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RESUMEN

El mono arafia de vientre amarillo (Ateles belzebuth) es un primate que se encuentra en peligro
de extincion debido a la pérdida y fragmentacion de su habitat por actividades antropogénicas,
como la tala, la mineria, la caza para consumo y la expansion agricola. Estas amenazas
comprometen su supervivencia, lo que hace indispensable fortalecer los esfuerzos de
conservacion. En este contexto, los estudios gendmicos se han convertido en una herramienta
clave, ya que permiten comprender la diversidad genética y la conectividad poblacional,
informacion esencial para disefiar estrategias de conservacion efectivas. Sin embargo, estos
estudios requieren un genoma de referencia de alta calidad. EI genoma de referencia actual de
A. belzebuth se encuentra altamente fragmentado en 110,868 contigs, por lo que este estudio
tuvo como objetivo obtener un genoma de referencia de mejor calidad y menos fragmentado
de A. belzebuth. Para ello, se realizo la extraccion de ADN de una muestra sanguinea de A.
belzebuth mediante el kit Dneasy Blood & Tissue de Qiagen, seguido por la preparacion de
liberias mediante Ligation Sequencing Kit v14 de ONT vy la generacion del ensamblado de
referencia utilizando secuenciacién de lecturas largas ONT y técnicas de ensamblaje de novo,
como SMARTdenovo y Flye. La secuenciacion generd 72,23 Gb de informacion comprendidas
en alrededor de 7.3 millones de lecturas con una calidad promedio de 15.9. El ensamblado de
Flye demostrd ser superior, logrando un N50 de 12,780,818 bp, 2,088 contigs, y una mayor
integridad gendmica con un 98% de BUSCOs completos, superando significativamente al
ensamblado actual disponible. Esto se realiz6 mediante ORG.one, una iniciativa de Oxford
Nanopore Technologies (ONT) que promueve la secuenciacion eficiente y ensamblado de alta

calidad de especies amenazadas o en peligro de extincion.

Palabras clave: Ateles belzebuth, genomica de conservacion, ORG.one, secuenciacion de

lecturas largas, Oxford Nanopore Technologies, ensamblaje de novo.



ABSTRACT

The white-bellied spider monkey (Ateles belzebuth) is an endangered primate due to habitat
loss and fragmentation from anthropogenic activities such as logging, mining, hunting for
consumption, and agricultural expansion. These threats seriously compromise its survival,
making it essential to strengthen conservation efforts. In this context, genomic studies have
become a key tool, as they allow understanding of genetic diversity and population
connectivity, essential information for designing effective conservation strategies. However,
these studies require a high-quality reference genome. The current reference genome of A.
belzebuth is highly fragmented into 110,868 contigs, therefore this study aimed to obtain a
better quality and less fragmented reference genome of A. belzebuth. To achieve this, DNA
was extracted from a blood sample of A. belzebuth using the DNeasy Blood & Tissue Kit from
Qiagen, followed by library preparation with the Ligation Sequencing Kit v14 from ONT, and
the generation of the reference assembly using long-read sequencing with ONT and de novo
assembly techniques, such as SMARTdenovo and Flye. The sequencing generated 72.23 Gb
of data comprising around 7.3 million reads with an average quality of 15.9. The Flye assembly
proved to be superior, achieving an N50 of 12,780,818 bp, 2,088 contigs, and greater genomic
completeness with 98% of complete BUSCOs, significantly surpassing the currently available
assembly. This was done through ORG.one, an Oxford Nanopore Technologies (ONT)
initiative that promotes efficient sequencing and high-quality assembly of threatened or

endangered species.

Key words: Ateles belzebuth, conservation genomics, ORG.one, long-read sequencing,

Oxford Nanopore Technologies, de novo assembly.
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INTRODUCCION

Caracteristicas generales y distribucién

Ateles belzebuth, comunmente conocido como el mono arafia de vientre amarillo, es
uno de los primates mas grandes y longevos que existen actualmente en el neotrGpico
(Stevenson, 2011). Se distingue fisicamente por su cola prensil, una mancha triangular en la
frente y un pelaje de color negro con tonalidades amarillentas o blanquecinas en la regién
ventral (Defler, 2010). A. belzebuth tiene una dieta principalmente frugivora, aunque en ciertas
regiones, como el Yasuni, complementan su alimentacion con insectos para suplir deficiencias
proteicas (Pozo, 2004). Asimismo, vive en grupos numerosos de entre 15 y 56 individuos, en

donde predominan las hembras adultas frente a los machos adultos (Shimooka et al., 2008).

Este mono arafia se distribuye en los bosques de tierras bajas de la Amazonia occidental
de Colombia, Ecuador y Peru, asi como en la Amazonia norte en Venezuela y el noroeste de
Brasil. Su distribucion es irregular, con poblaciones dispersas en el noroeste de Colombia, el
este de Ecuador, el norte de Peru y ciertas zonas de Venezuela y Brasil. En Ecuador, la especie
habita principalmente al sur del Rio Napo y se extiende hacia el piedemonte andino, aunque

parece estar ausente hacia el sur de las areas del Rio Putumayo (Link et al., 2021).

Estado de conservacion

Segun la Lista Roja de la UICN, A. belzebuth esta clasificado como una especie "En
Peligro™ de extincion, ya que se proyecta una reduccion poblacional de al menos un 50% entre
los afios 2005 y 2050. Esta disminucion se atribuye principalmente a la pérdida significativa
de su entorno natural por actividades antropogénicas y a la presion continua de la caza excesiva.
Especificamente, esta especie enfrenta una intensa amenaza de caceria para el consumo, el
comercio ilegal de mascotas y la destruccion de habitat provocada por la expansion agricola,

la tala y la mineria (Rodrigez Bolafios, 2012). Estos factores podrian comprometer a las



12

poblaciones de Ecuador, Per(, Colombia y Brasil a nivel generacional, afectando alin mas su

estado de conservacion en el futuro (Link et al., 2021).

Importancia del genoma de referencia

Tener un genoma de referencia de buena calidad es crucial para entender y abordar su
conservacion, ya que puede proporcionar informacion importante sobre su variabilidad
genética, estructura poblacional e incluso adaptaciones evolutivas (Llanos et al., 2021). De
hecho, a partir de la gendmica de conservacion se pueden identificar genes que son esenciales
para la supervivencia de la especie y su capacidad de adaptacion a cambios ambientales;
ademas, contar con un genoma bien caracterizado ayuda a detectar problemas de
consanguinidad y planificar cruzamientos con el fin de prevenir fendmenos como la endogamia
y la pérdida de diversidad genética (ORG.ong, 2021). Un genoma de referencia también facilita
la identificacion de areas vulnerables en el genoma, lo que apoya decisiones informadas en la
conservacion de especies amenazadas. Este recurso es especialmente Gtil en regiones con alta
biodiversidad y pocos recursos de investigacion, ayudando a cerrar el déficit de informacién
genetica y permitiendo enfoques de conservacion basados en datos precisos para la proteccion

y recuperacion de estas especies en riesgo (Linck & Cadena, 2024).

Genoma de referencia actual

El Instituto de Biologia Evolutiva de la Universidad Pompeu Fabra, en colaboracion
con instituciones internacionales, construyeron un catalogo de diversidad genémica que
incluye informacion de la secuenciacion y ensamblado de 233 especies de primates, entre ellos,
A. belzebuth. Este trabajo represent6 el primer ensamblado para la especie y fue realizado
mediante la secuenciacion con Illumina NovaSeq 6000 y el método de ensamblado Megahit
(Kuderna et al., 2023). A pesar de que constituye una base solida para el estudio de A.

belzebuth, presenta los siguientes parametros: 111,455 contigs, un valor N50 de 51,9 kb y L50
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de 14,646 bp (National Center for Biotechnology Information, 2023). Estos valores indican un
ensamblado altamente fragmentado con contigs relativamente pequefios, lo cual representa una
menor continuidad y calidad del genoma (Hernandez et al., 2020). Por lo tanto, para mejorar
el ensamblado actual del mono arafia, es de interés la implementacion de diferentes tecnologias

de secuenciacion y herramientas de ensamblado.

ORG.one

ORG.one es una iniciativa de Oxford Nanopore Technologies que promueve la
secuenciacion rapida y eficiente de genomas de especies amenazadas o en peligro de extincion
(Oxford Nanopore Technologies, 2021). La finalidad es generar genomas de referencia de alta
calidad que serviran como herramientas para el desarrollo de estudios genémicos a futuro para
mejorar los esfuerzos de conservacion y preservacion de las especie amenazadas. Ademas,
estos datos genomicos son compartidos en una base de datos de libre acceso, en donde
cientificos a nivel internacional podran desarrollar nuevos estudios genémicos o propuestas y

sugerencias para guiar la conservacion de las especies (ORG.one, 2021).

Secuenciacion con Oxford Nanopore Technologies

Oxford Nanopore Technologies (ONT) es un método de secuenciacidon que emplea una
tecnologia basada en nanoporos. En este proceso, los acidos nucleicos, como el ADN y ARN,
atraviesan poros de tamafio nanométrico embebidos en una membrana, donde se detectan

cambios especificos en la corriente eléctrica en funcion del tipo de nucleétido (Lin et al., 2021).

La tecnologia ONT genera lecturas mas largas y continuas en comparacion con los
métodos clasicos de lecturas cortas, permitiendo la construccion de ensamblados gendmicos
de mayor cobertura, calidad y completitud. De la misma manera, sus equipos de secuenciacion

son compactos, portatiles y tienen una gran capacidad de procesamiento continuo (Lin et al.,
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2021). Por lo tanto, para mejorar la calidad del ensamblado actual de A. belzebuth, se puede

emplear este tipo de tecnologia de secuenciacion.

Métodos de ensamblado

El ensamblado de genomas es un proceso mediante el cual se reconstruye una secuencia
genoémica completa a partir de fragmentos mas cortos de ADN. Existen dos enfoques
principales para este proceso: el ensamblado por comparacién, que emplea un genoma de
referencia que ha sido previamente estudiado, y el ensamblado de novo, que no emplea un
genoma de referencia, sino se basa unicamente en los datos de secuenciacion obtenidos
(Aguilar & Falquet, 2015). En cuanto a las ventajas, el ensamblado por comparacion requiere
una menor capacidad de procesamiento, mientras que el ensamblado de novo se destaca por
evitar sesgos de la referencia. Por este motivo, el ensamblado de novo es de interés en la

generacion de genomas de referencia (Reinaudi, 2020).

Objetivos

El objetivo de este estudio es obtener un genoma de referencia de mejor calidad y menos
fragmentado de Ateles belzebuth. Para ello, en participacion de la iniciativa ORG.one, se
empleard Oxford Nanopore Technologies como tecnologia de secuenciacion y herramientas de
ensamblado de novo como Flye y SMARTdenovo. En las siguientes secciones se detallan los
métodos de secuenciacion y ensamblado utilizados, asi como los anélisis posteriores para
evaluar la calidad del genoma y su comparacion con el genoma de referencia actual de Ateles

belzebuth.
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METODOS

Obtencion de muestra

Se obtuvo una muestra sanguinea de Corni, un ejemplar macho de Ateles belzebuth en
el Centro de Rescate de Animales Silvestres amaZOOnico (Tena, Napo). La muestra fue
recolectada durante un control veterinario bajo sedacién cuando el individuo tenia 5 afios de

edad. La muestra fue dispensada en tubos K2 EDTA y se almacend a -80 °C hasta su extraccion.

Extraccion de ADN

Se realizaron dos extracciones individuales de ADN a partir de la muestra sanguinea de
Corni con el protocolo Dneasy Blood and Tissue Kit de Quiagen. Posteriormente, se realizo la
cuantificacion de las concentraciones de ADN mediante el fluordmetro Qubit, empleando 1 pL

de ADN de cada extraccion.

Preparacion de librerias genémicas

Se utilizé el protocolo Ligation Sequencing Kit V14 (SQK-LSK114) con ciertas
modificaciones. Primero, se cambi6 el tiempo de incubacion de la preparacion de extremos y
reparacion de ADN a 15 minutos a 20°C y 65°C. Segundo, en la ligacion de adaptadores y
limpieza del ADN, se cambi6 el tiempo de incubacion a temperatura ambiente (20 minutos).

Adicionalmente, después de cada paso se realizd un Unico lavado de beads.

Se cuantifico el ADN en el fluorémetro Qubit para verificar que las concentraciones se
encuentren en un rango adecuado al final de cada paso. Por ultimo, se prepard la celda de flujo

y se cargaron las librerias gendmicas para la secuenciacion en PromethlON.

Secuenciacion

Se realiz6 la secuenciacion de las dos librerias utilizando el equipo PromethlON 2 Solo.

Ambas librerias gendmicas fueron procesadas en una Unica corrida, utilizando una sola celda
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de flujo (FLO-PRO114M) durante 18 y 22 horas, respectivamente. Por Gltimo, se realizé el

base calling con el software Guppy v 5.1.13 de Oxford Nanopore Technologies.

Andlisis bioinformatico

El pipeline bioinformatico comenzo con el uso del software NanoFilt v2.8.0 (De Coster
et al., 2018), el cual permitio filtrar las lecturas seguin pardmetros de calidad y longitud. Para
ello, se establecié un umbral con una calidad superior a Q9 y una longitud superior a 1,000
bases. Se utilizé el software Porechop v 0.2.4 (Wick et al., 2017), que identificd y elimino los
adaptadores que fueron ligados en los extremos de las lecturas durante la preparacion de
librerias (Andrade Gonzalez & Pazmifio Carrera, 2024). Una vez eliminados los adaptadores,
se utilizé el software NanoPlot v1.42.0 (De Coster & Rademakers, 2023). Esto permitié evaluar
la calidad de las lecturas a través de resumenes estadisticos y representaciones graficas de los

datos de secuenciacion (Villalta et al., 2024). (Tabla 1).

Para el ensamblado se emplearon dos softwares especializados: Flye v 2.7.1
(Kolmogorov et al., 2019) y SMARTdenovo v1.0.0 (Liu et al., 2021). Estos programas, han
sido disefiados para manejar lecturas largas obtenidas por tecnologias de secuenciacion como
Oxford Nanopore Technologies (Liu et al., 2021). Ademas, son ensambladores de novo, lo que
significa que no requieren de una secuencia de referencia o conocimientos previos de la
organizacion del genoma (Aguilar & Falquet, 2015). Luego, se utilizé el software Minimap2
v2.24 (Li, 2018) para ordenar los contigs en base a un genoma de referencia, mejorando de esta
forma la organizacion y estructura del ensamblado (Leiva Sandoval et al., 2022). Para ello, se

empleo la referencia de Ateles fusciceps fusciceps (GCA_036589455.1).

El ensamblado generado con SMARTdenovo fue pulido con Medaka v.1.7.2 (Oxford
Nanopore Technologies, 2021). Este software corrige errores en los ensamblados a partir de un

algoritmo que emplea una red neuronal recurrente de tipo Long Short-Term Memory (Luan et
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al., 2024). El ensamblado generado con Flye empleé Racon v.1.5.0 (Vaser et al., 2017), una
herramienta que alinea las lecturas largas al ensamblado, filtra alineamientos de baja calidad y

deriva un consenso mediante grafos de alineamiento de orden no parcial (Luan et al., 2024).

Se realiz6 un segundo pulido a los dos ensamblados con POLCA MaSuRCA v.3.4.1
(Zimin & Salzberg, 2020). Este software permite corregir errores en los ensamblados utilizando
lecturas cortas obtenidas con Illumina (Zimin & Salzberg, 2020). En este caso, se utilizaron las

lecturas cortas de Illumina de Ateles belzebuth disponibles en NCBI (GCA _963573605.1).

Posteriormente, se utilizo el software QUAST v5.2.0 (Mikheenko et al., 2018). Este
software permitié evaluar la calidad de los ensamblados a partir de un amplio rango de métricas
y graficos (Gurevich et al., 2013). En este caso, se empleo el software al ensamblado generado
con SMARTdenovo, generado con Flye, y el ensamblado de referencia actual disponible en
NCBI (GCA _963573605.1) Ademas, se utilizd el genoma de Ateles fusciceps fusciceps

(GCA _036589455.1) para obtener estadisticos en base a una referencia.

Para medir la integridad gendmica, se utilizo el software BUSCO v.5.7.1 (Simao et al.,
2015), que evalua la presencia de genes ortdlogos conservados evolutivamente. Para ello, se

empleo el set de datos del linaje de primates llamado primates_odb10 (Manni et al., 2021).

Por ultimo, se realiz6 el anotado estructural mediante OmicsBox v.3.3.2 (Hoff &
Stanke, 2019). Este software permite obtener datos gendémicos a través de una combinacién de
métodos como BLAST, InterProScan y analisis de vias metabdlicas (Coll, 2020). En este caso,

la anotacion estructural se realizé para los ensamblados genémicos de SMARTdenovo y Flye.
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RESULTADOS

Extraccion de ADN

Las concentraciones de ADN obtenidas tras la extraccion de las muestras sanguineas
fueron de 62.0 ng/ul y 81.2 ng/ul en un volumen total de 60 ul (Anexo 1). Tras finalizar el
protocolo de preparacion de librerias, se obtuvo valores de 447.84 y 499.20 ng totales de ADN

(Anexo 1).

Analisis de las lecturas obtenidas de la secuenciacién con ONT

Los resultados de NanoPlot obtenidos de las lecturas filtradas con un umbral de calidad
de Q9 y un tamafio minimo de 1000 bases (Tabla 1) arrojaron un total de 7,355,881 lecturas,
que corresponden a 72,23 Gb de data y una cobertura de 27.7X. Estas lecturas presentaron una
longitud media de 9,819.80 bases, una calidad promedio de 15.90 y un valor N50 de 15,745

bases.

Evaluacion calidad del ensamblado

El ensamblado con SMARTdenovo cubrié el 98.045% del genoma de referencia,
obtuvo 2,180 contigs con una longitud total de 2,668,804,955 bp, un valor N50 de 3,476,143
bases, 40.87% de contenido GC y su contig mas largo fue 15,233,524 bp (Tabla 2). En
contraste, Flye cubri6 el 98.407% del genoma de referencia, generé 2,088 contigs, con una
longitud total de 2,648,976,60 bp, un N50 de 12,780,818, 40.82% de contenido GC y su contig
maés largo fue de 60,944,116 bp (Tabla 2). EI ensamblado de NCBI (GCA _963573605.1)
cubrio6 el 96,578% del genoma, generd 110,868 contigs con una longitud total de 2,589,204,212
bases, un N50 de 51,919 bases, un 40.79% de contenido GC y su contig mas largo fue de

460,063 bases (Tabla 2).
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Evaluacion integridad del ensamblado

Para evaluar la integridad de los tres ensamblados se utilizd el set de datos de
primates_odb10 que contiene 13,780 genes obtenidos a partir de 25 especies de primates
(Manni et al., 2021). En la Tabla 3 se pueden observar los resultados de BUSCO de los tres
ensamblados genémicos, en donde Flye present6 un 98.0% de genes completos con un 96.1%
de genes de copia unica 'y 1.9% de genes duplicados. SMARTdenovo presentd un 97.1% de
genes completos con un 95.1% de genes de copia Unica y 2.0% de genes duplicados. El
ensamblado de NCBI (GCA_963573605.1) obtuvo 69.5% de genes completos, 68.3% de genes
de copia Unica'y 1.2% de genes duplicados. Por otra parte, en cuanto a los genes fragmentados,
Flye presentd un 1.3%, SMARTdenovo un 1.6% y el ensamblado de NCBI un 13.9%.
Finalmente, en cuanto a los genes faltantes, Flye presentd un 0.7%, SMARTdenovo un 1.3%

y el ensamblado de NCBI un 16.6%.

Anotacién estructural:

En cuanto a los resultados de anotacion estructural obtenidos a partir de OmicsBox
(Tabla 4), se identificaron 24,396 genes en el ensamblado de SMARTdenovo y 24,252 en Flye.
Respecto a los intrones, se encontraron 157,137 en SMARTdenovo y 157,960 en Flye. Con
respecto a los exones, el resultado obtenido con Flye (182,212) fue ligeramente mayor a los
resultados obtenidos con SMARTdenovo (181,203). En cuanto al tamafio promedio de genes,
en SMARTdenovo se obtuvo un valor de 32,276 bases y Flye de 32,314. Por Gltimo, el tamafio
promedio de los exones también mostrd una ligera variacion, con 205 para SMARTdenovo y

190 para Flye.
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DISCUSION

Secuenciaciéon

La secuenciacion mediante Oxford Nanopore Technologies generd alrededor de 7.3
millones de lecturas y 72.23 Gb, lo que corresponde a una cobertura de 27.7X del genoma de
A. belzebuth. Esta cobertura es adecuada para obtener un ensamblado de referencia de alta
calidad segun lo demostrado en estudios previos de secuenciacion ONT en primates (Pozo et
al., 2024). Ademas, se ha observado que valores cercanos a 30X pueden cubrir hasta un 95%
de la fraccion del genoma (Sims et al., 2014). Por otra parte, los datos obtenidos se destacan
por su excelente calidad, reflejada en un Q score de 15.9, que indica un basecalling de lecturas
altamente confiable y una baja probabilidad de error por base (Edgar & Flyvbjerg, 2015).
Asimismo, este valor supera ampliamente a la calidad observada en otros estudios de
secuenciacion en primates, en donde los valores Q score oscilan entre 10 y 11 (Lee et al., 2024;
Pozo et al., 2024). Por ultimo, las lecturas presentaron una longitud media de 9,819 bases y un
N50 de 15,745 bp, indicando la presencia de fragmentos largos que permiten ensamblar

genomas grandes de manera mas continua y precisa (Chaisson et al., 2009).

Ensamblado

El objetivo de investigacion se cumplio exitosamente. Se obtuvieron dos ensamblados
de alta calidad, que resultaron ser significativamente superiores al genoma de referencia
actual de A. belzebuth. En este caso, los ensamblados de Flye y SMARTdenovo muestran
una mejor calidad y continuidad por varias razones. En primer lugar, presentaron un menor
numero de contigs, lo que indica que el ensamblado presenta un menor grado de
fragmentacion, que corresponde a un pardmetro indicativo de mayor continuidad genomica
(Andrade Gonzélez & Pazmifio Carrera, 2024; Aguilar-Bultet & Falquet, 2015). En segundo

lugar, los valores de N50 obtenidos son bastante altos, lo que refleja la presencia de contigs
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de mayor tamafio y una menor fragmentacién del ensamblado (Makinen et al., 2012). Por
altimo, los valores del contig mas largo demuestran que estos ensamblados lograron abarcar

secciones mas extensas y continuas del genoma (Baker, 2012; Sorber et al., 2008).

Al comparar los resultados de los ensamblados, Flye sobresalié en todos los aspectos,
pues reportd el mayor valor N50 (12,780,818 bp), el contig mas largo (60.94 Mb) y el menor
namero de contigs (2,088 contigs), superando al ensamblado de SMARTdenovo, que presentd
un N50 de 3,476,143 bp, un contig maximo de 15.23 Mb y 2,180 contigs. El ensamblado de
NCBI mostro una calidad significativamente inferior, con un N50 de 51,919 bp, un contig
méaximo de 460 kb y 110,868 contigs. Por otra parte, en cuanto a los resultados basados en la
referencia de A. fusciceps fusciceps (GCA_036589455.1), Flye obtuvo una mayor fraccion de
este genoma (98.407%), superando tanto al ensamblado de SMARTdenovo (98.045%) como
al de NCBI (96.578%). Ademas, los valores obtenidos para su longitud total (2,648,975,690
bp) y contenido GC (40.82%) fueron valores cercanos a los reportados en la referencia, con

una longitud total de 2,639,265,159 bp y un 40.85% de contenido GC (Pozo et al., 2024).

Integridad de ensamblados con respecto a BUSCO

BUSCO corresponde a otro parametro importante para la evaluacion de la calidad de
ensamblados en términos de integridad gendmica (Simdo et al., 2015). Bajo este enfoque, los
ensamblados de SMARTdenovo y Flye evidencian una calidad superior en comparacion con
el genoma de referencia actual de A. belzebuth (Tabla 3). En primer lugar, estos ensamblados
superaron significativamente el umbral del 95% de BUSCOs completos, lo cual corresponde a
un indicador de alta calidad en genomas de referencia de organismos modelo (Seppey et al.,
2019). En segundo lugar, estos ensamblados presentaron una mayor cantidad de BUSCOs
completos de copia unica y una menor cantidad de BUSCOs completos duplicados, lo que

sugiere que ambos ensamblados han capturado de manera precisa y sin redundancia los genes
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esenciales que normalmente se encuentran en una sola copia en el 90% de las especies de la
base de datos de primates_odbl10 (Siméo et al., 2015). Por altimo, presentaron una menor
cantidad de BUSCOs fragmentados y faltantes, lo que significa que la calidad de los datos de

secuenciacion y las estrategias de ensamblado fueron adecuadas (BioBam, 2024)

Es importante destacar que, al contrastar lo resultados obtenidos (Tabla 3), Flye
presenta la mayor integridad gendmica. Este ensamblado report6 el mayor nimero de BUSCOs
completos (98.0%), seguido por el ensamblado de SMARTdenovo (97.1%) y el de NCBI
(69.5%). Ademas, en cuanto a los BUSCOs de copia Unica y duplicados, Flye presento un
96.1% y 1.9%, respectivamente, superando al ensamblado de SMARTdenovo (95.1% y 2%) y
NCBI (68.3% y 1.2%). Por ultimo, Flye present6 la menor cantidad de BUSCOs fragmentados
y faltantes con 1.3% y 0.7% respectivamente, mientras que el ensamblado de SMARTdenovo

obtuvo 1.6% y 1.3% y el de NCBI present6 porcentajes mas altos de 13,9% y 16.6%.

Anotacién estructural

Se evaluaron los elementos gendmicos presentes en los ensamblados de
SMARTdenovo y Flye mediante la anotacion estructural con OmicsBox, en donde se
observaron diferencias leves. Por una parte, el ensamblado de Flye reporté 24,252 genes,
mientras que SMARTdenovo 24,396 genes. Estos resultados se encuentran dentro del rango
observado en primates del Nuevo Mundo, que varia desde aproximadamente 20,000 genes,
como en S. apella (GCA_009761245.1; Culibrk et al., 2021) y S. boliviensis boliviensis
(GCA _016699345.2; Chiou et al., 2011), hasta los 31,417 genes registrados en A. fusciceps

fusciceps (Pozo et al., 2024).

Por otra parte, el ensamblado con Flye reportd 157,960 intrones y 182,212 exones Y, el
ensamblado con SMARTdenovo 157,137 y 181,203. Estos valores son similares a los

reportados por Pozo et al. (2024) para A. fusciceps, con 149,050 intrones y 183,970 exones, lo
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que sugiere una consistencia en la anotacién entre especies de una misma familia. Por otra
parte, Flye reportd un tamafio promedio de genes de 32,314 bp y SMARTdenovo 32,276,
aproximandose a lo reportado en otras especies de primates del Nuevo Mundo, en donde se ha
observado un tamafio promedio que varia aproximadamente entre los 17,000 y 40,000 bp
(Culibrk etal., 2019; Pozo et al., 2024). Por ultimo, Flye report6 un tamafio promedio de exones
de 190 bp, més cercano al valor de 176 bp descrito para A. fusciceps fusciceps (Pozo et al.,

2024) en comparacion con SMARTdenovo, el cual mostr6é un valor mas distante de 205 bp.

Finalmente, tras la evaluacion de los ensamblados a partir de los distintos parametros,
se destaca que el ensamblado de Flye constituye un nuevo genoma de referencia de alta calidad,
significativamente superior al ensamblado actual de A. belzebuth. De hecho, las caracteristicas
sobresalientes de este nuevo ensamblado se resumen en el Snail plot (Figura 1), donde su mayor
continuidad se representa visualmente por el menor nimero de contigs, el valor N50 mas alto
y el contig mas largo. Adicionalmente, presenta una grafica de BUSCO, que confirma su mayor

integridad gendmica a través del mayor porcentaje de genes completos.

El nuevo genoma de referencia de Flye es muy importante, ya que puede ser utilizado
como una herramienta para el desarrollo de estudios genémicos a futuro, como, por ejemplo,
estudios de diversidad genética (Hidalgo, 2003). En este contexto, un genoma de referencia de
alta calidad, como el obtenido con Flye, puede ser utilizado para alinear las secuencias de
nuevos ejemplares de A. belzebuth para la identificacion de SNPs (Vazquez, 2019). Estos
marcadores moleculares son muy importantes, ya que permiten estudiar la diversidad entre
poblaciones, identificar de cuellos de botella, endogamia, entre otros (Llanos et al., 2021). Una
vez realizados los estudios gendmicos, es posible disefiar estrategias de conservacion
especificas para salvaguardar la especie, que van desde programas de manejo genético, hasta

la restauracion de habitats (Linck & Cadena, 2024; ORG.one, 2021).
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CONCLUSIONES

Los 72,23 Gb de datos obtenidos mediante la secuenciacién ONT, que representan una
cobertura de 27.7X del genoma de Ateles belzebuth, constituyen un volumen significativo de
informacidn y una cobertura adecuada para generar un ensamblado de referencia de alta
calidad, como se ha demostrado en estudios previos en primates. Los parametros de calidad de
las lecturas, como la longitud media de 9,819.80 bases y el puntaje de calidad promedio de

15.90, sugieren una buena calidad con fragmentos largos y basecalling confiable.

Los analisis de ensamblaje demostraron que el método de Flye super6 al ensamblado
con SMARTdenovo y al de referencia disponible en NCBI. Flye obtuvo el menor nimero de
contigs con 2,088, un valor N50 de 12,780,818 bp y el contig méas largo de 60,944,116 bp.
Ademas, el ensamblado de Flye cubrid el 98.407% del genoma de referencia de Ateles
fusciceps fusciceps, y presentd una alta integridad con 98.0% de genes completos y bajos

porcentajes de genes fragmentados y faltantes segun los resultados de BUSCO.

En cuanto a la anotacion estructural, los ensamblados generados con Flye y
SMARTdenovo mostraron resultados similares en parametros como, el nimero de genes,
intrones, exones y tamafios promedios. Estos valores se encuentran dentro de los rangos
esperados para especies de primates del Nuevo Mundo, lo que sugiere una consistencia en la

anotacion entre especies de una misma familia.

La obtencion de un genoma de referencia de alta calidad e integridad para Ateles
belzebuth representa un avance significativo para la conservacion de esta especie en peligro de
extincion. Este recurso constituye el primer paso para desarrollar estrategias efectivas de
conservacion, siendo necesario continuar con estudios de diversidad genética, estructura
poblacional y adaptaciones evolutivas para implementar programas de manejo y proteccion

MAs precisos.
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Tabla 1. Resumen de NanoPlot para las lecturas obtenidas mediante la secuenciacion ONT

después del filtrado con NanoFilt, utilizando un umbral de calidad de Q9 y longitud de 1000

bases.
Input Longitud Calidad Numerode  N50 (bp) Bases Cobertura
media media lecturas Totales
(bp) (Gb)
Lecturas  9,819.80 1590  7,355,881.00 15,745.00 72,23 27.7X
filtradas
(Q9y
1000
bases)

Tabla 2. Comparacion QUAST de ensamblado con SMARTdenovo, Flye y un ensamblado

de referencia de NCBI

SMARTdenovo Flye Ensamblado
NCBI

Fraccion del genoma (%) | 98.045 98,407 96,578
Longitud Total (bp) 2,668,804,955 2,648,975,690 2,589,204,212
Namero de contigs 2,180 2,088 110,868
Contig més largo (bp) 15,233,524 60,944,116 460,063
N50 (bp) 3,476,143 12,780,818 51,919
GC (%) 40.87 40.82 40,79
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Tabla 3. Comparaciéon BUSCO de ensamblado con SMARTdenovo, Flye y ensamblado de

NCBI
Parametro SMARTdenovo Flye NCBI
BUSCOs 13,381 97.1% 13,506 98.0% 9,580 69.5%
completos
- BUSCOs 13,106 95.1% 13,247 96.1% 9,414 68.3%
copia Unica
- BUSCOs 275 2.0% 259 1.9% 166 1.2%
duplicados
BUSCOs 225 1.6% 174 1.3% 1,922 13.9%
fragmentados
BUSCOs faltantes 174 1.3% 100 0.7% 2,278  16.6%
BUSCOs totales 13,780 100% 13,780 100% 13780 100%

Tabla 4. Comparacion de anotado estructural de ensamblados con SMARTdenovo y Flye

Parametro SMARTdenovo Flye
NUmero de genes 24,396 24,252
Numero de intrones 157,137 157,960
NUamero de exones 181,203 182,212
Tamario promedio de genes 32,276 32,314
Tamarfio promedio de exones 205 190
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Figura 1. Snail Plot.

El gréafico Snailplot de BlobToolKit muestra las métricas del ensamblado final de Flye
del genoma de Ateles belzebuth. En este grafico, se observa un tamafio total del genoma de
2.65 Gb, con un contig mas largo de 60.9 Mb. Ademas, se presentan los valores de N50 y N90,
que alcanzan longitudes de 12.8 Mb y 2.49 Mb, respectivamente. La composicion del genoma
en términos de bases nitrogenadas corresponde a un 40.8% de GC y un 59.2% de AT. En la
esquina superior derecha, se incluyen los resultados de la evaluacién de integridad genémica
mediante el analisis de genes BUSCO, utilizando la base de datos primates odb10. Los
resultados indican un 98% de genes completos, un 1.3% fragmentados y un 0.7% ausentes.
Esto sugiere una alta calidad del ensamblado, lo cual es fundamental para los analisis

posteriores de conservacion y variabilidad genética.
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Anexo 1. Concentracion de ADN en la extraccion y en la libreria

Muestra Concentracion Concentracion
extraccion ADN libreria
BeCO07 ‘ 62.0ng/pulen 60 pl 447,84 ng

BeC08 ‘ 81.2ng/ plen 60 uL 499,20 ng
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