los BUSCOs perdidos corresponden al 17.6% Yy abarcan a los genes ort6logos
ausentes o que son demasiado divergentes para ser localizados e identificados como completos
0 parciales en la base de datos (Tabla 3). Estos dos Gltimos pardmetros son un indicador de la

continuidad del ensamblaje.

Comparaciéon de Ensamblados

En la Tabla 4 se compararon 2 ensamblajes de genomas a nivel de contig de especies
cercanamente emparentadas, el generado en el estudio para Ateles fusciceps fusciceps y la
referencia Ateles geoffroyi como una base de evaluacion. En el caso de A. geoffroyi, el método
de ensamblaje y la tecnologia de secuenciacion, fueron Wtdbg2 v.2 y PacBio RSII,
respectivamente. Mientras que para el ensamblaje de A. fusciceps fuscieps se empled

SMARTdenovo y MinlON MK1C.

Fue evidente la similitud de ciertos parametros como el tamafio del genoma, que
corresponde a 2.68 Gb para el ensamblaje de A. geoffroyi y 2.59 Gb para A. fusciceps fuscieps.
Del mismo modo, el porcentaje de GC posee valores cercanos con una diferencia minima de
0.3% entre ambos ensamblajes. No obstante, parametros como la cobertura y el tamafio del
contig N50 son significativamente mas bajos en el genoma generado en este estudio, con una
diferencia de 36X y 28.4 Mb, respectivamente. En cuanto al nimero de contigs, el ensamblaje
de A. fusciceps fusciceps posee 6,856 contigs, lo que corresponde a una cantidad 2.52 veces

mayor al ensamblaje de A. geoffroyi que cuenta con 2,723 contigs totales (Tabla 4).
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DISCUSION

Extraccion de ADN gendmico

El proceso de extraccion arrojo buenos resultados con una concentracion media de 49.9
ng/pl (Anexo 1). Dado que las mediciones de Qubit no se ven influenciados por contaminacion
de ARN y cuantifica Gnicamente dsDNA, los valores obtenidos son confiables (Dang et al.,
2016). De la misma manera, se evidencié que la preparacion de bibliotecas genémicas se
desarroll6 correctamente debido a que la concentracién promedio fue de 74.8 ng/ul (Anexo 1)
y para la secuenciacion de ADN gendmico con ONT, empleando el Kit SQK-LSK12 se

requiere una concentracion minima de 25 ng/ul (MSU, 2022).

Secuenciacion de lecturas largas

Los dispositivos MinlON clasifican a las secuencias como aprobadas y fallidas en base
a la calidad (Magi et al., 2017). En este caso las lecturas aprobadas poseian una puntuacion Q
media > 8 (valor por defecto del dispositivo). Para recuperar lecturas se opté por un paso de
filtrado en base a una puntuacion Q media > 7, una calidad suficiente para ensamblar un

genoma segun la literatura revisada (Siregar et al., 2021; Esnault et al., 2022).

La secuenciacion de bibliotecas con ONT genera lecturas con tamafios de 10 a 30 kb
(Amarasinghe et al., 2020) y una calidad media de 10 (Magi et al., 2017). Los resultados para
estos parametros fueron adecuados considerando la técnica de secuenciacion, la quimica de los
kits empleados que mejoran constantemente (MSU, 2022), y el almacenamiento inicial de la

sangre por un periodo de 3 meses previo a obtener los permisos genéticos para su uso.

En cuanto al estadistico N50, es una medida de contigliidad que involucra la longitud
mediana y media de un conjunto de secuencias. Su valor indica la longitud de la lectura mas
corta que pertenece al grupo de lecturas mas largas, un grupo que representa el 50% de

nucle6tidos totales en el conjunto (De Coster et al., 2018). En el presente estudio, posterior al
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filtrado se obtuvo un N50 cercano a 13 kb, lo que indica que la longitud minima de los
fragmentos mas largos que representan el 50% de los datos es de 13 kb 0 més (Tabla 1). Esta

longitud alcanzada es conveniente para el ensamblaje de novo (Liu et al., 2021).

Ensamblaje inicial del genoma

El ensamblador SMARTdenovo y el software Minimap2, generaron un primer borrador
del genoma de 2.57 Gb de extensién en 6,856 contigs con resultados buenos para la fraccion
del genoma alineado y la longitud total del ensamblaje (Tabla 2). No obstante, el nimero de
contigs fue elevado considerando que debe ser cercano al nimero de cromosomas. Esto pudo
deberse a la carencia de secuencias para conectar contigs (Koren & Phillippy, 2015) o al
ensamblador. Ya que SMARTdenovo no incluye un modulo de correccion de errores, lo que

puede generar menor contiguidad y un bajo nivel de integridad (Wang et al., 2021).

En cuanto al mapeo posterior al ensamblaje, este permitio establecer el orden y dar una
orientacion relativa a los contigs (Sadasivan et al., 2022). En este caso, Minimap2 permitié
determinar un origen aproximado de la secuencia de consulta en el destino que fue el genoma
de referencia (A. geoffroyi). Este proceso tiene una mayor precision cuando se trabaja con

lecturas largas y produce una alineacién de significancia biologica (Sadasivan et al., 2022).

Eficiencia del pulido

Las lecturas largas potencian procesos, como el ensamblaje de contigs, el andamiaje y
la llamada de variantes estructurales, pero son muy ruidosas. Por esto, la correccidn de errores
es un paso importante posterior al ensamblaje (Morisse et al., 2021). Debido a la carencia de
lecturas cortas, se empleé Medaka, un pulidor de autocorreccion, que solo emplea lecturas
largas (Morisse et al., 2021). Lee y colaboradores (2021) compararon 8 herramientas de pulido
de Gltima generacion para ONT y mostraron que Medaka produce la calidad mas similar a usar

lecturas cortas en el ensamblaje, de un genoma microbiano. A pesar de que el namero de
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contigs no disminuyd, el resultado del pulido bajo los pardmetros de evaluacién de QUAST,
fue un ensamblaje mas grande y continuo, N50 més extenso y cercano a 1 Mb (De Coster et

al., 2018), con un porcentaje de identidad consenso mayor frente a la referencia (Tabla 2).

Contiguidad del ensamblaje en notacion BUSCO

La evaluacion de la calidad del ensamblaje en medidas de contigiidad y recuento total
de genes, se obtuvo mediante BUSCO. La resolucidn de este andlisis depende del nimero de
genes utilizados, en este caso el linaje: primates_odb10 que consta de 25 genomas y 13,780
BUSCO:s es catalogada como de alta resolucién, lo que otorga un nivel de confianza alto para

estas evaluaciones (Siméo et al., 2015; Waterhouse et al., 2018).

Los genes se clasifican como completos cuando sus longitudes se encuentran en un
rango de 2 desviaciones estandar de la longitud media del grupo BUSCO vy constituyen al
menos el 90% de genes (Simado et al., 2015; Waterhouse et al., 2018). En este caso se
identificaron 77% de genes completos (Tabla 3), un valor apropiado considerando la cobertura
de 20.87X alcanzada (Sims et al., 2014). Por otro lado, los genes completos duplicados, son
raros ya que los BUSCOs son genes que evolucionan bajo el control de una sola copia. Por
ende, su recuperacion minima indica un ensamblaje preciso (Siméo et al., 2015; Manni et al.,

2021) que fue lo obtenido, ya que solo el 1.6% de genes completos fue duplicado (Tabla 3).

Los genes recuperados de forma parcial o fragmentados fueron 5.4%, y aquellos no
recuperados “faltantes” correspondieron a un 17.6% (Tabla 3). Si bien el porcentaje de genes
faltantes no es bajo, existe la posibilidad de que el conjunto de genes anotados carezca de
coincidencias que si estén en el genoma (Siméo et al., 2015). Debido a que las limitaciones
técnicas en la prediccion de genes pueden inflar las proporciones de BUSCOs fragmentados y
faltantes, cuando se trabaja con genomas grandes como el de A. fusciceps fusciceps (Manni et

al., 2021). Ademas, las secuencias de ONT tienen tasas de error de 10 al 30% y se componen
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principalmente de indels (Morisse et al., 2021). Por la naturaleza de las lecturas ciertos genes
pueden poseer inconsistencias de distintas extensiones, lo que pudo disminuir el porcentaje de

BUSCOs completos e incrementar los faltantes y fragmentados (Siméo et al., 2015).

Por Gltimo, en primates puede haber grandes diferencias en el ADN nuclear de taxones
relacionados (Puntieri et al., 2018). En Ateles las diferencias en el tamafio del genoma reflejan
su variabilidad cromosdmica y se relacionan con regiones hetero y eucromaticas (Fantini et al.,
2016). Por ende, ciertos genes “faltantes” pueden haber sido potencialmente bastante
divergentes (Carter & Hussain, 2018). Aun asi, estos resultados pueden optimizarse mejorando

el ensamblaje con otros ensambladores, pulidores y combinaciones (Lee et al., 2021).

Evaluacion del genoma frente a una referencia

En primates la variacion en el tamafio del genoma es pequefia (Fantini et al., 2016) y el
contenido promedio de GC se encuentra en 40.83% (Qi et al., 2016). Por ende, la similitud en
estos valores entre el genoma generado para A. fusciceps fusciceps y la referencia A. geoffroyi,
es un indicador de un ensamblaje apropiado. Las diferencias de cobertura y N50 en parte se
deben a las métodos y recursos de secuenciacion (Tabla 4). Ya que a pesar de la similitud en
la longitud de lectura de ONT y PacBio, las tasas de error e indels de ONT son mas altas (Laver
et al., 2015; Lu et al., 2016). Ademas, la profundidad de cobertura, se ve afectada por la

precision de algoritmos de ensamblaje y la profundidad de secuenciacion (Sims et al., 2014).

Finalmente, aun cuando el N50 es significativamente inferior en los resultados
obtenidos, Jauhal & Newcomb (2021) afirman que se puede obtener una puntuacién BUSCO
alta a partir de ensamblajes con un N50 bajo. Esto refuerza que, a pesar de su ubicuidad, el
N50 no es el mejor indicador para medir la precision del genoma y para este caso en particular,
los porcentajes de BUSCOs completos son una mejor evaluacion que indica el ensamblaje

adecuado del genoma generado en este estudio (Jauhal & Newcomb, 2021).
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CONCLUSIONES
El aislamiento del ADN gendmico completo de Mishki, un ejemplar de la subespecie
Ateles fusciceps fusciceps y su posterior secuenciacion mediante Oxford Nanopore
Technologies, permitié generar 55.95 Gb de informacion contenidas en 8,960,201 lecturas.
Con esto se produjo el primer ensamblaje del genoma de novo de lectura larga para uno de los

primates mas amenazados de la costa ecuatoriana.

Mediante el ensamblador SMARTdenovo, se produjo un primer borrador ensamblado
de 2.57 Gb que aument6 a 2.59 Gb posterior al pulido con Medaka. El incremento en los
parametros de evaluacion con QUAST demostré la eficiencia del pulidor, al generar un
ensamblaje mas grande y completo en términos de contiguidad. Asi mismo, mediante la
notacion BUSCO el ensamblaje de este primer borrador se considera adecuado al identificar
77% de genes completos en el genoma. Este parametro de evaluacion permitio medir la

precision del ensamblaje de forma més acertada que otras metricas.

Al evaluar el genoma, se observaron similitudes significativas entre el ensamblaje
propuesto Yy la referencia (A. Geoffroyi), mientras que la cobertura estimada de 20.87X refleja
la profundidad de secuenciacion alcanzada. Para estudios posteriores se recomienda evaluar
diferentes métodos de ensamblaje, pulido y posibles combinaciones para definir un pipeline

mas eficiente que genere un ensamblaje mas preciso y completo.

Por ultimo, a pesar de las estrategias ecologicas altamente adaptables de los primates,
es evidente que A. fusciceps fusciceps es sensible a amenazas antropogénicas, sobre todo la
deforestacion de su habitat. Por esto los datos gendmicos derivados de este proyecto son un
componente esencial para la recuperacion actual y futura de esta subespecie. La integracion de
datos gendmicos como parte del esfuerzo de gestion en la conservacion permitird maximizar

el crecimiento y la salud genética de la subespecie en el futuro.
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TABLAS

Tabla 1. Resumen de Nanoplot para el total de lecturas obtenidas mediante secuenciacién

con ONT posterior al filtrado con Nanofilt en base a un limite de calidad de Q7

Longitud Calidad Numero de Bases
Input N50
media media lecturas Totales
Lecturas
6,244.50 10.90 8,960,201 12.97 55.95 Gb

filtradas (Q7)

Tabla 2. Resumen de QUAST antes y después del pulido del Genoma

Ensamblaje alineado*  Ensamblaje Pulido**

Estadisticos sin referencia

NUamero de contigs 6,856 6,856

Contig mas largo 5,141,972 5,164,154
Longitud total 2,572,944,418 2,586,824,631
NS0 795,891 799,988

Estadisticos con referencia

Fraccion del Genoma (%) 92.646 93.490
Alineamiento mas largo 1,142,326 1,146,987
Longitud alineada total 2,497,337,383 2,537,097,083
Numero de misassemblies 25,194 26,309

* Qutput de Minimap2: Genoma ensamblado posterior a su mapeo en base a un genoma de referencia (Ateles
geoffroyi GCA_024741035.1)
** Qutput de Medaka: Genoma mapeado y pulido mediante el software Medaka
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Tabla 3. Evaluacion de la integridad del ensamblaje del genoma de Ateles fusciceps fusciceps

en notacion BUSCO

Parametro Resultados Porcentaje (%)
BUSCOs completos: 10,602 77
- BUSCOs copia unica 10,384 75.4
- BUSCOs duplicados 218 1.6
BUSCOs fragmentados 742 5.4
BUSCOs perdidos 2,436 17.6
BUSCOs totales 13,780 100

Tabla 4. Comparacion de estadisticos para los genomas ensamblados de Ateles geoffroyi y

Ateles fusciceps fusciceps

Estadisticos Ateles geoffroyi* Ateles fusciceps fusciceps**
Tamafio del Genoma 2.68 Gb 2.59 Gb
Cobertura 56.87X 20.87X
Namero de Contigs 2,723 6,856
Contig N50 29.2 Mb 0.8 Mb
Porcentaje GC 40.5 40.8
Nivel de ensamblaje Contig Contig

* Ateles geoffroyi (GCA_024741035.1)
** Qutput de Medaka: Genoma mapeado y pulido mediante el software Medaka
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Figura 1. Diagrama de puntos: Longitud de lectura vs Calidad media de lectura para las

secuencias obtenidas por la tecnologia ONT. Se tiene la distribucion de las lecturas totales, en

el eje de las abscisas se tiene la longitud de lectura en kb y en el eje de las ordenadas la calidad

de lectura media, con limites de calidad del 0 — 20. Adicionalmente, el grafico superior muestra

el histograma evaluando Unicamente la longitud de las lecturas, mientras que el grafico inferior

derecho evalUa Unicamente la calidad. Se sefialé la lectura obtenida mas extensa de 1662,553

kb con una calidad de 12.394
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ANEXOS

Anexo 1. Informacidn general de la concentracion de las muestras extraidas, sus bibliotecas y
cantidad cargada para el secuenciamiento.

Muestra Conc. Inicio Conc. Libreria pl cargados
MaMO01 56.8 ng/pul 94.0 ng/pl 7
MaM02 79.7 ng/ul 150 ng/pl 6
MaMO03 54.8 ng/pl 31.0 ng/pl 7
MaMO04 48.0 ng/ul 65.6 ng/ul 7
MaMO05/06 38.12 ng/ul 65.6 ng/ul 6
MaMO06 48.2 ng/ul 49.0 ng/pl 6
MaMO07 52.6 ng/pul 100 ng/pl 6
MaMO08 52.2 ng/pul 95.4 ng/pl 6
MaMO09 48.0 ng/ul 98.2 ng/pul 7
MaM10 57.8 ng/pul 86.6 ng/ul 7
MaM12 55.0 ng/pl 70.6 ng/pl 7
MaM15 29.6 ng/pul 51.2 ng/pul 7
MaM16 33.6 ng/pl 50 ng/pul 7
MaMvarios 44.0 ng/ul 39.4 ng/pul 12
Promedio 49.9 ng/ul 74.8 ng/pl

Anexo 2. Resumen de la informacion generada y analisis en nanoplot por corrida

Total Total Longitud Calidad

Muestra Corrida N50
Bases Passed Media Media

MaMO01 1 7.30 Gb 5.35Gb 5,214.3 11.3 11,216.0



MaMO02

MaMO03

MaMO04

MaMO05/06

MaMO06

MaMO07

MaMO08

MaMO09

MaM10

MaM12

MaM15

MaM16

MaMvarios

Total

21

4.87 Gb

7.58 Gb

4.76 Gb

3.08 Gb

2.34 Gb

3.23 Gb

1.24 Gb

0.62 Gb

1.94 Gb

2.16 Gb

0.436 Gb

6.33 Gb

1.22 Gb

7.43 Gb

2.23 Gb

7.82 Gb

6.12 Gb

2.20 Gb

1.50 Gb

2.85 Gb

77.26 Gb

3.34Gb

5.82 Gb

3.35Gb

2.00 Gb

1.58 Gb

2.02 Gb

0.75 Gb

0.46 Gb

1.18 Gb

1.60 Gb

0.315 Gb

4.24 Gb

0.800 Gb

5.46 Gb

1.56 Gb

5.37 Gb

4.13 Gb

1.38 Gb

0.900 Gb

1.89 Gb

53.50 Gb

5,767.8
7,203.4
5,934.1
5,880.0
6,001.7
4,848.0
4,617.9
7,623.7
7.566,6
7,135.7
6,669.2
5,071.8
7,315.0
10,203.7
8,478.9
6,065.7
6,121.6
5,832.6
5,770.0

5,108.0

11.0

11.3

10.9

10.7

10.7

111

10.9

11.7

11.2

11.4

11.4

10.8

11.2

11.4

111

11.3

11.4

10.7

10.6

10.9

12,225.0
14,774.0
11,528.0
12,185.0
12,636.0
9,785.0
9,964.0
18,515.0
17,298.0
12,314.0
12,757.0
10,731.0
14,146.0
21,517.0
18,249.0
11,242.0
11,329.0
12,004.0
12,963.0

9,927.0
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