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Resumen

En el presente trabajo se presentan los protocolos y resultados asociados a la identificacion
de relaciones sinténicas entre subregiones genoémicas asociadas al sistema inmune innato de
Didemnum vexillum y otros Tunicados. Para poder realizar estas comparaciones se requiri6
reensamblar el genoma combinando dos tecnologias de secuenciamiento: PacBio e Illumi-
na. Adicionalmente, se incorporaron protocolos computacionales ajustados para superar dos
problemas técnicos: primero el estado de fragmentacion del genoma aislado y su secuencia-
miento por tecnologia PacBio y segundo la necesidad de corregir errores del secuenciamiento
e incrementar profundidad del ensamblaje genémico usando lecturas de Illumina. El ensam-
blaje dihibrido se hizo usando Celera Assembler Approach Version 8.3rc2. Posteriormente
a las correciones propias de errores de secuenciamiento se us6 SSPACE-Long. El ensamble
final resulté en 517.5 Mb compuesto de 109.769 scaffolds con un N50 de 6.54 kb. Adicional-
mente para poder identificar regiones genémicas con potencial de codificar genes asociados
al sistema inmune innato se ensambl6 de novo el transcriptoma usando Trinity v2.4.0 pro-
duciendo un total de 90,938 transcritos putativos. Posteriormente se realiz6 la anotacion
estructural utilizando Maker en dos rondas de entrenamiento que incluyeron los transcritos
ensamblados: La primera usé modelos de genes de la especie Ciona intestinalis(hoy conocida
como Ciona robusta) y la posterior ronda incorporé modelos de genes entrenados con las
secuencias de Didemnum vexillum. La anotacion funcional se realizd usando términos del
Gene Ontology(GO) obtenidos por homologia a las bases de datos Uniref90 de Uniprot y
PFAM.

Una vez obtenido el re-ensamblaje del genoma y el del transcriptoma de la especie se procedio
a realizar la comparacion genémica pareada entre el genoma de D. vexillum y los ensamblajes
de genémicos de otras 4 especies de tunicados y de un cefalocordado utilizando el softwa-
re SatSuma. Finalmente, sobre las regiones sinténicas obtenidas se asociaron aquellas que
tienen genes asociados al sistema inmune segtin los términos GO. La informacion genémi-
ca y transcriptémica se visualiza en la plataforma base de datos GMOD ajustada para tal fin.

Palabras clave: Tunicados, Didemnum vexillum, Genémica, PacBio, Illumina, Sintenia,
Sistema Inmune, GMOD.



Abstract

This works presents protocols and results associated to identify sintenic relationships between
subgenomics regions associated with the innate immune system of the organism Didemnum
verillum and other Tunicates. In order to achive these comparisons, was necessary to re-
assemble the genome of the organism by combining two sequencing technologies: PacBio
and [lumina. Additionally, fitted computational protocols were incorporated to overcome
two technical problems: first the state of fragmentation of the isolated genome and sequen-
cing by PacBio technology and second the need to correct sequencing errors and increase
genomic assembly deep by using Illumina reads. The di-hybrid assembly was run using Ce-
lera Assembler Approach Version 8.3rc2. Subsequently to corrections of sequencing errors,
SSPACE-Long was used to genome scaffolding.

The final assembly resulted in 517.5 Mb comprised of 109,769 scaffolds with an N50 of
6.54 kb. Additionally, in order to identify genomic regions with the potential to encode
genes associated with the innate immune system, the de novo transcriptome assembly was
run using Trinity v2.4.0 producing a total of 90,938 putative transcripts. Subsequently, the
structural annotation was performed using Maker using two training rounds. First round
using reference models of the species Ciona intestinalis(today know as Ciona robusta) and
the second consecutive round incorporates non-assembled transcriptome data from textit D.
vexillum. Functional annotation was assigned with GO terms using Uniref90 from Uniprot
and PFAM.

Once genome re-assembly and transcriptome assembly , pair-wise genome comparison was
achieved between the genome of D. vexillum and four other tunicate species and with a cep-
halocordado by using the algorith SatSuma. Finally, those syntenic regions associated with
GO terms of the immune system were detected. Genomic and transcriptomic information
are shown on the platform GMOD database ajusted for this purpose.

Keywords: Tunicata, Didemnum vexillum, Gendémics, PacBio, Illumina, Synteny, In-
mune System, GMOD



Lista de Figuras

1-1. Esquema General Técnica de secuenciamiento PacBio . . . . . . . . . . . . ... 9
1-2. Contaminantes identificados en las lecturas illumina del DNAg de D. vexillum . . 13
1-3. Profundidad de secuenciamiento [llumina con un genoma referencia de 550Mbases. 14

1-4. Histograma con la distribucion de Sublecturas Raw Pacbio(Count) diferenciando las
celdas SMRT de PacBio secuenciadas por color y su relacion con la longitud(x); El
heatmap presenta una distribucién de densidades(y) con respecto a la longitud de
las lecturas(x) . . . . . . ..o 15

1-5. Procedimiento general de ensamble de D. vexillum con lecturas Pacbio Corregui-
das(1, 2 ,3 y 4 corresponden a los datos de entrada en la tabla 1-5) . . . . . . . . 16

1-6. Procedimiento del Scaffolding del ensamble en contigs de D. vezillum . . . . . . . 18

1-7. Resultados de la evaluacion del ensamble genémico de D. vezillum con la herra-
mienta BUSCO . . . . . . . . . . . e 19

1-8. Diagramas de Venn. La interseccion representa las secuencias de proteinas con ho-
mologia entre D. vexillum y C. intestinalis-B. schlosseri, C. intestinalis-C. savignysi,

C. intestinalis- 0. dioica C. intestinalis y el cefalodordado B. floridae . . . . . . 21

2-1. Resultados de la anotaciéon estructural con la pipeline MAKER y secuencias de
Dowvexillum . . . . . . . e e e e e e 28
2-2. Captura de pantalla de la Base datos D.vezillum mostrando resultados de Maker. 29
2-3. Resultados de la anotacion funcional con la base de datos Uniref90 de Uniprot con
las secuencias de D.vexillum . . . . . . . . . . . ... 30
2-4. Clasificacion por familias de ontologias anotadas a 4371 secuencias de proteinas de
D.vezillum(evalue 1E-24) con Interproscan. . . . . . . . . . . .. .. ... ... 30

2-5. Homologia entre 69 proteinas de D.vexillum y 80 proteinas del fagosoma de C.

intestinalis, e-value=1e-25. . . . . . . . . . . ..o oL 32
2-6. Bloques sintenicos entre D.vexillum y C. intestinalis, e-value=1e-25. . . . . . . . . 32
2-7. Bloques sintenicos entre D.vezillum y C. intestinalis, e-value=1e-25. . . . . . . . . 33
2-8. Bloques sintenicos entre D.vexillum y C. intestinalis, e-value=1e-25. . . . . . . . . 34
2-9. Microsintenia entre D.vezillum y C. intestinalis . . . . . . . . . . . . .. . ... 36
2-10.Microsintenia entre D.vezillum y C. savignyi . . . . . . . . . . . . ... ... 37
2-11 Microsintenia entre D.vezillum y B. schlossert . . . . . . . . . . . ... ... .. 37
2-12 Microsintenia entre D.vezillum y O. dioica . . . . . . . . . . . . ... ... 38

2-13 Microsintenia entre D.vezillum y Branchiostoma floridae . . . . . . . . . . . .. 38



XII Lista de Figuras
2-14.Colinearidad de Peptidos de D.vezillum con referencia de Ciona intestinalis . . . 40
2-15 Identificacion de microsintenia conservada entre D.vezillum y C. intestinalis . . . 41

2-16.Resumen de candidatos a genes ortologos del fagosoma, entre C.intestinalis, D.vezillum,

C. intestinalis y el cefalocordado B. floridae . . . . . . . . . . . . . . ... ... 43
2-17 Identificacion de sintenia entre las especies C. intestinalis, C. savigyni, O. dioica, B.

schlosseri y el cefalocordado Branchiostoma floridae. . . . . . . . . . . . . ... 44
3-1. Crecimiento de los organismos durante ultima década. . . . . . . . . . . . .. .. 46
3-2. Grafo representando algunas relaciones de ontologia en chado . . . . . . . . . .. 47
3-3. FronEnd de inicio de la Base de datos para wvexilum . . . . . . . . . . . . . ... 50
3-4. FronEnd bienvenida de la base de datos para D. vexilum . . . . . . . . . . ... 51

3-5. Permite busquedas simples sobre los resultados obtenidos de D. wvexilum en este
trabajo. . . .. .o L e 52
3-6. El navegador gendémico muestra la evidencia experimental de los resultados de D.

vexdllum . . . . L L 53

A-1. Electroferograma tomado a la muestra “Dvex2” antes de ser ligada a los adaptadores
SmartBell de Pacbio; este analisis de calidad cuantifico la distribucién y concentra-
cion de fragmentos de DNA del organismo D.vexillum antes de su secuenciamiento
por Técnica Pacbio . . . . . . . . . .o e o8
A-2. Electroferograma tomado a la Muestra Dvex3 antes de ser ligada a los adaptadores
SmartBell de Pacbio; este analisis de calidad cuantifico la distribucion y concentra-
cion de fragmentos de DNA del organismo D.vexillum antes de su secuenciamiento

por Tecnica Pacbio . . . . . . . . . ..o 99

B-1. Seis primeros campos de la nomenclatura generados desde el secuenciamiento del

gDNA del organismo D. vexillum . . . . . . . . ... 60

D-1. Resumen de Evaluacion de calidad con el software FastQC para las lecturas raw de
illumina del organismo Didemnum vexillum: (a),(b) Valor de calidad VS posicion de
cada nucléotido en la lectura,(c) Porcentaje de Nucléotido en la lectura VS posicion
de cada nucleotido en la lectura y (d) Log(2) de la Frecuencia de K-mers VS posicion
de cada nucleotido en la lectura . . . . . . . . ..o 63

M EN

D-2. Analisis de calidad con FastQC: “Per base sequence quality”, “Per tile sequence
quality”,Per base sequence content”“Per sequence GC content” “Sequence Length
Distribution”,Adapter Content”,Kmer Content* a las lecturas Illumiina Runl, final
pareado sentido Forward . . . . . . . . . . ..o 64

D-3. Analisis de calidad con FastQC: “Per base sequence quality”, “Per tile sequence
quality”,Per base sequence content”,“Per sequence GC content” “Sequence Length
Distribution”,“Adapter Content”,Kmer Content* a las lecturas Illumiina Runl, final

pareado sentido Reverse . . . . . . . . ..o 66



Lista de Figuras XIIT

F-1. Unanimity o Identificacién de Concensos Circulares(Circular Consensus Calling) . 69

G-1. Procedimiento general para la identificacion de secuencias repetitivas en el re-ensamble

genémico de D. vexillum . . . . . . ... o000 70






Lista de Tablas

1-1.

1-4.

1-5.
1-6.

2-1.
2-2.

Distribucién de tamanos del DNAg de D. vexillum, para las muestras Dvex2
y Dvex3 antes de ser preparadas para su secuenciamiento PacBio. . . . . . .

. Analisis primarios sobre los datos raw PacBio de D. vexillum con el software

PacBioEDA v.2014-08-1 . . . . . . . .

. Métricas de calidad de Lecturas CCS de once celdas SMRT de PacBio con

las muestras Dvex2 y Dvex3 del organismo D. wexillum. obtenidas con el
modulo RS ReadsOfInsert de SMRT Analysis v2.3.0(Pacific Biosciences, CA
con ciclos completos > 2. . . . . ...
Meétricas de calidad de Lecturas raw Illumina luego de Identificar y enmascarar
los adaptadores insertos en la etapa de secuenciamiento. . . . . .. .. ...
Metricas de lecturas correguidas para el ensamble de D. vexillum . . . . . . .
Tabla comparativa entre el ensamble reportado por [Velandia et al., 2016] en
2016 y el ensamble de D. vezillum producido de este trabajo . . . . . . . ..

Genomas de los organismos ensamblados. . . . . . . ... ... ... ...
Mejor Blast Reciproco con similaridad mayor a 82 % y una relacion de longitud
del 44 % para 5 especies de tunicados y B. floridae. . . . . . .. .. ... ..

. Relaciéon de alias con la extensa nomenclatura de nombres en Pacbio. . . . .

. Métricas de calidad de las Lecturas raw Illumina reportadas por Velandia-

Huerto et. al.(2016) y usadas para el ensamble de novo del organismo D.
verillum . ... L e

. Resultado comparativo del la profundidad de secuenciamiento para un genoma

de 550Mbases en D. vexillum. Los datos son tomados desde las lecturas raw
de illumina a las que se han aplicado un enmascaramiento y/o recorte de
adaptadores. . . . . . ...



Introduccidén

En el presente trabajo se compilan los esfuerzos computacionales requeridos para un analisis
gendémico comparativo, dirigido a proponer estrategias en el uso de métodos computacionales
para resolver y superar los retos y las dificultades experimentales propias del secuenciamiento
genémico de un organismo no modelo como lo es el tunicado Didemnum vexillum, con el fin de
detectar subregiones genémicas asociadas a genes putativos relacionados con ontologias del
sistema inmune innato que presenten conservaciéon sinténica con otras especies de tunicados.
D. vexillum es una especie que habita ambientes marinos y es considerado por la comunidad
internacional como una especie altamente invasiva con potencial para modificar la estabili-
dad de los ecosistemas marinos. Este organismo es una especie omnivora, que en conjunto
con su caracter de invasor, se espera, que hubiese desarrollado estrategias inmunolégicas di-
versas y flexibles que le confirieron éxito en su proceso de adaptacion a diversos ambientes.
Evolutivamente la especie hace parte del phylum de los tunicados que es considerado el grupo
hermano de los vertebrados y es modelo de estudio para la biologia evolutiva del desarro-
llo. Estos estudios son dependientes de la expresion de genes en los diferentes estadios del
desarrollo y del conocimiento de la estructura y funcionamiento del genoma. Sin embargo,
la complejidad de los genomas reportados han indicado, rapidas tasas de mutacion, rearre-
glos gendmicos y un ejemplo claro de compactacion del genoma como ocurre en la especie
Oikopleura dioca. Esta complejidad genera retos para los estudios genémicos comparativos
por dos motivos: por un lado la estructura propia del genoma y por otro, el estado actual de
la informacién gendémica, la cual en la mayoria de los tunicados se encuentra en estado bo-
rrador, lo cual dificulta aun maés los estudios genémicos comparativos. De esta informacion,
la excepcion que ya se estructura a nivel de cromosoma es para las especies: Ciona robusta,
antes clasificada como Ciona intestinales (nombre que se mantendra a lo largo del texto) y
Botryllus schlosseri.

Para este trabajo, los procedimientos computacionales fueron ajustados para integrar dos
fuentes de tecnologias de secuenciamiento de ADN genémico(DNAg por su sigla en inglés),
que junto a la informacién transcriptomica de la especie fueron incorporados en los estu-
dios de genémica comparativa. Tanto el re-ensamblaje genémico como el ensamblaje del
transcriptoma, fueron logrados para cumplir con los dos estandares minimos requeridos en
gendémica comparativa y que son presentados en el primer capitulo: un genoma ensamblado
al mejor nivel de resolucion posible y el ensamblaje del transcriptoma. Por otro lado, en
el capitulo segundo se presentan los resultados de la anotacion estructural y funcional que
seran incorporados en los estudios comparativos descritos al final del mismo; para cumplir
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con los requisitos de aplicaciéon de la genémica comparativa para el calculo de las regiones
sinténicas de comparaciones pareadas entre el genoma ensamblado de D. vexillum con los
genomas de cada una de las especies a evaluar en este trabajo: comparaciones de D. vexillum
con las especies C. intestinalis, Ciona savigni, B. schlosseri, O. dioca y del cefalocordado
Branchiostoma floridae con la intercepciéon de bloques que contienen genes con ontologias
asociadas al sistema inmune innato del fagosoma de la especie C. intestinalis. Finalmente
en el capitulo tercero se usaron herramientas del proyecto Generic Model Organism Databa-
se(GMOD) para incorporar los resultados de los capitulos anteriores, en una base de datos
que relaciona las secuencias gendémicas, usando sus anotaciones de términos de ontologia y
en la que se pueden realizar consultas simple como indexaciones y biisquedas desde la WEB.
Con esta aplicacion se permite presentar los resultados dando un sentido biolégico y nos
posibilita hacer esta plataforma extensible a otros organismos.

Es importante resaltar que el analisis bioinforméatico aplicado a los estudios genémicos com-
parativos depende de los protocolos que no siempre pueden ser utilizados de forma estandar
y, a su vez, son altamente dependientes de los resultados derivados de los experimentos por
un lado y, altamente dependientes de la informacion de referencia de otros genomas dispo-
nibles por otro. En el caso del estudio del genoma de D. vexillum estos dos requerimientos
demandaron el ajuste de los protocolos estandar para lograr los objetivos a cumplir.

Los resultados genémicos del secuenciamiento de D. vezillum obtenidos por tecnologia Pac-
Bio con baja profundidad se originaron de un DNAg parcialmente degradado que limit6 el
uso de los protocolos en la plataforma SMRT Analysis suite—una plataforma concebida para
datos generados desde secuenciamiento PacBio— y demandé el uso del ensamblador Celera
Assembler. Por otro lado, la informaciéon genémica previamente publicada y obtenida por
la tecnologia [llumina, fue usada como informacion de referencia en la correcciéon de errores
en las lecturas PacBio y en un proceso posterior de scaffolding conservativo fue procesada
utilizando el programa SSPACE-Long. Finalmente se realizé con el protocolo Quiver de la
SMRT Analysis suite v2.3.0 una fase de construccion de consensos de alta calidad, incluidas
variantes tipo SNPs e INDELs.

La integridad de las secuencias codificantes en el ensamble genémico y el grado de frag-
mentacion de los genes derivados del ensamblaje gendémico fue evaluado usando el software
BUSCO basado de una primera anotacion estructural.

Por otro lado, se ensambld de novo el transcriptoma de la especie usando el software Tri-
nity v2.4.0 produciendo un total de 90,938 transcritos putativos. La anotacion estructural
se realizd6 con Maker usando dos rondas de entrenamiento. La primera ronda de entrena-
miento se realizo usando modelos de referencia de la especie C. intestinalis cuyos productos
fueron usados para una segunda ronda de entrenamiento que incorpora los datos crudos
del transcriptoma de D. wvexillum. La anotaciéon funcional se asigné con terminos del Gene
Ontology(GO) y usando Uniref90 de Uniprot y PFAM.

Finalmente re-ensamblado el genoma y el transcriptoma de la especie se realizaron las com-
paraciones genémicas entre D. vexillum y los genomas de otras cuatro especies de tunicados
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y del cefalocordado utilizando el software SatSuma. Una vez detectadas las regiones conser-
vadas se interceptaron con aquellas que contiene genes asociados al sistema inmune segin
los términos GO reportados y el fagosoma disponible en Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes(KEGG).

En el tercer capitulo, la informacion genémica y transcriptomica es ajustada con herramien-
tas del proyecto GMOD para ser incorporada en una base de datos construida con el esquema
relacional Chado que, se presenta al investigador en un entorno web donde se usa el nave-
gador genémico Gbrowse y la herramienta de busquedas por homologia Blast permitiendo
acceso directo a todos los recursos y resultados de este trabajo.

Objetivo General

Construir una plataforma computacional que evidencie las relaciones sinténicas entre las
sub-regiones gendémicas asociadas al Sistema Inmune Innato del genoma de Didemnum
vexillum y otros tunicados.

Objetivos Especificos

1. Re-secuenciar el genoma del tunicado Didemnum vexillum reportado por Velandia-
Huerto et.al. (2016) con las secuencias genémicas nucleares obtenidas por la técnica de
secuenciamiento PacBio.

2. Localizar las coordenadas de las subregiones genémicas asociadas al sistema inmu-
ne innato de los tunicados: Didemnum vexillum, Ciona intestinalis, Ciona savignysi,
Oikopleura dioica, Botryllus schlosseri y el cefalocordado Branchiostoma floridae.

3. Establecer las relaciones sinténicas entre las subregiones genémicas asociadas al sistema
inmune innato localizadas en los organismos: Didemnum vezillum, Ciona intestinalis,
Ciona savignyi, Oikopleura dioica, Botryllus schlosseri y el cefalocordado Branchiosto-
ma floridae.

4. Realizar la implementacion del proyecto GMOD para construir la base de datos del
organismo Didemnum vexillum, usando las secuencias genomicas nucleares, la anota-
cion estructural, la anotacion funcional y la visualizacion de las regiones sinténicas
asociadas al sistema inmune innato previamente identificado en este organismo y en
otros tunicados.



1. Re-ensamblaje del Genoma de la
especie Didemnum vexillum

En el presente capitulo se presentan los procedimientos y resultados para el re-ensamblaje del
genoma del invertebrado marino D. vexillum. Estos resultados versan alrededor de un orga-
nismo que se ha informado como una especie altamente invasiva y de alto potencial para mo-
dificar la estabilidad de los ecosistemas marinos|Valentine et al., 2006, Ordoniez et al., 2015].
Es una especie omnivora e invasiva que probablemente obtuvo su éxito en términos de adap-
tacion a diversos ambientes con el desarrollo de estrategias inmunologicas. Aunque esta hi-
potesis no ha sido probada, por carencia de datos experimentales para la anotaciéon de genes
asociados al sistema inmune, se ha encontrado que en estudios de poblaciones, esta especie
puede vivir en aguas de temperaturas frias, en aguas tibias y en regiones subtropicales. Su
ciclo de vida (crecimiento y reproduccion), posee complejos patrones reproductivos en aguas
templadas como regresiones de colonias en meses calidos, teniendo su maxima abundancia
en primavera [Ordonez et al., 2015].

Taxono6micamente, la especie hace parte del filo Cordados, subfilo Tunicados (Urocordados).
Este subfilo evolutivamente es considerado como el grupo hermano mas cercano a los verte-
brados y debido a su ubicaciéon evolutiva y a sus estadios del desarrollo, se incrementa cada
vez mas la importancia de estudiar especies del subfilo, para usarlas como referencia en la
biologia evolutiva del desarrollo.

Desde el punto de vista genémico sélo han sido publicados siete genomas de tunicados, de
los cuales la mayoria se encuentran ensamblados como borradores. El primer genoma fue
secuenciado en el afio 2001 y corresponde al de la especie O. dioca|Seo et al., 2001], seguido
por el genoma de Ciona robusta previamente conocido como Ciona intestinalis Tipo A en el
2002 |Dehal et al., 2002| y el cual ha sido recientemente mejorado[Satou et al., 2019]. En el
ano 2008 se publico el genoma de la especie C. savignyi [Small et al., 2007]; es importante
mencionar que estas especies son de habitat solitario y sélo en el ano 2013 se publico el pri-
mer genoma de una especie con estilo de vida colonial, el genoma de la especie B. schlosser:
[Voskoboynik et al., 2013] y posteriormente el Grupo Rnomica Teérica y Computacional de
la Universidad Nacional de Colombial, en conjunto con sus consorcios internacionales anot6
y publico en el ano 2016 la primera versiéon borrador del genoma colonial de D. vezillum.
Posterior a esta fecha se han publicado otros dos genomas, uno para la especie Salpa thom-
psoni[Jue et al., 2016b] y otro para la especie Botrylloides leachii [Blanchoud et al., 2018a].

http://ciencias.bogota.unal.edu.co/gruposdeinvestigacion/rnomica-teorica-y-computacional/
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Aunque muchos de los estudios de los tunicados son asociados al analisis de su biologia,
estos cada vez son mas dependientes del analisis de expresion de genes en diferentes estadios
del desarrollo, por un lado, pero también son dependientes de los estudios genémicos por
otro. Sin embargo, la complejidad esperada de los genomas de este grupo es alta como ha
sido publicado y genera retos computacionales para el ensamblaje genémico. Por ejemplo,
se han reportado rapidas tasas de mutacion [Berna y Alvarez-Valin, 2014|, rearreglos geno-
micos y un ejemplo claro de compactacion del genoma como ocurre en la especie O. dioca
[Seo et al., 2001] asi como inversiones recientemente descubiertas en el cromosoma 4 del gé-
nero Ciona [Satou et al., 2019] que fue previamente observado [Hill et al., 2008]. Todos estos
datos generaron retos para los estudios genémicos comparativos de este trabajo por un lado,
y se anadi6 un segundo grado de complejidad, ya que la mayoria de los genomas de este grupo
se encuentran en ensamblaje borrador y s6lo para las especies C. robusta y B.schlosseri se
encuentran los ensamblajes a nivel de cromosomas.

Es por esto que, con el interés de aportar al estudio del grupo tunicado, este capitulo res-
ponde al objetivo 1 de la propuesta de investigacion: se presentan los resultados del re-
ensamble genoémico, incluidos los procedimientos computacionales para integrar dos fuentes
de informacién gendmica: secuencias largas de DNAg obtenidas del secuenciamiento PacBio
[Eid et al., 2009] y, secuencias cortas de DNAg producidas por tecnologia Illumina utilizadas
previamente para el primer ensamble del genoma de D. vexillum. El re-ensamble hibrido fue
necesario porque compensa por un lado, los errores del secuenciamiento tipico de PacBio,
para el cual se reportan alta tasa de error técnico y por otro, la correcciéon que las secuencias
[Nlumina aportan al proceso de ensamble. En este nuevo ensamble, el tamano del N50 incre-
mento casi 8 veces en comparacion la primera version publicada y por ende permitié cumplir
con el estandar minimo requerido para realizar gendémica comparativa por un lado y para
poder hacer la anotaciéon y prediccion estructural. Sin embargo, pese a todos los esfuerzos de
laboratorio, se presentd degradacion del genoma previo al aislamiento, lo cual dificulté aun
mas el analisis computacional.

Se utiliz6 un ensamble de novo realizado con el software Celera Assembler [Myers et al., 2000,
Venter et al., 2001] para poder manipular y ensamblar los productos de secuenciamien-
to de PacBio y ademés a los modelos de autocorreccion de lecturas PacBio, se usaron
los datos del secuenciamiento Illumina para hacer una segunda correcciéon. Posteriormen-
te se dio la integracion de informacion en un proceso de scaffolding conservativo utilizando
el programa SSPACE-Long [Boetzer y Pirovano, 2014| con el uso final de QUIVER para
una fase de pulimiento. Finalmente se evalu6 la integridad de las secuencias codifican-
tes y el grado de fragmentaciéon de los genes derivados del ensamblaje genémico usando
BUSCO|Simao et al., 2015]. De los resultados de BUSCO se observa un comportamiento
similar a lo observado para el genoma de la especie S. thompsoni en contraste al comporta-
miento observado para los demés tunicados usados para el analisis.
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1.1. Fuente Biolégica para el secuenciamiento PacBio
de D. vexillum

Para el re-secuenciamiento del organismo D. vezillum se parte de dos muestras biologicas
tomadas in vivo y rotuladas como Dvex2 y Dvex3; estas muestras fueron colectadas el 10 de
junio de 2015 por el Profesor Arjan Gittenberger? durante un estudio de especies foraneas
en lechos de ostras, en el lago marino Grevelingen(Holanda).

El secuenciamiento por técnica Pacbio fue realizado por los servicios de la Universidad de
Washington en un instrumento PacBio RSII, usando quimica P6-C4 y utilizando los protoco-
los de preparacion para plantillas con un tamano de insertos de Skbases|Biosciences, 2015¢| y
20kbases|Biosciences, 2015b| para la muestra Dvex3 y protocolos de preparacion de insertos
de 10Kbases|Biosciences, 2015a] para la muestra Dvex2.

Las figuras A-1y A-2 del anexo A presentan los electroferogramas del control de calidad a las
muestras Dvex2 y Dvex3 realizados en la Universidad de Washington antes de ser preparadas
y ligadas a los adaptores SMRTbell para PacBio: de este primer analisis experimental se cuan-
tifico el grado de integridad del DNA de acuerdo a la escala DIN|Gassmann y McHoull, 2014]
en < 3.8, la distribucion de tamanos la describe la tabla 1.1 y en ella se aprecia que ~ 75 % de
los fragmentos de DNAg de D. vexillum se agrupan por tamanos; de 1,5Kbp a 7Kbp y 7Kbp
a 35Kpb. Un 42 % de los insertos se ubica en el primer grupo con un tamano promedio de
3.6Kbp y con las mayores concentraciones: 9.72ng/ul para Dvex2 y 5.57ng/ul para Dvex3,
el restante porcentaje de las librerias tienen longitud promedio de 15kbp, sin embargo, su
concentracion es la mas baja en las dos muestras: 3,71ng/ul para Dvex2 y 2,04ng/ul para
Dvex3: considerando esta evidencia no se realiz6 el protocolo de normalizaciéon de tamanos
antes del secuenciamiento PacBio|Wang et al., 2019]°.

From To  Average CVsize  Conc.
size(kb) size(kb) size(kb) distribution [ng/pul]

Dvex2 1.5 7 3.6 43.7% 9.72
7 35 15 32.3% 3.71
Dvex3 1.5 7 3.7 42.6 % 2.57
7 35 15.2 28.6 % 2.04

Tabla 1-1.: Distribucién de tamanos del DNAg de D. vezillum, para las muestras Dvex2 y
Dvex3 antes de ser preparadas para su secuenciamiento PacBio.

’https://www.gimaris.com/About-us/Principal-Research-Team/Arjan-Gittenberger
3https://www.pacb.com/wp-content/uploads/Procedure-Checklist-Preparing-gDNA-\
Libraries-Using-the-SMRTbell-Express-Template-Preparation-Kit-2.0.pdf
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1.2. Analisis Primarios del secuenciamiento PacBio del
DNA gendmico de D. vexillum

Los datos del secuenciamiento PacBio del DNAg de D. vexillum, fueron procesados por los
scripts en python PacBioEDA v.2014-08-12[Skelly, 2014] para realizar los anélisis primarios
sobre las lecturas raw. La tabla B del anexo B relaciona los alias asignados a la extensa
nomenclatura de nombres en Pacbio.

Productividad

Un paso critico del secuenciamiento PacBio es la inmovilizacion del complejo(adaptadores,
plantilla de DNA, polimerasa y primers) en el fondo de la Guia de Ondas Modo Cero(ZMW).
La distribuciéon 6ptima en la que un tnico complejo ocupa cada pozo ZMW de una celda
SMRT de PacBio(~150000 ZMW), sigue una distribuciéon de Poisson; aproximadamente el
37% (55,000 ZMW) de los pozos ZMWs podrian ser cargados con una tnica molécula de
polimerasa|Biosciences, 2014 (ver figura 1-1).

Una medida de la carga o distribucién del complejo en una celda SMRT es la Productividad,
ella cuantifica el niimero de lecturas(campos de onda registrados) generados desde un ZMW
en donde se ha inmovilizado el complejo: una productividad 0(P0) cuantifica los pozos ZMW
vacios(sin polimerasa), una productividad 1(P1) define los pozos ZMW que son productivos
y secuenciados (con polimerasa) y Productividad 2(P2) determina los pozos que no estan va-
cios(P0) o no son Productivos(P1)en donde las lecturas no son usables. La tabla 1.2 muestra
los resultados de los analisis primarios productividad, valores de lecturas, sublecturas y bases
obtenidas para las regiones de alta calidad(HQ)sobre los datos raw PacBio del organismo D.
vezillum con el software PacBioEDA:
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Figura 1-1.: Esquema General Técnica de secuenciamiento PacBio
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(a) Diagrama de Guia de Ondas Modo Cero(ZMW), (b) Diagrams de complejo con adapta-
dores SMRTbell que ciclan un fragmento de DNA| a la que también se ligan Primers y una

molécula de Polimerasa. (c) Una molécula del complejo (b) es unido al fondo de un pozo

ZMW usando esferas paramagnéticas. (d) La luz emitida permite la excitacion - emision
simultanea de los fluoréforos en la zona de deteccion(20-30nm).(e) la luz emitida por los

flouroforos es colectada a través de un lente objetivo de gran apertura, luego la luz pasa a

través de un prisma que dispersa los elementos que fueron deflectado por el cristal dicrénico,

de acuerdo a su color. Se crea un patron individual para cada ZMW, esto permite identificar

el tipo de base que produce la senal y Un detector de alta sensibilidad es usado para identi-

ficar y discriminar pulsos para cada pozo ZMW. Las imagenes individuales fueron tomadas

y adaptadas de Pacific “Biosciences Technology Backgrounder”



10 1 Re-ensamblaje del Genoma de la especie Didemnum vexillum

En esta etapa se descartaron las lecturas Cell 12, Cell 13 y Cell 14 de los métodos pos-
teriores(Sombreado en la tablal.2) debido a que el anélisis primario evidencia un elevado
porcentaje de pozos sin polimerasa(P0) y un bajo numero de bases en la region Alta Cali-

dad(HQ).

Productive % Productivity

HQ

Average

Sample Name Protocol ZMWs PO P1 P2 Reads Subreads Megabases Kbases
Cell 1 598 344 5.6 51791 110254  352.4 31
Cell 2 328 54.3 12.7 81728 234344  696.2 2.9
Dvex2 Cell 3 L0kb 150292 o0 o 21 5 105 77536 223170 643.2 2.8
Cell 4 335 51.7 14.7 77712 230168  669.4 2.9
Cell 5 95 77.1 13.3 115915 705692  1782.6 25
Cell_6 30 60 8.5 90986 514254  1104.2 2.1
Cell 7 31 59.7 9.2 89803 508765  1106.8 2.1
Dvex3 Cell 8 Sl 10292 o066 544 89 81787 458059  979.5 2.1
Cell 9 62 71.8 21.9 107915 737216  1723.1 23
Cell 10 51 72.8 21.9 109540 740399  1716.1 23
Dvex3 Cell 11 20kb 150292 20.3 66.6 13 100161 601263  1291.5 2.1
Cell 12 081 1.6 0.02 2420 4454 8.2 1.8
Cell 13 20kb 150292 97.9 1.7 0.2 2649 6427 12.1 1.8
Cell 14 75 22 2.7 33433 40809 80.3 1.9

Tabla 1-2.: Analisis primarios sobre los datos raw PacBio de D. vexillum con el software
PacBioEDA v.2014-08-1

1.3. Analisis Secundarios de los datos del
secuenciamiento PacBio del DNAg D. vexillum

Los analisis secundarios para los datos producto del secuenciamiento PacBio del DNA ge-
némico de D. vexillum se enfocaron en obtener lecturas libres de los errores inherentes a la
técnica.

Fuente de error en las lecturas Pacbio de D. vexillum

Debido a que la identificacion del oligo se basa en el tiempo de permanencia de la senal del
fluoroforo unido al nucledtido incorporado en la réplica de la plantilla de DNA, cuando un



1.3 Analisis Secundarios de los datos del secuenciamiento PacBio del DNAg D. vexillum 11

nucledtido fluoromarcado ingresa a la zona de detecciéon durante un periodo de tiempo mas
largo que el promedio pero no es incorporado, la técnica PacBio puede determinar incorrec-
tamente que una base ha sido adicionada(errores tipo Insercion), algunas otras fracciones de
nucledtidos a incorporar por la polimerasa evaden el etiquetado con el fluorocromo, al igual
que posteriores etapas de purificacion por lo que, la técnica puede no registrar la incorpora-
cion de la base cuando elonga la cadena réplica(errores tipo delecion)[Mardis, 2013|. Aunque
también pueden existir errores debidos a la fusion de pulsos, como cuando se sintetizan ca-
denas de DNA con secuencias largas de homopolimeros, los errores predominantes son tipo
InDels con inserciones de ~12 % y deleciones ~2 % |Contreras et al., 2016]

1.3.1. Correccidon de errores de las Lecturas PacBio D. vexillum

La alta tasa de error en las lecturas raw de Pacbio limita su uso directo por lo que, se han
desarrollado métodos de correccion que caen en dos categorias: autocorreccion y correccion

hibrida[Shuhua et al., 2019].

1.3.2. Correccién de errores usando una estrategia de
Autocorreccion

El software SMRT Analysis v2.3.0(Pacific Biosciences, CA) toma ventaja del error estocastico
en la técnica PacBio y usando las lecturas raw de D. vezillum el médulo RS ReadsOfInsert
filtro las sublecturas CCS con ciclos completos > 2 para luego superponerlas y generar
consensos|Tedersoo et al., 2018] de 220,514 lecturas CCS de una fiabilidad de > 99 % y N50
2,1Kbp que corresponden a 450 M bp de lecturas de la mas alta calidad con una profundidad
media de ~13.8(ver tabla 1.3.2).

Paralelamente el mismo software uso el moédulo de autocorreccion RS PreAssembler, que

filtro secuencias de longitud > 250bp con una calidad R() > 0,83 para generar 823,758
lecturas pre-ensambladas de un tamano de 1.4Gpb y un N50 1,8Kbp.

1.3.3. Correccién de errores usando una estrategia Hibrida

Usar tnicamente una estrategia de autocorreccion no fue factible con las lecturas Pacbio de
D. vexillum debido a su baja profundidad: en una estrategia de correccion hibrida se usaron
los datos de lecturas cortas de illumina de mayor cobertura y precisiéon para correguir la alta
tasa de error y baja profundidad de las lecturas PacBio.
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Average Accuracy Average
Reads Mbases kbases % No.Passes

Cell 1 5998 12.6 2.1 99.7 17.5
Cell_2 2613 7 2.6 99.7 15.9
Cell 3 30640 61 1.9 99.6 11.9
Cell 4 31743 63.1 1.9 99.6 11.9
Cell 5 6254 13.3 2.1 99.7 17.6
Cell_6 28709 57.8 2 99.6 10.9
Cell 7 23930 50.6 2.1 99.7 12.5
Cell 8 6502 14.9 2.3 99.7 17.3
Cell 9 31579 63.4 2 99.7 12.1
Cell 10 26799 56.1 2 99.6 12.3
Cell 11 25747 54.7 2.1 99.6 12.4
Average 2.1 99.6 13.8

> 220514 ~ 453Mbases

Tabla 1-3.: Métricas de calidad de Lecturas CCS de once celdas SMRT de PacBio con las
muestras Dvex2 y Dvex3 del organismo D. vezillum. obtenidas con el médulo
RS ReadsOfInsert de SMRT Analysis v2.3.0(Pacific Biosciences, CA con ciclos
completos > 2.

1.3.4. Fuente biolégica y datos de partida para la correcciéon de
errores usando una estrategia hibrida

Lecturas cortas lllumina del DNAg de D. vexillum

Nuestro grupo de investigacion describio el procedimiento seguido para colectar una co-
lonia de D. wvexillum en el islote Hompelvoet (Grevelingen, Holanda) en el ano de 2009
[Velandia et al., 2016]. Del DNA total de esta colonia se realizaron dos secuenciamientos
de librerias pareadas(Runl y Run3) en un equipo Illumina GAIIL: Las lecturas raw obteni-
das(Anexo C, tabla C.1)con un posterior tratamiento seran los primeros datos de partida
usados en la correcciéon de errores PacBio siguiendo una estrategia hibrida.

Pre-tratamiento de las Lecturas cortas lllumina del DNAg de D. vexillum

Los resultados de la evaluacion de calidad a las lecturas raw [llumina del DNAg de D. vexillum
usando el software FastQC,v.0.11.4[2010], puede verse en el anexo D.1; para complementar es-
te andlisis se usaron métodos k-mers de la suite BBtools|Bushnell, 2016|[Bushnell et al., 2017
que identificaron secuencias de dimeros de PCR y adaptadores ligados a las lecturas sentido
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y antisentido derivados bien caracterizado genoma PhiX que es usado como control en los
experimentos illuminallllumina, 2017|. Estos contaminantes fueron insertos en la etapa del
secuenciamiento Illumina y se extienden en diferentes posiciones dentro de las lecturas, como
los muestra en resaltado de la figura 1-2.

RUN1
>Readl _adapter
AGATCGGAAGAGCGGNTCAGCAGGAATGCCGAGACCG
La secuencia hace parte de pcr_dimer:
.. .ACI‘CI’I’I‘CCCI‘ACACGAOGCICI’I‘CCGATCI( AGATCGGAAGAGCGGTTCAGCAGGAATGCCGAGACCG ‘ATCI‘CGTATGCOG. 5o
La secuencia hace parte de PhiX readl_adapter:

AGATCGGAAGAGCGGTTCAGCAGGAATGCCGAGACCG ‘ATCI‘OGTATGOOGTCTICIGCTIGAAA

>Read2 adapter
AGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGNAAGAGNGNAGAT
La secuencia hace parte de PhiX read2 adapter:

l AGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGTAGAT bI‘CGG’IGG’ICGOCGTATCATTAAAAAA

RUN3
>Readl _adapter

l AGATCGGAAGAGCGGTTCAGCAGGAATGCCGAGACCGATNTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG l

La secuencia hace parte de pcr_dimer:

AAT . . .TACACGAOGCTCITOOGA’ICT[ AGATCGGAAGAGCGGTTCAGCAGGAATGCCGAGACCGATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG
La secuencia hace parte de PhiX readl_ adapter:

l AGATCGGAAGAGCGGTTCAGCAGGAATGCCGAGACCGATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG }AAA

>Read2 adapter

l AGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGTAGATCTCGGTGGTCGCCGTATCATT l

La secuencia hace parte de PhiX_read2 adapter\cmidrule(1){3—12}

l AGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGTAGATCTCGGTGGTCGCCGTATCATT ‘AAAAAA

Figura 1-2.: Contaminantes identificados en las lecturas illumina del DNAg de D. vezillum
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Tratamiento a los datos lllumina del DNAg de D. vexillum

La figura 1-3 relaciona la profundidad obtenida con un genoma referencia de 550Mbases
sobre las lecturas illumina(tabla E del anexo E) 1. sin ningun tratamiento. 2. Luego de
realizar recorte de los adaptadores identificados(PhiX y Dimeros de PCR), 3. Recorte de los
adaptadores identificados y exclusion de lecturas con calidad phRed >10, 4. Recorte de los
adaptadores identificados y recorte a las lecturas con calidad phRed >30.

Sobre las lecturas raw de Illumina, con el fin de mantener una profundidad moderada
(~ 30X), la herramienta bbduk de BBTools|Bushnell, 2016] realizé6 un enmascaramiento
de los adaptadores identificados en las lecturas raw Illumina del organismo D. vexillum ge-
nerando aproximadamente 15,2Gbases(1.3.4) que fueron usadas como entrada en la etapa
de correccion hibrida de errores de las lecturas PacBio de nuestro organismo.

Profundidad D. vexillum

Reportada, vs Pretratamientos

(Velandia, et. aly ~30x Trimming ~ 27.6 PhRed >=10 ~21.6 PhRed >=30 ~17.5

Figura 1-3.: Profundidad de secuenciamiento Illumina con un genoma referencia de 550Mbases.

GC Millones Longitud
GC stdev A C G T  Lecturas N90 N50 Total
Runl
Forward 0.36 0.09 0.32 0.17 0.19 0.3092 35 65 65 2,34Gbases
Reverse 0.36 0.10 0.30 0.18 0.18 0.32 35,1 65 65 2,34Gbases
GC Millones Longitud
GC stdev A C G T  Lecturas N90 N50 Total
Run3

Forward 0.38 0.09 0.31 0.19 0.19 0.29 374 151 151 5.27Gbases
Reverse 0.38 0.08 0.30 0.19 0.18 0.31 374 151 151 5.26Gbases

Tabla 1-4.: Métricas de calidad de Lecturas raw Illumina luego de Identificar y enmascarar
los adaptadores insertos en la etapa de secuenciamiento.



1.3 Analisis Secundarios de los datos del secuenciamiento PacBio del DNAg D. vexillum 15

Generacion de las Lecturas Pacbio de DNAg de D. vexillum a correguir

La mayor poblacion de sublecturas raw PacBio de D. vezillum a ser correguidas se obtuvieron
usando el software dextract[Myers, 2015] que, filtro 5,1Giga — sublecturas de longitud >
120bp y calidad RQ > 0,75 con un tamano de 12.35 Gbases y N50 de 2.3kb. La frecuencia y
calidad(RQ) en funcion de su longitud se ilustra en la figura 1-4.

Correccidn de errores de las Lecturas Pacbio de D. vexillum usando una estrategia
hibrida

La sublectura PacBio obtenidas en el paso anteriorl.3.4 fueron corregidas usando los datos
de Illumina libres de errores(seccion 1.3.4) y las Sublecturas autocorreguidas CCS (seccion
1.3.1) por medio de la herramienta proovread-2.13.13[Forster et al., 2014]. Como resul-
tado se obtuvo un primer conjunto de lecturas PacBio correguidas con 776,295Sublecturas
deN50=94kbases (untrimed) correspondientes a 2,7Gbases y otro conjunto de 288,198 lec-
turas de mayor calidad con N50 = 1,7kbp (trimmed) correspondientes a 391 M bp.

[T 1 1 T171

Figura 1-4.: Histograma con la distribucion de Sublecturas Raw Pacbio(Count) diferenciando las
celdas SMRT de PacBio secuenciadas por color y su relacion con la longitud(x); El
heatmap presenta una distribucion de densidades(y) con respecto a la longitud de
las lecturas(x)
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1.3.5. Ensamble Genémico
Datos de entrada para el ensamble genomico de D. vexillum

La tabla 1-5 muestra 4,94Gbases de sublecturas correguidas PacBio del organismo D. vexi-
llum que fueron usadas como entrada al ensamble genémico.

Tabla 1-5.: Metricas de lecturas correguidas para el ensamble de D. vexillum

Método de Correccion Estrategia Software Reads Nb0  Size
1 Correccién Hibrida Alineamientos-Consenso Proovread 776,295 3.94kbp 2.7Cp
2 Correccién Hibrida Alineamientos-Consenso Proovread 288,198 1.7kbp  391Mbp
3 Autocorreccion Solapamientos—Consenso HGAP 823,758 1.8Kbp 1.4Gpb
4 Autocorreccién Solapamientos-Consenso HGAP CCS 220,514 2.1Kbp 450 Mbp

Un ensamble de novo fue realizado con el software Celera Assembler|Myers et al., 2000],
version 8.3rc2, ajustado para no inducir rutas alternativas por superposiciones de los gra-
fos(utgBubblePopping=0) y con tasas de error utgErrorRate=0.12, utgErrorLimit=2.5, ovlE-
rrorRate=0.15, cnsErrorRate=0.15, cgwErrorRate=0.15 con un kmer=17. El procedimiento
general seguido se describe en la figura G-1. La primera versiéon produjo un ensamble con
130,707 contigs, de un tamano de 566,4Mpb con N50 = 5,97kb and GC' = 36 %.

i Hlumina
PacBio Raw y
Reads D. Vexillum Short Reads
D. vexillum
i

No corrected
PacBlo Reads

Humina

Reads Clean

PacBio Reads

p Procvread: Correct
Preassembler i

PacBio Sub-Reads

PacBio Reads

CONTIGS DEGENERATE SINGLETONS
READS READS READS

Figura 1-5.: Procedimiento general de ensamble de D. vexillum con lecturas Pacbio Corregui-

das(1, 2,3 y 4 corresponden a los datos de entrada en la tabla 1-5)

La redundancia en el ensamble se redujo usando el software fasta2homozygous [Pryszcz y Gabaldén, 2016]
que excluyo 16839 contigs de un tamano < 500bp y una identidad > 95 % que corresponde
a 47,4Mbases; los restantes 519Mbp fueron usados en la siguiente fase de scaffolding.
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1.3.6. Scaffolding del ensamble genémico de D. vexillum con
lecturas largas

Los métodos computacionales usados hasta aqui tienen dos etapas: la primera de ellas se
realiz6 con Celera asembler que lectura a lectura construy6 contigs y la segunda etapa del
ensamble que fue el scaffolding, que normalmente hace uso de la informacién obtenida del
secuenciamiento con finales pareados que logra anclar el ordenamiento y la orientacion de
los contigs. Sin embargo, los resultados finales son dependientes de la calidad y longitud del
inserto en las lecturas|Qin et al., 2019| por lo que el scaffolding del ensamble genémico del
DNA de D. vezillum, en una primera etapa obtuvo lecturas largas Pacbio que se corrigieron
usando grafos de Bruijn que fueron construidos usando las lecturas y la redundancia de las
secuencias cortas [llumina.

Generacion de las Lecturas Largas Pacbio de D. vexillum de alta calidad

Desde los datos raw de Pacbio se obtuvieron los consensos CCS desde la misma planti-
lla SMRTbell(Figura F-1 en Anexo F) usando el software Unanimity|PacBio, 2015] v.3.0(—
minPasses 3 -minPredictedAccuracy 0.9) generando 462447 sublecturas CCS en 985 Mbases
con un NH0=2.1kb: estas lecturas PacBio se sometieron a una correcciéon de error con el pro-
grama Lordec|Salmela y Rivals, 2014| que uso grafos de Bruijn construidos con las lecturas
de Ilumina libres de error con k-mers de longitud 13,15, 17, 19, 21, 31, 41 y 51.

En un siguiente paso, 11,428,46 sublecturas CCS con 7.2Gbases y N50=1.2Kbases libres de
error fueron alineadas a si mismas con el software daligner[Myers, 2016](Tasa de correlacion
promedio de -e€0.95) que produjo los alineamientos locales que fueron usados como entrada
al software daccord|Tischler y Myers, 2017] que genero 1,9Giga lecturas consensos CCS con
N50=1.5kbases en 2,3Gbases que Junto a los contigs del ensamble genomico fueron la entrada
al sofware SSPACE-Long|Boetzer y Pirovano, 2014]| para realizar un sccafolfing conservativo.

En esta etapa se generaron 110,006 scaffolds de un tamano de Megabases con un N50=6.54Kb
y contenido GC=36 con una desviaciéon estandar de 0.0246.

1.3.7. Pulido del Ensamble

En esta etapa se vinculan las secuencias de scaffolds a valores de calidad(phRed), se iden-
tifican variables(SNP) y regiones en las que Pacbio puede presentar errores INDELS. El
algoritmo QUIVER v.2.1|20] fue usado desde el software SMRT Analysis suite v2.3.0 para
obtener siguiendo un protocolo de re-secuenciamiento (Modulo BAM Resequencing Beta.1)
que tomo como referencia las secuencias generados en la etapa de scaffolding de D. vexillum.
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Figura 1-6.: Procedimiento del Scaffolding del ensamble en contigs de D. vezillum

1.3.8. Evaluacién de la calidad del ensamblaje Genomico
D. vexillum.

BUSCO [Siméo et al., 2015 evalto la integridad de las secuencias codificantes y el grado
de fragmentacion de los genes en el ensamblaje genémico usando un conjunto de datos in-
tegrado por 978 ortologos diferentes originados desde 65 especies del phylum metazoario
metazoa_0db9(2016-02-13) el cual es usado como un gold standard de calidad del ensam-
blaje genémico. En el genoma de D. vezillum, un 50.8 % de los ortologos se identificaron de
manera completa(C); 48.6 % son genes tnicos(S) y un 2.2 % son genes duplicados(D). 194 se-
cuencias ortélogas fueron parcialmente identificadas y las restantes 287 secuencias evaluadas
no hallaron ningin tipo de acierto.

En comparacion con los genomas reportados de otros tunicados, el estado actual del ensamble
genémico de D. vexillum en términos de integridad es similar al ensamble de Salpa thompsoni.
En términos generales, la mayoria de los tunicados reportados muestran una similaridad
> 75,4 % en la identificacion de los ortélogos completos de BUSCO1-7.

Finalmente se obtuvo un genoma de un tamano de 517Mb distribuidos en 109.769 Scaf-
folds con un L50 de 25.281 y un N50 de 6.54. Los resultados comparativos con la versién
previamente ensamblada se presentan en la tabla 2.2.3. Se observa que el nuevo genoma
ensamblado se encuentra a nivel de scaffolds y no de contigs como en la versiéon anterior
y el N50 es 8 veces mejor aproximadamente al obtenido previamente, lo cual favoreci6 los
procesos de anotacién de proteinas en los pasos siguientes de este trabajo.
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Figura 1-7.: Resultados de la evaluacion del ensamble genoémico de D. verillum con la herramienta
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Tamano Numero de L50  N50 Contenido Nuamero de Numero de
Ensamble Total(Kb) Contigs/Scaffols (Kb) (Kb) GC+CV Genes Proteinas

Velandia-Huerto et.al. 542.259  882.106 Contigs 152.090 0.918 0.366+0.063 - -
Este Trabajo 517.553  109.769 Scaffolds 25.281 6.54 0.362+0.024  62.194 64.424

Tabla 1-6.: Tabla comparativa entre el ensamble reportado por |Velandia et al., 2016] en
2016 y el ensamble de D. vexillum producido de este trabajo

1.3.9. Ensamble Transcriptémico

Fuente biolégica del RNA de D. vexillum

En 25 de Marzo de 2009 en el muelle sur del islote Hompelvoet (Grevelingen, Holanda) el
Profesor Arjan Gittenberger? colecté una muestra de una colonia de D. verillum de la cual
se extrajo el RNA requerido para los anélisis transcriptomicos. El secuenciamiento del RNA
se realizo en un equipo GAIIX previa preparacion de las librerias con finales pareados y un
tamano de inserto de 76 nucléotidos. Un total de 3.2Gpb de mRNA, distribuidas en 65.3
millones de lecturas con un N50 = 50 son los datos de partida en este trabajo.

Ensamble transcriptémico de D. vexillum

De los datos obtenidos del secuenciamiento del RNA por tecnologia [llumina, se excluyeron
las secuencias de adaptadores insertos por la técnica en el procedimiento de trimming, se
uso6 los métodos k-mers de la suite BBtools|[Bushnell, 2016] generando 55 millones de lec-
turas de RNA con finales pareados, de un N50 de 50bp y con un valor de calidad phRed
>30. Estas lecturas se alinearon al genoma usando el programa GSNAP (Version 2019-06-10)
[Wu et al., 2016|. Los alineamientos obtenidos y las lecturas filtradas sirvieron de entrada al
software Trinity v2.4.0 [Grabherr et al., 2011] con los que realizé los procedimientos ensam-
ble de transcritos de novo y ensamble de transcritos guiado, generando 90938 transcritos de
D. vexillum en 39Mpb de un N50 = 459bp.

Sobre los transcritos se uso el software Transdecoder [Haas et al., 2016] que identifico el
marco abierto de lectura mas largo en cada una de las secuencias y desde ellas gener6 los
candidatos a proteinas de D. wvexillum. Las secuencias candidatas a proteina fueron eva-
luadas por su homologia con las proteinas reportadas de los tunicados C. intestinalis, B.
schlosseri, C. savignyi, O. dioica y el cefalocordado B. floridae. La figura 1-8 resume los
resultados obtenidos y su homologia usando Blast|Altschul et al., 1990] con un e-value E-25.
Los transcritos y las secuencias candidatas a proteina de D. wvexillum fueron usadas en la
etapa de anotacion estructural con Maker presentada en el siguiente capitulo. Notese que

‘https://www.gimaris.com/About-us/Principal-Research-Team/Arjan-Gittenberger
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entre un intervalo de 5184 a 6019 se encuentran distribuidos los homoélogos resultantes de
las comparaciones realizadas.

Figura 1-8.: Diagramas de Venn. La interseccion representa las secuencias de proteinas con ho-
mologia entre D. vezillum y C. intestinalis-B. schlosseri, C. intestinalis-C. savignyi,
C. intestinalis- O. dioica C. intestinalis y el cefalodordado B. floridae



2. ldentificacion de subregiones
sinténicas asociadas al sistema
iInmune innato del genoma de
Didemnum vexillum

En este capitulo se presentan los resultados de la busqueda de bloques sinténicos asociados
a ontologias de genes putativos relacionados con el sistema inmune de la especie usando
como referencia la anotacion del fagosoma reportada en el KEGG. Para ello, en su orden, se
describen los pasos y resultados para reportar por primera vez a la comunidad internacional,
la primera version de la anotacion estructural y funcional para la especie.

Posterior al ensamblaje del transcriptoma descrito en el capitulo anterior, para el total de
90,938 transcritos ensamblados correspondientes a 39Mpb y con poder de codificaciéon 17,540
regiones transcritas se procedi6 a la correspondiente anotacion utilizando aproximaciones ab
initio y datos de expresion propias del organismo. La pipeline Maker version 3.01.02 fue
entrenada en una primera ronda utilizando los modelos existentes reportados para la espe-
cie modelo Chona intestinalis. Este tunicado es considerado una especie modelo en muchos
estudios de gendémica y es la especie mejor estudiada no solo a nivel genémico sino la mejor
anotada entre los genomas del grupo de los tunicados y por ende es generalmente utilizada
como la especie de referencia para anotaciones. Adicionalmente para mejorar y validar los
resultados intermedios obtenidos por la pipeline en el paso anterior, se incorpor6 una segunda
ronda de entrenamiento utilizando la evidencia experimental del transcriptoma de la misma
especie.

Para poder abordar la segunda parte de este capitulo, se menciona que atin con la impor-
tancia ecologica de los tunicados, los estudios genémicos son pocos y aun mas escasos los
gendémicos comparativos, en parte por la existencia de pocos genomas secuenciados por un
lado y por otro por el estado de calidad de los genomas, los cuales principalmente se en-
cuentran como versiones borradores. Hasta el momento se han anotado los genomas de
tres ascidias solitarias: C. savignyi, C. intestinalis [Dehal et al., 2002, Small et al., 2007]
y O. dioica |Denoeud et al., 2010]; de los cuales el genoma de C. intestinalis fue mapea-
do en sus 14 cromosomas, en contraste a los organismos coloniales, donde solamente el
genoma de B. schlosseri ha sido secuenciado, anotado y mapeado a sus 13 cromosomas
[Voskoboynik et al., 2013]. En los ultimos afios dos nuevos genomas han sido reportados en
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la literatura los genomas borradores para las especies Salpa thompsoni y Botrylloides leachii
[Jue et al., 2016a|, [Blanchoud et al., 2018b] los cuales no fueron incorporados en este anali-
sis pero analisis posteriores con estas especies permitiran completar los estudios comparativos
del grupo.

Es importante mencionar que para realizar analisis sinténicos existen tres niveles del analisis
gendémico que incrementan la complejidad de los estudios genéticos comparativos: primero,
el tiempo de divergencia entre las especies a comparar, segundo, las tasas evolutivas rapidas
o lentas entre especies y tercero, los fenémenos de reorganizaciéon gendémica posterior a la
divergencia entre especies. Por ejemplo, recientes estudios en filogenémica comparativa de
especies del subphylum [Delsuc et al., 2018], indican que para los cuatro clados reportados
(1) Appendicularia, (2) Thaliacea + Phlebobranchia + Aplousobranchia, (3) Molgulidae y
(4) Styelidae + Pyuridae la diversificacion data entre 450 y 350 millones de anos atrés.
Ademas, estudios enfocados en los analisis protedmicos previos para las especies C. intes-
tinalis y O. dioica indican patrones y tasas de evoluciéon peculiares, por ejemplo en Ciona
se reporta tasas de evolucion 50 % mas altas cuando se comparan con otros vertebrados y
aun sorprendente en Oikopleura para la cual se reporta tasas de evolucion tres veces més
rapidas de los observado para Ciona [Bernéa y Alvarez-Valin, 2014|. Estos trabajos fueron
igualmente validados recientemente para los tunicados en las especies S. thompsoni y B.
leachii [Jue et al., 2016al,|Blanchoud et al., 2018b|. Adicionalmente, los niveles de organiza-
cién gendmica son contrastantes en el grupo, ya que para el caso de O. dioica se presenta
compactacion de genoma debido no solo a la pérdida de elementos repetitivos sino debido
a la reduccion de las regiones intergénicas y a la reduccion del tamano de los intrones pe-
ro contrasta con cuyos niveles de reorganizaciéon en C. intestinalis que son reportados mas
similares a los observados en los vertebrados [Berna y Alvarez-Valin, 2014].

Los anélisis gendémicos comparativos para identificar los bloques sinténicos se realizaron
usando los algoritmos implementados en el programa Satsuma |Grabherr et al., 2010]. Se
escogio este software basado en el balance equilibrado que ofrece entre alta sensibilidad en
la deteccion de bloques y la velocidad de ejecucion. Es importante resaltar que aunque exis-
ten varias opciones de computo de bloques sinténicos [Haas et al., 2004, Wang et al., 2012,
Proost et al., 2012, Drillon et al., 2014a]y, por otro lado las limitaciones y dificultades re-
portadas en los anélisis sinténicos establecidos en la literatura [Liu et al., 2018|, el balance
que describe el programa Satsuma permitié en un tiempo de ejecucion razonable de maqui-
na resolver las comparaciones pareadas de 109.769 contigs de D. vexillum con los miles de
contigs de los genomas borrador de las demas especies de estudio.
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2.1. Hacia una Anotacién Funcional y Estructural

Los datos generados del genoma de D. vezillum, su mRNA y los transcritos no son informa-
cion directamente usable sin una de anotacion genémica que genere resultados que permitan
medir la relevancia de las caracteristicas biologicas; de otro modo, el nimero de estructuras
de proteinas y secuencias genomicas no caracterizadas aumentaria [Reeves et al., 2008|. En
algunos casos la anotacion es una tarea especializada de bases de datos tales como Ensembl
[Birney et al., 2004], limitado a genomas de vertebrados, VectorBase [Lawson et al., 2006]
restringido a insectos transmisores de enfermedades humanas; para los tunicados, ANISEED
[Brozovic et al., 2018] * es la base de datos que da acceso a los genomas anotados de catorce
especies |aniseed, 2020| con los que usando gendémica comparativa y las secuencias anota-
das estructural y funcionalmente de D. vexillum nos puede conducir a elucidar el papel que
juegan los genes que componen el genoma [Eilbeck et al., 2005].

2.1.1. Anotaciéon Gendmica Estructural

Debido a la cantidad de secuencias a examinar y el volumen de datos que se pueden generar,
la pipeline MAKER|Cantarel et al., 2008] fue usada para anotacion genomica estructural del
ensamble genémico de D. vexillum. Este software es un flujo computacional validado con el
genéma del organismo Caenorhabditis elegans® y se uso en la anotacion estructural en la
base de datos del genoma de Schmidtea mediterranea®. MAKER automatizé la anotacion
con indices de calidad que usan evidencia experimental para postular modelos candidatos
a genes en donde identifica elementos como intrén, exon, CDS, regiones repetitivas, UTR
entre otros. Maker requiere como datos de entrada para cada gen a modelar; una evidencia
de proteina, una evidencia de transcrito y una evidencia de genoma.

La Anotacién estructural con Maker tiene cinco fases por las que pasan todas las secuencias
candidatas a ser caracterizadas.

1. Fase de computo

El analisis de cada entrada genémica comienza con identificar y localizar los elementos
repetitivos de baja complejidad y secuencias repetitivas intercaladas [Abouelhoda et al.,
las secuencias identificadas como de baja complejidad son enmascaradas en la entrada
gendOmica sin afectar el marco de lectura o el tamafno en la secuencias de DNA pero,
son excluidas de posteriores alineamientos de BLAST con la evidencia de proteina y
de transcrito. En esta etapa la identificacion de secuencias repetitivas de novo se hizo
en un procedimiento independiente(Anexo G) a Maker y usando el software Repeat-
Modeler v.1.0.4 [Smit y Hubley, 2019] con los parametros por omision y usando los

'https://www.aniseed.cnrs.fr
2http://www.wormbase.org/
3http://smedgd.neuro.utah.edu
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scaffolds del ensamble genémico de D. wvexillum. El enmascaramiento de las repeti-
ciones y las secuencias de baja complejidad se realiz6 con RepeatMasker v.open-4.0.5
[Smit et al., 2015] usando la libreria de repeticiones de novo en combinacion con la
librerias de repeticiones de C. intestinalis de RepBase Version 20.03 [Bao et al., 2015].
La libreria de elementos repetitivos conocidos(anotados) fue un parametro de entrada,
en Maker.

Alineamiento de las secuencias DNAg, mRNA y Proteina de D. wve-
xtllum: hasta aqui el tratamiento dado a las secuencias genomicas busca identificar
regiones codificantes de proteinas y, dado que la prediccion in silico no es comple-
tamente confiable debido a la poca evidencia experimental que existe a la fecha del
anteproyecto que valide los resultados, en esta etapa y en las subsecuentes MAKER
toma ventaja de los alineamientos entre las secuencia del DNAg, el mRNA y la pro-
teina para validar cada modelo computacional, un alineamiento significativo entre los
tres elementos es uno de lo indices de calidad para cada modelo de gen.

Los algoritmos como BLAST|Altschul et al., 1990] son una buena solucién para la com-
paracion de largas secuencias genémicas, pero realizar una buisqueda exhaustiva de ho-
mologia con él implica recursos de ejecucion (tiempo computacional); de modo que esta
no es la soluciéon heuristica éptima para buscar pequenas secuencias conservadas, tales
como sitios donores y aceptores o sitios de empalme en los limites intron-exon en largas
secuencias: Blast no toma en cuenta los sitios de splicing, por lo que sus alineamientos
son una aproximaciéon en bruto para que MAKER use el software de alineamientos
Exonerate[Slater y Birney, 2005], que incluye el algoritmo “protein2genome” que inte-
gra la prediccion de sitios de splicing permitiendo alineamientos con el modelamiento
de las regiones intrénicas.

2. Filtrado y Agrupacion

En esta fase, Maker identifica y remueve predicciones marginales o secuencias con
alineamientos sobre puntajes bésicos p. eje. bajos porcentajes de identidad. Los criterios
para el filtrado son parte del archivo maker bopts.ctl. Los alineamientos no excluidos
son solapados con las secuencia genémica de D. vexillum con dos propositos: agrupar
los alineamientos y los modelos de genes que tiene diferentes origenes (snap, genemark,
augustus) para validarlos e identificar evidencia redundante.

3. Pulido

Este paso realiza un re-alineamiento de los encuentros obtenidos con BLAST con el
algoritmo Exonerate, para obtener mayor precisiéon en los limites de los exones; gene-
rando informacion méas precisa sobre los sitios donores y aceptores de splicing que seré
util en la siguiente fase de MAKER.

4. Sintesis
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Maker sintetiza la informacion del paso anterior, agrupando los alineamientos de mRNA
y proteina por cada modelo de gen, para reportar evidencia de las anotaciones. Para
hacer esto, identifica los mRNA que se originan por splicing alternativo desde las
secuencias de un mismo gen.

En esta fase Maker identifica los nucledtidos de la secuencia gendémica que correspon-
den a las secuencias intergénicas. Basado en los alineamientos de proteina y mRNA
se identifica su sentido/antisentido codificantes etiquetdndolos como posibles regiones
intergénicas.

MAKER luego calcula un score sobre la secuencias que dan alineamiento(secuencias
codificantes) basado en el porcentaje de similaridad del alineamiento, el tipo de ali-
neamiento y la posicion de los nucledtidos en el alineamiento. El score junto a sus
secuencias putativas(regiones intergénicas, regiones codificantes, intron y UTR’s) son
pasadas a SNAP. Basado en esta informacion , SNAP modifica su perfil de Modelo
Oculto de Markov(HMM) para la prediccion del gen de forma mas certera.

5. Anotacion

Maker post-procesa las predicciones de SNAP generadas en la fase de sintesis y las
combina con las evidencias para completar la anotacion. Cada prediccion de SNAP
es chequeada nuevamente para que los mRNA’s y las secuencias UTR 5 y 3’ sean
consistentes con la prediccion e identificacion de los exones codificantes, de esta forma
las coordenadas de las predicciones de SNAP son alteradas para incluir estas regiones.
Este proceso es repetitivo para cada modelo proveniente de la fase de sintesis para,
finalmente procesar la evidencia documentando cada uno de los exones del modelo.

Maker concluye todo el trabajo de anotaciéon estructural y entrega los resultados en un
formato plano de texto, delimitado por tabulaciones y conocido como GFF3. Los resultados
obtenidos se puede visualizar en la figura 2-1.



de Didemnum vexillum

2 Identificacion de subregiones sinténicas asociadas al sistema inmune innato del genoma

28

wn)uraa (9P SedUaNI0s A YHM VA 2uredid e Uod [eIN)ONIISe UQIRIOUR B] 9P SOPRINSAY :"T-g INSI ]

9g1 yibua| aoaid spo uesw| |1z yjbua| uoxas ueaw
802 yibus| in swnd aaiy) uesw | gy yibua| spo ueaw
Z. yibua| in swud eay uesw|op/L ybus| euiw ueaw
/ ped jyn swud a2y ojul uosul }sauoys|9gsL (pBus| susb uesw
¥l ped n awud el ojul uonulisasuoys| o eulw Jad sinn awud saiy) Ul SUOHUI UBBW
G Hed uoxa ojul uonul}sapoys| o eww Jad sin” awud 8Aly ul suosjul ueaw
S ped spo ojul uosul issuoys| 9l eulw Jad sSuoxa ul suoJjul ueaw
l aoaid yn swnd eaiyiseuoys|oL eulw Jad sspo ul suojul ueaw
l aoal1d yn awud aaylsauoys| Ly nn swud 9aly) Jad suoxs ueaw
l aoald spojsapous| L'L nn awud aaly Jad suoxs ueaw
l sun awud saiyiissuoys|aoz spo Jad suoxa ueaw
l snn awud aAulsauoys|zo eulw Jad syn swud aaiy) uesw
1 suoxajsapoys| ¥ 0 eulw Jad sgn swud aAly ueaw
e sspoisauoys|oe eulw Jad suoxa ueaw
kAN seulw jsauoys| | euJw Jad sspo ueaw
Zl sauabisauoys| | auab Jad seulw ueaw
cv68 ued gn swud eaiy ojul uogullsabuol|gle8l BUIW uoxa a|buls jo Jaqunp
81LG/ 1L Wed gn swud aay oyul uoyuiisabuo| 19z/1L auab uoxa a|6uls jo Jaquinp
18981 ued uoxa ojul uoqul }sabuo| zozz AN swud 924y} ul uoqul JO Jaquiny
18981 Wed spo ojul uoguljsabuo| LZ6L N swud @Al ul UOHUI JO JaqUINN
695¥ aoaid 4n swud saiyi1sabuoi|Fsesol UOX8 Ul UoJul JO J1aquinpn
VL2V aoa1d yn swnd aaylsabuo|evLLOL SPO Ul UOAUI JO Jagquinp
2586 aoald spoisabuo| gyl Jn awud @81y} Ul UoXa JO JaquinN
2S69€21 An awud eeaiyy sad ybua| uonui |ejol | +969¢ Jn swid aAl ul UOXs JO Jaquinp
0EGZZEL an swud aayJad ybus| uonui |B10] | #SS9L SPO U] UOX® JO JaquinN
G/2£529/ uoxa Jad ybua| uonul |e10L | 9¥GG | snn awud saiyl jo Jaquinp
ce6079EL spo Jad ybus| uonui g0l | €052 snn awud ey jo Jagqunp
0€09€CE yibus| yn swpud e84y} [ejol | G6/691 SUOX® JO JaqunN
7016081 yibus| 4n swud 8AY |BJOL [ LOYF9 SSP2 JO JaqWINN
10.2.6G¢E yibue| uoxa [ejoL | 9£082 Jjn duo}sea|je YIm seulw Jo JaquinN
£.5/.¢60€ yibua| spa fejoL [ gs6z 1 S8pIS Yl0g Jin YHIM SEUIW JO JaqWINN
8290¢Lcll ybus| eusw |ejol | LOFY9 SEUIL JO J8qWNN
¥£0000801 yibus| eusb (ejol [ 6129 Sauag ap olawnnN




2.1 Hacia una Anotacién Funcional y Estructural 29

2.1.2. Uso de Ontologia para anotacién estructural

Para evitar ambigiliedades en la terminologia biologica Maker usa SOFA (Sequence Ontology
Feature Annotation) [Eilbeck et al., 2005], un subconjunto de términos y relaciones del GO
[Consortium, 2006] que pueden ser anotados a las secuencias genémicas identificadas. Los
resultados para todos los candidatos a genes se visualizan en la base de datos como en
la figura 2-2, donde el navegador genémico Gbrowse visualiza la anotacion estructural y
algunas ontologias SOFA asociadas al candidato a gen, gene,exon y repeticion y cuyo proceso
de implementacion sera presentado en el siguiente capitulo.

Data Source 3 g
Scrollif oom Show 4 494 kbp ¥ Flip

B Overview

2 Detalls
S0 Maker peng

S ECDS and EXON

B0 Repeals

/0D ey Dt ¥ @ o ’ x R i} o

match:repeatmasker:species:(TTAAG)n|genus:Simple_repeat Details
m Q G

exon:maker:genemark-dvexP9850-processed-gene-0.0-mRNA-1:1 Details

Marne treermarh dvenf 9890 processed gure B0 mAENA 11

............

Figura 2-2.: Captura de pantalla de la Base datos D.vexillum mostrando resultados de Maker.

2.1.3. Anotaciéon Gendmica Funcional

La identificacion de elementos funcionales en las secuencias candidatas a proteinas de D.
vexillum generadas con Maker, se realizo con el software Interproscan [Quevillon et al., 2005],
usando la base Uniprot90 con un valor e-value de 1 E-25. Los resultados para la anotacion
se resumen en la figura 2-3 que muestra el numero de registros de la base de datos de
Uniref90 en Uniprot* desde los que se obtuvo homologia y se transfirié el mayor porcentaje

‘https://www.uniprot.org
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de la anotacién con proteinas que tienen por lo menos un porcentaje de identidad del 90 %
del género Ciona, un porcentaje menor fue anotado por homologia de minimo un 90 % de
identidad con proteinas originadas en la familia Branchiostomidae.
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Figura 2-3.: Resultados de la anotacion funcional con la base de datos Uniref90 de Uniprot con

las secuencias de D.vexillum

Con el fin dar soporte a la anotacion de genes asociados al sistema inmune de D. vezillum, de
los resultados de la anotacion funcional con Interproscan(PFAM) se clasificaron las ontologias
transferidas por homologia entre proteinas y luego se filtraron por Clase Inmune y Clase Base
de acuerdo a la descripcion hecha en [Hu et al., 2008|. La figura 2-4 visualiza los resultados.

ERCECOE0 (EE

Figura 2-4.: Clasificaciéon por familias de ontologias anotadas a 4371 secuencias de proteinas de
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2.2. Microsintenias asociadas al Sistema Inmune
Innato

La Genémica Comparativa menciona la sintenia cuando hace referencia a la organizacion
gendémica conservada, en donde el loci de ortdlogos genéticos esta fisicamente co-localizado
en el mismo scaffold o cromosoma en dos o mas especies: esta similaridad se debe a que se
comparten las caracterizaciones genémicas con un ancestro comun.

De acuerdo a una escala de “conservacion sinténica” esta puede ser clasificada en Macro-
sintenia o Microsintenia. La Macrosintenia es el término que hace referencia a una con-
servacion mayoritariamente a nivel cromosomal; donde el [oci compartido esta el mismo
cromosoma, aun cuando la localizacion y el orden pueda variar entre especies. La Microsin-
tenia de otra parte, senala la organizaciéon gendémica a una escala mas pequena, en este caso,

el orden conservado en los genes vecinos es frecuentemente el mismo, cominmente llamada
colinearidad|Zhao y Schranz, 2019].

Con el objetivo de identificar subregiones del sistema inmmune asociadas a regiones sin-
ténicas compartidas entre tunicados, se usaron los genes asociados con la ruta metabolica
del fagosoma del C. intestinalis: cin04145 anotado en el KEGG y se us6 como referencia
debido a que es el inico camino bioldgico asociado al sistema inmune innato. Ademas por-
que la fagocitosis es un proceso altamente conservado que surgi6é antes del desarrollo de la
multicelularidad [Stuart y Ezekowitz, 2008] y representa un evento temprano mediado por
el sistema inmune innato y crucial que activa las defensas del huésped contra los patogenos
invasores que inicia con la unién y el reconocimiento de particulas por los receptores de la
superficie celular [Henneke y Golenbock, 2004]. De hecho, los fagocitos en la tunica en los
Tunicados, se encuentran en todas las ascidias conocidas, por lo que, a los fagocitos se les
asocia la hipotesis de ser basales y compartidos con tunicados ancestrales[Hirose, 2009|

La identificacion de homologia entre las proteinas de D. vexillum obtenidas en la anotacion
estructural con Maker y ochenta cadenas proteicas que constituyen el fagosoma de C. intes-
tinalis sirvieron a un primer acercamiento usando el software Blast con un valor de e-value
de 1e-25 y seleccionando el primer acierto: se obtuvo homologia con 69 proteinas(86 %) de
un cubrimiento promedio del 70 % y cuyos resultados se visualizan en la figura 2-5.

Los bloques sinténicos entre tunicados se identificaron con el software Satsuma |Grabherr, 2010],
y su analisis se organiz6 en tres niveles comparativos para identificar los bloques sintenicos
compartidos homologos al sistema inmune innato(fagosoma); un primer bloque de sintenia
conservada a nivel pareado especie D. vexillum y C. intestinalis, en el segundo nivel se en-
cuentran los bloques de sintenia conservado entre D. vezillum y las especies C. intestinalis,
0. dioica, C. savignyi y B. schlosseri. El tercer y ultimo nivel compara los bloques comunes

a los tunicados del nivel dos y el cefalocordado B. floridae.
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Figura 2-5.: Homologia entre 69 proteinas de D.vexillum y 80 proteinas del fagosoma de C. in-

testinalis, e-value=1e-25.

2.2.1. Bloques de sintenia a nivel de DNAg entre D. vexillumy
C. intestinalis

512 Bloques de sintenia fueron identificados entre todo el genoma de C. intestinalis y todo
el genoma de D. vezillum, con un promedio de cubrimiento del 58 % distribuidos y ubicados

sobre las coordenadas de cada cromosoma de C. intestinalis que se describen en las figuras
2-6, 2-7 y 2-8.

Cromosoma 1 Cromosoma 2
Rango de Cubrimiento de Bloques sinténicos: 48-66% Rango de Cubrimiento de Bloques sinténicos: 49-67%
Rango de Longitud de Bloques sinténicos: 83-1567 bases Rango de Longitud de Bloques sinténicos: 130-684 bases
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Figura 2-6.: Bloques sintenicos entre D.verillum y C. intestinalis, e-value=1e-25.
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Cromosoma 3 Cromosoma 4
Rango de Cubrimiento de Bloques sinténicos: 51-69% Rango de Cubrimiento de Bloques sinténicos: 52-74%
Rango de Longitud de Bloques sinténicos: 140-961 bases Rango de Longitud de Blogues sinténicos: 124-735 bases
wo_
a
22 - 24
23
=
2
o
2
2 2
3} 3}
E E
E R @
E 13 E w ]
) ) A 13
P P
8 8
El El
5 2 4 3 g
@ m 2 -
7
&
w - E
3 3
1 1
o 0 — o —
o o
T T T T T T T 1 T T T T T T T T 1
= o o @ @ < o o @ = @ < @ -+ @ -+ @
= & 2 5 2 > b 2 - = & S 2 e = 2 =
2 © b 2 @ @ b = = 2 @ o = i b= o b
= & 3 in = @ =] I ) = = & S b b= = N
= & B = by o 2 ] z 5 ) & = 5 5 2 N
ES @ o o o 2 = = @ 5] = 5 & o i
- B A S in = = & & & = ¥ I
Cromosomad Cromosoma 6
Rango de Cubrimiento de Bloques sinténicos: 49-65% Rango de Cubrimiento de Bloques sinténicos: 48-100%
Rango de Longitud de Blogues sinténicos: 145-324 bases Rango de Longitud de Bloques sinténicos: 26-231 bases
& i
8 1 5
w
w 0y w |
=3 Tz =3
3} 3}
o o
.3 .3
E E
) wl M -
g = 8
E— El
= =
S S
W L= B
il 1
3 3 — -
2
1
0 o o
o o
T T T T T T 1 T T T T 1
£ © © ® @ @ @ ® r— © I I
=N o o S = b = & = &8 3 )
= = = = @ & o N & @& = I
= = = ® @ & @ = [ o & I
=2 = s = = 5 = = o s b 2
E i = 3 & = S = b o
i & b 5 I b= e EN]
Cromosoma 7 CromosomaB
Rango de Cubrimiento de Bloques sinténicos: 53-70% Rango de Cubrimiento de Bloques sinténicos: 48-56%
Rango de Longitud de Bloques sinténicos: 182-296 bases Rango de Longitud de Bloques sinténicos: 111-378 bases
o
= =T
17 7
18
»
= —
w w
8 8
o o
=) =)
2 2
s = 4 4
w w w =+ =
2 3 2
5 5 3 3
oo oo
w = o
1
1
1 ° o o
o o
I T T T T T T 1 I T T T T T 1
© @ o e o - © o = = @ = £ @ -
] o 2 = @ & = = = £ e & = ] @
&= 2 2 2 2 = I B = & el = I @ 2
ES &~ = o o = o ] = =] o = & o o
B i i k] & 2 @ ® = ® & = = ]
3 = 2 15 = = = = il & = o b
= & ™ = in ) = v B = in 2

Figura 2-7.: Bloques sintenicos entre D.verxillum y C. intestinalis, e-value=1e-25.
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Figura 2-8.: Bloques sintenicos entre D.verillum y C. intestinalis, e-value=1e-25.
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2.2.2. Bloques de sintenia conservada a nivel de DNAg entre
D. vexillum con C. savignyi, B. schlosseri, O. dioica y el
cefalocordado B. floridae

Los datos de microsintenia entre D. vezillum y los catorce cromosomas de C. instestinalis
fueron preparados para ser visualizados dindmicamente(Figura 2-9) con la herramiento Miz-
bee [Meyer et al., 2009]. Este mismo procedimiento se realizé con las comparaciones entre D.
vexillum con C. savignyi(Figura2-10),B. schlosseri(Figura 2-11, O. dioica(Figura 2-12), y
el cefalocordado B. floridae(Figura 2-13). En cada figura se observa en el anillo extremo
el genoma usado como fuente, es decir la informaciéon genémica organizada en cromosomas,
raftigs, scaffolds o contigs segiin el tipo de informacién genémica disponible de cada especie
C. intestinalis, C. savignyi, B. schlosseri, O. dioica y B. floridae respectivamente. En el ani-
llo interno se ubican los scaffolds de destino de la especie D. vezillum y el mejor fragmento
con el cual se comparte la sintenia de la especie fuente. Las conexiones con mayor conserva-
cién son codificadas con colores y la lineas puntualmente representan conexiones especificas
para relaciones de genes del sistema inmune entre los genomas comparados, en particular
con el fragmento gendémico con mejores relaciones sinténicas. Por otro lado, en la primera
imagen de la derecha, se observa con mejor detalle la relaciéon capturada en el anillo interno,
en la cual los bloques de sintenia compartida se observan como bloques de colores y en la
segunda imagen un detalle de orden de genes compartidos a mejor resoluciéon. Dependiendo
del estado del genoma se puede observar con mayor claridad la relaciones para D. vexillum
y las especies C. intestinalis y B. schlosseri.
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Figura 2-9.: Microsintenia entre D.vexillum y C. intestinalis
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Figura 2-11.: Microsintenia entre D.vezillum y B. schlosseri
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2.2.3. Identificacién de la colinearidad entre las secuencias
genémicas de D. vexillum y otros tunicados

A nivel de DNAg nuestros organismos de interés divergen, sin embargo a nivel de proteinas
su ubicacion en el genoma, es decir, la colinearidad, junto con la identificacion de los genes
que evolutivamente son mas conservados (ortélogos) y la permisividad de excluir sus regio-
nes intergenicas (regiones menos conservadas), nos permite encontrar fragmentos de genes
candidatos a codificar proteinas (incluyendo las del fagosoma) entre nuestras especies.

Identificacién de genes en microsintenia.

En un primer paso se obtuvieron los candidatos a genes ortélogos con el software OPSCAN
que us6 el método de los mejores aciertos reciprocos(RBH)? entre las secuencias proteicas de
los organismos D. vezillum, C. intestinalis(GCA_000224145.2), C. savigyni(Emsembl, v99),
O. dioica(NCBI ASM20955v1), B. leachi, B. schloserii(unicamente 68 % del proteoma)y B
floridae(GCF _000003815.1 V2), la herramienta OPSCAN usada esta incluida en el software
SynChro|Drillon et al., 2014b]. Los resultados se resumen en la tabla 2.2.3 y fueron la entrada
al software i-adhore [Simillion et al., 2008] que se usé para identificar la colinearidad en el
orden de los genes.

D. vexillum C. intestinalis C. savignyi O.dioica B. schlosseri B. floridae

Proteina Total 12561 21096 20155 13505 46519 28623
D. vexillum - 288 275 35 97 79
C.intestinalis 288 - 2617 66 197 219
C. savignyi 275 2617 - 55 213 184
B. schlosseri 97 197 213 28 = 88
B. floridae 79 219 184 50 88 -
0. dioica 35 66 55 — 28 50

Tabla 2-2.: Mejor Blast Reciproco con similaridad mayor a 82 % y una relacion de longitud
del 44 % para 5 especies de tunicados y B. floridae.

Identificacién de Microsintenia.

Un cruce de informacion entre: el orden conservado de las secuencias de proteinas(I-adhore)
originado en los alineamientos con mejores aciertos reciprocos(Opscan) y, los datos generados
del los alineamientos de todo el genoma(Satsuma) entre D. vezillum con C. intestinalis, C.
savigyni, O. dioica, B. schlosseri y el cefalocordado Branchiostoma floridae, nos permitio
infierir las secuencias genémicas conservadas entre los tunicados de estudio.

Reciprocal Best Hits(BDBH)
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Figura 2-14.: Colinearidad de Peptidos de D.vezillum con referencia de Ciona intestinalis

Una descripciéon como ejemplo de los resultados se resume en la figura 2-17 y 2-17 para
las especies D. vexillum y C. intestinalis, donde la proteina del fagosoma de C. intestinalis
XP  009858084.1 muestra una similaridad por Blast reciproco de 96.6 % y tiene un 3% de
mayor tamano con respecto a la proteina de D. vexillum Dvex 007888-RA, originada en
el scaffold “scaffold4274size12629”. La figura muestra una conservacion de dominios entre
las dos proteinas y la microsintenia genomica (Bloques sinténicos Satsuma) conservada con
coordenadas en C. intestinalis, con respecto al scaffolds de D. vezillum.

Otras regiones con microsintenia son las que muestran las secuencias XP_009858084.1(tubulin
alpha chain, testis-specific-like [C. intestinalis|) y XP_002129440.1 (tubulin alpha-1A chain
[C. intestinalis|). Estos microtubulos realizan diversas funciones que son esenciales en euca-
riotes: estan compuestos por un heterodimero alfa y beta tubulina. Los genes que codifican
estos constituyentes de microtibulos son parte de la superfamilia de tubulina transversal a
todos los eucariotes; aunque la similaridad en aminoacidos entre ort6logos de organismos leja-
nos evolutivamente se ha reportado entre 35-40 % y, aunque su similaridad con cualquier otra
proteina es minima [Little y Seehaus, 1988]. Las tubulinas son genes que expresan varian-
tes de transcripcion(D.vexillum, scaffold4274-size12629, codifica 6 proteinas) que codifican
diferentes isoformas para estos genes.
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2 Identificacion de subregiones sinténicas asociadas al sistema inmune innato del genoma
42 de Didemnum vexillum

Identificacién de Microsintenia entre C. intestinalis, D. vexillum, C. savignyi,
O.dioica y el cefalocordado B. floridae

De manera similar al ejemplo ilustrado anteriormente, la identificaciéon de microsintenia
fue identificada entre D. vexillum y C. intestinalis, C. savigyni, O. dioica, B. schlosseri y
el cefalocordado B.floridae; un primer paso la postulacién de genes ortélogos y un orden
conservada en las secuencias para posteriormente identificar la sintenia en las subregiones
gendmicas: se identificaron 4 regiones microsinténicas cuyos genes constitutivos se destacan
de la tabla 2-17,

Las graficas que representan las regiones con microsintenia, muestra una baja conservacion
entre las especies D. vezillum y C. intestinalis, C. savigyni, O. dioica, B. schlosseri y el
cefalocordado B. floridae. Finalmente, con el método propuesto de detecciéon de proteinas
ortologas, cuyos resultados se presentan en la tabla 2-16 y la validacion de las coordenadas
de origen que conservan bloques de sintenia, se identificaron las relaciones sinténicas de las
secuencias que se presentan en la tabla 2-17. Para las relaciones de ortologias se detectaron
47,42, 24 y 26 ortodlogos entre C. intestinalis usado como referencia y D.vexillum, C. savigni,
B. floridae y O. dioca respectivamente. Para las intersecciones de colinealidad un total de
37 relaciones entre D.vexillum y C. intestinalis, 13 con C. savigni, 26 con B. floridae y 32
con O. dioca. Con B. schlosseri dada su organizaciéon de mayor informacién gendémica en un
cromosoma undet, la cuantificacion excedié las capacidades de célculo en este trabajo.
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3. Visualizacién de la anotacién
funcional y estructural del genoma
de D .vexillum y regiones
asociadas al sistema inmune
siguiendo un enfoque sinténico

En décadas pasadas los proyectos de investigacion genomica generé enormes cantidades de
datos como se resume en ver grafica 3-1 ! que son almacenados en sitios centralizados en
donde se relacionan y son presentados de manera clara; convirtiendo estas bases de datos
en recursos esenciales y de uso habitual por los bioologos en todo el mundo[Stein, 2003];
ellas son una via rapida para disponer de una gran cantidad de informacion desde la que
los investigadores puedan interpretar sus observaciones, disenar nuevos experimentos y ob-
tener informacion sobre la estructura génica, la organizacion del genoma y su evoluciéon
[Sensen, 2005].

El diseno de la base de datos y el desarrollo del software es un factor limitante para construir
nuevas bases de datos y las existentes no puede ser simplemente copiadas para crear bases de
datos de otros organismos, sin embargo, los investigadores podrian desarrollar nuevas bases
de datos para sus organismos aprovechando el trabajo hecho sobre las que ya existen, de
otro modo, implica una innecesaria duplicacion de recursos. Desafortunadamente, cuando
en las investigaciones se desarrollan metodos, independientemente de cual sea el tipo de
datos, no es seguro que la forma en que se almacenan e intercambian los datos gendémicos
tenga exactamente el mismo significado que el que le otorgan otras bases de datos biologicas
independientes. Estas diferencias en la definicion de datos podria dificultar la consulta entre
las bases de datos|[NIGMS, 2002|: Para que exista un crecimiento en las bases de datos para
nuevos organismos se requiere una reduccion en los costos de las Tecnologias de informacion
al proveer un desarrollo de software y el diseno de la base de datos con un estandar de
almacenamiento e intercambio de los datos biol6gicos con otras bases de datos ya existentes,
estas son las razones por las que existe el proyecto GMOD y el esquema relacional Chado.
Chado es un esquema relacional para Bases de Datos mediado por Ontologias que es capaz de

Imagen tomada de https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/statistics en Mayo de 2020
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Figura 3-1.: Crecimiento de los organismos durante tltima década.

representar muchos de los tipos de datos encontrados en la Biologia moderna [Mungall et al., 2007]:

una ontologia es esencialmente un diccionario de términos con un vocabulario controlado que,
en chado tiene dos componentes; los términos de ontologia(anotaciones GO) que se usan para
etiquetar las secuencias caracterizadas(p. eje. exon, UTR, gene), asi como para etiquetar el
origen de la misma secuencia (p. eje. para prediccion computacional Maker, snap, augustus)
y las ontologias GO con las que se definen el tipo de relaciones que existen entre las secuen-
cias etiquetadas: Mientras una secuencia caracterizada se etiqueta con términos tnicos con
la que es descrita(p. eje. tipo, origen), las relaciones entre las secuencias etiquetadas pueden
tener multiples términos que las asocien, p.eje. (parte de...es un). La figura 3-6 muestra un
grafo? que representa las relaciones de ontologia donde, los vértices representan los términos
de ontologia y las aristas las relaciones entre estos términos.

3.1. Proyecto GMOD: Una base de datos para
Organismos modelo

El esquema relacional de bases de datos Chado es parte de GMOD —acrénimo de Gene-
ric Model Organism Database— que es un proyecto Open Source cuyo objetivo es desarro-
llar una suite de software para crear y administrar Bases de Datos de Organismos Mode-
lo. Los componentes de este proyecto incluyen herramientas de visualizacion y edicion del
genoma, Herramientas de Curacion, herramientas para Ontologias Bidlogicas y un set de
procedimientos operativos (rutinas computacionales), entre otras. El proyecto es fundado

2Tomado de http://gmod.org/wiki/Introduction_to_Chado
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Figura 3-2.: Grafo representando algunas relaciones de ontologia en chado

por el NIH (http://www.nih.gov/), la Dependencia “Servicio de investigacion Agricola” del
Departamento de Agricultura de Estado Unidos “USDA” (http://www.ars.usda.gov/) y la
Fundacion Nacional de Ciencia (http://www.nsf.gov/). Tambien se cuenta como participes a
miembros de proyectos de bases de datos incluyendo WormBase (http://wormbase.org/), Fly-
Base (http://flybase.org/), Mouse Genome Informatics (http://www.informatics.jax.org/),
Gramene (http://gramene.org/), the Rat Genome Database (http://rgd.mcw.edu/), TAIR
(http://arabidopsis.org/), EcoCyc (http://ecocyc.org/), DictyBase (http://dictybase.org/),
wFleaBase (http://wileabase.org/), NESCent (http://www.nescent.org/), y Saccharomyces
Genome Database (http://yeastgenome.org/).

Entre las herramientas incluidas en GMOD estan® GBrowse [Stein et al., 2002], JBrowse
[Skinner et al., 2009], CMap [Youens-Clark et al., 2009], Pathway Tools [Karp et al., 2010|,
Sybil [Crabtree et al., 2007], Apollo [Lee et al., 2009], BioMart [Kasprzyk, 2011], InterMine
[Smith et al., 2012], Maker [Campbell et al., 2014], Tripal [Sanderson et al., 2013] , Galaxy
[Afgan et al., 2018].

3.1.1. Instalacién de la base de datos PostgreSQL y el esquema
relacional Chado

Como enfoque general el servidor web recibe las peticiones desde la aplicaciéon que esta
usando el usuario y las traduce a consultas para la base de datos. La base de datos recibe
la peticion y entrega los datos que son gestionados con otras aplicaciones que median y que
usando formatos los envia de nuevo a la aplicaciéon para que ésta la presente al usuario.

3http://gmod.org/wiki/GMOD_Components
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La base de datos instalada sigue un modelo GMOD?*, por lo que tiene una arquitectura

general en comin:

s Una Base se Datos.

= Un flujo de programas que median entre la Aplicacion y la Base de Datos.

= Un conjunto de Aplicaciones WEB mas cercanas al usuario.

El montaje del Gestor de Base de Datos PostgresSQL® ademas de centralizar la administra-

cion de los datos logra:

1.

9.
10.

Dar un manejo uniforme a todos los datos obtenidos en la fase de modelamiento y
anotacion

. Un eficiente uso del lenguajes de computadora para el almacenamiento, acceso, actua-

lizacion y manejo de los datos.
Lograr una descripcion de todos los objetos y estructuras de la base de datos: Metadatos

Lograr una relacion usuario/aplicacién-visualizacion especificas a cada usuario y apli-
cacion.

. Ajustar las limitaciones de integridad con los datos

Implementar mecanismos de seguridad para proteger los datos.

Lograr un conjunto combinado de transacciones y operaciones sobre datos dentro de
unidades atémicas.

. Lograr una sincronizacion de transacciones para los usuarios actuales.

Lograr la recuperacion de datos luego de la caida del sistema

Manejar consultas agregadas, generacion de reportes, interfaces para otras bases de
datos e interfaces para otras aplicaciones.

La instalacion de la base de datos PostgreSQL y el esquema relacional Chado se realiz6 de

acuerdo a la descripcion de Scott Cain®”. Se us6 la version 8.1.8 del sistema gestor de base

de batos PostgreSQL. Los médulos PERL fueron instalados desde la linea de comandos con
CPANS,
La version de Chado instalada corresponde a la version 1.70, en ella se incluyeron las ontolo-

glas de Relationship Ontology, Sequence Ontology, Gene Ontology, Chado Feature Properties,

Cell Ontology y Plant Ontology.

‘http://gmod.org/wiki/Overview

Shttps://www.postgresql.org/

Shttp://gmod.org/wiki/User:Scott, consultado en 14 de julio de 2020
"http://gmod.org/wiki/Chado_-_Getting_Started#Installation, consultado en 14 de julio de 2020
8http://www.cpan.org/, consultado en 14 de julio de 2020
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3.1.2. Poblado de registros en la base de datos

El poblado de datos en la base se hizo segiin http://gmod.org/wiki/Load_GFF_Into_Chado
se usa el script en PERL gmod_bulk_load_ gff3.pl para poblar la base de datos con los
registros seleccionados de la etapa anterior y a los cuales BLAST2GO ha hecho anotacién
funcional con ontologias.

3.2. Montaje del FrontEnd para visualizar Datos
Gendmicos de D. vexillum

Ademas de crear la base de datos y poblarla con los resultados de datos genémicos de D.
vexillum, es preferible incluir un diseno de pagina web y entornos graficos de facil uso. Toda
la funcionalidad que puede describir un sitio web para un organismo requiere mucho tiempo
y es muy costosa|O’Connor et al., 2008], por lo que podrian llegar a ser prohibitivas este
tipo de herramientas. Como resultado de este panorama, en la actualidad para el proyecto
GMOD existen dos herramientas que cubren esta necesidad; GMODWeb y TRIPAL®.
Nosotros usamos GMODWeb construido con lenguaje PERL utilizado en la herramienta de
software, Turnkey'?: La idea!! del proyecto Turnkey es que se puede tomar el esquema de
cualquier base de datos y con el grupo de modulos SQLFairy'? de PERL convertirlo en obje-
tos!? que representen tablas y columnas; la salida estos objetos y las relaciones inferidas desde
el modulo SQL::Translator, son ajustadas en plantillas Basadas en otro médulo PERL Tem-
plate Toolkit|Darren et al., 2004]|'* representando los objetos del esquema. Todo el proceso
sigue un modelo llamado MVC: una Base de Datos Modelada(Model), Visualizada(View) y
Controlada(Controller) con elementos de disenio Turnkey!®. GMODWEB automaticamente
creard un website interpretable con el uso del moédulo perl para Apache2.

Existen varias ventajas'® al usar Turnkey:

1. Turnkey puede tomar un buen diseno de esquema relacional SQL y crear un Web Site
totalmente funcional en pocos minutos, este sitio puede ser usado para buscar relaciones
de tablas, buscar registros particulares, ver los vinculos entre registros y actualizar los
valores de los campos.

9http://gmod.org/wiki/Tripal

Ohttp: / /radius.genomics.ctrl.ucla.edu/turnkey /pmwiki.php?n=Main. HomePage

Hhttp: / /radius.genomics.ctrl.ucla.edu/turnkey /pmwiki.php?n=Main. About

2http://search.cpan.org/~ jrobinson/SQL-Translator-0.11007/1ib/SQL/Translator.
pmSQLFairy es tambien conocido como SQL::Translator

B Transforma los archivos SQL DDL en otra variedad de formatos, incluyendo otros dialectos SQL, do-
cumentacion, imagenes y codigo

Yhttp:/ /search.cpan.org/ abw/Template-Toolkit-2.22/lib/ Template /Tutorial /Web.pod

5Turnkey es un producto de SQLFairy, identificable por el tipo de datos visualizados en la salida, como
GraphViz o Mysql

http://radius.genomics.ctrl.ucla.edu/turnkey/pmwiki.php?n=Main.UseCases
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2. Turnkey puede autogenerar una vista modelada y controlada desde el esquema rela-
cional de base de datos. Una buena caracteristica es que los componentes de manera
individual pueden ser usados para construir aplicaciones méas complejas. La capa del
Objeto-Relacional puede ser usada en otras aplicaciones y asi acceder a nivel de la
base de datos. Adicionalmente, las visualizaciones se basan en una plantilla Perl del
modulo Template::Toolkit|Darren et al., 2004]: Esto permite planear nuevos plantillas
para funcionalidades adicionales la aplicacion web, soporta la personalizacion de fondos
y vistas por parte del usuario. dinamicamente.

3.3. Resultados

La base de datos se presenta al usuario como un entorno web,

Applications Places  Google Chrome en Wed 2117 ¢ @
@ Doexilum Datsh % @ Didemnum vexill. % | &% Count Cells with % | @ ontologizerde % | @ Comparative Gen % | By Google Translate x | + -
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Figura 3-3.: FronEnd de inicio de la Base de datos para vezilum



3.3 Resultados 51

Se pueden hacer busquedas simples o indexadas:
La base de datos se presenta al usuario como un entorno web,

Applications  Places  Google Chresrie en Wed2lld ¥ o) ¢
@ Duvexilum Datab % @ Didermnumvexil % | & Count Cells with x| @ goerde x| @G Ger % | Dy Gougle Translate % | + -8 x
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Figura 3-4.: FronEnd bienvenida de la base de datos para D. vexilum



3 Visualizacion de la anotacion funcional y estructural del genoma de D .vexillum y
52 regiones asociadas al sistema inmune siguiendo un enfoque sinténico

Usa el navegador genémico Gbrowse:
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Figura 3-5.: Permite biusquedas simples sobre los resultados obtenidos de

trabajo.

D. vexilum en

este
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Permite mostrar el soporte experimental de los resultados obtenidos.

Applications.  Places.  Google Chreme en Wed2l7E = o) ¢
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Figura 3-6.: El navegador genémico muestra la evidencia experimental de los resultados de D.

vexillum

Como resultado final de este capitulo se tiene que se implementé la base de datos

la infor-

macion gendémica procesada en esta tesis para la especie D. vexillum, en una plataforma web

que permite realizar busquedas sencillas e indexadas y donde los registros son relacionados

usando Ontologias Bioldgicas para servicio de la comunidad cientifica. La base de
un trabajo que puede ser extendido a la administraciéon y manejo del registro de ot
nismos, procariotas-eucariotas de los que se logra obtener un texto plano GFF3 que
sus caracteristicas, estructurales y funcionales.

datos es
ros orga-
describa



4. Conclusiones

= En el presente trabajo se combinaron los protocolos existentes y ajustados para re-
ensamblar de forma hibrida el genoma de la especie D. vexillum pese a las dificultades
experimentales del proceso de aislamiento y secuenciamiento del DNA genémico. Se
obtuvo un ensamble genémico de un tamano similar al reportado por Velandia-Huerto
en 2016. Sin embargo, este nuevo ensamble presenta baja redundancia, y scaffolds
con N50 cercano a ocho veces la longitud con respecto al primer reporte. Un ensamble
hibrido con lecturas PacBio e [llumina como el obtenido en este trabajo, logré6 aumentar
la continuidad en las lecturas, mientras que el error fue solucionado por la profundidad
y bajo error soportada por las lecturas cortas de Illumina

» El uso de QUIVER como herramienta de pulido en este ensamble hibrido logra obtener
secuencias, con una fiabilidad > 99.9 %. Sin embargo esta herramienta de pulido estéa
limitada al uso de lecturas PacBio, por lo que se evidencia una menor longitud en las
secuencias, las faltantes secuencias pertenecen a secuencias Illumina.

= El tamano en scaffold en el nuevo ensamble genémico permitio la anotacion estructural
y funcional de D. vexillum que, junto con el ensamble de transcritos posibilit6 identificar
90.938 transcritos correspondientes a 62194 genes con tamano promedio de 1736Kb y
con soporte experimental de su transcrito.

= Se postulé candidatos a proteinas codificantes de D. wvexillum que amplia y comple-
menta los trabajos mas relevantes a nivel genémico que hasta el momento han sido
encaminados a la identificacion molecular de ncRNAs. En un alto porcentaje de las
proteinas modeladas se anot6 por trasferencia de homologia a las proteinas de los tuni-
cados C. intestinalis y C. savignyi. Se realizé una anotacién funcional con UNIREF90
y PFAM, seguida de una clasificacién de secuencias con ontologias asociadas al sistema
inmune.

= A nivel de proteina la homologia entre 81 proteinas del fagosoma de C. intestinalis y
D. wvezillum muestra que un 86 % de las proteinas se conservan con un cubrimiento
promedio del 70 % y un e-value 1E-25.

» Se identificaron 42 proteinas candidatas ortélogas en D. vexillum que fueron asociadas
al fagosoma de C. intestinalis . A nivel de nucleotido, C. intestinalis, C. savigyni, O.
dioica, B. schlosseri y el cefalocordado B. floridae presenta una alta divergencia y
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s6lo aproximadamente entre el 20 y 30 % de secuencias del fagosoma de C. intestinalis
pudieron compartir relaciéon de ortologia.

Se identificaron 4 regiones gendémicas que conservan microsintenia que fue asociada
al sistema inmune entre C. intestinalis y D. vexillum. Sin embargo, no todas las re-
giones de microsintenia identificadas tienen origen en coordenadas gendémicas de C.
intestinalis, las otras regiones que presentan microsintenia fueron identificadas entre:
D. vexillum, C. savigyni, O. dioica y el cefalocordado B. floridae.

Los resultados preliminares de bloques sinténicos computados para las especies de
estudio podran en un futuro ser utilizados en aproximaciones actuales del refinamiento
del proceso de scaffolding del genoma de la misma especie y permitiran mejorar en un
futuro los procesos de anotacion del los genomas de los tunicados y en particular de la

especie estudiada.

Toda la informacion de este trabajo quedé a disposicion de la comunidad cientifica: los
registros fueron organizados en una base de datos que usa el esquema relacional Chado,
el navegador genémico Gbrowse y el buscador de homologia Blast, en un entorno web
que permite acceder a este recurso biolégico.

El trabajo realizado al construir la base de datos posibilita usar la plataforma por otro
eucariote o procariote para evidenciar y colocar a disposicion todo trabajo con sentido
biologico.



5. Recomendaciones y Productos

5.1. Recomendaciones

= Se podria mejorar la deteccion de regiones sinténicas incorporando nuevas reensam-
blajes genémicos que aprovechen la ventaja de producir lecturas largas para poder
incrementar el L50 como Oxford Nanopore Technology y algoritmos que mejoran la
deteccion sinténica como SynChro para la reconstruccion y visualizacion de los bloques
sinténicos

= Para mejorar la anotacion y validacion de genes se sugiere trabajar con diferentes
estadios del desarrollo de las colonias de la especie para obtener el mayor complemento
de transcritos expresados diferencialmente ya que la actual informacion sélo captura
la informacién expresada en el estado de vida de la colonia utilizada como estudio.

5.2. Productos

La informaciéon genémica y trasncriptémica generada en esta tesis es parte de la publicacion
sometida a evaluacion en la revista BMC genomics
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Parra-Rincdn et al

RESEARCH

The genome of the “Sea Vomit" Didemnum
vexillum

Ernesto Parra-Rincon!, Cristian A. Velandia-Huerto” 1, Jorg Fallmann’, Adriaan Gittenberger®>*,
Federico D. Brown®8, Peter F. Stadler” #9110 and Clara |. Bermidez-Santanal”

Abstract

Background: Tunicates are the sister group of vertebrates and thus occupy a key position for investigations
into vertebrate innovations as well as into the consequences of the vertebrate-specific genome duplications.
Nevertheless, tunicate genomes have not been studied extensively in the past and comparative studies of
tunicate genomes have remained scarce. The carpet sea squirt Didemnaum vexillum is a colonial tunicate
considered an invasive species with substantial ecological and economical risk.

Results: We report a newly re-assembled genome of Didemnum vexillum. We used a hybrid approach that
combines two genome sequencing technologies and also its first transcriptome. Started from 285 Gb lllumina
and 12.35 Gb of PacBio data a new hybrid scaffolded assembly was obtained comprised of a total size of
517.55 Mb that increases contig length about B-fold compared to previous, lllumina-only assembly. While still
highly fragmented (L50=25,284, N50=6539), the assembly is sufficient for comprehensive annotations of both

protein-coding genes and non-coding RNAs.

Conclusions: The draft assembly of the “sea vomit” genome provides a valuable resource for comparative
tunicate genomics and for the study of the specific properties of colonial ascidians.

Availability: Genome and annotation data as well as a link to a UCSC Genome Browser hub are available at
http: //tunicatadvexillum, bioinf .uni-leipzig.de/.

Keywords: Tunicata; Didemnum vexillury; microRNAs; genome annotation

Background

The carpet sea squirt. Didemmum verillum (1], nk.a.
“sea vomit”, is a colonial tunicate presumably native
to Japan that has appeared as an invasive species in
Europe, the Americas, and New Zealand [2]. It neg
atively affects established benthic species and dam-
ages ship hulls as well ss the infrastructure in marinas,
ports, md shellfish farms.

Rapid colony growth or regression in response to the
dynamics of the habitat [3], water temperature [4],
colony fragmentation as a reproductive and dispersal
strategy [5], fast asexual budding that allows attach
ment to a variety of living and/or non-living substrata,
and relatively few predators [3] have facilitated D, vez-
lum to become a well-recognzed world-wide invasor.
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"Biockogy Department, Universidad Macional de Colombia, Carrera 45 2
26-85, Edil, Uniel Gutirroz, Bogoti DC, Colombia
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The invasion potential of D. verillum has an impor-
tant economic impact on the aquaculture industry as
it affects the conditions of bivalve and shellfish cultures
(see e.g. [6] and the references therein), and increases
the cost of maintenance to avoid the fouling process
on mussel cages and facilities [7].

Despite the economic impact of tunicates and their
pivotal phylogenetic position as sister group of the ver-
tebrates, genomic studies and comparative analyses
have remained relatively scarce. So far, the genomes
of three solitary tunicates have been assembled and
annotated in substantial depth: for the closely related
sessile ascidians Ciona savignyt and Crona robusta as-
semblies of their 14 chromosomes are available [8-11];
and for the pelagic lavacean Oikoplewra divica only 6
chromosomes have been reported [12-14]. In addition,
draft assemblies recently have become available for the
pelagic colonial thaliacian Salpa thempsoni, which was
used to analyse the high mutation rates in the genomes
of tunicates [15].



A. Electroferograma de Control de
Calidad a las muestra biolégicas

Dvex2 y Dvex3 de D. vexillum

Overall Results for sample 7 : D.vex2 CS.sample

Number of peaks found: 3 Area 2: 65.8

Area 1: 165.5

Peak table for sample 7 : D.vex2 CS.sample

Peak Size [bp] Conc. [ng/fpl] Molarity [nmol/1] Observations
1 4 50 B8.30 251.5 Lower Marker
2 2,050 331 24

3 2,686 3.01 1.7

4 4,748 1.23 0.4

5 p 17,000 4.20 0.4 Upper Marker

Region table for sample 7 :

D.vex2 CS.sample

From [bp] To[bp] Area % of Total Average Size

Size distribution in CV  Conc. [ng/pl] Col

[bp] [%0] ar
1,500 7,000 1655 41 3,630 43.7 0.72 ||
7,000 35000 668 16 15,029 323 371 |
Agsay Class: DHA 12000 Created; 12/28/2015 10:17:08 AM
Data Path: €:\,..51228 pcb km c DMA 12000 DE13805486 2015-12-28 10-17-08.xad Modified: 12/28/2015 10:56:35 AM
Electropherogram Summary Continued ...
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Figura A-1.: Electroferograma tomado a la muestra “Dvex2” antes de ser ligada a los adaptadores
SmartBell de Pacbio; este analisis de calidad cuantificé la distribucion y concentra-
cién de fragmentos de DNA del organismo D.vezillum antes de su secuenciamiento
por Técnica Pacbio
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Overall Results for sample 8 :

Mumbsar of peaks lound:
Area1:

Peak table for sample 8 :
Peak Size [bp]

1 4 50

2 B 17,000

Region table for sample 8 :
From [bp] To [bp] Area

D.vex3 CS.sample

a Area 2 50.8
1218

D.vex3 CS.sample
Conc. [ng/fpl] Molarity [nmol/1] Observations
8.30 2515 Lenwer Markar
4.20 0.4 Upper Marker

D.vex3 CS.sample

% of Total Average Size Size distribution in C¥  Cone. [ng/pl] Col
[bp] [%] or
1,500 7000 1319 42 3,739 426 5.57 [ ]
7,000 35,000 50.8 16 15,257 8.6 2.04 (]
Assay Class: DA 12000 Created: 12/28/2015 10:17:08 AM
Data Path: C1,...51228_pch_km_c_ONA 12000_DE13B05486_2015-12-28_10-17-08.xad Modified: 12/28/2015 10:56:35 AM

Electropherogram Summary Continued ...
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Figura A-2.:

T T TT T 1 1 T
700 1500 17000 [bo]

Electroferograma tomado a la Muestra Dvex3 antes de ser ligada a los adaptadores

SmartBell de Pacbio; este analisis de calidad cuantifico la distribucion y concentra-
cion de fragmentos de DNA del organismo D.vexillum antes de su secuenciamiento

por Tecnica Pacbio



B. Creacion de Alias a los nombres
PacBio

El secuenciamiento PacBio asigna a los resultados de cada celda una nomenclatura descrita
en la figura B-1, para comodidad en la descripcion se asignaron los alias que son relacionados

en la tabla B

M160520 001254 42134 cLO0973152550000001823225708061670 1 pO
i N i N
4 5 G

1 2 3

.movic]

LWTiemnpe de Inicio (yymmdd_hhmmss)

Serial de inslrumento

..Barcode de la celda SMRT

...version de secuenciador RS

wMurmero gue idenlifica el uso de reactivos expirados

[C N YN

Figura B-1.: Seis primeros campos de la nomenclatura generados desde el secuenciamiento del

gDNA del organismo D. vexillum
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C. Caracterizacion de las Lecturas

Cortas del secuenciamiento

lllumina de ADNg de D. vexillum

C.1. Resumen cuantitativo

GC Millones
GC stdev A C G T  Lecturas

N90

Longitud
N50  Total

Runl
Forward 0.37 0.09 0.32 0.17 0.19 0.30 35,1

Reverse 0.37 0.10 0.30 0.18 0.18 0.31 35,1

75
75

75  2,6Gbases
75  2,6Gbases

GC Millones

GC stdev A C G T Lecturas
Run3

N90

Longitud
N50  Total

Forward 0.39 0.09 0.30 0.19 0.20 0.29 38.3
Reverse 0.39 0.08 0.30 0.19 0.20 0.30 37,6

151
151

151 5.6Gbases
151 5.6Gbases

Tabla C-1.: Métricas de calidad de las Lecturas raw Illumina reportadas por Velandia-
Huerto et. al.(2016) y usadas para el ensamble de novo del organismo D. vexi-

llum



D. Pre-tratamientos a las lecturas
cortas de Illlumina del ADNg de D.
vexillum

D.1. Control de Calidad Lecturas Cortas lllumina de
ADNg de Didemnum Vexillum Runl, Sentido

Codificante

glll H"H| JLIJ||||1||| ‘” E|||1“_!JJJ'J”||||||||||||

: 3 1
D. vexillum ‘ . vexillum
- Numina Runl 2 Numina Rund ‘

D, vesillurn
Hlumina Runl

D, wexillurm
Hiurming Rund

s Lo

Figura D-1.: Resumen de Evaluacion de calidad con el software FastQC para las lecturas raw de
illumina del organismo Didemnum vexillum: (a),(b) Valor de calidad VS posicion de
cada nucléotido en la lectura,(c) Porcentaje de Nucléotido en la lectura VS posicion
de cada nucleotido en la lectura y (d) Log(2) de la Frecuencia de K-mers VS posicion
de cada nucleotido en la lectura

La figura D-2 muestra las advertencia producto del analisis de control de calidad con FastQC
a las lectura Runl de Illumina para el Organismo D. vexillum
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D Pre-tratamientos a las lecturas cortas de Illumina del ADNg de

D. vexillum
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Figura D-2.:

Analisis de calidad con FastQC: “Per base sequence quality”, “Per tile sequence

quality”,Per base sequence content”“Per sequence GC content” “Sequence Length
Distribution”,*Adapter Content”, Kmer Content* a las lecturas Illumiina Runl, final

pareado sentido Forward
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F. Procedimiento general de
Scaffolding

1.Generacion de Concensos CSS:el comando ccs toma las sublecturas que comparten un
adaptador SMRThell de PacBio y los combina, luego emplea un modelo estadistico para
producir una secuencia consenso de alta calidad por cada plantilla de ADN ciclada y secuen-
ciada como CCS. Figura tomada de https://github.com/PacificBiosciences/ccs

SMATDe

Full-length "~ A —‘
(passas) [ I. - I. - Subreads

L

Generate consensus read |

Figura F-1.: Unanimity o Identificacion de Concensos Circulares(Circular Consensus Calling)

1. Se descargo e instalo pitchfork: Una coleccion de scritps que crean software para Pacbio a
partir de proyectos hospedados en "gitHub* https://github.com /PacificBiosciences/pitchfork
2. El programa necesita como entrada una archivo subreads.bam No alineado que contiene
las sublecturas de cada SMRTbell secuecnciada. Esto fue hecho con la herramienta bax2bam
instalada en el paso 1. 3. se ejecuta en la linea de commandos

4. Se obtuvieron las lecturas CSS en formato FASTA



G. ldentificacion y Enmascaramiento
de regiones repetitivas

Ademas de las secuencias que codifican para proteinas funcionales y elementos de regulacion
genética, la mayoria de los genomas de eucariotas tambien poseen un gran ntimero de secuen-
cias no-codificantes que se repiten masivamente en todo el genoma [Berman et al., 2004].
Aunque la presencia de repeticiones por su ntimero y tamafio pueden consumir recursos en las
tareas de biologia computacional o, la busqueda de homologia que incluya estas secuencias
contra bases de datos que mantiene secuencias que codifican proteinas puede dar lugar a
falsas interpretaciones de los resultados [Tarresen et al., 2019], una identificacion y anotacion
de las regiones repetitivas del genoma tambien busca no aislarlas de su contexto biologico,
debido a que atn no es claro como pueden afectar la funcion del ADN [Sokol et al., 2007].
La identificacion de secuencias repetitivas en el re-ensamble genémico de D. wvexillum uso
métodos de predicciones ab initio y comparacion con secuencias homoélogas en C. intestinalis,
el procedimiento general se puede visual en la figura G-1.

-

RepeatModeler

on

de novo Identificat
of repeat elements

4'/

: Repeatiasker | h -

¥

—

. Y )
|-' RepeatMasker’,
. [ProcessRepeats)

*I split ¢

Iromsatspamants| (rapases sormonts
Frepare o for Maker

Search/ldentify repeats

Figura G-1.: Procedimiento general para la identificacion de secuencias repetitivas en el re-

ensamble genémico de D. vexillum
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La identificacion de secuencias repetitivas de novo uso el software RepeatModeler v.1.0.4
[Smit y Hubley, 2019] con los parametros por omision y usando los scaffolds del ensamble
gendémico de D.vexillum. El enmascaramiento de las repeticiones y las secuencias de baja
complejidad sobre el ensamble se realizo con RepeatMasker v.open-4.0.5 [Smit et al., 2015]
usando la libreria de repeticiones de novo en combinacién con la librerias de repeticiones de
C. intestinalis de RepBase Version 20.03 [Bao et al., 2015].

Esta etapa finaliza con la identificacion de 293Mbases(56.48 %) en 95627(87.1 %) scaffolds
de elementos repetitivos clasificados que, conformaron la libreria de repeticiones usada en
los procesos posteriores de anotacion genomica. Los elementos repetitivos identificados pero
no clasificados fueron excluidos de la anotacion genémica del organismo D. vezillum.
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