UNIVERSIDAD DE TALCA
FACULTAD DE INGENIERIA
ESCUELA DE INGENIERIA CIVIL EN BIOINFORMATICA

Ensamble y Anotaciéon del Genoma de la Rata de los
Pinares menor (Aconaemys saget)

CRISTOPHER DANIEL FIERRO RIQUELME

Profesor Tutor: DR. GONZALO RIADI MAHIAS

Profesor Informante: DR. BRAULIO VALDEBENITO MATURANA

Memoria para optar al titulo de Ingeniero Civil en Bioinformatica.

Talca — Chile
Junio 19, 2020



[
D
TALCA

UNIVERSIDAD

CONSTANCIA

La Direccion del Sistema de Bibliotecas a través de su unidad de procesos técnicos certifica que el
autor del siguiente trabajo de titulacion ha firmado su autorizacion para la reproduccion en forma

total o parcial e ilimitada del mismo.

Talca, 2021

Vicerrectoria Académica | Direccion de Bibliotecas



FIRMAS COMISION EVALUADORA

Profesor Tutor: DR. GONZALO RIADI MAHIAS

Profesor Informante: DR. BRAULIO FAVIAN VALDEBENITO MATURANA



Esta tesis esta dedicada a:
La familia que me dio las alas y que me ayudo a volar.

A la familia que me acogio en su nido y hoy volamos juntos hacia un futuro mejor

II



AGRADECIMIENTOS

En primera instancia agradezco a quienes influyeron en mi formacion profesional: a mi
tutor Gonzalo Riadi por su paciencia y confianza depositadas durante el desarrollo de este
proyecto. A Braulio, mi informante, quien siempre tuvo la disposiciéon de ensenarme cosas

nuevas en esta area de la bioinformética.

Agradezco el esfuerzo, dedicacion, paciencia y confianza que con mucho carino mis
padres, Daniel y Susana, depositaron en mi; ddndome el apoyo y las fuerzas para

aventurarme en algo que un principio nos era desconocido.

Doy gracias también a tres pequenos motores que hoy en dia enriquecen mi mundo:
Tomas, Valentina y Bastian. Sus palabras y acciones siempre quedaran en mi corazon, por
siempre son y seran el impulso que me motiva en ser una mejor persona, un hermano o

una figura paterna.

Agradezco a mis amigos de universidad, Alvaro y Erwin, con quienes comparti muy
gratos momentos durante mi formacion académica. Doy gracias también a los padres de
ambos, quienes fueron una fuente de sabiduria inagotable sobre lo que es vivir y que

también me acogieron como uno mas de su familia.

Quiero también agradecer a mi amigo Bastian quien tuvo la paciencia para estar
conmigo toda una manana cuando descubri que era la bioinformatica, dandome las

primeras palabras de aliento para embarcarme en esto.

Y por sobre todo agradecer a Yetzabel por siempre estar ahi y ser ella tal como es:
sincera, amable y bondadosa; no existe mejor compania en mi mundo, y pasé a ser la
persona quien admiro y amo con todas mis fuerzas. Agradezco la fortaleza que tuvo para
contenerme en los peores momentos y la determinacién para convertir nuestra vida en los

mejores momentos.

De todas estas personas aprendi, que por mucho que vuele lejos de aqui, seguirdn

siempre junto a mi.

III



TABLA DE CONTENIDOS

pagina
Fi Comision Evaluad .
[Dedicatorial 11
[Agradecimientos| I11
[Tabla de Contenidos| v
|fndice de Figuras‘ VI
[indice de Tablas VII
[Resumenl VIIT
[Abstract X
[1. Superfamilia de roedores Octodontoidea) 1
[L1. Colonizacién de ambientes . . . . . . . . . . . .. ...
[2. Contexto historico de secuenciacion en especies| 4
[3. ;Que es el ensamble de un genoma? 7
[3.1. Emnsamble de nowvol. . . . . . . ... 7
[3.2. Ensamble por referencia| . . . . ... ... oL 9
4. Evaluacién del ensamblel 13
[5. Anotacién de genomas 15
[5.1. Importancia de la anotacién . . . . . . . . .. .. ... ... ... ..... 17

[6. Anotacion y Ensamble en organismos de la superfamilia Octodontoidea 19

[Z._Problema 21
[8. Solucion propuesta 22
[9. Objetivos| 23

[9.1. Objetivo General . . . . . . . . . .. .. ... ... .. 23

v



[9.2. Objetivos Especificos . . . . . . . . . . . ... 23

[10.Metodologial 24
[10.1. Eleccion de modelo de organismo por referencia.| . . . . . . . .. .. . ... 25
[10.2. Ensamble por referencia] . . . . . .. .. ... ... 25
[10.3. Ensamble de transcritos] . . . . . . .. ... 27
[10.4. Anotacion de genomas| . . . . . . .. ... 27
[10.5. Post-procesamiento de la anotacion . . . . . . . . ... ... ... ... 29

[11.Resultados| 30

12.Dj s 39

[13.Conclusiénl 42

[14.Anexos| 51
[14.1. Anexo 1.- Comandos de ejecucién de programas| . . . . . . . . . ... ... 51

[14.1.1. FASTQC . . . . . . . . 51

4 RINITY] . . . o e 51

[14.2. Anexo 2.- Script de ejecuciéon de Trimmomatic| . . . . . . . . .. ... ... 52
[14.3. Anexo 3.- Comandos de ensamble por referencia] . . . . . ... ... .. .. 53
[14.4. Anexo 4.- Archivo de configuracién maker_exe.ctl . . . . . . .. ... ... 55
[14.5. Anexo 5.- Archivo de configuracién maker_bopts.ctl . . . . . .. ... ... 56
[14.6. Anexo 6.- Archivo de configuracion maker opts.ctl . . . . . . .. .. . . .. 58
[14.7. Anexo 7.- Comandos anotacién funcional . . . . . . . . .. . .. ... ... 62
[14.8. Anexo 8.- Informacién preliminar de Octodon degus| . . . . . . . . . . ... 65
[14.9. Anexo 9.- Analisis BUSCO en Octodon dequs| . . . . . ... ... .. ... 65




INDICE DE FIGURAS

pagina

[1.1. Disposicion tedrica de filogenia en organismos de la superfamilia Octodon- |

toidea a lo largo del tiempo. . . . . . . . . ... 2

[2.1. Cantidad de genomas ensamblados y depositados en NCBI desde 1988 hasta |

la actualidad. . . . . . . . . ... 6
[3.1. Esquema del ensamble denovo.| . . . . . . . ... ... 10
[3.2. Tipos de cobertura.| . . . . . . ... ... 11
[3.3. Esquema del ensamble por referencia. | . . . . .. ... ... .. ... 12
[5.1. Anotacion de genomas. | . . . . . .. .. 16
[10.1. Trimming de reads.| . . . . . . . . . . .. ... 25
(10.2. Ensamble por referencia.| . . . . . . . . ... oL 26
[10.3. Pipeline de anotacion MAKER/| . . . . . . . . .. . ... ... ... .... 29
[11.1. Resultados de calidad posterior al trimming. . . . . . .. .. .. ... ... 31
[11.2. Ausencia de adaptadores después del trimming.| . . . . . . ... ... ... 32
1.3, Andlisis de cobertural . . . . . . . . .. ... .. 33
[11.4. Analisis de calidad de ensamble. . . . . . . ... ... ... ... ... 34
[11.5. Distribucién de acumulada de largo de scaffolds en ensamble por referencia.| 35
[11.6. Resultados BUSCO del ensamble de transcritos de A. sagei en Trinity. | . . 36
[11.7. Diagramas de Venn en registros de elementos presentes en la anotacion. . . 37

[11.8. Resultados BUSCO del ensamble de transcritos de Aconaemys sagei en |

MAKERL . . . 38

VI



INDICE DE TABLAS

pagina

[6.1. Detalle de organismos Octodontidae ensamblados.| . . . . . . . . ... ... 20

[11.1. Detalle de librerias de secuenciacion I[llumina HiSeq 2500 en muestras de

A.sagei. . ..o 30

[11.2. Resultados de alineamiento en candidatos a modelo de ensamble por

referencial . . . . . .. 32

[11.3. Resumen de anotacién del organismo Aconaemys sagei.| . . . . . . . . . .. 37

VII



RESUMEN

Los registros genémicos que hoy en dia encontramos en las bases de datos biologicas son
una fuente extensa de recursos que muchos investigadores ocupan en el estudio evolutivo
de distintas especies. Esta informacién no existiria sin el desarrollo de tecnologias de
secuenciaciéon y el avance en paralelo de metodologias de ensamble de secuencia. Del mismo
modo, el registro y descripcion de los elementos genéticos resulta ser un paso crucial en la

investigacion de especies unidas por un ancestro comun.

La superfamilia Octodontoidea, perteneciente al infraorden Caviomorpha, es una
familia de roedores endémica de Sudamérica. A lo largo de su historia evolutiva, ciertas
especies pertenecientes a este grupo ha desarrollado caracteristicas determinantes para la
colonizacién en el ambiente subterraneo. Esto ha implicado cambios a nivel morfolégico
para su adaptacion al subsuelo, por lo que se especula que dichas especies muestran
variaciones a nivel genético en comparacién con sus especies mas cercanas que habitan
en la superficie. Muchos de los rasgos genéticos son casi imposibles de comparar hoy en
dia debido a la escasez de informacién disponible en bases de datos bioldgicas sobre este

grupo de roedores.

Con el fin de aportar en la falta de informacion genética que pueda generar estudios
evolutivos entre dichas especies, se llevd a cabo el ensamble por referencia de la especie
Aconaemys sagei, conocida cominmente como rata de los pinares menor, asi como una

primera anotacién estructural y funcional de dicho genoma.
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ABSTRACT

The genomic records present in biological databases are an extensive source from where
many researchers study the evolution of the species. The development in sequencing
technologies, new assembly methods along with the mapping, annotation and analysis of

genetic features have allowed the study of species with a common ancestor.

The Octodontoidea is a superfamily of the caviomorph infraorder endemic to south
america, throughout the ages certain rodents of this clade have developed crucial features
for the colonisation on the underground environment. the adaptation process has increased
the genetic differentiation compared to the closest relative in the surface, rendering
impossible to compare due to the lack of information available in databases regarding

this rodents.

In order to close the knowledge gap required to develop evolutionary studies between
those species, a reference assembly of Aconaemys sagei, also known as “Sage’s Rock Rat”,

was made, as well as the first structural and functional annotation of the genome.
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1. Superfamilia de roedores Octo-

dontoidea

Los roedores del infraorden Caviomorpha, pertenecientes a la orden Rodentia, son uno
de los grupos de mamiferos con mayor ntimero de linajes y alta capacidad de reproduccion
conocidos en la tierra. Este linaje es un grupo anatémicamente variable con una marcada
diversidad de tipos morfolégicos y ecolégicos [Elissamburu and Vizcaino, 2004] y se
compone de cuatro superfamilias principales: Cavioidea, Chinchilloidea, Erethizontoidea
y Octodontoidea; donde esta iltima es considerada endémica de Sudamérica, localizada
desde Peru al sur de Brasil, llegando hasta Tierra del Fuego y abarcando también zonas de
Argentina, Bolivia, Paraguay y Uruguay. Ciertas especies de la superfamilia Octodontoidea
han adquirido caracteristicas determinantes para su adaptacién en ambiente subterraneo,
mostrando diferencias a niveles genéticos, bioquimicos, anatémicos y social con respecto

a especies més cercanas habitantes de la superficie [Nevo, 1979] [Ruiz, 2011].

1.1. Colonizacion de ambientes

El término radiacion adaptativa se conoce como el proceso en el cual una especie
se inserta en un ecosistema nuevo y procede a través de una rapida especiacion, es
decir, la aparicién de rasgos que diferencian dos especies proximas; con el fin de llenar
muchos nichos ecoldgicos existentes en esa zona, lo que explica que especies ancestrales
se diversificaran y divergieran en las especies que conocemos hoy en dia [Losos, 2010].
La superfamilia Octodontidae es un linaje que surgié entre las épocas desde Oligoceno
y el Mioceno con el propédsito de ocupar nichos herbivoros a los cuales logré adaptarse
durante radiacién adaptativa. Esta superfamilia contiene a las familias Abrocomidae,

Octodontidae, Echymyidae y Ctenomydae. Sobre estas familias, la invasion dirigida al



CAPITULO 1. Superfamilia Octodontoidea
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Figura 1.1: Disposicion tedrica de filogenia en organismos de la superfamilia Octodontoidea
a lo largo del tiempo.

Los clados coloreados en rojo corresponden a especies colonizadoras del espacio subterraneo.
La imagen representa a las familias contenidas dentro de la superfamilia Octodontoidea,
mostrando en detalle a la familia Octodontidae.

ambiente subterraneo ocurrié de manera independiente en dos ocasiones a lo largo del
tiempo. La primera colonizacién al ambiente subterraneo ocurre alrededor de los 18
y 9 millones de anos atras con la familia Ctenomydae (més conocidos como tucos-
tucos), la cual posee alrededor de 60 especies reconocidas que habitan dicho entorno
cuyas condiciones filogenéticas han sido ampliamente estudiadas. Por otro lado, existe
un clado compuesto por las especies Spalacopus cyanus (chululo o cururo), Aconaemys
fuscus (tunduco comin), A. sagei (rata de los pinares menor) y A. porteri (rata de los
pinares o tunduco de Porter), especies de la familia Octodointidae, que también invadieron
el ambiente subterrdneo en un plazo entre 2.8 y 3.7 millones de anos atras. Hasta el
presente, existen hipdtesis filogenéticas basadas en las caracteristicas de estos organismos
(ver Figura 1.1) que permiten ver la historia evolutiva de la superfamilia, sin embargo, a

pesar de estas conjeturas, no existen pruebas genéticas capaces de afirmar este modelo.

En los ultimos anos se han dedicado varios estudios orientados a determinar la
divergencia morfolégica con respecto a la anatomia de diversos organismos pertenecientes a
la superfamilia Octodontoidea, haciendo énfasis en su estructura craniodental y postcranial.
Estos estudios han logrado demostrar que uno de los primeros pasos en la divergencia

evolutiva morfolégica de estas especies ha sido la adaptacion del ancho mandibular

[Lessa et al., 2008]. Ademds, diversos rasgos craneanos indican su especializacién en la

dentoexcavacién al adaptar incisivos robustos y aumentar las dimensiones de musculos

masetéricos [Morgan and Verzi, 2011, Morgan and Verzi, 2006]. Las modificaciones

reconocidas en los labios de las especies subterrdneas ayudan a que no entre tierra en

su boca durante la excavacion. Por otro lado, se ha constatado que la diversificacién
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en el cariotipo de estas especies varia de 2n = 10 a 2n = 70 cromosomas en total; la
evidencia experimental demuestra estas diferencias basandose en la masa promedio medida
en picogramos de DNA, donde el largo del genoma promedio de los roedores subterraneos
es cercano a los 4.18 pg £ 0.92 y aquellos no subterraneos con 3.4 pg + 0.71, evidencia que
puede ser interpretada como una mayor longitud en genomas de roedores subterraneos en
comparacion con no subterraneos. Las variaciones en los cromosoma de estas especies han

sido propuestas como las causales del mecanismo de especiaciéon [Parededa and Novello,
2012].

La adaptacion al subsuelo también propone caracteristicas beneficiosas para la
subsistencia de especies subterraneas a través de la resistencia a diversas complicaciones
que conlleva el habitat subterrdaneo como la capacidad de soportar bajos niveles de oxigeno
y altas concentraciones de CO, (hipoxia e hipercapnia) |Tomasco and Lessa, 2010).
Ademas, muchas especies que logran colonizar los ambientes subterraneos generan una
excepcional resistencia al cancer [Manov et al., 2013] y una alta tolerancia a enfermedades

referentes a la vejez [Novikov et al., 2015].

Hasta la fecha, es escasa la evidencia que permitan realizar estudios de andlisis
comparativos en genomas de la superfamilia Octodontoidea. Sélo unos pocos genomas han
sido secuenciados, ensamblados y anotados, asimismo, de algunos de ellos sélo se conoce su
secuencia mitocondrial, esto impide la realizacion de estudios enfocados en estas especies
que detallen diferencias a nivel genético. Para resolver las implicaciones genotipicas que
puedan verse inmersas en las investigaciones sobre estas especies, es necesaria la realizacién
de la secuenciacion, ensamble y anotacion del genoma de los organismos pertenecientes a

esta superfamilia.



2. Contexto historico de secuencia-

cion en especies

A partir del modelo de doble hélice del DNA resuelto por Watson y Crick en el
ano 1953 [Watson and Crick, 1953|, se obtuvieron las principales inferencias sobre el
procedimiento de replicacion, transcripcion y traduccion que hoy en dia conforman el
dogma central de la biologia molecular. Con la informacién obtenida con el pasar de los
anos, se presentaba cada vez mas la necesidad de identificar la composicion nucleotidica,
y por, sobre todo, el orden en que estas se encuentran para la produccién de proteinas.
Debido a la falta de tecnologia y capacidad de aquella época, fue menester el desarrollo de
nuevas tacticas que pudieran resolver dicho problema en un sistema mas acotado similar

al DNA, por lo que se opté por la investigaciéon en RNA.

En el ano 1966 el equipo de Fred Sanger dio el primer paso a la estrategia de
deteccién de fragmentos de secuencias de caracter nucleotidico digeridos de manera parcial.
Esta estrategia tendria por objetivo la investigacion e identificacion de secuencias cortas
de RNA ribosomal y de transferencia. Posteriormente, en el ano 1972, el equipo de
Walter Fiers [Fiers et al., 1976|fue el encargado de secuenciar las primeras secuencias
de genes codificantes a proteinas de cubierta viral en el bacteriéfago MS2 utilizando dicho
método. Cuatro anos después, se dio paso a la completa secuenciacion del genoma viral
MS2. Es a partir de este tipo de estrategias que una gran cantidad de investigadores
de la época resolvieron en desarrollar nuevos métodos de secuenciacién de secuencia
nucleotidicas [Brownlee and Sanger, 1967|, abriendo paso a las tecnologias de secuenciacién
de primera generacién y consolidando un objetivo cuya investigacion sigue desarrollandose

y mejorando hasta el dia de hoy [Mullis and Faloona, 1987].

Sin embargo, la totalidad de estas estrategias que en un principio surgieron para suplir

esta necesidad no eran capaces de responder al cuestionamiento del orden en que estas
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CAPITULO 2. Contexto Histérico

bases nucleotidicas se encontraban en el genoma del organismo objetivo. Los intentos de
aquella época para la determinacion real de las bases atin estaban sujetos a su identificacion
en tramos cortos de secuencias de DNA y demandaba una gran cantidad de tiempo y
esfuerzo invertido en técnicas de quimica analitica y fraccionamiento. Ademas, la lectura
unica del genoma completo resulta imposible solo a través de la secuenciacion, puesto a
que esta ultima utiliza técnicas de amplificacién del DNA lo cual dificulta la resolucién
de la estructura final debido a la obtencién de tantas copias que cubren el genoma. Bajo
este esquema se comenzaron a desarrollar de forma paralela y casi sinérgica a las técnicas
de secuenciacion, las bases de los algoritmos y técnicas de ensamble que se ocupan hoy en
dfa [Heather and Chain, 2016].

Los algoritmos de ensamblado de genomas surgen de la necesidad de identificar el
orden especifico de cada uno de las pares de bases de un organismo, bajo la condicién de
utilizar cantidades masivas de lecturas de corto tamano. Estos algoritmos han estado en
desarrollo gracias al avance de las nuevas técnicas de secuenciacion de siguiente generacion
(Next Generation Sequencing), las cuales han dado el paso a la resolucién de problematicas
referidas a la estructura del genoma. A diferencia de las tecnologias de primera generacién
de Sanger, cuyo enfoque era secuenciar el genoma fragmentandolo en miltiples secuencias
cortas de nucleétidos extraidas de zonas al azar; las tecnologias de segunda generacion
lograron implementar un método en el cual dos secuencias cortas de nucleétidos son
separadas por un tramo de pares de bases desconocido, pero de longitud definida, a este

tramo se le denomina tamano de inserto. [Bradnam et al., 2013|Lischer and Shimizu, 2017].

La empresa estadounidense Illumina ha desarrollado una gran cantidad de protocolos
de NGS, entre ellos el método de secuenciacion por sintesis (SBS). Este método se basa en
fragmentar el genoma en multiples segmentos de DNA, la adicién de adaptadores permite
que los pequenos trazos de material genético se adhieran a un flowcell cuya superficie se
encuentra llena de oligonucleétidos complementarios a los adaptadores. Al ser fijados en el
flowcell, las polimerasas se encargan de generar la hebra molde restante de las secuencias
adheridas con el uso de nucledtidos fluorescentes; estos nucleétidos emiten una senal que al
ser captada nos permite determinar el orden de los nucleétidos en un tramo denominado
read o lectura. Un paso adicional de bioetilinizacién en los extremos de los trazos de DNA
permite generar pares de lecturas en base a fragmentos de mayor tamano y, por ende, con
un tamano de inserto superior [Bronner et al., 2014, Yoshinaga et al., 2018,|Zhang et al.,
2011]. El resultado de este proceso es una base de datos de lecturas de secuenciacién de
tamano corto donde Idealmente las lecturas apareadas por un tamano de inserto, a dicho

par se le denomina fragmento.
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Figura 2.1: Cantidad de genomas ensamblados y depositados en NCBI desde 1988 hasta la
actualidad.

La cantidad de genomas corresponde a la totalidad de los organismos, incluyendo eucariotas,
procariotas, archaeas y virus.

La cantidad de genomas ensamblados ha crecido de manera exponencial en la tltima
década (Figura 2.1), este crecimiento ha sido gracias al continuo avance de las tecnologias

de secuenciacién y al surgimiento de las denominadas tecnologias de secuenciacion NGS.

El continuo desarrollo de las técnicas NGS ha generado gran interés en estudiar
organismos con un mayor grado de complejidad en su distribucion de nucledtidos, siendo
de esta manera un aporte en la mapeabilidad de las lecturas de secuenciacion y en la
construcciéon de genomas de tamano extenso. Es de este modo, que se ha logrado formalizar
ensamble de genomas como una técnica necesaria para el estudio del genotipo y de los

multiples factores inmiscuidos en el genoma del organismo.



3. .Que es el ensamble de un

genoma?

El ensamble de secuencias es un proceso técnico donde se realiza una reconstruccién o
modelado del genoma de un organismo objetivo, el cual puede ser considerado como su
mapa fisico describiendo al genoma a nivel de pares de bases. Este modelo es mapeado
y sintetizado en una base de datos de secuencias o lecturas obtenidas a partir del
procedimiento experimental denominado secuenciacién. El proceso surge de la necesidad
de resolver el orden de las pares de bases en la secuencia de ADN que permiten el

funcionamiento de los organismos vivos y la estructura del mismo |[Khan et al., 2018].

El objetivo técnico del ensamblado de genomas es el de armar a partir de una gran
cantidad de secuencias cortas denominadas lecturas o reads para generar secuencias
contiguas de mayor tamano (contigs) [Khan et al., 2018|, con el fin ideal de obtener de
manera completa la secuencia de nucleétidos contenida por cada cromosoma del organismo.
La generacién de este modelo puede ser llevada a cabo mediante las técnicas de novo y por
referencia. Para la obtencién de la secuencia gendmica de un organismo no ensamblado
(esto es, que no existe un genoma publicado) existen dos tipos de metodologias que se

explicaran a continuacion.

3.1. Ensamble de nowvo

El ensamble de novo es una técnica que permite la generacién de las secuencias de un
genoma sin el uso de una referencia, usando como método el ordenamiento de lecturas
de DNA secuenciadas o reads. Como resultado de esto se espera un set de secuencias

nucleotidicas que representen el genoma del organismo de interés.
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Los tipos de reads que pueden ser utilizados en el ensamble depende tanto de la
cantidad en que estos se ocupen como la distancia entre ellos; para esto es necesaria la
distincion entre Single-end y Paired-end reads. Los Single-end reads son aquellas secuencias
nucledtidicas individuales que provienen de la secuenciacién de sélo un extremo de un
fragmento de DNA, mientras que los Paired-end reads son secuencias “emparejadas”, ya
que provienen de la secuenciacion de los dos extremos de un mismo fragmento de DNA.
Los Paired-end reads corresponden a dos secuencias nucleotidicas de similar tamano en
pares de bases que estan distanciadas por una cantidad de pares de bases especificas ya
conocidas; esta técnica permite abordar la solucién a problematicas como la construccién

de zonas repetidas dentro de un genoma [Miller et al., 2010].

La construccion de un modelo de genoma se basa, en primera instancia, en el
ordenamiento y alineamiento de reads mediante el traslape entre ellos. Algunos métodos
aprovechan el traslape de reads con un corto tamano de inserto para generar fragmentos
de mayor tamano. Otros métodos en cambio dan uso de técnicas matematicas para la
elaboracion de secuencias de mayor tamano a partir de los fragmentos de lecturas, tal es
el caso del uso de ensambladores basados en el grafo De Bruijn (DBG). En este método,
ambas secuencias del fragmento son cortadas en subsecuencias contiguas de tamano k
denominadas K-mers. Debido a la gran cantidad de secuencias que son fragmentadas, los
K-mers son dispuestos en un DBG siendo ordenados a partir del traslape de k-1 nucledtidos.
De este modo, el ensamblador obtiene la secuencia recorriendo el nodo o las aristas que
presentan mas evidencia o peso dentro del grafo. Muchos ensambladores de novo difieren
entre si por el uso de un DBG hamiltoniano o euleriano, siendo su principal diferencia la
ubicacion de la subsecuencia en las aristas o en los nodos del grafo respectivamente, esto
impacta en gran manera en la eficiencia y tiempo de ejecucién del proceso (Pevzner et al.,
2001; Sohn & Nam, 2018) [Pevzner et al., 2001,[Sohn and Nam, 2018].

Como resultado de esta primera etapa, es posible la obtencién de constructos mayores
denominados “Contigs” que representan la parte mas basica del ensamblado de genomas.
Posteriormente estos contigs pueden ser enlazados utilizando informacién de Paired-end
reads, cuya distancia entre reads es larga (31000 nucle6tidos) mediante espacios vacios o
gaps (representados por Ns), los cuales no presentan informacién alguna sobre el modelo
construido para el genoma del organismo mas que la distancia establecida entre contigs.
A estas secuencias enlazadas de mayor tamano se les denomina “Scaffolds”. Por ltimo,
existe la posibilidad de rellenar los gaps presentes en las secuencias generadas mediante
el alineamiento de reads adicionales pertenecientes al mismo organismo con el fin de

llenar los vacios no conocidos del genoma, con el fin de obtener una mejor contigiiidad y
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calidad en el ensamble (ver Figura 3.1). Como resultado, el ensamble de genomas deberia
dilucidar informacion sobre el orden de las secuencias nucleotidicas contenidas en cada
cromosoma del organismo secuenciado a través de los scaffolds construidos en el proceso
de ensamble [Kitts et al., 2016].

3.2. Ensamble por referencia

El ensamble por referencia es una metodologia de ensamblado de genomas que utiliza un
genoma pre-existente, o una referencia, para la construccién del genoma de un organismo
objetivo. Un paso crucial para este proceso es la eleccion de un organismo cercano
evolutivamente al secuenciado. En este método, los reads de secuenciacion son alineados
contra el genoma de referencia, los cuales al ser mapeados cubren tanto en longitud como en
profundidad dicha secuencia. La cobertura de profundidad (o Depth coverage) se refiere
a la cantidad de veces en que un unico nucledtido es secuenciado, en consecuencia, es
posible analizar la distribucion y el promedio de depth coverage en un set de secuencias de
lecturas de secuenciacion. Por otro lado, existe la amplitud de cobertura, que se refiere a la
proporcién del genoma de referencia cubierto por los reads (Ver Figura 3.2). Cuando dos
especies son evolutivamente cercanas analizando su tiempo de divergencia, es de esperar
que se presente un alto porcentaje de similitud al comparar el genoma de ambas especies; la
cobertura, tanto de profundidad como de amplitud, dependen de dicha similitud. [Olofsson
et al., 2019].

Los reads que se alinean sobre el genoma de referencia conforman una tnica secuencia
consenso o0 canonica, que representara el genoma del organismo objetivo basado en la
referencia del organismo cercano (Ver Figura 3.3) [Lischer and Shimizu, 2017]). Una
secuencia consenso se genera mediante el calculo frecuencia de aparicién de nucleétidos en
una posicién especifica del genoma; a mayor frecuencia existe una mayor conservacion del

residuo, es por tanto que resulta canénico en dicha secuencia.

Los algoritmos utilizados para este proceso se encargan de determinar el alineamiento
6ptimo para el mejor candidato a posicién para el read. Al igual que en cualquier
alineamiento de secuencias, las inserciones y deleciones aumentan la complejidad del

mismo |Langmead and Salzberg, 2012].

Una desventaja de este método es a causa de la diferencia de tamanos entre ambos
genomas. Debido a que el ensamble por referencia se basa principalmente en la secuencia

de un organismo cercano, el tamano de secuencia resultante de este proceso serd menor
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Sequencing

B  Singleend
-1 Paired end
§-~4 Mate pair

de bruijn graph
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Contigs
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Mate pairs order contigs

——— /3 G
Scaffolds or chromosomes
Figura 3.1: Esquema del ensamble de novo.

Las secuencias de lecturas son cortadas en K-mers de tamano K. el grafo De Bruijn le permite
al software encontrar la conformacion mas viable para la construccién de contigs. Los contigs
son mapeados en scaffolds lo que posteriormente podria considerarse como cromosomas.
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Figura 3.2: Tipos de cobertura.

En rojo se muestran las lecturas de secuenciacién alineadas sobre el genoma de referencia.
La cobertura de profundidad se considera como la cantidad de veces que una sola base es
secuenciada. La cobertura de amplitud se mide como la porcién del genoma de referencia
que cubierta por los reads durante el alineamiento.

o igual al tamano del organismo de referencia, dependiendo claramente de la tasa de
alineamiento de las lecturas de secuenciacion; del mismo modo, la disposicion de los genes
a lo largo del genoma estara basada en el organismo de referencia. En consecuencia, la
calidad del ensamble final estara altamente sujeta al genoma ocupado como molde, por lo
que una baja calidad de ensamble en la referencia resultara en un ensamble erréneo para

el organismo objetivo [Sayers et al., 2020].

Ambas metodologias de ensamble pueden ser utilizadas y resultan ser convenientes
segun las preguntas que se desean responder y la calidad, cantidad y cobertura del proceso
de secuenciacién. Sin embargo, con el propodsito de producir una secuencia gendémica
que pueda suplir la falta de informacién genética en organismos de la superfamilia
Octodontoidea que posteriormente puedan generar estudios comparativos, se ha optado
por escoger una especie cercana cuyas caracteristicas se encuentren registradas, es decir,
incurrir en el la ejecucién de un ensamble por referencia. Dicho esto, es importante

cuestionar y evaluar, ya finalizado el ensamble, la calidad de la secuencia generada.

11
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Sequencing
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Figura 3.3: Esquema del ensamble por referencia.

Las secuencias de lectura son alineadas en un genoma de referencia. Las variantes por cada
posicién son analizadas y busca encontrar una secuencia consenso por mayor cantidad de
repeticiones de un nucleétido por posicién especifica. Se crea el consenso y el genoma por
referencia.
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4.

Evaluacion del ensamble

Entender algunos conceptos que son esenciales para la evaluacién de la calidad del

ensamble. Estas métricas responden a caracteristicas de tamano, contigiiidad y cantidad

de las secuencias ensambladas:

= N50: Este parametro indica qué tan contiguos son los contigs o scaffolds ensamblados.

Su medida se basa en el tamano de la menor secuencia ensamblada ubicada en el
50 % del total del genoma ensamblado si las secuencias estuvieran ordenadas de
mayor a menor tamano. Cuanto mas alto sea un N50 méas contiguo es el ensamble.
Por otro lado, un bajo N50 puede ser resultado de una baja cobertura en el set de
datos [Miller et al., 2010].

Largo de secuencias: El primer paso del ensamble genera secuencias en base a reads
contiguos. Estas secuencias no son generadas con un tamano especifico, por lo que
existe una distribucién de largo de contigs y scaffolds. Puesto que el objetivo final
del ensamble de genomas es la construccién de cada uno de los cromosomas del
organismo objetivo, se espera que la distribucién ideal del ensamble sea la de generar

un Scaffold por cada uno de los cromosomas del organismo.

BUSCO: El puntaje BUSCO es una medida que busca estandarizar la integridad
de un ensamble de transcritos. Este software se dedica a buscar la proporcion
de los genes ortologos altamente conservados. Esto se basa en la suposicion de
que existe un conjunto de genes que poseen una unica copia (single-copy) en el
organismo y que se encuentran altamente conservados a lo largo del tiempo; en
apoyo a esta idea, BUSCO cuenta con diversos conjuntos de genes clasificados
por el linaje del organismo (p.e: mamifero, vertebrado, insecto, eucariota, etc.).
Para su funcionamiento, BUSCO convierte los transcritos ensamblados a evaluar

en bases de datos y alinea contra ellos el set de transcritos single-copy usado por el

13
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programa [Seppey et al., 2019]. El alineamiento puede resultar en 4 clasificaciones

distintas por cada transcrito single-copy alineado:

x Complete and single copy: El transcrito ensamblado es encontrado de manera
tnica en la base de datos de genes single-copy del linaje buscado (495 % de

similitud).

x Complete and duplicated: El transcrito ensamblado se encuentra completo, sin
embargo, es encontrado mas de una vez en la base de datos de genes single-copy

del linaje, cuando idéneamente deberia ser encontrado sélo una vez.

x Fragmented: El transcrito ensamblado es encontrado, pero no es considerado
integro. (j95 % de similitud)

* Missing: El transcrito ensamblado no es encontrado en la base de datos.

Ademas de muchas otras métricas cominmente utilizadas, como lo son el promedio de
largos de reads, cantidad de N’s en secuencias, secuencias de mayor y menor tamano en el
ensamble, etc. Esto posibilita cuantificar la calidad del ensamble en términos de integridad

y contigiiidad.
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5. Anotacion de genomas

La anotacién corresponde al proceso computacional que vincula la informacion
biolégicamente importante a los datos de secuencia del genoma. En el desarrollo de este
proceso se busca identificar y caracterizar elementos importantes contenidos en la secuencia
lineal del DNA con el fin de entender el significado de su estructura y funcionalidad. En
gran manera, la anotacion se ha vuelto un gran reto en la investigaciéon de organismo
a nivel gendémico, pues si bien las ultimas generaciones de secuenciacién masiva les
han otorgado a los cientificos la capacidad de construir una gran variedad de genomas
gracias al bajo costo que ha acarreado a lo largo de los anos y a las caracteristicas que
poseen las lecturas (contigiiidad, cobertura, etc.) que mejoran con cada nueva tecnologia
desarrollada; el proceso de anotacién se ha convertido en un desafio debido a la naturaleza
exotica y variedad de muchos genomas recientemente secuenciados, es por ello que muchos
grupos consideran esta informacién como un consenso de las caracteristicas gendémicas

correspondientes a un organismo secuenciado |[Rust et al., 2002,|Yandell and Ence, 2012].

El desarrollo de una anotacion se encarga de caracterizar el genoma de un organismo
a dos niveles: el estructural, el cual registra la disposicién de las secciones de un gen en
términos de coordenadas dentro de un cromosoma, y la anotacion funcional de genes,
que identifica la funciéon del producto del gen analizado tanto en forma de términos
GO -ontologia de genes- como asignandole rutas metabdlicas ligadas, ‘gene name’ y
descripciones (Ver figura 5.1). Ambos niveles son utilizados por los investigadores para
enfocar los registros a su campo de estudio teniendo en cuenta la mayor cantidad de

informacién posible sobre el organismo de interés [Kitts et al., 2016].

Este proceso puede ser abordado de distintas maneras segin la cantidad de informacién
con la cual se disponga, por lo que, es preciso distinguir entre la anotaciéon de genes
basada en evidencia y la prediccion de genes para la anotacién. La anotacion por evidencia

busca el alineamiento y el registro de elementos en el genoma previamente secuenciados o
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Figura 5.1: Anotacién de genomas.

Proceso de caracterizacion de los diversos elementos contenidos en el genoma, basados en
distintos tipos de informacién. En el recuadro azul se presentan los métodos basados en
evidencia extraidas a partir de procesos experimentales. En el recuadro rojo se presentan los
métodos basados en modelos matematicos, por ejemplo, Hidden Markov Models.

reconocidos por el investigador que tengan cabida en el genoma o su funcién; registros como
secuencias de proteinas, secuenciacion de RNA o marcadores de secuencias expresadas

(EST), funcionan como evidencia disponible para apuntar en la anotacién.

Por otro lado, la anotacion por prediccién ab initio se encarga de identificar mediante
modelos matematicos la ubicacién de un elemento genético en funcién de la informacion
conocida en organismos cercanos filogenéticamente al objeto de estudio. Es debido a ello
que la mayoria de los softwares de prediccion de genes poseen moédulos encargados de
entrenar el modelo matematico previo al uso del programa, mejorando asi la precision en
la anotacién de elementos genéticos sin evidencia. Del mismo modo, existen multiples
herramientas ab initio que dan uso a evidencia externa para mejorar ain més dicha
precisién, a esto se le denomina predicciéon de genes basado en evidencia. Este ultimo
proceso da una gran mejora en la anotacion del genoma de organismo que no han sido
caracterizados previamente, debido a que comunmente los métodos ab initio utilizados
para ellos dependen fuertemente del set de entrenamiento, el alineamiento de evidencia

externa otorga veracidad a las predicciones obtenidas por estos softwares y disminuyen el

error de la prediccién [Scalzitti et al., 2020].

16



CAPITULO 5. Anotacién de genomas

La construccién de la anotacién del ensamble final es en gran medida 1til para la
realizacion de técnicas de analisis comparativo entre dos organismos. La descripcion de la
funcion, tamano y ubicacién de los elementos del genoma no sélo contribuyen a la deteccién
de homologia entre ambas especies, sino que también son esenciales en la descripcién
y caracterizacion de otros genomas. Es por ello que la informacion registrada para un
organismo debiera ser peridédicamente actualizada a la luz de nueva informacion descrita a
partir de nuevos organismos anotados o en la inclusién de nueva evidencia registrada para

el uso publico.

5.1. Importancia de la anotacién

Comprender que el orden especifico de los nucleétidos y aminodcidos confiere
propiedades estructurales o funcionales a una secuencia bioldgica, nos permite definir y
entender ciertas regiones o segmentos que, dentro de una extensa secuencia, confieren
caracteristicas importantes al organismo en el cual se alojan. De este modo, la anotacién
podria entenderse como la escritura de un plano que almacena las coordenadas de dichas
secciones dentro de una secuencia mayor (como lo podria ser un gen almacenado en
un cromosoma); y que nos permite a nosotros como investigadores enfocar el estudio a
secciones especificas en vez de interactuar con secuencias demasiado extensas |Abril and
Castellano, 2018].

Ademas de entender el significado de las secuencias, tanto por su estructura y
funcionalidad, las anotaciones de genomas dan sustento y recursos al trabajo de una
gran variedad de laboratorios en todo el mundo. Miltiples organizaciones se publican
sus resultados en bases de datos biolégicas disponibles para el ptublico, entre ellas se

encuentran:
= RefSeq

Ensembl

UniProt

Encyclopedia of DNA Elements (ENCODE)

GENCODE, entre otros.

Estas bases de datos generalmente son consultadas por los investigadores para

documentar y sustentar sus proyectos en su campo de estudio [Sayers et al., 2020)].
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La descripciéon de cada uno de los elementos contenidos en un genoma resulta tutil
para definir la interaccion y el papel que juegan en un sistema de mayor tamano y
complejidad, como la participacion de sus productos en rutas metabdlicas o la inclusién
de ligandos con acciones regulatorias con afinidad a estos elementos; esto logra integrarse
en un reciente campo de estudio denominado “System Biology” [Huttlin et al., 2017]. Por
ultimo, la anotacion de elementos funcionales de un genoma es un componente de vital
importancia en los estudios de filogenia y andlisis de expresion de genes de un organismo;
donde en este ultimo precisamos de un elemento target con el cual trabajar. Por otro
lado, el estudio evolutivo in silico es fuertemente influenciado por la comparacién de todas
las caracteristicas registradas en genoma del organismo, en paralelo con otras especies
cercanas a €él, por lo que el detalle de las diferencias entre dicho grupo suele ser una de las

preguntas frecuentes en este tipo de estudios.
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6. Anotacion y Ensamble en orga-
nismos de la superfamilia Octo-

dontoidea

El panorama actual de los organismos pertenecientes a la superfamilia Octodontoidea
nos otorga una escasa cantidad de informacion genémica depositada en las bases de datos
biolégicas. Tanto asi que dentro de la familia de los equimiidos (Echymidae) y abrocomis
(Abrocomydae) no es posible encontrar ningin registro de proyecto de secuenciacién o
de ensamble. Para los roedores tucos-tucos (Ctenomyidae) existe registro de ensamble de

genoma mitocondrial en el organismo Ctneomys sociabilis (social tuco-tuco) en el registro
‘Nucleotide Database’ de NCBI (NC_020658.1).

Por otro lado, para la familia Octodontidae existe registro de més de un organismo, los
cuales son (Ver Tabla 6.1): Octomys mimaz, conocida como la rata vizcacha del monte,
es endémica de Argentina y la tinica especie en el género de los Octomys; Tympanoctomys
barrerae, conocida como la rata vizcacha roja, endémica de las estepas secas y salinas
del centro-oeste de Argentina y unica en el género Tympanoctomys [Evans et al., 2017];
y Octodon degus, conocido como degi (del mapudungin dewtii), especie no subterrdanea
endémica de Chile, son recurrentemente objeto de estudio dada su alta capacidad de

organizacion y sociabilidad.

Los estudios de filogenia entre las especies de la familia Octodontidae no han sido
comprendido desde un punto de vista genético; por lo que, si bien se infiere que su
especiacion al habitat subterraneo es en gran medida gracias a cambios genéticos, no existe
base alguna que dé sustento a esta afirmacion, y menos atin a senalar la causa de que esta
diversificaciéon de ambientes haya existido en dos puntos independientes uno de otro en

espacios de tiempo separados. Para llevar a cabo esta comparacién, se debe establecer las
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Octomys mimax

Tympanoctomys barrerae

Octodon degus

Versién 1 1 1

Fecha 17/10/2017 17/10/2017 01/05/2012
Tecnologia de secuenciacion | [llumina HiSeqX | llumina HiSeqX Mlumina Hi-Seq
Nivel de ensamble Scaffold Scaffold Scaffold

Método ensamble ABySS v1.9 ABySS v1.9 AllPaths v. R40507
Cobertura 10x 10x 80x

Ntumero de Scaffolds 1,257,804 1,558,800 7,135

N50 Scaffold 4,874 4,698 12,091,372

ID GenBank

GCA_002564305.1

GCA_002564285.1

GCA_000260255.1

Tabla 6.1: Detalle de organismos Octodontidae ensamblados.

Ensamble y anotacién disponibles de genomas de organismos Octodontidaes caracterizados
hasta la fecha. Datos recopilados de la base de datos GenBank.

diferencias entre organismos aparentemente cercanos que coexistan en distintos habitats,

sin embargo, existen claras limitaciones con la informacion disponible en las bases de datos

biologicas. Para solucionar esta problematica se ha optado por ensamblar y anotar a A.

sagei, uno de los organismos subterraneos teéricamente més cercanos a uno de los pocos

roedores caracterizados de este linaje (Octodon degus) que habita en la superficie. Es de

esperar que el resultado de esta investigacion permita afrontar de manera més clara la

comparacion entre ambas especies.
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7. Problema

Ausencia de registros genomicos en organismos del linaje Octodontidae cuyo habitat se

encuentre en el ambiente subterraneo.
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8. Solucioén propuesta

Aplicacion de protocolos de ensamble y anotacién de genomas en datos DNA-Seq y

RNA-Seq del organismo Aconaemys sagei.
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9. Objetivos

9.1. Objetivo General

Producir el ensamble y la anotacion del genoma de la especie Aconaemys sagei

perteneciente a la superfamilia Octodontoidea.

9.2. Objetivos Especificos

1. Elegir modelo de referencia entre especies candidatas cercanas a A. sagei para la

preparacién del ensamble por referencia.

2. Ensamble por referencia del organismo A. sagei a partir de set de lecturas de

secuenciacién y modelo por referencia elegido.

3. Ejecutar protocolo de anotacién sobre el modelo de genoma (ensamblado).
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10. Metodologia

Dentro de las primeras consideraciones para el trabajo de lecturas de secuenciacion, es
la verificacion de la integridad de estas mismas antes de su posterior procesamiento. Para
ello se usé dio uso del software FASTQC [Andrews, 2010] en su versién 0.11.5. Este es un
software orientado a extraer y visualizar informacion estadistica en librerias de lecturas de
secuenciaciéon con el fin de comprobar la calidad de librerias antes y después del filtrado.
Provee un resumen grafico sobre el promedio y distribucion de calidad de los nucledtidos
secuenciados por posicién especifica en el read a lo largo de todo el archivo gracias a la
informacion proveida por los archivos de extensién “.fastq”. Ademds de esto, FASTQC
grafica la distribucién de largos, el contenido de GC, contenido de N’s, contenido de bases
por posicion y posibles contaminaciones por vectores que pudieran presentarse durante la

secuenciacién de la muestra en el laboratorio. (Ver Anexo 1).

Toda esta informacién resulta 1til en el control de calidad, puesto que, si el resultado
de los graficos fuera desfavorable, es necesaria la intervenciéon mediante el corte y filtrado
de las secuencias de lectura, proceso denominado “Trimming”. Trimmatic (versién 0.36)
es un software orientado al corte y filtrado de secuencias de reads en formato .fq o .fastq.
Este programa posee distintas contiene opciones de corte de acuerdo al criterio del usuario
segln se quiera operar bajo un largo de read especifico o de acuerdo a la calidad que posee
cada nucleétido en su posiciéon dentro del read (Ver Figura 10.1). Del mismo modo, si
un adaptador es encontrado durante el chequeo con FASTQC, es posible cortar hasta el

término del adaptador con Trimmomatic [Bolger et al., 2014]. (Ver Anexo 2)

Este proceso es iterativo, se debe verificar la calidad y cortar si es necesario de forma
continua hasta obtener la calidad deseada, idealmente sin perder muchos nucledtidos

durante el proceso.
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Figura 10.1: Trimming de reads.

Se muestran las opciones de cortar zonas de baja calidad en reads (LEADING, TRAILING
y SLIDINGWINDOW de Trimmomatic). Y opciones de cortar hasta un tamano especifico
(CROP y HEADCROP) entre otras.

10.1. Eleccién de modelo de organismo por referencia.

En la eleccion del modelo de referencia que se usé para el ensamble, se analizaron
tres especies roedoras aparentemente cercanas a la superfamilia Octodontoidea, las cuales

fueron Cavia porcellus, Chinchilla lanigera y O. degus. Para ello se uso el software Bowtie

v2.3.4.3 [Bolger et al., 2014], sobre cuyo resultado se analizaron las métricas de cobertura

y tasa de alineamiento. El tiempo de divergencia entre el set de lecturas de A. sagei y las

especies C. porcellus y C. lanigera es superior a los 30 millones de anos, en cambio para

O. degus es cercano a los 3,7 millones de anos atras |Opazo, 2005|.

10.2. Ensamble por referencia

El ensamble por referencia es, en principio, la elaboracién de la secuencia consenso
resultante al combinar las lecturas del organismo target con el genoma del organismo de
referencia. Para poner en contacto ambos elementos se ejecuté el alineamiento de los reads
de A. sagei sobre el genoma del organismo de referencia. Para ello se utilizé el software
Bowtie2 con el cual se index6 el genoma de referencia y posteriormente se obtuvo el archivo

binario de alineamiento .bam (Ver Anexo 3).
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Figura 10.2: Ensamble por referencia.

Los archivos de lectura son alineados sobre el genoma de referencia. Se usa samtools para
manipular el archivo de alineamiento y en conjunto con bcftools y vcfutils para generar la
secuencia consenso.

Los registros del alineamiento fueron ordenados e indexados con samtools v0.1.19 [Li
et al., 2009]) con los médulos sort e index. Posteriormente, se utiliz6 en una unica linea
de comando una combinacion de los softwares participantes en la creacién de la secuencia
consenso; estos son beftools v1.4.1-16-g034870e y vefutils.pl [Li and Barrett, 2011] en su
version de perl (Ver Figura 10.2). La finalidad de usar estos tres programas en conjunto
fue la de encontrar todas las posibles variantes en posiciones especificas del genoma; estas
variantes son dadas por la cobertura de las lecturas sobre el genoma de referencia, por lo
que es posible observarlas como SNP’s “apilados” entre si gracias al médulo mpileup de
samtools. El programa bcftools con su médulo view y su opcion -c, se encargan de contar
las variables presentes en una posicién especifica del genoma de referencia gracias a las
lecturas, con el fin de determinar el nucledtido con mayor cantidad de repeticiones [Danecek
et al., 2011]. El programa vcfutils.pl es el encargado de traducir estas variantes en una
secuencia consenso con el médulo vef2fq, el cual como su nombre lo indica, sustituye las
bases donde existen variantes por aquellas con mayor cantidad de repeticiones y transforma
la salida en un archivo con propiedades .fastq . Por tltimo, se recurrié al médulo seqret de
EMBOSS v 6.6.0.0 para transformar el archivo de extensién .fastq por .fasta. (Ver Anexo
3)

26



CAPITULO 10. METODOLOGIA

10.3. Ensamble de transcritos

El ensamble de transcritos fue realizado con el software TRINITY v2.8.5, el cual es
un ensamblador de novo popularmente utilizado en el ensamble de transcritos mediante
lecturas de RNA-Seq. Este programa se divide en tres fases: en el primer paso Trinity
construye contigs usando los reads como si se trataran de K-mers, extendiéndolos el
mayor largo posible, luego estos contigs son clusterizados; debido a que se trata de un
ensamblador de novo, Trinity hace uso del grafo De Bruijn, en donde por cada uno de los
clusters generados, son extraidas las secuencias mas probables de ser una isoforma al gen
secuenciado |Grabherr et al., 2011, Haas et al., 2013]. El ensamble fue generado usando
150G de los 252G disponibles en Exxact y 64 de las 128 CPU’s disponibles (Ver Anexo 1).

Para verificar la integridad de los ensambles se usé el software BUSCO v3.0.1 con cuatro
distintos linajes a los cuales pertenece el organismo A. sagei para observar la integridad
de las secuencias ensambladas por Trinity. Los cuatro linajes elegidos fueron: Eucariota,

Vertebrado, Mamifero y Tetrapodo.

10.4. Anotacion de genomas

Para la anotacion de genomas se utiliz6 una bateria de softwares provenientes del
protocolo de anotaciéon MAKER v2.31.10 [Cantarel et al., 2008]. Durante su ejecucion,
MAKER da uso de multiples softwares para cada uno de los procesos senalados en la
Figura 1.5; para ajustar los parametros de cada uno de estos programas, el comando

maker -CTL genera tres archivos de parametros necesarios para su ejecucion:

= maker_exe.ctl.: En este archivo se especifica la ruta de cada uno de los programas
participantes en la anotacion de genomas. Al ejecutar el comando generador de
archivos de parametros, maker rellena de manera automatica los campos de los
softwares cuya ruta se encuentre en el perfil .bash de Linux. Los programas se
encuentran separados segun la funcién que desempenan en la anotaciéon y muchos de
ellos no son obligatorios para su ejecucion; otros, por el contrario, son indispensables
para ello, como es el caso de BLAST v 2.8.1, RepeatMasker v4.1.0, Augustus v2.5.5

y snap v2006-07-28 segun el tipo de anotacién que se quiera realizar. (Ver Anexo 4)

= maker_bopts.ctl: En este archivo se indican los parametros de los programas BLAST
y Exonerate; para el primero indicando umbrales de porcentaje de cobertura y

porcentaje de identidad, y puntaje de corte de e-value y bit; todo esto para los
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modulos blastn, blastx (para alineamiento de proteina-genoma y enmascaramiento
de elemento transponible) y tblastx. En el caso de Exonerate se especifican los
umbrales de puntaje en términos porcentajes con el fin de obtener la porcion de
alineamiento que se encuentren sobre el porcentaje indicado del total de matches

tanto de proteinas como de nucledtidos. (Ver Anexo 5)

= maker_opts: Este archivo es el mas extenso de los tres. En él se deben indicar la ruta
del genoma para anotar también de los archivos de que contienen la evidencia para
el alineamiento, los parametros de uso del resto de los programas de prediccién y
enmascaramiento, opciones de re-anotacion si este fuera el caso y las opciones del

comportamiento de maker en el registro de genes en el archivo gff. (Ver Anexo 6)

Previo a la ejecucién de la anotacién, existe la opcion de entrenar el modelo matematico
usado por los predictores de genes ab initio, en este caso, Augustus y SNAP; ambos dan uso
de modelos de Markov para su prediccion, sin embargo, el primero es utilizado en conjunto
con la evidencia para aumentar la precisién del resultado [Korf, 2004,[Stanke and Waack,
2003]. Los modelos mateméticos son entrenados usando una muestra del transcriptoma de
la referencia, debido a que es el organismo mas cercano a A. sagei y en el cual fue basado

el ensamble.

Para el proceso de anotacién del genoma ensamblado por referencia de A. sagei, se
usaron los transcritos ensamblados anteriormente por el software Trinity para la ejecucién
de los tres tipos de modelos de anotacion. En primera instancia se ocupd RepeatMasker
[Smit et al., 2013] para realizar soft-masking al genoma, el soft-masking reemplaza todas
las secuencias repetidas, elementos transponibles (obtenidos de la base de datos RepBase)
y regiones de baja complejidad por nucledtidos en tipografia mintscula para diferenciarla
de regiones codificantes, las cuales iran en mayuscula. Posteriormente fueron alineados los
transcriptomas ensamblados de novo y secuencias de proteinas del organismo de referencia
mediante BLAST [Altschul et al., 1990, Camacho et al., 2009] y Exonerate [Slater and
Birney, 2005|. Por ultimo, son ejecutados los predictores de genes SNAP y Augustus,
con el fin de encontrar aquellos genes no identificados por el alineamiento de transcritos y
proteinas (Ver Figura 10.3). Esto es repetido autométicamente por cada uno de los scaffolds
y contigs presentes en el archivo contenedor del genoma, obteniendo de esta manera una
anotacién por cada secuencia encontrada en el fasta [Campbell et al., 2014,|Holt and
Yandell, 2011].
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Figura 10.3: Pipeline de anotacion MAKER

En el paso 1 se identifican y enmascaran las secuencias repetidas, se predicen modelos de
genes y se alinea la evidencia de RNA y proteina. En el paso 2 se selecciona el modelo de
prediccion a ser anotado y se completa la anotacion estructural. En el paso 3 los modelos se
someten a un alineamiento local con InterProScan y blastp para la anotacién funcional.

10.5. Post-procesamiento de la anotacién

Como resultado de la ejecucién de maker se obtienen miiltiples carpetas, donde por cada
una de estas existe una anotacién para un tunico scaffold o contig. Para combinar estas
anotaciones en un unico archivo maker provee una serie de accesorios para su ejecucion,
entre ellos se encuentra gff3_merge y fasta_merge, los cuales al ser ejecutados recolectan
y unen la informacién para crear archivos tnicos de anotacién (gff3) y secuencias (fasta
de proteinas y transcritos para el organismo A. sagei). Muchos de estos registros, sin
embargo, no son identificados mas alla de las coordinadas en las que se encuentran. Para

solucionar esto se realizé una anotacion funcional.

La anotacién funcional es el método por el cual todos los genes identificados dentro del
genoma reciben descripciones basados en la funcién del producto al cual codifican (Nombre
del gen, producto proteico y otros detalles). Se us6 blastp e InterProScan v5.44-79.0 [Jones
contra la base de datos SwissProt/UniProt (D506-D515, 2019) y la coleccién

Pfam, lo que nos permiti6 obtener la terminologia GO (Gene Ontology) [Ashburner et al.,

2000, |Carbon et al., 2019] y toda la informacién necesaria para la descripcién los genes

anotados. Esta informacién fue mapeada y reemplazada en el archivo de anotacién en
bruto y en los archivos de secuencia de transcritos y proteinas mediante el uso de los
modulos map, maker_functional e iprscan de software MAKER (Ver anexo 7), obteniendo

asi la anotacion final para el organismo A. sagei.
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11. Resultados

A continuacion, se presentan las caracteristicas de las lecturas de secuenciacion del

organismo A. sagei, generadas mediante tecnologia Illumina HiSeq 2500.

Muestra Aconaemys sagei
350
550
Tamaiios de inserto (bp) 5,000

8,000

12,000
R1, R2 (paired-end)

RO (single-end)

Tipo de libreria

Muestra Tamartio de inserto (bp) | N.? Total de Reads
350 410,173,564
550 495,295,125
Aconaemys sagei 5,000 229,952,122
8,000 920,996,627
12,000 926,188,656

Tabla 11.1: Detalle de librerias de secuenciacién Illumina HiSeq 2500 en muestras de
A.sagei.

Los resultados de calidad del set de lecturas de DNA fueron recopilados por cada uno
de los tamanos de inserto y expresados en un solo grafico de calidad por base para cada

una de las librerfas paired-end (R1 y R2) y single-end (RO).
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FastQC Analysis without Trimming

. Insert size
(o, N NARNARANA AN N AR NN AN N NN
% *  350bp
e * 550bp
o
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»

------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- * 12kb

Base Position

Figura 11.1: Resultados de calidad posterior al trimming.

En el eje x se encuentra la posicién en el read (1 - 150), en el eje y se encuentra el puntaje
promedio de las calidades por posicion especifica para cada uno de los reads.
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% Adapter

lllurnina Universal Adapter
lllumina Small RNA 3' Adapter
lllumina Small RNA 5' Adapter
Nextera Transposase Sequence
SOLID Small RNA Adapter

1234567891213 18-19 24-25 30-31 36-37 42-43 48-49 54-55 60-61 66-67 72-73 78-79 84-85 90-91 96-97 104-105 114-115 124-125 134-135
Position in read {bp}

Figura 11.2: Ausencia de adaptadores después del trimming.

En el eje x se encuentra la posicion en las lecturas, en el eje y el porcentaje de adaptadores

encontrados

A continuacién, se presentan los resultados del alineamiento de las lecturas de

secuenciacién de A. sagei sobre los genomas de las tres distintas especies escogidas como

candidato a modelo para el ensamble por referencia.

Organism Alignment rate
Chinchilla lanigera 43.55 %
Octodon dequs 84.83 %
Cavia porcellus 16.70 %

Tabla 11.2: Resultados de alineamiento en candidatos a modelo de ensamble por referencia.
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Depth and breadth coverage in Octodon degus alignment

Mean depth coverage: 72x
%Genome with depth coverage 0: 16.4149%

0.024

0.011 ‘/\

0.00

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Depth coverage

Figura 11.3: Anélisis de cobertura.

En el eje x se muestra la distribucion de cobertura luego del alineamiento, en el eje y se
muestra la fraccién del genoma con x cobertura. En la anotaciéon se muestra el peak de
cobertura promedio y el % del genoma con cobertura 0.

La calidad del ensamble por referencia puede verse graficado por sus estadisticas
principales como lo son el N50, promedio de largos y numero de scaffolds presentes en

el archivo .fasta generado (Figura 114 y 11.5).

El software BUSCO tiene su propio script para generar graficos en R a partir del archivo
resumen de los resultados obtenidos. A partir de ello se puede expresar de manera grafica
la porciéon de BUSCQO’s por cada uno de los linajes analizados. En base a esto, se realizd
el ensamble de transcriptoma por Trinity, el cual duré 2 horas con 17 minutos, siendo

posteriormente analizado en BUSCO (Figura 11.5).

A partir del registro realizado en la anotacién del genoma de A. sagei se puede obtener
desde su segunda columna, la cantidad de elementos totales anotados luego de la prediccién
de genes ab initio y el alineamiento de la evidencia en el genoma. La anotacion funcional
del mismo modo, también incluye una etiqueta en la descripciéon del elemento, gracias a

ello es posible realizar un conteo de los elementos totales anotados y la cantidad de genes
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Statistics in Aconaemys sagei reference assembly

1.25e+07 1

Genome Length (bp): 2,995,390,778

Number of scaffolds: 7,111
1.00e+07
Average(bp): 421,233.41
Largest Scaffold: 41,204,387
7.50e+06
5.00e+06
B .

Length (bp)

0.00e+00

50 60 70 80 20 100
Nx

Figura 11.4: Anilisis de calidad de ensamble.

En el eje x se muestra la métrica Nx donde x va de 50 a 100. En el eje y se muestra la cantidad
de bases correspondientes al Nx. En la esquina superior derecha se muestra un resumen del
tamano total, nimero de scaffolds, promedio de largos y scaffold mas largo.

que recibieron su “GO name” luego de la anotacién funcional (Tabla 11.3 y Figura 11.7).
La duracién total del proceso fue de 5 dias con 4 horas para un genoma de casi 3 Gbp,
esto fue realizado en un computador con 128 procesadores usando solamente 60 de ellos
para la realizacion de alineamientos locales por scaffold, con una capacidad maxima de

memoria de 256G.
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Cumulative length plotin Aconaemys sagei scaffolds
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Figura 11.5: Distribucion de acumulada de largo de scaffolds en ensamble por referencia.

En el eje x se muestra el umbral de largo con magnitudes de 10%, en el eje y se muestra la
cantidad de scaffolds con largo inferior al umbral.

Por tltimo, es posible analizar la integridad del transcriptoma final en adicién a la

evidencia proveniente de la referencia y la prediccién de genes ab initio mediante el mismo

andlisis realizado en los resultados de Trinity (Figura 11.8).
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BUSCO Aconaemys sagei Assessment Results (Trinity)

. Complete (C) and single-copy (S) . Complete (C) and duplicated (D)

Fragmented (F) - Missing (M)
Eukaryota
Vertebrata 238], F:503, M:583,
Mammalia 1477, n:4104 _

20 40 60 80 100
%BUSCOs

Figura 11.6: Resultados BUSCO del ensamble de transcritos de A. sagei en Trinity.

En el eje y se muestran los linajes analizados. Cada linaje posee una cantidad distinta de
transcritos. En el eje x se muestra el porcentaje de integridad encontrado en dichas secuencias.
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Aconaemys sagei annotation summary
Gene 31,717
mRNA 31,717
CDS 191,040
Exén 192,894
Five prime UTR 5,926
Three_prime UTR 7,149
Genes With GO name | Genes Without GO name
15,694 16,023

Tabla 11.3: Resumen de anotacién del organismo Aconaemys sagei.

A la izquierda el elemento anotado seguido de la cantidad de veces encontrado en el archivo
de anotacién. En la zona inferior, se encuentra la cantidad de genes con y sin terminologia
GO luego de la anotacion funcional

) ; CDS intersect 5’'UTR Maker annotation
CDS intersect 3'UTR Maker annotation =

CcDs
CDS
(191,040) (191,040)
190,850 190,987

Gene intersect mRNA Maker annotation

Figura 11.7: Diagramas de Venn en registros de elementos presentes en la anotacién.

En la parte superior se encuentran de manera grafica las intersecciones de CDS con elementos
UTR. En la parte inferior se muestra la concordancia Gene-mRNA en la anotacion.
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BUSCO Aconaemys sagei Assessment Results (MAKER)

. Complete (C) and single-copy (S) . Complete (C) and duplicated (D)

Fragmented (F) . Missing (M)

C:271

48 [S:1862, D:

9 [S:2976, D:

0 [S:2689, D:101

20 40 60 80 100

%BUSCOs

Figura 11.8: Resultados BUSCO del ensamble de transcritos de Aconaemys sagei en

MAKER.

En el eje y se muestran los linajes analizados. Cada linaje posee una cantidad distinta de
transcritos. En el eje x se muestra el porcentaje de integridad encontrado en dichas secuencias.
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12. Discusion

El analisis de calidad realizado sobre las lecturas de DNA arrojo un promedio de puntaje
superior a los 30 puntos de calidad en el sistema phred33. En el sistema phred33, la
probabilidad de error de un nucleétido en el proceso de secuenciacién es anotada en base a
caracteres del sistema ASCII, de este modo cuando un nucleétido tiene una probabilidad

de 1 entre 1,000 de ser secuenciada incorrectamente, y usando la siguiente férmula:

Q = —1010g10P

Donde P es la probabilidad de que la base sea incorrecta y Q corresponde al puntaje.
De esta forma obtendremos un puntaje de 30, lo cual nos indica que la base tiene un 99,9 %

de probabilidad de estar bien secuenciada.

Para todas las librerias de reads podemos observar puntajes sobre 30 de calidad, tanto
para secuenciaciéon de DNA y RNA. Sin embargo, existié una pequena cantidad de reads en
las librerfas paired-end con presencia de contaminacién por adaptador Nextera-Seq (Figura
11.1), proveniente de la técnica de secuenciacién en librerfas mate-pair. La eliminacién de
secuencias con Trimmomatic fue realizada de manera efectiva segin FASTQC, lo que

también mantuvo la calidad de los puntajes (Figura 11.2).

El alineamiento de lecturas de A. sagei sobre el genoma de O. degus resulté con un
84,3 % del total de reads alineando contra el genoma de referencia (Tabla 11.2). Dado que
el tiempo estimado de divergencia entre ambas especies es de 3.69 + 0.93 millones de anos,
durante el Plioceno [Opazo, 2005], es esperado que el mayor porcentaje de alineamiento sea
dado por este individuo. Sin embargo, un 84 % de similitud entre ambas especies resulta
relativamente bajo en comparacion a especies con mayor tiempo de divergencia, como lo
son el chimpancé y el humano con un tiempo estimado de 6.2 a 8.4 millones de anos y

con diferencias en el genoma cercana al 4% [Luke and Verma, 1995]. El alineamiento de
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secuencias nos permite de igual manera calcular la cobertura de profundidad real de la
secuenciacién (Figura 11.3), la cual resulta ser cercana a un 72x, lo que significa que en

promedio una misma base fue secuenciada hasta 72 veces.

El resultado del ensamble (Figura 11.4) resulta muy similar a las caracteristicas del
genoma referenciado, obteniendo solamente 24 secuencias menos que este, es de asumir
que dichas secuencias no fueron cubiertas por las lecturas de DNA, siendo desechadas por
los software beftools y vefutils al momento de construir la secuencia consenso. En cuanto al
N50, este mantiene un valor de 12,091,372 bp lo que es idéntico a las estadisticas del genoma
de referencia de O. degus lo que indica que el ensamble no ha perdido la contigiiidad
durante la ejecucién del ensamble por referencia. Su valor puede traducirse como el tamano
de la secuencia mas corta si realizamos la sumatoria de todas las secuencias en un orden
de mayor a menor tamanio hasta alcanzar el 50 % del tamano total del ensamble, es decir

2,995,390,778 bp.

El gréfico de largo acumulado (Figura 11.5) nos indica que una gran parte de las
secuencias ensambladas se encuentran entre los 1,000 y 10,000 pb. Se desprende también
que existen algunas secuencias con largo entre los 10 y 40 Mbp; organismos roedores a
nivel de cromosoma como Mus musculus poseen largos de secuencia superiores a los 61
Mbp, por lo que se puede entender que el ensamble generado atin se encuentra a nivel de

scaffold, puesto que no se ha logrado concretar e identificar un cromosoma completo.

Los transcritos ensamblados con Trinity no lograron completar el perfil BUSCO de
manera satisfactoria (Figura 11.6) para los linajes de tetrapodo, vertebrados y mamiferos;
obteniendo porcentajes bajos, cercanos a un 40 %, del total de transcritos BUSCO
completos por cada uno de los linajes. Ademas, la proporcién de transcritos BUSCO
faltantes y fragmentados iban en aumento a medida que se era mas especifico en el linaje.
Para solucionar esto, se considerd alinear los reads de transcriptoma contra el genoma
de referencia y eliminar las lecturas no mapeadas del mismo modo de filtrado; para
posteriormente reunir los reads integrados en el alineamiento y realizar el ensamble en
ellos. A pesar de esto, se obtuvieron exactamente los mismos resultados. Los resultados de
la anotacién de A. sagei (Tabla 11.3) muestran una cantidad idéntica de genes y mRNA.
Esto nos indica que por cada uno de los genes identificados existe un producto de mRNA
asociado dentro de la anotacién; sin embargo, no se indican las distintas variaciones que
podria tener un gen a causa del splicing, lo que en consecuencia deberia registrar una
mayor cantidad de elementos mRNA en la anotacién [Brett et al., 2002]. Por otro lado,
las diferencias existentes entre CDS y exdén son por causa de la identificacién de exones.

Un CDS se encuentra caracterizado por ser una seccién codificante de un gen, es decir, sin
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intrones ni regiones terminales; por otro lado, el exén es parte de la regién codificante de
un gen, sin embargo, este si puede ser parte de las regiones terminales o UTR. Esto quiere
decir que tanto CDS, como 5" UTR y 3" UTR se encuentran dentro de las coordenadas de

los exones.

Existe un pequeno porcentaje de secuencias cuya anotacién pareciera ser inviable
(Figura 11.7): se trata de aquellas regiones terminales, tanto 5" y 3’, cuyas ubicaciones
se encuentran en las mismas coordenadas que los CDS, lo cual no puede ser posible
porque los CDS no corresponden a regiones terminales; un posterior analisis con el software
bedtools [Quinlan and Hall, 2010] permitié identificar la coordenada de estos elementos y

verificar que su anotacion fue realizada en hebras opuestas.

En comparacién con la anotacién del genoma de referencia (Anexo 8), los elementos
“gene” anotados en A. sagei parecen sobrepasar la cantidad del mismo elemento recopilado
en la anotacién de O. degus. Sin embargo, la cantidad de elementos “mRNA” de la
referencia es mayor no tan solo a la cantidad del mismo elemento anotados en A. saget, sino
que también superior a los elementos “gene” de la misma referencia; esto sugiere que se
identificaron las distintas variaciones genéticas, reflejada en la cantidad de transcritos. Por
otro lado la referencia no recopila informacién de ontologia genética (GO) en su anotacion;
sin embargo, al observar su anotacion, esta si presenta descripciones funcionales del gena

recopiladas a partir de la base de datos RefSeq.

El analisis BUSCO de las secuencias encontradas con la prediccién de genes ab initio, en
conjunto con las evidencias alineadas provenientes del ensamblador Trinity y las secuencias
de proteinas de O. degus (Figura 11.8), mejoraron en gran medida la integridad del set de
transcriptomas generado en comparacion con el ensamblado anteriormente, aumentando
hasta un 70 % de BUSCO’s completos en casos mas especificos. Esto era de esperar,
puesto que no sélo se anadieron secuencias de predicciéon al set de transcritos, sino que
también secuencias provenientes del alineamiento por tblastx de proteinas del organismo
de referencia, completando de esta manera gran parte de los transcritos perdidos en el
analisis del ensamble de novo generado por el ensamblador Trinity. Para finalizar, el set
de transcritos generados para A. sagei resulta ser menos integro que el set de transcritos
recopilado desde la referencia (Anexo 9) segun el perfil BUSCO usado por cada linaje;
sin embargo, el porcentaje de genes busco perdidos y fragmentados en conjunto no logra
superar el 30 % en cada linaje, lo cual pareciera ser un resultado satisfactorio para una

primera aproximacion al transcriptoma de A.sagei.
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13. Conclusion

En esta memoria de titulo se obtuvieron los siguientes resultados:

1. El establecimiento de un modelo de referencia usando como base el tiempo de

divergencia entre especies.

2. Una secuencia genomica generada a partir de una especie subterrdanea perteneciente

a la familia Octodontidae.

3. Una primera anotacién estructural y funcional del genoma de la rata de los pinares

menor.

El resultado obtenido es una primera version tanto del ensamble como de la anotacion,
la adicién de informacién en base a nuevos datos de secuenciacion podria ayudar a dilucidar
las secciones desconocidas no presentes en el ensamble o registrar nuevos elementos durante
el proceso de anotacién. Si bien existen diferencias entre la cantidad de elementos anotados
en comparacién con la anotacién del organismo de referencia, se logré localizar una gran
cantidad de genes para su posterior andlisis y estudio evolutivo. El campo del ensamble
y anotacion de genomas crece con el pasar de los anos y a medida que surgen nuevas
técnicas de secuenciacion. En muchos casos mas de un grupo por separado se dedica
a anotar un mismo genoma, muchos de ellos usando procedimientos distintos e incluso
ensambles diferentes. La recopilacién y union de toda esta informacion podria permitirnos
esclarecer un panorama que cada vez parece mas desconocido como lo es la estructura

genémica de los seres vivos.
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14. Anexos

14.1. Anexo 1.- Comandos de ejecuciéon de programas

14.1.1. FASTQC

$ /opt/apps/fastqc/fastqc paired_end_file_R1.fastq # comando de uso FASTQC
$ nohup /opt/apps/fastqc/fastqc \*x.fastq \&

# Permite ejecutar miltiples andlisis fastqc en segundo plano

14.1.2. TRINITY

$ source conda activate
#Activamos el entorno virtual conda que posea el médulo salmon

$ Trinity --seqType fq —--left ../rename_readsl.fq --right ../rename_reads2.fq \
--CPU 64 --max_memory 150

# --seq_type indica el tipo de archivo, --left/right indican
la ruta de los archivos de lectura paired-end,
--CPU para indicar la cantidad de CPU’s y {max_memory

para delimitar la cantidad maxmima de memoria RAM para su ejecucién
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14.2. Anexo 2.- Script de ejecucion de Trimmomatic

#!/bin/bash

pwd=$PWD

#for LIB in ’LO04° ’L0O06° ’LOOQ7’;

#for LIB in ’LOO7’;

for LIB in ’L0O04° ’L0O06’;

do

case $LIB in

L004)
ID=’"-FML779_161005_L004_"’

)

L006)
ID=’"-FML779_160930_L006_"

)

L007)
ID="-FML779_161005_L007_’

b

x)
echo ’Files not found’

0

esac

for insert in ’5kb’ ’8kb’ ’12kb’;
do

Anezxos
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Anezxos

for type in RO’ ’R1’;

do
if [ $type = ’RO’ ];then
java -jar /home/apps/trimmomatic-0.36/trimmomatic-0.36.jar SE -phred33
"/home/cfierro/genomal/2_"${insert}${ID}${typel}".fastq"
"2_"${insert}${ID}${type}t" _trimmed.fastq"
ILLUMINACLIP: /home/apps/trimmomatic-0.36/adapters/NexteraPE-PE.fa:2:30:10
else
java -jar /home/apps/trimmomatic-0.36/trimmomatic-0.36.jar PE -phred33
"/home/cfierro/genomal/2_"${insert}${ID}${typel}".fastq"
"/home/cfierro/genomal/2_"${insert}${ID}${type}"R2.fastq"
"2_"${insert}${ID}${type}" _trimmed_paired.fastq"
"2_"${insert}${ID}${type}" _trimmed_unpaired.fastq"
"2_"${insert}${ID}${type}"R2_trimmed_paired.fastq"
"2_"${insert}${ID}${type}"R2_trimmed\unpaired.fastq"
ILLUMINACLIP: /home/apps/trimmomatic-0.36/adapters/NexteraPE-PE.fa:2:30:10
fi
done

done

done

14.3. Anexo 3.- Comandos de ensamble por referencia

$ bowtie2-build genoma_octodon.fasta Octodon
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Anezxos

$ bowtie2 -x Octodon \

-1 2_350bp-FML779_160930_L006_R1.fastq,\
2_8kb-FML779_161005_L007_R1.fastq,
2_550bp-FML779_161005_L004_R1.fastq,
2_12kb-FML779_160930_LO06_R1.fastq,
2_5kb-FML779_161005_L007_R1.fastq,
2_350bp-FML779_161005_L004_R1.fastq,
2_550bp-FML779_161005_L007_R1.fastq,
2_12kb-FML779_161005_L004_R1.fastq,
2_8kb-FML779_160930_L006_R1.fastq,
2_350bp-FML779_161005_L007_R1.fastq,
2_bkb-FML779_160930_LO06_R1.fastq,
2_12kb-FML779_161005_L007_R1.fastq,
2_8kb-FML779_161005_LO0O4_R1.fastq,
2_550bp-FML779_160930_LO06_R1.fastq
-2 2_350bp-FML779_160930_L006_R2.fastq,\
2_8kb-FML779_161005_L007_R2.fastq,
2_550bp-FML779_161005_L004_R2.fastq,
2_12kb-FML779_160930_L006_R2.fastq,
2_bkb-FML779_161005_L007_R2.fastq,
2_350bp-FML779_161005_L004_R2.fastq,
2_550bp-FML779_161005_L007_R2.fastq,
2_12kb-FML779_161005_L004_R2.fastq,
2_8kb-FML779_160930_LO06_R2.fastq,
2_350bp-FML779_161005_L007_R2.fastq,
2_bkb-FML779_160930_L006_R2.fastq,
2_12kb-FML779_161005_LO07_R2.fastq,
2_8kb-FML779_161005_L0O04_R2.fastq,
2_550bp-FML779_160930_L006_R2.fastq

-3 Octodon_align.sam

P G O R R A e

P G O R R A

$ samtools view -bS Octodon_align.sam -o Octodon_align.bam

$ samtools sort Octodon_align.bam -o Octodon_align.sort.bam

$ samtools index Octodon_align.sort.bam
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$ samtools mpileup -uf genoma_octodon.fa Octodon_align.sort.bam| \
bcftools view -cg - | \

vcfutils.pl vcf2fq > asagei_consensus.fq

$ seqret -osformat fasta asagei_consensus.fq -out2 Genoma_aconaemys.fasta

14.4. Anexo 4.- Archivo de configuracion maker_exe.ctl
#-——- Location of Executables Used by MAKER/EVALUATOR
makeblastdb=/usr/bin/makeblastdb #location of NCBI+ makeblastdb executable
blastn=/usr/bin/blastn #location of NCBI+ blastn executable
blastx=/usr/bin/blastx #location of NCBI+ blastx executable
tblastx=/usr/bin/tblastx #location of NCBI+ tblastx executable
formatdb=/usr/bin/formatdb #location of NCBI formatdb executable
blastall=/usr/bin/blastall #location of NCBI blastall executable
xdformat= #location of WUBLAST xdformat executable

blasta= #location of WUBLAST blasta executable
RepeatMasker=/home/cfierro/src/RepeatMasker/RepeatMasker
#location of RepeatMasker executable

exonerate=/usr/bin/exonerate #location of exonerate executable

- Ab-initio Gene Prediction Algorithms
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snap=/home/cfierro/src/snap/Zoe/snap #location of snap executable
gmhmme3= #location of eukaryotic genemark executable

gmhmmp= #location of prokaryotic genemark executable
augustus=/home/cfierro/src/augustus.2.5.5/bin/augustus

#location of augustus executable

fgenesh= #location of fgenesh executable

tRNAscan-SE= #location of trnascan executable

snoscan= #location of snoscan executable

H————- Other Algorithms

probuild= #location of probuild executable (required for genemark)

14.5. Anexo 5.- Archivo de configuracion maker_bopts.ctl
#-——- BLAST and Exonerate Statistics Thresholds

blast_type=ncbi+ #set to ’ncbi+’, ’ncbi’ or ’wublast’

pcov_blastn=0.8 #Blastn Percent Coverage Threhold EST-Genome Alignments
pid_blastn=0.85 #Blastn Percent Identity Threshold EST-Genome Aligments
eval_blastn=1e-10 #Blastn eval cutoff

bit_blastn=40 #Blastn bit cutoff
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depth_blastn=0 #Blastn depth cutoff (0 to disable cutoff)

pcov_blastx=0.5 #Blastx Percent Coverage Threhold Protein-Genome Alignments

pid_blastx=0.4 #Blastx Percent Identity Threshold Protein-Genome Aligments

eval_blastx=1e-06 #Blastx eval cutoff

bit_blastx=30 #Blastx bit cutoff

depth_blastx=0 #Blastx depth cutoff (0 to disable cutoff)

pcov_tblastx=0.8 #tBlastx Percent Coverage Threhold alt-EST-Genome Alignments

pid_tblastx=0.85 #tBlastx Percent Identity Threshold alt-EST-Genome Aligments

eval_tblastx=1e-10 #tBlastx eval cutoff

bit_tblastx=40 #tBlastx bit cutoff

depth_tblastx=0 #tBlastx depth cutoff (0 to disable cutoff)

pcov_rm_blastx=0.5

#Blastx Percent Coverage Threhold For Transposable Element Masking

pid_rm_blastx=0.4
#Blastx Percent Identity Threshold For Transposbale Element Masking

eval_rm_blastx=1e-06 #Blastx eval cutoff for transposable element masking

bit_rm_blastx=30 #Blastx bit cutoff for transposable element masking

ep_score_1imit=20 #Exonerate protein percent of maximal score threshold

en_score_limit=20 #Exonerate nucleotide percent of maximal score threshold
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14.6. Anexo 6.- Archivo de configuracion maker_opts.ctl
#————- Genome (these are always required)

genome=/home/cfierro/assembly/Reference/0Octodon_refAssembly/Genoma_Aconaemys.fasta

#genome sequence (fasta file or fasta embeded in GFF3 file)
organism_type=eukaryotic #eukaryotic or prokaryotic. Default is eukaryotic
- Re-annotation Using MAKER Derived GFF3

maker_gff=/home/cfierro/annotation_real/01.Genoma_Aconaemys.maker.output
#MAKER derived GFF3 file

est_pass=0 #use ESTs in maker_gff: 1 = yes, 0 = no

altest_pass=0 #use alternate organism ESTs in maker_gff: 1 = yes, 0 = no
protein_pass=0 #use protein alignments in maker_gff: 1 = yes, 0 = no
rm_pass=0 #use repeats in maker_gff: 1 = yes, 0 = no

model_pass=0 #use gene models in maker_gff: 1 = yes, 0 = no

pred_pass=0 #use ab-initio predictions in maker_gff: 1 = yes, 0 = no
other_pass=0 #passthrough anyything else in maker_gff: 1 = yes, 0 = no

#————- EST Evidence (for best results provide a file for at least one)

est=/home/cfierro/transcriptoma/assembly/trinity_out_dir/Trinity.fasta

#set of ESTs or assembled mRNA-seq in fasta format

altest= #EST/cDNA sequence file in fasta format from an alternate organism

est_gff= #aligned ESTs or mRNA-seq from an external GFF3 file
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altest_gff= #aligned ESTs from a closly relate species in GFF3 format

#——- Protein Homology Evidence (for best results provide a file for at least one)

protein=/home/cfierro/test_maker/o_degus/protein.fa

#protein sequence file in fasta format (i.e. from mutiple organsisms)

protein_gff= #aligned protein homology evidence from an external GFF3 file

- Repeat Masking (leave values blank to skip repeat masking)

model_org=all #select a model organism for RepBase masking in RepeatMasker

rmlib=

#provide an organism specific repeat library in fasta format for RepeatMasker
repeat_protein=/home/cfierro/src/maker/data/te_proteins.fasta #provide a fasta file of
rm_gff= #pre-identified repeat elements from an external GFF3 file

prok_rm=0

#forces MAKER to repeatmask prokaryotes

#(no reason to change this), 1 = yes, O = no

softmask=1

#use soft-masking rather than hard-masking in BLAST

#(i.e. seg and dust filtering)

H————- Gene Prediction

snaphmm=/home/cfierro/test_maker/o_degus/odel0.hmm #SNAP HMM file

gmhmm= #GeneMark HMM file
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augustus_species=human #Augustus gene prediction species model

fgenesh_par_file= #FGENESH parameter file

pred_gff=/home/cfierro/test_maker/o_degus/ref_OctDegl.0_gnomon_top_level.gff3

#ab-initio predictions from an external GFF3 file

model_gff=

#annotated gene models from an external GFF3 file

#(annotation pass-through)

est2genome=0 #infer gene predictions directly from ESTs, 1 = yes, 0 = no
protein2genome=0 #infer predictions from protein homology, 1 = yes, O = no
trna=0 #find tRNAs with tRNAscan, 1 = yes, 0 = no

snoscan_rrna= #rRNA file to have Snoscan find snoRNAs

unmask=0

#also run ab-initio prediction programs

#on unmasked sequence, 1 = yes, 0 = no

#————- Other Annotation Feature Types (features MAKER doesn’t recognize)
other_gff= #extra features to pass-through to final MAKER generated GFF3 file

#——- External Application Behavior Options

alt_peptide=C

#amino acid used to replace non-standard amino acids in BLAST databases
cpus=10

#max number of cpus to use in BLAST and RepeatMasker

#(not for MPI, leave 1 when using MPI)
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H————- MAKER Behavior Options
max_dna_len=1000000
#length for dividing up contigs into chunks
#(increases/decreases memory usage)
min_contig=1 #skip genome contigs below this length (under 10kb are often useless)
pred_flank=200 #flank for extending evidence clusters sent to gene predictors
pred_stats=0 #report AED and QI statistics for all predictions as well as models
AED_threshold=1 #Maximum Annotation Edit Distance allowed (bound by 0 and 1)

min_protein=0 #require at least this many amino acids in predicted proteins

alt_splice=0

#Take extra steps to try and find alternative splicing, 1 = yes, 0 = no

always_complete=0 #extra steps to force start and stop codons, 1 = yes, 0 = no

map_forward=0
#map names and attributes forward from old

#GFF3 genes, 1 = yes, 0 = no

keep_preds=0
#Concordance threshold to add unsupported

#gene prediction (bound by O and 1)

split_hit=10000
#length for the splitting of hits

#(expected max intron size for evidence alignments)
single_exon=0

#consider single exon EST evidence when

#generating annotations, 1 = yes, 0 = no
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single_length=250

#min length required for single exon ESTs if ’single_exon is enabled’

correct_est_fusion=0 #limits use of ESTs in annotation to avoid fusion genes

tries=6 #number of times to try a contig if there is a failure for some reason

clean_try=1

#remove all data from previous run before retrying, 1 = yes, 0 = no

clean_up=1

#removes theVoid directory with individual analysis files, 1 = yes, 0 = no

TMP=
#specify a directory other than the system default

#temporary directory for temporary files

14.7. Anexo 7.- Comandos anotacion funcional

$ /home/cfierro/src/maker/bin/gff3_merge -1 -n -g -d \
Genoma_Aconaemys_master_datastore_index.log -o \

Genoma_aconaemys.all.maker.gff

$ /home/cfierro/src/maker/bin/fasta_merge -d \
Genoma_Aconaemys_master_datastore_index.log \

-0 Genoma_aconaemys

$ ab-blastp -query Genoma_aconaemys.all.maker.proteins.fasta \

-mformat=2 -db uniprot_sprot -evalue le-6 hspmax 1 -cpus 64
$ interproscan.sh -appl pfam -dp -f TSV -goterms -iprlookup \

-pa -t p -1 Genoma_aconaemys.all.maker.proteins.fasta -o \

Genoma_aconaemys.all.maker.proteins.fasta.iprscan
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$ maker_map_ids --prefix GMOD_ --justify 8 Genoma_aconaemys.all.gff > map
$ map_gff_ids map Genoma_aconaemys.all.gff

$ map_fasta_ids map Genoma_aconaemys.all.maker.proteins.fasta

$ map_fasta_ids map Genoma_aconaemys.all.maker.transcripts.fasta

$ map_data_ids map Genoma_aconaemys.all.maker.proteins.fasta.blastp
$ map_data_ids map Genoma_aconaemys.all.maker.proteins.fasta.iprscan
$ ipr_update_gff Genoma_aconaemys.all.gff \
Genoma_aconaemys.all.maker.proteins.fasta.iprscan > \
Genoma_aconaemys.all.2.gff

$ iprscan2gff3 Genoma_aconaemys.all.maker.proteins.fasta.iprscan \
Genoma_aconaemys.all.gff >> \
Genoma_aconaemys.all.2.gff

$ mv Genoma_aconaemys.all.2.gff Genoma_aconaemys.all.gff

$ maker_functional_gff uniprot_sprot.fasta \
Genoma_aconaemys.all.maker.proteins.fasta.blastp \
Genoma_aconaemys.all.gff > Genoma_aconaemys.all.2.gff

$ maker_functional_fasta uniprot_sprot.fasta \
Genoma_aconaemys.all.maker.proteins.fasta.blastp \
Genoma_aconaemys.all.maker.proteins.fasta > \
Genoma_aconaemys.all.maker.proteins.2.fasta

$ maker_functional_fasta uniprot_sprot.fasta \
Genoma_aconaemys.all.maker.proteins.fasta.blastp \

Genoma_aconaemys.all.maker.transcripts.fasta > \

Genoma_aconaemys.all.maker.proteins.2.fasta
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$ mv Genoma_aconaemys.all.2.gff Genoma_aconaemys.all.gff

$ mv Genoma_aconaemys.all.maker.proteins.2.fasta \

Genoma_aconaemys.all.maker.proteins.fasta

$ mv Genoma_aconaemys.all.maker.proteins.fasta \

Genoma_aconaemys.all.maker.proteins.2.fasta

Anezxos
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14.8. Anexo 8.- Informacién preliminar de Octodon degus

Octodon degus annotation summary

Gene 25,217
mRNA 42,410
CDS 492,458
Exén 560,210

transcript 5,926
pseudogene | 7,149

14.9. Anexo 9.- Analisis BUSCO en Octodon degus

Octodon degus Assessment Results
. Complete (C) and single-copy (S) . Complete (C) and duplicated (D)
Fragmented (F) B wissing ()

Mammalia

Vertebrata

Lineage

Eukaryota

%BUSCOs

65



	Firmas Comisión Evaluadora



