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Resumen

El aguacate (Persea americana Mill.) y el chirimoyo (Annona cherimola Mill.) son dos
cultivos nativos de los Neotropicos muy apreciados desde tiempos precolombinos. Ademas
de su interés agricola, tienen el valor afiadido de pertenecer a uno de los grupos mas
primitivos de las angiospermas, por lo que son de gran importancia para estudios evolutivos
en plantas. No obstante, la informacion molecular generada en estas especies es escasa, lo
que dificulta su estudio y la disponibilidad de herramientas para optimizar el proceso de
mejora. Con el objetivo de reducir esta brecha e incrementar los recursos gendmicos
disponibles en estas especies se ha llevado a cabo este estudio, que se divide en tres
objetivos: (1) desarrollar marcadores moleculares SNPs mediante GBS para la
caracterizacion de genotipos de aguacate (Persea americana Mill.), (2) ensamblar y anotar el
primer genoma del chirimoyo (4nnona cherimola Mill.) y (3) elaborar un mapa de ligamiento
en el género Annona a partir de una poblacion F2 generada a partir de un cruzamiento

interespecifico (Annona cherimola ‘Fino de Jete’ x Annona squamosa ‘Thai seedless’).

El desarrollo de un borrador de genoma de aguacate (cv. Hass) junto a la secuenciacion de
genotecas mediante GBS han permitido detectar un total de 7.108 SNPs, los cuales han
facilitado la caracterizacion de 71 genotipos que representan las 3 razas botanicas (Mexicana,
Guatemalteca y Antillana) de esta especie. Ademas, estos marcadores moleculares han
facilitado la caracterizacion de la diversidad genética y la estructura poblacional, mostrando

claras agrupaciones basadas en el origen racial.

Por otro lado, se ha generado el primer ensamblaje y anotacion de novo del genoma del
chirimoyo (cv. Fino de Jete), siendo el primer genoma dentro de la familia Annonaceae. Este
genoma estd formado por un total de 15.076 secuencias y un N50 de 171,2 Kb.
Aproximadamente, el 67 % de las secuencias son repetitivas, y los genes predichos se
encuentran asociados a un evento de hibridacion o duplicacidn reciente, que podria estar

generando cierta inestabilidad cromosomal.

Finalmente, se ha desarrollado por primera vez un mapa genético para el género Annona a
partir de una poblacion F2, generada del autocruzamiento de individuos de una F1 realizada a

partir de un cruce interespecifico entre ‘Fino de Jete’ (Annona cherimola) y ‘Thai seedless’



(Annona squamosa). Se empled un total de 550 SNPs para la construccion del mapa genético,
que se distribuyeron en 8 grupos de ligamiento. El mapa generado cubre aproximadamente
1.388 c¢cM con una distancia media entre marcadores de 2,6 cM, tratdndose del primer mapa

generado para estas especies (4. cherimola y A. squamosa).

Los resultados obtenidos en este trabajo aportan nuevos conocimientos sobre aguacate y
chirimoyo que son esenciales para la optimizacién de programas de mejora, pero también
abren las puertas a futuros trabajos de estudio de la diversidad genética, conservacion o

evolucion de las angiospermas.



Summary

The avocado (Persea americana Mill.) and the cherimoya (4dnnona cherimola Mill.) are two
perennial fruit crops native of the Neotropics appreciated since pre-Columbian times. In
addition to their agricultural interest, both species belong to a clade of early-divergent
angiosperms, thus being very relevant for evolutionary studies. However, no previous
significant genomic information is available in these species, complicating the development
of tools to optimize breeding processes. In order to fill this gap, the main goal of this work is
to increase the genomic resources available for these species. This is accomplished within
three objectives: (1) to develop SNP molecular markers using GBS in order to characterize
the genetic diversity of avocado (Persea americana Mill.), (2) to assemble and annotate the
first cherimoya (Annona cherimola Mill.) genome, (3) to develop a genetic map from an F2
population developed from the interspecific cross [‘Fino de Jete’ (Annona cherimola) x ‘Thai

seedless’ (Annona squamosa)].

The development of an avocado (cv. Hass) draft genome in addition to the sequencing of a
GBS library allowed the production of 7,108 SNPs from 71 accessions, which represent the
three traditionally recognized avocado horticultural races (Mexican, Guatemalan and West
Indian). These molecular markers have allowed the study of the genetic diversity and the

population structure grouping the cultivars studied according to their race.

On the other hand, a first assembly and annotation of a cherimoya genome (cv. Fino de Jete)
was developed. The resulting assembly contained 15,076 contigs, with an N50 of 171.2 Kb.
Approximately 67 % of the genome was identified as repetitive DNA, and predicted genes
revealed a recent whole-genome duplication or hybridization event that could be related with
a possible chromosome instability. After this, a genetic map was constructed using a F2
population from self-pollination of F1 individuals from an interspecific cross between ‘Fino
de Jete’ (Annona cherimola Mill.) and ‘Thai seedless’ (4dnnona squamosa L.). The genetic
map predicted eight linkage groups that included 550 SNPs. It covered 1,388 ¢cM with a 2.6
cM average distance between adjacent markers. To date, this is the first genomic map of

these species (4. cherimola and A. squamosa).



The results of this study provide novel information on avocado and cherimoya, that could
help to optimize breeding programs, germplasm management and, in general, a better
characterization of these crops. Furthermore, these results provide important resources for

future works dealing with evolutionary and diversity conservation studies.
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Introduccién general

Introduccion general

1. El material vegetal. Aguacate y chirimoyo

Este trabajo se ha llevado a cabo en dos cultivos de reciente introduccion comercial en
Espana y originarios de los Neotropicos, el aguacate (Persea americana Mill.) y el chirimoyo
(Annona cherimola Mill.). El aguacate es miembro de las Lauriceas en el orden Laurales
(3.874 especies) y el chirimoyo pertenece a las Annonaceas en el orden Magnoliales (3.140
especies) (APG IV 2016). Ambos ordenes junto a los 6rdenes Canellales (123 especies) y
Piperales (3.190 especies) forman el clado Magnoliid (Zanis et al. 2002), dentro de las
angiospermas basales (Soltis et al. 2005) que, después del clado de eudicotiledoneas y

monocotiledoneas, es el clado mas numeroso de las angiospermas (Massoni ef al. 2015).
1.1. Aguacate (Persea americana Mill.)
Taxonomia, origen y distribucion geografica

Persea americana Mill. pertenece a una familia pantropical (Lauraceae) incluida en el orden
Laurales. Este se compone por 7 familias (Atherospermataceae, Calycanthaceae,
Gomortegaceae, Hernandiaceae, Lauraceae, Monimiaceae y Sipuranaceae) siendo la familia
Lauraceae la mas amplia del orden (Buzgo ef al. 2007). Incluye aproximadamente 50 géneros
y entre 2.500 y 3.000 especies de arboles y lianas, existiendo también arbustos y un género de
parras parasitas, que se distribuyen en areas tropicales y subtropicales (Chanderbali ef al.
2008). Posiblemente debido a su notable variabilidad fenotipica, la taxonomia de la familia es

complicada y sufre frecuentes cambios (Boza ef al. 2018).

Dentro del orden Laurales se encuentran numerosas especies de interés econdmico, como el
laurel (Laurus nobilis L.), la canela (Cinnamomum zeylanicum Breyn.), el alcanfor
(Cinnamomum camphora L. J.Presl) y éarboles madereros (Nectandra spp., Ocotea spp. y

Phoebe spp.), aunque el aguacate destaca por su importancia econémica.

En el género Persea se han reconocido dos subgéneros: Persea y Eriodaphne (Kopp 1966).
En el subgénero Persea se han diferenciado 3 especies (Chanderbali et al. 2013): P.

schiedeana, P. parviflora 'y P. americana. Dentro de esta ultima, Scora et al. (2002) propuso
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8 variedades botdnicas, de las que 5 carecen de importancia comercial (P. floccosa, P.
nubigena, P. steyermarkiana, P. tolimanensis y P. zentmyerii). Dentro del aguacate cultivado,
P. americana, se distinguen tradicionalmente tres razas o tipos botinicos en base a
diferencias morfologicas, ecoldgicas y genéticas: Mexicana (P. americana var. drymifolia),
Guatemalteca (P.americana var. guatemalensis) y Antillana (P. americana var. americana)

(Boza et al. 2018).

Segin Chanderbali et al. (2008) la mayoria de las especies pertenecientes a la familia
Lauraceae, como es el caso del aguacate, presentan un genoma diploide (2n=2x=24) y 12
cromosomas, siendo este nimero el mds comun y el mas bajo dentro de este grupo. Se ha
sugerido que las Lauraceas actuales resultaron de un evento o eventos de poliploidia, hace al
menos 100 millones de afios, con una segunda poliploidia posterior (Schaffer ef al. 2013). De
hecho, analisis transcriptomicos indican la existencia de dos rondas de duplicacion en los

ancestros de Persea (Chaw et al. 2019).

Ciertos registros fosiles evidencian que hace 32 millones de afios los ancestros de Persea
americana migraron desde el Norte de América al sur, hacia areas subtropicales y tropicales,
a causa del cambio de temperatura producido durante el Eoceno-Oligoceno (Bost ef al. 2013).
El modo en el que los ancestros del aguacate se dispersaron es incierto, aunque la teoria de
que existe una coevolucion de la megafauna como dispersores de P. americana cada vez ha
sido mas aceptada, al igual que ha ocurrido para otras frutas tropicales (Schaffer ef al. 2013;
van Zonneveld et al. 2018). En Mesoamérica, asociada a la colonizacion por parte de los
humanos, se produjo una extincion masiva de esta megafauna (mastodontes, perezosos
gigantes, mamuts etc.) por lo que los seres humanos fueron los responsables de mantener la

diversidad genética de estos frutales (van Zonneveld et al. 2018).

Actualmente, el origen del aguacate se sitlla en una region geografica amplia, que se extiende
desde el Este hasta las tierras altas de México (alcanzando 3000 m de altitud), Guatemala y la
costa del Pacifico de América Central (Tierras bajas tropicales) (Popenoe 1920; Schaffer et

al.2013).

Cada una de las razas comentadas anteriormente (Mexicana, Guatemalteca y Antillana), tiene
un origen geografico distinto y, por tanto, se encuentra adaptada a diferentes condiciones
climaticas. Los genotipos de raza Mexicana estan adaptados a zonas altas de entre 1400 a

2700 metros, la raza Guatemalteca se encuentra en zonas templadas humedas (1500-2350
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metros) mientras que los genotipos de raza antillana se encuentran adaptados a zonas bajas
(100-450 metros), himedas y con altas temperaturas, estando su cultivo limitado por las bajas
temperaturas (Wolstenholme 2013). Los cruces interraciales han sido frecuentes a lo largo de
la historia evolutiva y la domesticacion de esta especie, de hecho, muchos de los cultivares

mas relevantes economicamente, son hibridos interraciales.

El aguacate posiblemente se trate de uno de los primeros frutales domesticados en la zona
neotropical, lo que hace de esta especie un excelente modelo para el estudio del proceso de
domesticacion de cultivos en esa region (Galindo-Tovar ef al. 2008). La primera evidencia de
consumo de este frutal proviene de unos cotiledones encontrados en Puebla, México, datados

en 8000-7000 a. C. (Bost et al. 2013).

A pesar de que el aguacate poco a poco fue abriéndose camino por regiones con climas
tropicales y subtropicales (Morton 1987), no fue hasta el siglo XX cuando comenz6 a
producirse un cultivo comercial con diferentes genotipos en distintos paises. En Espafia, su

primera introduccion se sitia a comienzos del siglo XVI (Popenoe 1963).
Descripcion botanica

Persea americana Mill. es un arbol de hoja perenne. Su altura varia seglin la raza botanica,
pudiendo alcanzar desde los 10-15 m (raza Mexicana) a 30 m (raza Guatemalteca y
Antillana) (Scora et al. 2002). La madera es bastante esponjosa, debido a que las fibras de las
paredes son relativamente delgadas y, por tanto, las ramas se doblan con facilidad por el peso
de la fruta. Las raices son poco profundas, y no se extienden mas alla de la cobertura del

dosel arboreo (Chanderbali ez al. 2013).

Las hojas son alternas, con nerviacion regular, algo pubescentes y rojizas en estado juvenil,
adoptando durante la madurez una forma coriacea, lisa y su color se torna a verde oscuro, con

un tamafo de 10 a 30 cm de longitud y de 3 a 19 cm de ancho (Chanderbali ef al. 2013).

Cada arbol puede producir cientos de inflorescencias y miles de flores. Sin embargo, solo una
pequeiia proporcion de las flores llega a transformarse en fruto a causa de numerosos factores
intrinsecos (como el contenido de almidon y carbohidratos solubles) y extrinsecos a la planta
(como la temperatura, disponibilidad de agua, nutrientes o polinizadores) (Alcaraz et al.
2013). Las flores son hermafroditas, poco llamativas, pequefias, de color verde amarillento,

actinomorfas (con simetria radiada en torno al eje del pedunculo floral), y forman
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agrupaciones en paniculas axilares o
terminales. Presentan dicogamia
(separacion temporal entre el estado
femenino y el masculino) protoginica
(maduracion de la parte femenina antes
que la masculina). En base a su
comportamiento floral podemos
diferenciar cultivares de tipo A o tipo B.
En los de tipo A las flores se abren por la
mafiana en estado  funcionalmente
femenino, al mediodia se cierran, y se
abren por la tarde del dia siguiente en
estado funcionalmente masculino. En los
cultivares de tipo B, la flor se abre
funcionalmente en estado femenino por la
tarde, se cierra por la noche y se abre en
estado funcionalmente masculino al dia
siguiente por la mafiana (Alcaraz &

Hormaza 2014).

El fruto es una baya con mesocarpo
carnoso de color verde que rodea a una
gran semilla. Su desarrollo puede durar
desde 6 a mas de 12 meses, variando
segin el genotipo y las condiciones de
crecimiento (Chanderbali et al. 2013).

Desde el comienzo de la época de

recoleccion, los frutos pueden permanecer

Figura 1.1. Flor, fruto y arbol de aguacate de la

en el arbol de 3 a 6 meses, permitiendo

. variedad Hass. Fuente: Librada Alcaraz.
una cosecha escalonada (Kaiser &

Wolstenholme 1994) (Figura I.1).

Las caracteristicas organolépticas de los frutos varian dependiendo de la raza de origen. Los

frutos de origen mexicano y guatemalteco contienen una mayor proporcion de acidos grasos
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en el mesocarpo maduro (9-30 %), menor contenido de azlcar, y mayor sabor a nuez que los

antillanos, con un 2-5 % de acidos grasos (Schaffer ez al. 2013).
Usos e importancia economica

El aguacate tiene unas excelentes propiedades organolépticas y nutritivas, con un elevado
contenido en carotenoides, hierro y vitaminas E, C, B2, B12, B1, K y D (Ibarra-Laclette et al.
2015). De hecho, se ha consumido desde épocas precolombinas posiblemente como un aporte
alimentario basico. Actualmente su pulpa se consume fresca, aunque también se utiliza para
la elaboracion de sopas, batidos, salsas, helados e incluso licores (Bost et al. 2013). Sus
cualidades fueron destacadas por los primeros cronistas espafioles tras la llegada a América
(Fernandez de Oviedo 1526; de Cieza de Leon 1532). De hecho, la primera cita del aguacate
corresponde a Martin Fernandez de Enciso (1519) quien en su obra “Suma de geografia” lo
describe “[...] lo que hay dentro es como mantequilla, tiene un sabor delicioso y deja un

gusto tan blando y bueno que es algo maravilloso” (Popenoe 1963).

Actualmente, el aguacate se cultiva en aproximadamente 70 paises: Estados Unidos, toda
América tropical y las islas mas grandes del Caribe, Polinesia, Filipinas, Africa tropical,
Australia, Argelia, China, Grecia, Egipto, Espafia (tanto en la peninsula como en las Islas
Canarias), Francia, Israel, Madagascar, Madeira, Mauricio, Marruecos, Nueva Zelanda,
Palestina, Portugal, Sicilia, Tinez o Turquia (FAO 2018). La producciéon mundial de
aguacate ha sido estimada en aproximadamente 6 millones de toneladas (2018). La
produccion estd concentrada en algunos paises (México, Republica Dominicana, Perq,
Indonesia, Colombia y Brasil), siendo México el mayor productor mundial con
aproximadamente el 34 % de la produccion mundial (mas de 2 millones de toneladas) (FAO

2018).

Espaia se considera un caso particular en el cultivo de esta especie, al ser el Gnico pais
europeo con una produccién comercial significativa. Aunque la introduccion de este frutal en
Espafia tuvo lugar a comienzos del siglo XVI (Popenoe 1963), no fue hasta la segunda mitad
del siglo XX, a partir de los anos 70, cuando surgieron las primeras plantaciones y su
desarrollo comercial (Farré & Pliego 1987). En los ultimos afios se ha registrado un notable
aumento de produccion. Esta produccion se concentra en la costa Mediterranea andaluza,
especialmente en las provincias de Malaga y Granada, y en las Islas Canarias, aunque ha

crecido bastante en el Algarve portugués y, en menor medida, en las provincias de Cadiz,
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Huelva y la Comunidad Valenciana. Los ultimos datos de MAPA contabilizan 14.104 ha con
una produccion de 97.727 t (MAPA 2019).

1.2 Chirimoyo (Annona cherimola Mill.)
Taxonomia, origen y distribucion geografica

La familia Annonaceae contiene alrededor de 107 géneros y 2.400 especies de arboles,
arbustos y lianas (Guo et al. 2017), con un elevado niimero de endemismos en distintos
continentes (Doyle & Le Thomas 1997). Dentro de los géneros Asimina y Annona, en el que
ha sido incluido el género Rollinia (Rainer 2007), encontramos algunas especies que destacan
por generar frutos comestibles, incluso algunos con importancia econdémica: el chirimoyo (4.
cherimola), anon (A. squamosa), atemoyo (hibrido entre A. cherimola y A. squamosa),
guanabano (4. muricata), anona (A4. reticulata), ilama (A. macroprophyllata), soncoya (A.
purpurea) o pawpaw (Asimina triloba), encontrandose este Ultimo en sus primeras etapas de
comercializacion siendo la tnica especie de la familia adaptada a zonas frias (Hormaza 2014;

Losada et al. 2017).

La mayoria de las especies del género Amnona presentan un nimero cromosdmico de
2n=2x=14 o 16, con la excepcidon de Annona glabra que es tetraploide 2n=28. En el caso de
Annona cherimola, como ocurre en general en el género, la determinaciéon del niimero
cromosOmico ha sido objeto de debate. Recientemente se ha indicado que, posiblemente, el
niamero de cromosomas del chirimoyo es 2n=2x=14 (Martin et al. 2019; Falistocco &
Ferradini 2020) tal y como habia sido propuesto por algunos autores (Thakur & Sign 1965;
Walker 1972), en contraste con lo establecido por Bowden, que sugiri6 un numero

cromosomico de 2n=2x=16 (Bowden 1945, 1948).

Las Anondaceas surgieron en el Cretacico superior, en Laurasia y en el norte de Gondwana
(Doyle & Le Thomas 1997; Richardson et al. 2004; Scharaschkin & Doyle 2005)
comenzandose a diversificar hace 89 millones de afios (Couvreur et al. 2011). Los géneros
Guatteria, Annona y Duguetia se distribuyen en los neotrdpicos, aunque Duguetia aparece
también en el Africa tropical. Uvaria y Polyalthia son originarios de Africa y Asia. Xylopia

destaca al ser el Uinico género de la familia que no se encuentra en todas la regiones
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tropicales, y Anaxagorea al ser el Unico género que aparece en Asia tropical y en los

neotropicos.

El origen geografico del chirimoyo ha sido motivo de discusion entre los cientificos. De
hecho, hasta hace unos afios, la teoria mas apoyada era un origen sudamericano,
concretamente en los valles interandinos del sur de Ecuador y del norte de Perti, ya que en
esta region se habia localizado una mayor variabilidad fenotipica, supuestas poblaciones
silvestres asi como descubrimientos arqueologicos de semillas y vasijas que asemejan a los
frutos de chirimoya (Popenoe 1921; Bonavia et al. 2004). Sin embargo, nuevos trabajos
moleculares con material vegetal de todo el rango de distribucion de la especie en el
continente americano y analisis geograficos, apuntan a la existencia de una mayor diversidad
genética en América Central, concretamente en Honduras y Guatemala, reforzando la
posibilidad de que esta zona sea el origen de la especie (Larranaga et al. 2017). Desde esta
zona se habria dispersado hacia otras regiones de Centroamérica gracias a los dispersores
naturales, fundamentalmente la macrofauna ya extinguida. Por otro lado, existen evidencias
de que el fruto se consumia y se domesticaba en tiempos precolombinos en regiones andinas
(Popenoe et al. 1989; Larranaga et al. 2017), por lo que se ha propuesto la hipdtesis de que se
podria haber producido la dispersion del material vegetal hacia Sudamérica por parte de los

seres humanos via maritima entre México y el Norte de Pert/Ecuador (Larranaga 2016).

La introduccion de este frutal en Espafia peninsular tuvo lugar a comienzos del siglo XVIII,
desde donde probablemente se llevo a Italia, Madeira (Portugal), Islas Canarias, Argelia,
Egipto y posiblemente desde Italia se llevo a Eritrea, Libia y Somalia. A finales del siglo
XVIII fue introducido en Hawai (1790), Jamaica (1785) y Haiti. Desde México se
introdujeron semillas en California y, a comienzos del siglo XX, el departamento de
Agricultura de Estados Unidos import6 semillas de chirimoya desde Madeira (Morton 1987).
Desde entonces este frutal ha ido expandiéndose poco a poco, y en la actualidad se encuentra
en un amplio rango de paises de clima subtropical, aunque sigue siendo un cultivo

infrautilizado.
Descripcion botanica

Annona cherimola es un arbol semi-caduco, que puede tolerar levemente las heladas. En su
madurez puede alcanzar 7-8 m de altura y su tronco es corto. El sistema radicular es

superficial y ramificado, pudiendo formar varios niveles (Rosell et al. 1997). Sus hojas
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durante el estado juvenil son simples y de
color verde blanquecino; sin embargo,
durante la madurez son enteras, de color
verde, pubescentes dorsalmente,
presentando un peciolo corto y nerviacion
regular (Rosell er al 1997) con
disposicion alterna, y forma de oval a
eliptica, con tamafio de 10 a 25 cm de
longitud y de 4 a 10 cm de ancho. Las
yemas se encuentran protegidas por el
peciolo de las hojas, pero cuando estas se
caen, las yemas comienzan a desarrollarse
emitiendo entre cuatro o mas brotes
(Guirado et al. 2003) que generaran flores

y brotes vegetativos.

Por lo general las flores se presentan
principalmente en madera de un afio o mas
de edad (Guirado et al. 2003). Aparecen
solitarias o en grupos de hasta 8 0 9. Las
flores son hermafroditas, aromaticas,
colgantes, de color amarillo verdoso,
fragantes y poco llamativas. En general,
presentan tres pétalos grandes (de 2,5 a 4
cm), carnosos y tres pétalos rudimentarios.

Los estambres son numerosos (150-200) y

la pirdmide de pistilos contiene alrededor

de 150 unidades independientes, con un

Figura 1.2. Flor, fruto y arbol de chirimoyo.

solo oOvulo. Al igual que ocurre en el  Fyente (flor): Jorge Lora.

aguacate, presenta dicogamia protoginica

aunque, en el caso del chirimoyo, no se produce cierre de las flores entre los estados sexuales.
Estas caracteristicas dificultan la autofecundacion dentro de la misma flor, al estar
sincronizado el estado sexual entre las flores de un mismo arbol (Lora ef al. 2010, 2011a,

2011b). El ciclo de la flor dura alrededor de 2 dias (Lora et al. 2010). Produciéndose la
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antesis (apertura de la flor) generalmente durante las primeras horas del dia, como ocurre en
Espana, Israel y Nueva Zelanda. El cuajado varia segun las condiciones ambientales y,
debido a la escasez de polinizadores naturales y a la poda intensiva que dificulta la
supervivencia de dichos polinizadores, la polinizacion en Espafia suele ser manual. Sin
embargo, algunos grupos de nitidulidos (coleoptera) parece que pueden ser efectivos en la

polinizacion bajo condiciones de sombreado y alta humedad (De la Pefia ef al. 2018).

El fruto es un sincarpo, que se forma a causa de la fusion de los carpelos procedentes de una
unica flor. Su forma es cdnica o en forma de corazén, y un tanto irregular debido a su
polinizacion heterogénea, y el tamafio variable dependiendo del genotipo (Figura 1.2). Su
pulpa es blanca, cremosa, con un alto contenido de azucar (20-22 %) y baja acidez (1 %), y

tiene un sabor caracteristico que recuerda a una mezcla de pifia y banana o fresa y pera.
Usos e importancia economica

La chirimoya es una fruta dulce con notables propiedades organolépticas y nutritivas, como
minerales, fibra y vitaminas C y B3 (Galén ef al. 2014). A esos compuestos se pueden sumar
las acetogeninas, que presentan diversas propiedades farmacoldgicas como antitumorales o
insecticidas y que estan presentes en todas las especies de la familia, fundamentalmente en
semillas y hojas (Morton 1987). Su pulpa se consume fresca, aunque también es utilizada
para la elaboracion de batidos, helados, yogurt, flan y vino (Popenoe et al. 1989; Scheldeman
2002). A pesar de ser un cultivo infrautilizado, suele ser muy apreciado por su agradable
sabor. Como anécdota se puede citar a Charles Darwin, quien la probd durante su tltima
parada en Perti en 1835, antes de partir hacia las Islas Galapagos y que remarco en su diario
del Beagle “Hay dos cosas en Lima que todos los viajeros han comentado; las mujeres
“tapadas”, u ocultas en “saya” y “manta”, y la fruta llamada “chilimoya”. En mi opinion, las

primeras son tan hermosas como delicioso es lo ultimo [...]” (Darwin 1835).

A pesar de que el chirimoyo se cultivaba en tiempos precolombinos por civilizaciones
americanas, sigue considerandose un frutal infrautilizado. Su cultivo se extiende a numerosas
areas subtropicales de todo el mundo: Pert, Ecuador, Chile, Bolivia en el continente
americano, Italia e Israel entre los paises productores del Mediterraneo, Australia y Nueva
Zelanda en Oceania, y Sudafrica en el continente africano (Scheldeman 2002). Sin embargo,
el principal productor comercial a nivel mundial es Espaiia, con unas aproximadamente 3.000

hectareas cultivadas y 44.000 t en el afio 2019 (MAPA 2019). En el caso de Espafia, a partir

15



Introduccién general

de 1940 y 1950 comenz6 a tener importancia comercial, principalmente en la costa de la
provincia de Granada. De hecho, en la poblacion granadina de Jete se origind el cultivar
‘Fino de Jete’, el cual ocupa mas del 95 % de la superficie cultivada de chirimoyo en Espaia.
Actualmente su cultivo se sigue concentrando en la costa mediterrdnea andaluza,

especialmente en las provincias de Malaga y Granada.

2. Aproximaciones moleculares, y sus necesidades en Persea americana'y Annona
cherimola

A pesar del interés bioldgico y econdmico del aguacate y del chirimoyo, siguen existiendo
numerosas cuestiones sin resolver sobre evolucion, origen o diversidad genética, y sus
programas de mejora se ven limitados debido a la escasa informacion molecular disponible,
si la comparamos con otras especies. Un ejemplo puede ser con Amborella trichopoda (la

especie vegetal viva mas primitiva evolutivamente) o con el melocotonero (Tabla I.1).

En el caso de estos cultivos, como en la mayoria de los cultivos lefiosos, los programas de
mejora son mas lentos debido a su largo periodo intergeneracional, por lo que la aplicacion
de herramientas moleculares puede servir para acelerar el proceso significativamente. Ambas
especies tienen el valor afadido de ser angiospermas evolutivamente primitivas por lo que
presentan un gran interés desde el punto de vista taxonémico y evolutivo, pudiendo
emplearse como modelo para el estudio de los genes que han facilitado el éxito reproductivo

de las angiospermas.
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Tabla I.1. Comparacion de la base de datos NCBI de Amborella trichopoda, Annona cherimola,

Persea americana y Prunus persica.

Base de datos Amborella Prunus Annona Persea
NCBI trichopoda persica cherimola americana
Genes

Gene 19.534 27.209 164 133

Popset 236 493 26 256
Genomas

Assembly 1 4 0 3

Bioproject 13 137 3 40

Genome 1 1 0 1

SRA 108 2.518 44 202

Popset: base de datos de secuencias de ADN que han sido seleccionadas para el estudio de una
poblacion particular. Unigene: base de datos de transcriptoma. Bioproject: base de datos de
informacion bioldgica relacionados con un determinado objetivo. SRA: base de datos de secuencias
generadas a partir de NGS. Consultado: 2 de marzo del 2020.

Marcadores moleculares

Tradicionalmente, los métodos de identificacion de cultivares y patrones se han llevado a
cabo mediante observaciones fenotipicas. De hecho, organismos como la UPOV (Unién
Internacional para la Proteccion de las Obtenciones Vegetales) siguen anteponiendo los
caracteres morfologicos a los marcadores moleculares a la hora de evaluar y diferenciar
distintas variedades para su proteccion (UPOV 2011). A pesar de la importancia de este tipo
de observaciones para asociar fenotipo con genotipo, existen una serie de limitantes de este
tipo de metodologia: las observaciones son lentas debido al largo periodo intergeneracional
de los frutales, y los caracteres pueden verse modificados debido a las influencias
ambientales. Por lo tanto, son necesarios procedimientos adicionales como el uso de
marcadores moleculares para la caracterizacion genotipica y la diversidad genética (Wiinsch

& Hormaza 2002).

Durante las ultimas décadas, se han producido importantes progresos en los métodos usados
para estudiar las especies a nivel molecular, permitiendo estimaciones precisas y rapidas y,

por tanto, favoreciendo el uso de marcadores moleculares en distintos campos de la biologia.

Por definicion un marcador molecular es una biomolécula cuya variacién puede determinarse

entre individuos, dicha variacion estd controlada por un tnico locus y puede usarse para el
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analisis genético. Existen dos grandes grupos: bioquimicos y las secuencias de ADN. Segun
la informacion que pueden ofrecer se pueden clasificar como codominantes (como los
marcadores bioquimicos, los RFLPs, microsatélites o SNPs), es decir, que permiten distinguir
entre genotipos homocigotos o heterocigotos o, por el contrario, dominantes (como RAPDs o

AFLPs), cuando los genotipos homocigotos no se pueden diferenciar de los heterocigotos.

En los ultimos afios las mejoras en las tecnologias de secuenciacion de nueva generacion
(NGS) junto a su abaratamiento han permitido grandes avances en las plataformas de
genotipado y generalizar el uso de polimorfismos mononucledtidos (SNPs). Los SNPs
pueden ser definidos como variaciones de un unico nucledtido (A,T,C, o G). Se localizan
tanto en regiones codificantes como en no codificantes (Morin et al. 2004), siendo la
variacidn mas comun a largo del genoma (Scheben et al. 2018). Son marcadores bialélicos y
codominantes. Tienen bajas tasas de mutacion, alta heredabilidad, existen numerosas
metodologias para su deteccion y son altamente reproducibles entre laboratorios (Garrido-
Cardenas et al. 2018). Su desventaja respecto a los marcadores multialélicos como los SSRs a
la hora de detectar la heterocigosidad, se compensa con su relativa abundancia (Edwards et
al. 2007; Guichoux et al. 2011). Dependiendo del tipo de mutacion genética que se produzca,
podemos clasificar los SNPs en transversiones, con cambios en nucleétidos C/G, A/T, C/A'y

T/G y transiciones con cambios C/T o G/A.

Gracias a su abundancia, los avances en las tecnologias y el abaratamiento de los procesos
para generarlos, su importancia se estd incrementando en los analisis genéticos de la ultima
década (Henry & Edwards 2009), siendo uno de los marcadores mas empleados para multitud

de trabajos.

Como se ha comentado anteriormente, para especies como Persea americana y Annona
cherimola la disponibilidad de marcadores moleculares es limitada. Aunque hasta la fecha se
han producido importantes progresos tanto en aguacate (minisatelites [Lavi et al. 1991],
VNTRs [Mhameed et al. 1996], RAPDs [Fiedler et al. 1998], RFLPs [Furnier et al. 1990,
Davis et al. 1998], SSRs [Sharon et al. 1997; Schnell et al. 2003; Ashworth et al. 2003,2004;
Borrone et al. 2007; Alcaraz & Hormaza 2007; Gross-German & Viruel 2013; Guzman et al.
2017; Boza et al. 2018; Ge et al. 2019a], SNPs [Ge et al. 2019b; Kuhn et al. 2019,
Rubinstein et al. 2019]) como en chirimoyo (isoenzimas [Ellstrand & Lee 1987; Pascual et
al. 1993; Perfectti & Pascual 1996,1998a,1998b,2005a,2005b]; RAPDs [Ronning et al.
1995]; AFLPs [Rahman et al. 1997;1998]; SSRs [Escribano et al. 2004,2007,2008a,2008b;
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van Zonneveld ef al. 2012]) todavia el nimero de accesiones identificado es escaso y faltan

estudios de diversidad a gran escala.
Mapas de ligamiento

Los arboles frutales, como la mayoria de las especies lefiosas, se caracterizan por tener un
largo periodo intergeneracional y necesitar una gran superficie para su cultivo, por lo que la

obtencion de nuevas variedades requiere de mucho tiempo, dinero y espacio.

La mayoria de los caracteres de interés agronémico como la produccion o la resistencia a
determinadas plagas son complejos, es decir, caracteres que se encuentran controlados por
varios genes (Goddard & Hayes 2009; Mackay et al. 2009). Una de las herramientas que
permite acelerar la mejora de los genotipos es un mapa genético altamente saturado de
marcadores moleculares, pues facilita la identificacion de QTLs (Quantitative Trait Loci),
regiones del genoma que contienen genes asociados a caracteres cuantitativos y, por tanto, la
seleccion asistida por marcadores (MAS). La construccion de estos mapas es una de las

aplicaciones mas relevantes de los marcadores genéticos (Hayward et al. 2015).

Un mapa de ligamiento puede realizarse gracias a que los genes y los marcadores segregan
por recombinacion cromosomica durante la meiosis. El concepto de ligamiento entre
marcadores genéticos en la herencia fue propuesto en 1911 por Morgan, y el primer mapa
genético fue publicado dos afios mas tarde por Sturtevant, quien establecié que la frecuencia
de recombinacidn entre genes podria aplicarse como medida relativa de la distancia que los
separaba (Ayala & Kiger 1984). De hecho, aquellos marcadores que se encuentran mas
proximos en el cromosoma se transfieren juntos a la descendencia con mas frecuencia que
aquellos marcadores o genes que se encuentran alejados. La frecuencia de recombinacion se
emplea como indicador de la distancia existente entre dos loci concretos. Esta distancia
genética se mide en centiMorgans (cM), equivaliendo un centiMorgan a una frecuencia de
recombinacion del 1 %. A la hora de distribuir los loci en un grupo de ligamiento el orden
debe de ser el mismo que el orden en el que estan distribuidos a lo largo del genoma; en
cambio las distancias que se basan en la frecuencia de recombinacion podrian variar segun el

fragmento del genoma.

El mapa de ligamiento o genético es una representacion en la que se muestra la distribucion
relativa de los genes y/o de los marcadores moleculares en los grupos de ligamiento o

cromosomas. Para su desarrollo es necesario escoger unos progenitores adecuados que se
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diferencien en uno o mas caracteres de interés para realizar un cruzamiento 6ptimo. Por otro
lado, es necesario calcular la frecuencia de recombinacion, realizar un analisis de ligamiento

y estimar las distancias genéticas (Staub ez al. 1996).

En los ultimos afios se han construido numerosos mapas genéticos con el objetivo de
identificar una region del genoma que controle un rasgo de interés (Baxter et al. 2011).
También se han desarrollado mapas genéticos con el objetivo de generar pseudocromosomas
cuando el genoma generado no se encuentra organizado a nivel cromosémico (Hayward et al.
2015; Gabay et al. 2018). De hecho, los mapas genéticos han sido ampliamente utilizados
para generar un ensamblaje de calidad facilitando la reconstruccion de los cromosomas mas

probables (Tang et al. 2015).

La robustez del mapa dependerd de los marcadores moleculares usados y del tamafio de la
poblacion, empleandose normalmente poblaciones de entre 50 a 250 individuos (Mohan et al.
1997). A mayor nimero de marcadores moleculares, mayor probabilidad de encontrar algiin
marcador ligado a genes que afecten al caracter de interés, o de mejorar el ensamblaje de un
genoma. Se han utilizado, tanto por separado como combinados, diversos tipos de
marcadores (RAPDS, AFLPs, RFLP o SSR) para generar mapas de ligamiento. Sin embargo,
en los ultimos afios los SNPs se han convertido en los marcadores mas valiosos a la hora de
desarrollar mapas ya que, gracias a las nuevas tecnologias y metodologias, se pueden generar

de forma econdémica un gran nimero de marcadores.

Tradicionalmente, la construccion de mapas se ha llevado a cabo a partir de una poblacion F2
o BC1 (poblacion obtenida del primer retrocruzamiento) generada a partir de cruzamientos
entre dos lineas puras. Sin embargo, este tipo de lineas son complicadas de obtener en la
mayoria de especies lefiosas por limitaciones de tiempo y espacio. En frutales, aunque en
ocasiones se generan poblaciones F2 a partir de la autofecundacion de individuos
relativamente heterocigotos, el tipo de poblacion mas frecuente como base de mapeo es la
“F1 segregante” (Grattapaglia & Sederoff 1994) generada a partir de individuos no
relacionados y heterocigotos. Algunos ejemplos recientes en los que se generan mapas a
partir de poblaciones F1 en frutales incluyen achiote (Romero-Lopez et al. 2019), peral
(Gabay et al. 2018) o manzano (Ban & Choi 2018), aunque también hay recientes ejemplos
de mapas genéticos generados a partir de poblaciones F2 como en cerezo (Calle et al. 2018) o

en melocotonero (Da Silva Linge et al. 2018).

20



Introduccién general

3. Aproximaciones genomicas

En la década de 1970 se comenzaron a desarrollar tecnologias de secuenciacion del ADN,
gracias a la informacion desarrollada afios antes en la caracterizacion de los acidos nucleicos
por Rosalind Franklin en 1951 y el descubrimiento de la estructura del ADN por James D.
Watson y Francis Crick en 1953. Los primeros pasos consistieron en la determinacion del
orden de los nucle6tidos en una molécula de ADN, concretamente la secuenciacion quimica,
desarrollada por Gilbert y Maxam, y con la que secuenciaban una base por mes (Shendure et
al. 2017). No fue hasta 1977, cuando Sanger desarroll6 el método de terminacion de cadena
que, junto al método desarrollado por Gilbert y Maxam, transformé el campo de la
secuenciacion, apareciendo la llamada secuenciacidon de primera generacion (Metzker 2010).
De hecho, en 1987, Smith, Hood y Applied Biosystems (Smith et al. 1986) disefiaron
secuenciadores basados en la metodologia propuesta por Sanger, comenzando a secuenciar
1.000 bases por dia. Sin embargo, el coste y la lentitud de esta metodologia enfatizo la

necesidad de desarrollar nuevas tecnologias.

En 2005 sali6 a la luz el primer secuenciador comercial de secuenciaciones de nueva
generacion (Next Generation Sequencing, NGS) (con la tecnologia 454). Este avance supuso
una nueva revolucion en el estudio basico y aplicado de la genémica, ademés de un gran
desafio metodologico, un comienzo de una segunda generacion de secuenciacion y de la

secuenciacion masiva (High Throughput Sequencing, HTS).

Al pirosecuenciador 454, le sigui6 la secuenciacion de Illumina (2005) que se basa en un
procedimiento denominado “amplificacion por puentes” y el uso de nucledtidos marcados
con fluor6foros (detectados por una camara al ser incorporados) y que bloquean de forma
reversible la elongacion de la cadena (Bentley ef al. 2008), la secuenciacion por ligamiento
(SBL) de SOIiD (2007) y la secuenciacion por iones semiconductores de Ion Torrent

Biosystems (2011).

Para algunas plataformas como Illumina, es necesario la creacion de genotecas para llevar a
cabo la secuenciacion. Este procedimiento se basa en la fragmentacion aleatoria de ADN, la
ligacion de adaptadores, amplificacion mediante una PCR, seleccion de tamano de los
fragmentos, purificacion y cuantificacion final. Existen distintos tipos. Single reads es 1la mas
sencilla y permite secuenciar el ADN desde un solo extremo. Paired ends permite secuenciar

fragmentos a partir de los dos extremos mejorando la calidad de las lecturas generadas, y
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mate pairs es parecida a paired ends, pero se genera a partir de fragmentos de mayor longitud
y proporciona una cobertura mds uniforme (Illumina 2010). Todas estas plataformas de
segunda generacion se caracterizan por generar lecturas cortas (desde 75 pb a 700 pb) (Jung
et al. 2019) (Tabla 1.2), y cada vez son mas rapidas. De hecho, actualmente existen
secuenciadores como NovaSeq 5000/6000 que secuencian 1-3 trillones de bases por dia
(Rech 2019, comunicacion personal). Estas nuevas tecnologias han revolucionado el analisis
de genética de poblaciones, la filogenética, el ensamblaje de nuevas referencias, y la

identificacion de variaciones como SNPs, inserciones y deleciones (Le Nguyen ef al. 2018).

Tabla I.2. Caracteristicas de algunas de las metodologias de secuenciacion NGS.

Longitud de

Método Precision Lecturas/corrida
lectura (pb)
Applied Bio 3730XL (Sanger) 400-900 99,9 % 384
Roche 454 GS FLX (Pirosequenciacion) 700 99,9 % 1.000.000
1x36
2x50
[llumina HiSeq 2500 (Secuenciacon por sintesis) 2x100 99 % 5.000.000.000
2x125
2x250
. ., ., 1x25
SoLiD 4 (Secuenciacion por ligacion) %50 99,9 % 1.400.000.000
ION Torrent (Secuenciacion por semiconduccion)  200-400 98 % 80.000.000
Pacific Biosciencies RSII (SMRT) 10.000 85 % 750.000
Oxford N.MinlON (Nanopore) 5.000-200.000 95 % 7.000-12.000
Pacific Biosciencies Sequel II (CCS) 15.000-20.000 99 % -

Actualmente Illumina es la plataforma NGS maés utilizada pero, aunque los precios de la
secuenciacion de segunda generacidon son cada vez mds asequibles, existen una serie de
limitaciones. Entre ellas destaca que la generacion de lecturas cortas presenta dificultades a la
hora de trabajar con regiones repetitivas y complejas. Ademas, hay que tener en cuenta los
sesgos producidos por la PCR, el tiempo necesario, y la complicacion de construir las
genotecas, junto al precio de los instrumentos empleados. Por ello, a pesar de los enormes
beneficios de la metodologia implementada, se ha generado una tercera generacion, donde
actualmente dominan dos plataformas: Pacbio y Oxford Nanopore. Estas tecnologias ofrecen

lecturas mas largas, entre 8 kb y 40 kb (con méaximo de > 150 kb para PacBio y >2 Mb para
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Nanopore) (Jung et al. 2019), por lo que estan siendo ampliamente usadas a la hora de
generar genomas de novo, con una preparacion de muestras mas simple, y donde se secuencia
una sola molécula en tiempo real. Hasta hace poco estas plataformas se caracterizaban por
presentar altas tasas de error (~5-10 %). Sin embargo, gracias a los avances en la quimica
empleada y en el secuenciador, ha surgido una nueva metodologia de PacBio (single
molecule High-Fidelity [HiFi]). Esta tecnologia ha permitido generar lecturas de gran
longitud (aproximadamente 10-20 kb) y precisas (~1 %) (Wenger et al. 2019).

Como se ha comentado anteriormente, los sistemas de segunda generacion son los mas
empleados al ser menos costosos, y no solo para el estudio de los polimorfismos de ADN,
pues a la hora de generar ensamblajes de novo, numerosos estudios han apostado por
enfoques hibridos que combinan los datos generados por plataformas de segunda y tercera
generacion. Sin embargo, en un futuro proximo los sistemas de tercera generacion
posiblemente reemplazaran a los sistemas anteriores, aunque un aspecto limitante puede ser
el gran esfuerzo necesario en el andlisis bioinformdtico para procesar los datos generados con

estas tecnologias (Bansal & Boucher 2019).
Aproximaciones de genotipado

El estudio de los polimorfismos del ADN, conocido como genotipado, es esencial para los
programas de mejora, estudios de genética de poblaciones, filogenética, conservacion,
mapeado genético, adaptacion y evolucion. Dentro de los avances producidos en las ltimas
décadas para el genotipado, cabe destacar el genotipado por secuenciacion, GBS (Genotyping
By Sequencing) que puede generar de cientos a miles de marcadores tipo SNP en un solo
ensayo (Elshire ef al. 2011; Spindel ef al. 2013; Poland & Rife 2012), sin la necesidad de
tener un genoma de referencia, por lo que es una herramienta muy adecuada para especies no
modelo (Scheben ef al. 2017). Ademas, las secuencias generadas mediante GBS se pueden
analizar repetidamente (Poland & Rife 2012). Sin embargo, posee una serie de limitaciones,
como el alto nimero de datos ausentes que genera, y la tasa de error de la técnica de
secuenciacion (Glaubitz et al. 2014). Esta técnica de alto rendimiento se basa
fundamentalmente en la reduccion del genoma por el uso de enzimas de restriccion (REs)
(Elshire ef al. 2011) para secuenciar posteriormente con tecnologia Illumina (Deschamps et
al. 2012). Se han llevado a cabo numerosos estudios de cultivos empleando esta metodologia;
algunos ejemplos son: pecanero (Bentley et al. 2019), café (Anagbogu et al. 2019), centeno
(Schreiber et al. 2019), garbanzo (Kujur et al. 2015) o maiz (Lu et al. 2015).
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Otra técnica que cada vez es mas popular para genotipado es la resecuenciacion. Esta
metodologia genera un genotipado mas exhaustivo, y evita la busqueda de SNPs erroneos
(Huang et al. 2009). Sin embargo, a diferencia de GBS, es necesario disponer de un genoma
de referencia. Algunos ejemplos recientes publicados en cultivos han sido: algodon (Wen et

al. 2019b), nogal (Stevens et al. 2018) o mijo (Varshney et al. 2017).

Como metodologia alternativa destaca la secuenciacion de ARN, del transcriptoma entero
para clonacion al azar o RNA-seq. Esta técnica se basa en la secuenciacion de genotecas de
ADN complementario (ADNc) obtenido a partir de un ARN de buena calidad. Permite
trabajar en zonas concretas del genoma, y facilita a los investigadores determinar SNPs que
alteran secuencias de codificacion. Normalmente se utiliza para analizar la expresion génica;
de hecho varios estudios han utilizado este tipo de metodologia en frutales. Algunos ejemplos
son: aguacate (Ibarra-Laclette et al. 2015; Xoca-Orozco et al. 2017; Xoca-Orozco et al. 2019;
Chabikwa et al. 2020), atemoyo (Li ef al. 2019a; Chen et al. 2019b) o cerezo (Wen et al.
2019a). Sin embargo, también puede ser empleada para genotipado, a pesar de que, en
numerosas ocasiones, el numero de marcadores generados con esta metodologia no es
suficiente para llevar a cabo estudios de asociacion del genoma (GWAS), pues el numero de
SNPs en las regiones codificantes es menor que en las regiones no codificantes (Scheben et
al. 2017). Algunos ejemplos reportados en especies lefiosas incluyen aguacate (Ge et al.

2019b), ginkgo (Wu et al. 2019b) o longan (Wang et al. 2015).

Las metodologias citadas anteriormente para el genotipado utilizan plataformas de segunda
generacion, aunque a menudo se han beneficiado de los genomas de referencia generados a
través del empleo de la tecnologia de PacBio o Oxford NanoPore. Recientemente, esta tltima
tecnologia ha comenzado a utilizarse para genotipar, como en el caso de canola (Malmberg et
al. 2019), y posiblemente su uso para este fin se extienda gracias a las nuevas optimizaciones

en la metodologia de PacBio (Wenger ef al. 2019).
Genomas de referencia

El genoma de un organismo contiene todo el material genético codificado en acidos
desoxirribonucleicos (ADN). Posee un tamafio que varia de una especie a otra (Primrose &
Twyman 2006), encontrandose en plantas grandes diferencias incluso entre especies

proximas.
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La secuenciacion del genoma es una pieza clave que nos permite comprender con mayor

exactitud la biologia basica del organismo.

En plantas encontramos tres genomas. El nuclear, el mitocondrial y el cloroplastico, siendo
los dos ultimos mucho més pequefios. Por ejemplo, en Arabidopsis thaliana, el genoma
mitocondrial tiene un tamafio de 367 Kb, y el genoma cloropléstico tiene un tamafio de 155
Kb frente al nuclear que tiene un tamano de 135 Mb (Kersey 2019). Otra caracteristica
destacable de los genomas de plantas es que a lo largo de su historia evolutiva han sufrido
frecuentes eventos de poliploidizacion favoreciendo la especiacion y adaptacion (Martin et

al. 2019).

La secuenciacion de genomas comenzé en 1976, concretamente con el genoma del
bacteriofago MS2 (Fiers et al. 1976). Pero no fue hasta 1987, cuando el desarrollo de los
secuenciadores automaticos supuso un cambio fundamental, y en 1995 se secuencio el primer
genoma bacteriano de H. influenzea (Fleischmann et al. 1995), seguido por el primer genoma
de eucariotas de Saccharomyces cerevisiae (Goffeau et al. 1996). Tres afos antes de publicar
el genoma humano (Collins et al. 2003), sali6 a la luz la publicacion del genoma de
Arabidopsis thaliana con un tamafio estimado inicialmente de 125 Mb (The Arabidopsis
Genome Initiative 2000), marcando una nueva era en el estudio de plantas (Nature Plants
2018), al considerarse una referencia en los estudios de genética molecular. Tras Arabidopsis,
se secuencio el genoma del arroz (Goff et al. 2002; Yu et al., 2002) a pesar de su gran
tamano y la falta de informacidon molecular previa, siendo el primer genoma generado para

una especie de interés economico (Arus & Puigdomenech 2008).

A partir del 2005, el nimero de genomas disponibles se increment6 debido a la reduccion del
coste en la secuenciacion de plataformas de segunda generacion. Sin embargo, aunque la
calidad de un genoma de referencia desarrollado no solo depende de la secuenciacion usada,
el desarrollo de ensamblajes de genomas a partir de lecturas de longitud cortas tiene una serie
de limitaciones segun el tamafio del genoma, las repeticiones, la heterocigosidad
[considerandose una heterocigosidad alta a partir de aproximadamente 0,50 % (Vurture et al.
2017)] o la ploidia. De hecho, en los ensamblajes de genomas a partir de este tipo de lecturas,
las repeticiones y las duplicaciones suelen causar secuencias quiméricas (secuencias
bioldgicas y fragmentos de ADN no relacionados que son unidos artificialmente mediante
bioinformatica) y contigos (contigs, regiones consenso de ADN) fragmentados (Jung et al.

2019).
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Una de las primeras aproximaciones para superar los problemas causados por el uso de
lecturas cortas y la repeticiones en el genoma, es el empleo de una metodologia basada en
Bruijn graphs, un algoritmo ampliamente utilizado en el ensamblaje de genomas que utiliza
K-mers (secuencias de nucledtidos de un tamafio concreto) con el objetivo de construir
contigos (contigs, regiones consenso de ADN). Sin embargo, al trabajar con genomas de
mayor tamafio, no se desarrollan ensamblajes correctos, completos y con contigiiidad. Las
tecnologias que generan lecturas mas largas (como PacBio y Oxford Nanopore) facilitan la
contigiiidad del ensamblado aunque, por lo general, presentan altas tasas de error. Una
alternativa a la hora de generar genomas de referencia puede ser el uso de un enfoque
“hibrido”, en el que se combinan los datos generados por plataformas de segunda y tercera
generacion, corrigiendo las lecturas largas mediante el cartografiado de lecturas generadas
con secuenciadores de Illumina. Numerosos trabajos han utilizado esta estrategia. Algunos
ejemplos recientes son el genoma del liriodendron (Chen et al. 2019¢) o del aguacate
(Renddn-Anaya et al. 2019). Sin embargo, esta aproximacion no seria necesaria si se emplea
la nueva tecnologia de PacBio, que genera lecturas con mayor calidad. De hecho, si
comparamos estas lecturas HiFi con las que se generaban empleando las metodologias
PacBio anteriores, podemos ver que, aunque son de menor longitud, su alta precision

compensa a la hora de generar un ensamblaje de calidad (Wenger et al. 2019).

Recientemente se ha producido un gran progreso en nuevas metodologias que facilitan la
mejora del ensamblaje de genomas, destacando la secuenciacion de una sola molécula, junto
al cartografiado de datos opticos (BioNano) y Hi-C. Hi-C se basa en la captura de la
conformacion de los cromosomas, y ha sido empleada en el ensamblaje de genomas de
numerosas especies vegetales, facilitando la correccion de la orientacion y el orden de los
scaffolds (unién de contigs usando informacién complementaria sobre la orientacion y
posicion en el genoma). En los ultimos afios se han generado ensamblajes de alta calidad
usando una o la combinacién de varias de las herramientas comentadas (Daccord et al. 2017,
Zhang et al. 2018; Hosmani et al. 2019). Algunos ejemplos recientes de su uso en especies
lefiosas son el ensamblaje del genoma del alcanforero (Chaw et al. 2019) o el ensamblaje del

genoma de durian (Teh et al. 2017).

Estas numerosas metodologias junto a los avances bioinformaticos de los ultimos afios estan
solventando los problemas que aparecen a la hora de generar el ensamblaje de un genoma de

referencia, y facilitan la disponibilidad de genomas de calidad (Shendure ef al. 2017; Kersey
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2019). Como resultado, el ensamblaje de genomas se esta convirtiendo en una rutina en
biologia (Kersey 2019), a pesar de no existir un ensamblaje de genoma de plantas perfecto

(Jung et al. 2019).

A la hora de evaluar la calidad del ensamblaje de un genoma de referencia se tienen en cuenta
una serie de parametros, entre los que destaca N50, que especifica la contigiiidad del genoma
(Yandell & Ence 2012), pues es la longitud de la secuencia que representa el 50% del
ensamblaje siempre y cuando las secuencias se encuentren ordenadas de mayor a menor
tamafno. Aunque también se suelen usar otros parametros como el tamafio del ensamblaje
total, el nimero total de secuencias (scaffold/contigs), la longitud mas larga del scaffold o de
los contigs, el tamafio medio del scaffold y contigs (Jung et al. 2019) o como de completo
respecto al espacio de genes se encuentra el genoma (Simao et al. 2015). Cuanto menos
fragmentado sea el ensamblaje de un genoma, es decir, mas largo el N50, mayor contigiiidad
tendré el genoma desarrollado, permitiendo una anotaciéon mas exhaustiva de este. De hecho,
si N50 tiene una longitud igual a la longitud media de un gen, aproximadamente el 50 % de
los genes se localizaran en un scaffold, lo que facilitara el uso de este para numerosos analisis

(Yandell & Ence 2012).

Actualmente, se han publicado al menos 341 genomas de referencia en especies vegetales

(https://www.plabipd.de/), incluyendo algas, briofitas, gimnospermas y angiospermas.

Debido al éxito en los ensamblajes de genomas de algunas plantas modelo, se ha anunciado
un proyecto que se compromete con la secuenciacion de 10.000 genomas de plantas (Chen et
al. 2018). No obstante, la mayoria de los genomas generados hasta ahora pertenecen a
especies eudicotiledoneas o monocotiledoneas (Soltis & Soltis 2019), con la excepcion de
Amborella trichopoda en 2013 con un tamafio de genoma de 870 Mb (Albert et al. 2013),
Liriodendron chinense (Chen et al. 2019¢) con un tamafio de genoma de 1.75 Gb,
Cinnamomum kanehirae (Chaw et al. 2019) con aproximadamente un tamafio de genoma de
823 Mb, Persea americana (Rendon-Anaya et al. 2019) con un genoma de tamafo
aproximado de 1 Gb, Nymphaea colorata con un tamafio de genoma aproximado de 400 Mb
(Zhang et al. 2019¢), Euryale ferox con un tamafio de genoma de aproximadamente 768 Mb
y Ceratophyllum demersum con un tamafio de genoma aproximado de 777 Mb (Yang et al.

2020b) que proporcionan nuevas visiones sobre la evolucion de las angiospermas.

El desarrollo tanto de un genoma de referencia para chirimoyo como la optimizacion del

genoma de aguacate podrian aportar una nueva perspectiva evolutiva en angiospermas
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primitivas. Recientemente, se ha publicado un primer ensamblaje del genoma de aguacate
(Rendon-Anaya et al. 2019). Sin embargo, hasta el momento, no se ha generado ningin
genoma que represente a la familia Annonaceae. Por otro lado, los mapas genéticos
generados para estos cultivos son limitados y de baja resolucion (Sharon et al. 1997 y
Borrone et al. 2009, en aguacate; Escribano 2007 y Martin 2013 en chirimoyo). Hasta el
momento no se dispone de ninglin estudio en ambas especies en el que se desarrollen mapas
genéticos usando marcadores moleculares tipo SNPs. En el caso del chirimoyo, los mapas
genéticos disponibles hasta la fecha han sido construidos a partir de poblaciones F1
segregantes, resultado de cruzamientos interespecificos entre ‘Fino de Jete’ x ‘Thai seedless’
a partir de 59 y 82 SSRs (Escribano 2007; Martin 2013), y ‘Bonita’ x ‘Fino de Jete’ (Martin
2013) a partir de 66 SSRs. A esta carencia de informacién en ambas especies pretende dar

respuesta los trabajos recogidos en esta tesis doctoral.
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Objetivos

Objetivos

El objetivo general de esta tesis es avanzar en el conocimiento gendmico del aguacate
(Persea americana Mill.) y del chirimoyo (Annona cherimola Mill.), dos cultivos originarios
de los Neotropicos, con el proposito de posibilitar el desarrollo de herramientas que faciliten
los programas mejora y el estudio de su diversidad genética. Este objetivo general se desglosa

en tres objetivos especificos:

1. Desarrollar un borrador del genoma (cv. Hass) y marcadores moleculares SNPs mediante
genotipado por secuenciacion en aguacate (Persea americana Mill.), para caracterizar un
conjunto de genotipos mediante el estudio de su diversidad genética y estructura

poblacional (Capitulo 1).

2. Generar el primer ensamblaje y anotacion del genoma del chirimoyo (Annona cherimola

Mill.) (Capitulo 2).

3. Desarrollar marcadores moleculares SNPs mediante genotipado por secuenciacion para
una poblacion F2 generada a partir de un cruzamiento interespecifico ‘Fino de Jete’
(Annona cherimola Mill.) x ‘Thai seedless’ (Annona squamosa L.) y elaborar un mapa de

ligamiento (Capitulo 3).
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Capitulo 1

. Ve y . . o 1
Caracterizacion genomica de aguacate (Persea americana Mill.)

Resumen

La mejora de cultivos se basa en el uso de material diverso tanto fenotipicamente como
genéticamente. Para llevar a cabo un programa de mejora efectivo se necesita un buen
conocimiento de la estructura poblacional y de la diversidad genética de la especie a mejorar.
En el caso del aguacate (Persea americana Mill.), un cultivo nativo de Mesoamérica con un
aumento significativo de popularidad a nivel mundial, los programas de mejora son muy
lentos debido a la existencia de un claro vacio de informaciéon molecular. De hecho,
actualmente la produccién mundial de aguacate estd basada en una Unica variedad, ‘Hass’,
que surgid por azar en California hace casi 100 afios. Con el objetivo de reducir esa brecha e
impulsar los programas de mejora, en este estudio se ha generado el ensamblaje de un
borrador del genoma de la variedad Hass para usarlo de referencia al estudiar 71 genotipos de
aguacate que representan las tres razas o subespecies (Mexicana, Guatemalteca y Antillana).
Se generé una media de 5,72 millones de lecturas por individuos, y 7.108 polimorfismos
mononucledtidos (SNPs) para los 71 genotipos analizados. Estos marcadores moleculares se
han usado para estudiar la diversidad genética y la estructura poblacional. Los resultados
mostraron una agrupacion de acuerdo a las razas botanicas en cuatro grupos: Mexicanos,
Guatemaltecos, Antillanos y un grupo adicional de hibridos entre Guatemaltecos y
Mexicanos (GxM). El alto niimero de marcadores tipo SNPs desarrollados en este estudio

sera un recurso genomico relevante para la comunidad de aguacate.

Introduccion

El aguacate (Persea americana Mill.) es un arbol subtropical de hoja perenne nativo de
Mesoamérica. Pertenece a las Lauraceae, una familia del orden Laurales que, junto con los

ordenes Canellales, Piperales y Magnoliales, estd incluida en el clado Magnoliid de las

! Talavera A, Soorni A, Bombarely A, Matas A J, Hormaza J . Genome-Wide SNP discovery and
genomic characterization in avocado (Persea americana Mill.). Scientific Reports 9, 20137 (2019).
(Anexo 1).
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angiospermas basales. Esta familia pantropical tiene alrededor de 50 géneros y entre 2.500 a

3.000 especies.

Dentro de esta familia existen otras especies con importancia econdémica entre las que se
incluyen el laurel (Laurus nobilis L.), la canela (Cinnamomum verum J.Presl), el alcanforero

(C. camphora (L.) J.Presl) y arboles madereros (Nectandra spp., Ocotea spp. y Phoebe spp.).

Tradicionalmente, los genotipos de aguacate se han clasificado en tres razas o subespecies
segin sus caracteristicas botanicas y preferencias ecoldgicas, Mexicana, Guatemalteca y
Antillana. Las accesiones de raza Mexicana y Guatemalteca estan adaptadas a zonas altas de
América Central (climas frios), siendo la raza Guatemalteca més susceptible a las bajas
temperaturas, mientras que las accesiones de raza Antillana se encuentran adaptadas a areas

de tierras bajas con climas tropicales (Schaffer ef al. 2013).

La demanda del mercado del aguacate ha aumentado exponencialmente en los ultimos afios,
siendo la produccion mundial del aguacate en 2018 superior a 6 millones de toneladas (FAO
2018). La mayor parte de la produccidn se concentra en unos pocos paises, siendo México el
mayor productor con el 34 % de la produccion mundial (mas de 2 millones de toneladas). Sin
embargo, a pesar de la creciente importancia de este cultivo, existen significativos cuellos de
botella para la mejora de esta especie. El desarrollo de nuevos cultivares de calidad es una
necesidad, ya que aproximadamente el 90 % de la produccion mundial de aguacate depende
de un solo cultivar, ‘Hass’, que se selecciond por azar en California en la segunda década del

siglo XX.

En aguacate, se han utilizado diversos marcadores moleculares para distintos fines:
genotipado, analisis de paternidad, estudios de diversidad y de filogenia, elaboracion de
mapas de ligamiento y deteccion de rasgos de interés. Los primeros trabajos estuvieron
enfocados en el uso de minisatélites (Lavi et al. 1991) (Variable Number of Tandem Repeats)
(VNTRs) (Mhameed et al. 1996), amplificacion aleatoria de ADN polimorfico (Random
Amplified Polymorphic) (RAPDs) (Fiedler et al. 1998) y polimorfismos de longitud de
fragmentos de restriccion (Restriction Fragment Length Polymorphism) (RFLPs) (Furnier et
al. 1990; Davis et al. 1998). Posteriormente se comenzd a usar marcadores codominantes y
altamente polimorficos, los microsatélites o SSRs (Single Sequence Repeats) que facilitan el
estudio de relaciones intraespecificas y de diversidad. Este tipo de marcadores han sido

especificamente desarrollados en aguacate y usados para diversos objetivos (Sharon et al.
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1997; Schnell et al. 2003; Ashworth & Clegg 2003; Ashworth et al. 2004; Borrone et al.
2007; Alcaraz & Hormaza 2007; Gross-German & Viruel 2013; Guzman et al. 2017; Boza et
al. 2018; Ge et al. 2019a). Sin embargo, a pesar de sus numerosas ventajas, tienen el
inconveniente de que, al no encontrarse distribuidos uniformemente a lo largo del genoma,
dificultan los anélisis de asociacion (Ching et al. 2002). Ademas, el uso de SSRs en distintas
poblaciones es laborioso y costoso si lo comparamos con el empleo de las secuenciaciones de

nueva generacion (Next Generation Sequencing, NGS) (Rasheed et al. 2017).

En la altima década, los SNPs se han convertido en el tipo de marcador mas usado en
genética vegetal para distintas aplicaciones: desarrollo de mapas de ligamiento, busqueda de
locus asociados a un caracter cuantitativo, seleccion genémica (GS) o seleccion asistida por
marcador (MAS) (Scheben et al. 2017). Los SNPs presentan una serie de ventajas frente a los
marcadores utilizados previamente. Son la mutacion mas frecuente a lo largo de los genomas
de los eucariotas, su naturaleza bialélica ofrece precision a la hora de hacer el llamamiento de
variantes, son altamente reproducibles y su coste reducido hace que sean accesibles para la
mayoria de laboratorios (Studer & Kolliker 2013; Chagné et al. 2008; Wang et al. 2015). Sus
ventajas son especialmente relevantes en cultivos perennes lefiosos, ya que su uso podria

reducir significativamente el tiempo y el coste en programas de mejora.

Hasta el momento el empleo de la secuenciacion de nueva generacion (NGS) en aguacate se
ha centrado en estudios transcriptomicos (Ibarra-Laclette et al. 2015; Vergara-Pulgar et al.
2019) y el desarrollo de SNPs para caracterizar diversidad genética (Kuhn ef al. 2019; Ge et
al. 2019b; Rubinstein ef al. 2019). Ademads, recientemente el primer genoma de aguacate de
un genotipo criollo mexicano se ha publicado (Renddén-Anaya et al. 2019). En este trabajo,
con el objetivo de generar SNPs de alta calidad para avanzar en estudios genomicos en
aguacates, se han genotipado 71 accesiones que representan las tres razas botanicas. Estos
marcadores han sido seleccionados cartografiando contra un borrador de genoma del cultivar
mas importante a nivel mundial, ‘Hass’, con el objetivo de aumentar la calidad de los

marcadores desarrollados.
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Material y métodos
Material vegetal

Se seleccionaron 71 accesiones de aguacate (Persea americana Mill.), de los que se
recolectaron sus hojas jovenes a partir de arboles que proceden de tres bancos de
germoplasma distintos: ITHSM-UMA-CSIC “La Mayora” (Algarrobo Costa, Espafia),
Westfalia farms (Tzaneen, Sudafrica) y el banco de germoplasma nacional de aguacate de
Estados Unidos (Miami, FL, USA). Las accesiones escogidas combinan genotipos obtenidos
a partir de distintos programas de mejora (‘Gem’, ‘Gwen’, ‘Iriet’ o ‘Lamb Hass’), variedades
comerciales (‘Bacon’, ‘Choquette’, ‘Edranol’, ‘Fuerte’, ‘Hass’ o ‘Reed’), portainjertos
(‘Dusa’, ‘Thomas’ o ‘Toro Canyon’) y accesiones locales espafiolas con posible interés para
generar nuevos patrones con tolerancia a Rosellinia necatrix (‘La Piscina’ o ‘C.A. Bueno’).
También se incluyeron en el andlisis como control de los resultados obtenidos, dos muestras
diferentes de ‘Hass’ procedentes de dos bancos de germoplasma distintos (Tabla 1.1). Tanto
las hojas de las accesiones conservadas en el banco de germoplasma de IHSM-UMA-CSIC
“La Mayora”, como las del banco de germoplasma nacional de aguacate de Estados Unidos,
se conservaron en fresco, mientras que el material procedente de Westfalia Farms se conservo

en seco usando bolsas con gel de silice hasta su uso.

Tabla 1.1. Lista de las 71 accesiones de aguacates estudiadas en este trabajo con SNPs. Las razas
estan representadas por los siguientes cddigos: G = Guatemalteca; M = Mexicana; W1 = Antillana.

Los hibridos interraciales se indican con un aspa (x).

Asignacién de

. Coleccién . ./ . .
. Identificador . Asignacion previa raza a partir de
Accesiones Codigo de
de la muestra de raza los resultados de
Germoplasma )
este trabajo

0028(Ardith) 2835 1 Sudéfrica GxM' GxM
A0.25 A02554 2 Sudafrica Desconocida GxM
A0.68 A06852 3 Sudafrica Desconocida GxM
87.17.1 871728 4 Sudafrica Desconocida GxM
1.14.2 114218 5 Sudafrica Desconocida GxWI
Alcaraz ALCA74 6 Espafa Desconocida GxM
Bacon BACO039 7 Sudéfrica GM’M*0o G GxM
Bernecker BERN18 8 EE.UU. wr’ WI
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Beta BETA19
A0.57 A05720
Butler BUTLI16
C.A. Bueno CABU95
Catalina CATAIll
Choquette CHOQ9
Cilfam CILF46
Colin V-33 COLI31
Collinred B COLL1
Collinson COLL36
Dusa DUSA33
Edranol EDRAG63
Fuchsia FUCH17
Fuerte FUER16
G-6 G692
Gem GEM77
Gottfried GOTTO04
Grace GRAC26
Gwen GWEN40
H287 H28757
Hansie HANSO5
Hass HASS38
Hass HASSS55
Iriet IRIE34
A0.67 A06729
Lamb Hass LAHA24
La Piscina LAPI93
Largo LARG24
Linda LIND50
Lisa LISA23
Lyon LYON25
Maluma MALUS5
Melendez 2 MELEI12
Mike MIKE30
Monroe MONRI10
MrsTooley MRTOO08
Murrieta Green MUGR?27
Nabal NABA21
Negra de la CruzNECR31
Nimlioh NIMLO09
Nnl0 NN1068
NN63 NN6310

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23

25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50

EE.UU.
Sudafrica
EE.UU
Espafia
EE.UU
EE.UU.
Sudafrica
Sudafrica
EE.UU.
EE.UU.
Espafia
Sudafrica
EE.UU.
Sudafrica
Espafia
Espafia
Sudafrica
Sudafrica
Sudafrica
Sudafrica
Sudafrica
Espafia
Sudafrica
Espafia
Sudafrica
Sudafrica
Espafia
EE.UU.
Sudafrica
EE.UU.
Sudafrica
Espafia
EE.UU
Sudafrica
EE.UU
Sudafrica
Sudafrica
Sudafrica
Sudafrica
Sudafrica
Sudafrica

Sudafrica
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GxWI°
GxM?

wr'
Desconocida
wr'

GxWT'
Desconocida
GxM'
GxWT'
GxWT'
GxM?
Hibrido*o G*
wr'

GxM?o M®
M2

GxM’o G*
M9
Desconocida
GxM' o G*
Desconocida
Desconocida
GXM3,31 0 G2
GXM3,31 0 G2
GxM’
Desconocida
GXM2,3
Desconocida
wr'

Gl

MxWI'
Hibrido* 0 G'
GxM’
GxWT'
Desconocida
MxWI' 0 GXWTI'
Desconocida
G4

Gl

MIO

Gl

G4

G4

GxWI
GxM
WI

M

WI
GxWI
GxM
GxM
GxWI
GxWI
GxM
GxM
GxMxWI
GxM
MxWI
GxM
MxWI
GxM
GxM
GxM

GxM
GxM
GxM
GxM
GxM

GxWI

GxMxWI

GxM

GxM

GxWI

GxWI

GxMxWI

GxM

GxM
GxM
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Pinkerton PINK45 51 Sudéfrica GxM?o0 G* G*M
Pollock POLL6 52 EE.UU wI' WI
Reed REEDS9 53 Espaiia G* GxM
Regal REGAI1 54 Sudafrica Desconocida GxM
Rincon RINCI12 55 Sudafrica Desconocida GxM
RR-86 RR8691 56 Espafa Desconocida GxMxWI
Egifgburg RURO36 57 Sudéafrica Desconocida GxMxWI
Russell RUSS22 58 EE.UU. wI' WI
Ryan RYANI13 59 Sudafrica GxM' GxM
Semil 43 SEMI14 60 EE.UU. GXWTI° G*xWI
Shepard SHEP42 61 Sudéfrica G* GxM
Teague TEAG60 62 Sudéfrica M GxM
Telez TELE66 63 Sudafrica Desconocida MxWI
Thomas THOM90 64 Sudafrica M? MxWI
Toro Canyon  TOCA96 65 Sudafrica M?0 GxM"! GxM
Trapp TRAP2 66 EE.UU. wI' WI
TX531 TX5344 67 Sudéfrica Hibrido'o G' G*M
Vero Beach n° 1 VERO4 68 EE.UU. MxWI' MxWI
Waldin WALD28 69 EE.UU. wI' WI
Wester WESTS5 70 EE.UU. wI' WI
Yon YON3 71 EE.UU. GxWTI' G*xWI

"Hofshi, Avocado database, 2019.

*Ashworth & Clegg 2003.

*Schnell et al. 2003.

*Variety Database of the University of California at Riverside, http://ucavo.ucr.edu/
>U.S. National Plant Germplasm System, https://npgsweb.ars-grin.gov/gringlobal/search. aspx?.
Avocado information database, https://www.myavocadotrees.com/beta-avocado.html.
"Crane et al. 2013.

“Chen et al. 2009.

*Wolfe et al. 1949.

"Ben-Ya’'cov et al. 2003.

"Gross-German & Viruel 2013.
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Extraccion de ADN, preparacion de genotecas, secuenciacion y procesamiento de

las lecturas en bruto

A partir de las hojas jovenes previamente lavadas con agua destilada, se aislo6 ADN usando el
Kit “DNesy Plant Mini Kit” de Qiagen siguiendo el protocolo descrito por el fabricante. La
pureza (ratio 280/260 y 260/230) y la concentracion del ADN (ng/ul) se determinaron usando
el espectrofotdometro NanoDrop y el fluorometro Qubit 2.0 del servicio de gendmica de la

Universidad de Malaga (SCBI).

Para realizar la optimizacion de la enzima necesaria en el proceso de digestion del ADN y la
construccion de las genotecas se utiliz6 ADN genémico de la variedad Hass, el cual se digiri6
con Pstl, EcoT221 y ApeKI. La distribucion del ADN fragmentado se evalué con Agilent
2100 Bioanalyzer System (Figural.l).

Figura 1.1. Perfiles de tamafios moleculares de ADN genomico obtenido mediante un Agilent
Bioanalyzer 2100 tras su digestion con ApeKI(A), EcoT221(B) y Pstkl(C), con el objetivo de
seleccionar la mejor enzima para la reduccion del genoma previo a su secuenciacion como parte de un

analisis de genotipado por secuenciacion (GBS) de aguacate.

A

Avocado ApeKI Optimization

41



Capitulo 1

B

Avocado EcoT22I Optimization

Avocado Pstl Optimization

Iillilli

(INEN

Las genotecas se construyeron siguiendo el protocolo descrito por Sonah et al. (2013),
digiriendo 100 ng de ADN genémico de cada variedad con ApeKI (Anexo 1.1). Una de las
genotecas se secuencio con Illumina HiSeq 2500 (1 x 100) en el “Center for Genomic and

Computational Biology” de la Universidad de Duke (https://genome.duke.edu/), y otra se

secuencio en la empresa Novogene (https://genome.duke.edu/) con Illumina HiSeq 4000 (2 x

150).
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Las lecturas en bruto se demultiplexaron usando el paquete GBSx (Herten et al. 2015).
Posteriormente, las lecturas se procesaron para eliminar posibles secuencias de adaptadores,
lecturas con una longitud menor a 50 bases, y filtrar aquellas con regiones de baja calidad

usando el software fastq-mcf version 1.04.807 (-1 50 y -q 30) (Aronesty 2013).
Ensamblaje del borrador del genoma de aguacate (cv. Hass)

Con el fin de cartografiar las lecturas a un borrador del genoma de aguacate, se secuenci6 el
ADN genoémico de la variedad ‘Hass’ (2 x 150) con una profundidad de 100x usando
[llumina. El tamafio del genoma y su heterocigosidad se estimaron usando la distribucion de
kmer descrita por Liu et al. (2013). En resumen, la distribucion de Kmers de tamafios 19, 25,
31, 37, 43, 55, 61, 67, 73, y 85 se calcul6 con Jellyfish, y posteriormente el archivo generado
se cargo en la pagina web GenomeScope (Vurture et al. 2017). Se usaron dos ensambladores
distintos para ensamblar las lecturas de Illumina: Minia (Chikhi & Rizk 2013) y
SOAPdenovo2 (Luo et al. 2012). Aunque ambos ensambladores emplean algoritmos para el
ensamblaje de lecturas cortas, Minia requiere menos recursos computacionales que
SOAPdenovo? y filtra falsos positivos (Chikhi & Rizk 2013). Con ambos ensambladores se
us6 un rango de tamafios de Kmers desde 17 a 115. La comparacion de los resultados de los
contigos ensamblados mostr6é que el ensamblaje producido por Minia, con Kmer de 115, fue
el que mas contigiiidad presentaba. Los contigos se agruparon para crear un supercontigo

usando SSPACE v 3.0 (Boetzer et al. 2011).
Cartografiado, identificacion de SNPs y filtrado

Las lecturas generadas se cartografiaron usando bwa version 0.7.120-r789 (Li & Durbin
2010) con los parametros establecidos por defecto. Aquellas lecturas que no fueron
cartografiadas se eliminaron usando Samtools version 1.3.1 (Li ef al. 2009), mientras que con
las lecturas retenidas se crearon archivos BAM. Todos estos archivos BAM se unieron

usando Bamaddrg (https://github.com/ekg/bamaddrg), y se us6 el paquete Samtools version

1.3.1 (Li et al. 2009) para ordenar e indexar los archivos. Para detectar las variaciones, y
eliminar SNPs con una calidad de mapeado menor que 20 y con una profundidad menor que
5, se uso el programa Freebayes version 0.9.20 (Garrison & Marth 2012). Los polimorfismos
brutos obtenidos se filtraron con el paquete VCFtools version 0.1.12 (Danecek et al. 2011)
eliminando los SNPs no bialélicos, los datos ausentes y SNPs que estuvieran dentro de una

distancia de 1.000 pares de bases. Antes y después del filtrado se generaron restimenes
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estadisticos usando vcf-stats version 0.1.12 (Danecek ef al. 2011). Su diversidad se estudio
usando el paquete Adegenet version 2.1.1 (Jombart 2008) en Rstudio version 1.1.453 (R Core
Team 2018) y R version 3.5.1, y se analizé el equilibrio de Hardy-Weinberg usando el
paquete pegas version 0.10 (Paradis 2010).

Todos los andlisis de cartografiado, identificacion de SNPs y filtrado se realizaron en un
servidor del laboratorio del Prof. Aureliano Bombarely en la Universidad de Milan con 160

threads, 3 Tb de RAM y 22 Tb de disco duro (RAID 6).
Analisis molecular de la estructura genética de accesiones de aguacate

Con el objetivo de mostrar la utilidad de los marcadores moleculares tipo SNPs generados, se
emplearon distintos enfoques para estudiar las relaciones y la estructura genética, junto a la
divergencia entre los grupos establecidos a partir de las 71 accesiones de aguacate. Se realizod
un analisis de componentes principales (ACP), seguido de un arbol de uniéon de vecinos
(Neighbor-joining [NJ]), andlisis discriminantes de componentes principales (ADCP) y
agrupacion bayesiana, asi como la estimacion de propiedades genéticas de las agrupaciones a

través de parametros como Fst, Fis, Pi y Watterson’s Theta.

El analisis de componentes principales (ACP) se llevo a cabo usando el paquete Adegenet
version 2.1.1 (Jombart 2008), y se visualizé usando el paquete ggplot2 version 3 (Wickham
2009) en Rstudio version 1.1.453 y R version 3.5.1 (R Core Team 2018).

La matriz de distancia Prevosti

DPrevosti(a, b) = z_lr v Z;.n:(f)IPajk — Pbjk| [1]

(donde v es el nimero de loci considerado, Pajk la frecuencia de la disposicion de alelos k en
el locus j en la poblacion a, y Pbjk el valor correspondiente en la poblacion b [Prevosti 1975])
y el arbol de unidn de vecinos (Neighbor-joining [NJ]) se generaron usando el paquete Poppr
version 2.8.2 (Kamvar ef al. 2015; Kamvar ef al. 2014) con 2.000 replicaciones de bootstrap.
Las figuras se representaron usando el programa FigTree version 1.4.4 (Rambaut 2009). Se

implementd ADMIXTURE version 1.3 (Alexander ef al. 2009) con una iteracion de K desde
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1 a 20, con el objetivo de estudiar el grado de hibridacion entre los diversos grupos. Este
andlisis se basa en un enfoque bayesiano, como el que realiza el programa STRUCTURE, y
lleva a cabo una estimacion de maxima verosimilitud de individuos a partir de los SNPs
generados. Ademas, con el objetivo de elegir el numero de 6ptimo de poblaciones (K), se uso
un enfoque de validacion cruzada para todos los SNPs. Cada valor de K elegido se representd
en RStudio version 1.1.453 y R version 3.5.1 (R Core Team 2018). Con el mismo objetivo se
us6 también el software STRUCTURE: se aplico 5 veces por cada nimero de poblaciones
(K), en cada uso se establecid un periodo de entrenamiento de 20.000 pasos seguido de
200.000 cadenas de repeticion de Markov de Monte Carlo (Larranaga et al. 2017; Martin et
al. 2011; Pritchard et al. 2010). El método de Evanno et al. (2005) se empled para determinar
el nimero mas probable de poblaciones con el software STRUCTURE HARVESTER (Earl
& vonHoldt 2012).

Posteriormente, teniendo en cuenta que enfoques como STRUCTURE asumen que los
marcadores no estan ligados y que las poblaciones son panmicticas (Pritchard ef al. 2000), se
llevaron a cabo analisis discriminantes de componentes principales (ADCP), con el objetivo
de identificar grupos bien definidos usando el paquete de R Adegenet version 2.1.1 (Jombart
2008). Para realizar este analisis, los datos se tuvieron que transformar previamente usando
ACP y se us6 la funcion find.clusters para identificar el nimero de grupos. Igualmente, se
calculd el criterio de informacién bayesiano (BIC) para asociar el nimero correcto de
subgrupos, y se usé la funcion de la validacion cruzada (XvalDapc) para corroborar el mejor
namero de ACP retenido. Antes de llevar a cabo estos analisis, los archivos se leyeron con la
funcién read.vef, y se convirtieron en objetos genind y genlight con las funciones:
VcfR2genind y Vcf2genlight. Todos los analisis que se llevaron a cabo usando Rstudio
version 1.1.453 y R version 3.5.1 (R Core Team 2018) se encuentran disponibles en un

repositorio publico de Github (https://github.com/IHSMFruitCrops/Hass-genotyping).

Finalmente, para analizar la diferenciacion de los grupos establecidos, se estimo el indice de
fijacion (Fst), que permite diferenciar las poblaciones con un rango entre 0 (no
diferenciacion) y 1 (diferenciacion completa) (Hahn 2018) con el paquete de R PopGenome
version 2.6.1 (Pfeifer et al. 2014). Con el fin de observar si existia una reduccion de la
heterocigosidad debido al cruzamiento no aleatorio dentro de cada grupo, se estimo el
coeficiente de endogamia (Fis) usando el paquete hierfstat version 0.04-22 (Goudet 2005).

Ademas, se estimaron los estadisticos Pi y Watterson's theta para calcular la diversidad
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nucleotidica considerando la agrupacion establecida por ADCP K=3, K=4 y K=5 utilizando

el mismo paquete de R.

Todos los andlisis de R se ejecutaron en un servidor del Prof. Antonio J. Matas en la
Universidad de Malaga con Intel 17 3930K (6 cores, 12 threads), 64 GB de memoria RAM y
6 x 2 TB Seagate en RAID 1.

Disponibilidad de datos

Las lecturas brutas del borrador del genoma de ‘Hass’ se han depositado en NCBI en el
BioProjecto PRINA564097, mientras que el conjunto de datos generados mediante GBS se
depositaron en PRINA564105. La mayoria de los andlisis se llevaron a cabo usando R 3.5.1.
y todos los scripts se han depositado en wun repositorio publico de GitHub:

https://github.com/IHSMFruitCrops/Hass-genotyping.

Resultados

Desarrollo del borrador del genoma de aguacate para el cartografiado de las

lecturas en bruto

En primer lugar, se desarrolld6 un borrador del genoma de aguacate cv. Hass con el fin de
poder cartografiar las lecturas generadas y de conocer la posicion de los SNPs que se
encuentran a lo largo del genoma. Con la secuenciacion usando illumina de ADN gendémico
del cv. Hass se generaron 487,54 millones de lecturas brutas (73,13 Gb) y 487,21 millones de
lecturas procesadas (72,15 Gb). La estimacion del tamafio haploide del genoma oscila entre
1,33 Gb y los 1,63 Gb con una estimacion de heterocigosidad que varia entre el 1,05 % y el
1,41 %. El ensamblaje representa el 77 % del tamafio estimado del genoma (1,33 Gb). El
numero de secuencias totales indican que el ensamblaje es altamente fragmentado con una
secuencia media de 0,54 Kb y un L50 (niimero mas pequeiio de contigos cuya longitud total
constituye la mitad del tamafio del genoma) de 0,68 Kb. Este valor es inferior a la longitud
media de un gen en plantas (por ejemplo: 2,01 Kb para Arabidopsis thaliana) vy,
consecuentemente, no se pudo realizar la anotacion estructural de genes (Wortman et al.
2003) aunque si facilito el cartografiado de las lecturas generadas. Un resumen estadistico del

borrador del genoma se muestra en la Tabla 1.2.
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Tabla 1.2. Resumen del ensamblaje del borrador del genoma de Persea americana Mill. cv. Hass.

Estadistica de ensamblaje Coéntigos (Contigs)" Supercontigos (Scaffolds)’
Tamafio total de ensamblaje (Gb) 1,03 1,01

Total de secuencias ensambladas 2.096.006 1.852.224

Longitud de la secuencia mas larga (Kb) 57,80 160,08

Media de la longitud de secuencia (Kb) 0,49 0,54

Indice N50 (secuencias) 475.145 377.224

Longitud L50 (Kb) 0,56 0,68

1~z . . .y

Contigo o contig: region consenso de ADN.

*Supercontigo o scaffold: union de contigos usando informacién complementaria sobre la orientacion
y posicién en el genoma.

Genotipado por secuenciacion (GBS) y llamamiento de variantes

Las 71 accesiones de aguacate (Tabla 1.1) se genotiparon mediante dos genotecas
secuenciadas con [llumina Hiseq 2500 (1x100) e Illumina Hiseq 4000 (2x150) lo que produjo
405,93 millones de lecturas totales o brutas. Tras el procesamiento de dichas lecturas se
obtuvieron 345,37 millones de lecturas filtradas (Figura 1.2). Estas se compararon con el
genoma de referencia mediante cartografiado y se conservaron solo aquellas localizadas en
una posicion Unica, representando estas alrededor del 80 % del total. Finalmente, se
detectaron 1.070.902 variaciones entre las que se identificaron 945.064 SNPs, de los cuales
22.321 fueron indeles (inserciones y delecciones), 69.500 MNPs (polimorfismos

multinucledticos) y 6.604 combinaciones entre las variaciones anteriores.
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Figura 1.2. Numero de lecturas procesas por accesion. La linea naranja y azul representan el maximo

y minimo de lecturas procesadas respectivamente.

Desarrollo de SNPs

Tras el filtrado, se detectaron 7.108 SNPs para las 71 accesiones de aguacate (Tabla 1.1) sin
datos ausentes, de los cuales 19,45 % fueron polimorfismos privados (Tabla 1.3), es decir,
que solo aparecen en una poblaciéon y estdn ausentes en las otras. El total de los
polimorfismos se categorizd conforme a las sustituciones nucleotidicas: 61,04 % fueron
transiciones (C/T [2.195] o A/G [2144]) y 38,96 % fueron transversiones (A/C [778], C/G
[646], A/T [666], G/T [679]). La proporcion transicion/transversion fue 1,57, similar a
resultados previos en otras especies (Soorni et al. 2017b; Shearman et al. 2015; Pootakham et
al. 2015). La media de heterocigosidad observada fue 0,16 mientras que la media de la
heterocigosidad esperada fue 0,17. La media de la frecuencia del alelo menos comun fue

0,11.
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Tabla 1.3. SNPs privados de las 71 accesiones de aguacates analizados en este trabajo.

Identificador de las muestras SNPs privados
2835 6
A06852 1
871728 1
BACO39 17
BETA19 5
BUTL16 5
CABU95 41
CATAll 6
CHOQ9

COLL1

COLI31

COLL36 75
DUSA33 21
FUCH17

G692

GEM77

GOTTO04 41
H28757 104
HANSO5 246
HASS38 1
IRIE34 8
A06729 8
LAHA24 1
LAPI93 13
LARG24 338
LINDS50 9
LISA23 12
MELEI12

MIKE30

MONR10

MRTOO08 28
MUGR27 8
NABA21 18
NECR31 81
NIML09 1
POLL6 3
REEDg9 8
RURO36 21
RUSS22 10
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RYANI3 11
SEMI14 3
TEAG60 11
TELEG66 37
THOM90 42
TOCA96 64
TRAP2

TX5344 2
VERO4 28
WALD28 1
WESTS5 8
YON3 2
TOTAL 1383

Diversidad y estructura poblacional usando SNPs filtrados

Se llevaron a cabo diversos analisis para estudiar las relaciones entre las accesiones de

aguacate estudiadas.

Como primera aproximacion se realizd6 un andlisis de componente principales (ACP),
teniendo en cuenta todos los SNPs, con el objetivo de estudiar la estructura genética de las
accesiones (Figura 1.3). Los dos primeros componentes principales explicaron mas del 40%
de la variacion (26,1 % y 15,1 % respectivamente). El andlisis reveld tres grupos principales
que representan las tres razas horticolas definidas para el aguacate y, tal y como se esperaba,

las accesiones hibridas se observaron entre los tres grupos principales.
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Figura 1.3. Analisis de componentes principales de 71 accesiones de aguacate usando 7.108 SNPs.
Cada genotipo se encuentra representado por su identificador (Tabla 1.1). Los colores indican la raza
segun la literatura: G, , GxWI, M, MxWI, Uy WI (G: Guatemaltecos; M: Mexicanos; WI:

Antillanos; U: Desconocido).

Como segunda aproximacion, se us6 la distancia de Prevosti [1] (Prevosti ef al. 1975) para
evaluar la estructura genética de las accesiones y determinar las diferencias entre los
genotipos estudiados. Estas diferencias se analizaron con el método de uniéon de vecinos
(Neighbor-Joining [NJ]) para mostrar las relaciones entre los genotipos y generar un
dendrograma (Figura. 1.4.a). En el dendrograma se muestran dos grupos principales con un
valor de bootstrap poco significativo (27,8) (Figura 1.4.a). Uno de los grupos se encuentra
formado por un subgrupo altamente respaldado (con un valor de bootstrap de 71,8) en el que
se incluyen principalmente genotipos hibridos Guatemaltecos x Mexicanos (GxM)
(‘Pinkerton’, ’Lyon’, ’Iriet’, ’Gem’, ’Hass’, ’Lamb Hass’, entre otros), algunos genotipos
descritos como Mexicanos (‘Teague’, 'Negra de la Cruz’), otros genotipos considerados

Guatemaltecos (‘Shepard’), y un genotipo de origen desconocido (‘TX531’)(Figura 1.4.a).
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En otro subgrupo (con un valor de bootstrap de 38,1) se incluyen principalmente accesiones
consideradas Guatemaltecas ("Reed’, ‘Nabal’, ‘Nimlioh’, ‘Linda’, ‘Murietta Green’), junto a
varios genotipos de raza desconocida (‘A0-67°, ‘Mike’, ‘Mrs Tooley’) (Figura 1.4.a). Otros
dos genotipos descritos como Guatemaltecos (‘NN10°,’NN63’) formaron un grupo altamente
respaldado (con un valor de bootstrap de 67,6), y ‘Maluma’ y ‘Alcaraz’, aparecieron

separados de estos (Figura 1.4.a).

En el segundo grupo principal, se encuentran dos genotipos de origen desconocido (‘A0.68’ y
‘1.14.2°) y un grupo altamente respaldado (con un valor de bootstrap de 80,5) compuesto por
dos subgrupos. En uno de ellos (con un valor de bootstrap de 85,9), se englobaron genotipos
considerados Mexicanos (‘G-6’, ‘Thomas’, ‘Gottfried’), un hibrido Mexicano x Antillano
(MxWI) (‘Vero Beach n°1’), asi como genotipos de raza desconocida (‘RR-86°, ‘Telez’,
‘Rustenburg Round’, ‘C.A. Bueno’ y ‘Hansie’). El otro subgrupo se mostré poco respaldado
(con un valor de bootstrap de 26,1) y compuesto por dos subgrupos. En uno de ellos (con un
valor de bootstrap de 29,1), se incluyen principalmente genotipos Antillanos (‘Pollock’,
‘Bernecker’, ‘Waldin’, ‘Russel’, ‘Catalina’, ‘Butler’, ‘Wester’, ‘Trapp’,‘Fuchsia’, ’Largo’)
junto con algunos hibridos Guacemalteco x Mexicano (GxM) (‘Beta’, ‘Collinred B’) y un
hibrido Mexicano x Antillano (MxWI)(‘Lisa’). El otro subgrupo se mostrd también poco
soportado (con un valor de bootstrap de 52,6), y en €l se incluyen hibridos Guatemaltecos x
Antillanos (GxWI) (‘Yon’, ‘Choquette’, ‘Collinson’,"Melendez 2’,°Semil 43’) junto a un
hibrido Mexicano por Antillano (MxWI) (‘Monroe’).

Tras el analisis de componentes principales se llevd a cabo un andlisis de mezcla genética
usando el software ADMIXTURE (Alexander et al. 2009). El nimero de grupos mas
probable fue 4, seguido de 3 y 5, aunque se observé una leve diferencia entre los posibles
grupos con un valor de validaciéon cruzada entre 0,28 y 0,29. Para K=4, la divisién mostrada
entre los genotipos Mexicanos, Guatemaltecos y Antillanos fue evidente, aunque se formé
otro grupo con genotipos hibridos ‘GxM’ (Figura. 1.4.b). Con el objetivo de tener una vision
mas robusta de la estructura genética poblacional se utilizaron los programas STRUCTURE
(Pritchard et al. 2000) y STRUCTURE HARVESTER (Earl & vonHoldt 2012). Los
resultados obtenidos mostraron que K=4 era el nimero de poblaciones mas probable (Figura
1.5.a y 1.5.b; Figura 1.6b), coincidiendo con el andlisis anterior, pero, en este caso, las
accesiones consideradas como Guatemaltecas y las accesiones consideradas hibridas entre

Guatemaltecas y Mexicanas no se diferenciaron claramente.
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Figura 1.5. (a) Probabilidad para K=1-8. (b) Estimacion de ntimero de grupos usando el método

propuesto por Evanno et al. (2005).
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Figura 1.6. (a) Dendrograma de 71 cultivares de aguacates basados en métodos de union de vecinos
(NJ). En cada nodo se muestra el valor de bootstrap citado en el texto o aquellos valores superiores al
70% tras 2.000 réplicas. La figura se representd en el software Figtree (Rambaut et al. 2009). (b)
Grafico de barras describiendo la estratificacion de la poblacidon para el nimero de poblacion mas

probable, K=4 generado usando STRUCTURE (Pritchard et al. 2000).

Con el objetivo de describir la diversidad entre grupos predefinidos se realiz6 un andlisis
discriminante de componentes principales, esperando obtener el nimero de grupos mas
probable. Estos resultados fueron congruentes con el error de la validacion cruzada
(ADMIXTURE) y con el algoritmo de Evanno (STRUCTURE) respecto al nimero de grupos
(K), ya que 4 se mostrd de nuevo como el nimero mas probable de grupos (Figura. 1.5). Para
K=3, las accesiones se dividieron de acuerdo a otros métodos (ADMIXTURE vy
STRUCTURE). Un primer grupo incluyd principalmente accesiones de raza Guatemalteca e
hibridos GxM. Un segundo grupo incluy6 accesiones de raza Antillana, hibridos GxWI y
MxWI, mientras que el tercer grupo incluyd accesiones de raza Mexicana, hibridos GxM e

hibridos MxWI. Para K=4, las accesiones con componente Antillano se separaron en dos
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grupos, uno incluy6 principalmente genotipos Antillanos, y otro grupo incluy6 hibridos entre

Guatemaltecos y Antillanos. Para K=5, los genotipos Guatemaltecos e hibridos entre

Guatemaltecos y Mexicanos se dividieron en diferentes agrupaciones (Tabla 1.4).

Tabla 1.4. Clasificacion de cada muestra por grupo (K=2-4) establecidos a través del ADCP.

K=3 K=4 K=5
COLI31 YON3 YON3
HASS38 CHOQ9 CHOQ9
REGAI1 MONRI10 MONRI10
MALUS85 MELEI12 MELEI12
RINC12 SEMI14 SEMI14
RYANI13 FUCH17 FUCH17
EDRAG63 LISA23 Grupo LISA23
GWEN40 Grupo LARG24 LARG24
REED&9 COLL36 COLL36
FUER16 114218 RR8691
MRTOO08 RR8691 G692
SHEP42 G692 RURO36
114218 RURO36 COLLI
NN1068 ALCA74 TRAP2
TX5344 COLI31 WESTS5

Grupo 1 A05720 HASS38 POLL6
PINK45 REGAI1 CATA1ll

Grupo 2

NABA21 MALUS85 BUTL16
CILF46 RINT12 BERNI18
LAHA24 RYANI13 BETA19
NIMLO09 EDRAG63 RUSS22
LYON?25 GWEN40 WALD?2
ALCA74 Grupo 2 REED&9 MALUSS
GRAC26 FUER16 REED&9
LINDS50 MRTOO08 MRTOO08
MUGR27 SHEP42 114218
NN6310 NN1068 Grupo 3 NN1068
871728 TX5344 NABA21
A06852 A05720 NIMLO09
GEM77 PINK45 ALCA74
A06729 NABA21 LINDS50
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MIKE30 CILF46 MUGR27
A02554 LAHA24 NN6310
H28757 NIMLO09 A06852
HASSS55 LYON25 MIKE30
IRIE34 GRAC26 COLI31
2835 LINDS50 HASS38
COLL1 MUGR27 REGA11
TRAP2 NN6310 RINT12
YON3 871728 RYANI13
WESTS A06852 EDRAG63
POLL6 GEM77 GWEN40
CHOQ9 A06729 FUER16
MONR10 MIKE30 SHEP42
CATA1l A02554 TX5344
MELE12 H28757 A05720
SEMI14 HASSS55 PINK45
Grupo 4

Grupo 2 BUTL16 IRIE34 CILF46
FUCH17 2835 LAHA24
BERNI8 COLL1 LYON25
BETA19 TRAP2 GRAC26
RUSS22 WESTS 871728
LISA23 POLL6 GEM77
LARG24 CATAll A06729
WALD28 Grupo 3 BUTL16 A02554
COLL36 BERNI18 H28757
RR8691 BETA19 HASSS55
G692 RUSS22 IRIE34
RURO36 WALD28 2835
VERO4 VERO4 VERO4
DUSA33 DUSA33 DUSA33
BACO39 BACO39 BACO39
TELE66 TELE66 TELE66
THOMO90 THOM90 THOM90

Grupo 3 LAPI93 Grupo 4 LAPI93 Grupo 5 LAPI93
CABU95 CABU95 CABU95
TOCA96 TOCA96 TOCA96
GOTT04 GOTTO04 GOTTO04
NECR31 NECR31 NECR31
HANSO5 HANSOS5 HANSO5
TEAG60 TEAG60 TEAG60
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Figura. 1.5. Analisis discriminante de componentes principales (ADCP) mostrando la estructura
poblacional para K=3-5 (obtenido con la funcion find. clusters) (Tabla S3). Cada genotipo es una
barra en el eje de abscisas, y la probabilidad de la asignacion de un genotipo a una poblacion se
muestra en el eje de ordenadas. Cada poblacidon se muestra en colores diferentes. En general, para
K=3, grupo 1 = C:x)V, grupo 2 = WI, grupo 3 = M; para K=4, grupo 1 = GxWI y MxWI, grupos 2 =
G, grupo 3 = WI, grupo 4 = M; para K =5, grupo 1 = GxWIy MxWI, grupo 2 = W1, grupo 3 =G,
grupo 4 = GV, grupo 5 = M. Figura representada usando el software R version 3.5.1. (R core team

2018).

58



Capitulo 1

Con el objetivo de validar los grupos definidos anteriormente se calcul6 el indice de fijacion
(Fst). Este indice se aplico a todos los grupos predefinidos mediante el analisis discriminante
de componentes principales (K= 3-5) (Tabla 1.4). En todos los casos se mostraron diferencias
entre los grupos corroborando los analisis previos. Para K=4, el valor mas bajo fue 0,18 entre
el grupo 2 (principalmente formado por genotipos considerados hibridos entre Guatemaltecos
y Mexicanos, y algunos considerados Guatemaltecos) y el grupo 1 (compuesto
principalmente por hibridos entre accesiones Guatemaltecas y Antillanos). El valor mas
elevado fue 0,61 entre el grupo 3 (compuesto principalmente por genotipos Antillanos) y
grupo 2 (principalmente genotipos considerados hibridos entre Guatemaltecos y Mexicanos,

y algunos considerados Guatemaltecos) (Tabla 1.5).

Tabla 1.5. Diferenciacion genética (Fst) de 71 accesiones de aguacate agrupadas para K=4. La raza

mas representada por grupo se muestra entre paréntesis.

Grupol Grupo2 Grupo3 Grupo4

(GxWI) (G) +(GxM) (WI]) M)
Grupol (GxWI) 0 0,18 0,39 0,23
Grupo2 (G) + (GxM) 0,18 0 0,61 0,33
Grupo3 (WI) 0,39 0,61 0 0,48
Grupo4 (M) 0,23 0,33 0,48 0

Se estudio la diversidad nucleotidica para cada grupo con diferentes indices (Pi y Watterson's
Theta) (Tabla 1.6). Para K=4, Pi oscilé desde 270,14 a 515,27, y Watterson’s Theta varid
desde 304,74 a 471,15. La mayor diversidad nucleotidica se obtuvo en el grupo compuesto
principalmente por genotipos Mexicanos, seguidos del grupo compuesto por hibridos entre
Guatemaltecos y Antillanos (GxWI). En cambio, en el grupo compuesto principalmente por

hibridos Guatemaltecos y Mexicanos (GxM), se aprecié una menor diversidad.
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Tabla 1.6. Diversidad nucleotidica segun la estructura poblacional (K=3, K= 4 y K= 5) establecida a
través del ADCP. Las accesiones que pertenecen a cada grupo se especifican en la tabla 1.4. La raza

mas representada por grupo se muestra entre paréntesis.

Grupos Nimero de accesiones Pi Watterson’s Theta
1 (GxM) 37 273,65 307,58
K=3 2 (WI) 22 543,69 521,76
3(M) 12 515,27 471,15
1 (GxW]) 14 419,23 4679
Ked 2 (GxM) 35 270,14 304,74
3 (WD 10 417,75 434,08
4 (M) 12 515,27 471,15
1 (GxWI) 12 420,06 458,96
2 (WI) 10 417,75 434,08
K=5 3(G) 13 293,23 303,88
4(GxM) 24 234,76 264,03
5M) 12 515,27 471,15

También se analizé la diversidad genética de los grupos establecidos por el andlisis
discriminante de componentes principales, el coeficiente de endogamia (Fis) y la frecuencia
del alelo menos comun. La mayor heterocigosidad observada y esperada se mostré en el
grupo formado por genotipos principalmente Mexicanos y, en el caso de la frecuencia del
alelo menos comun, también se indicaron los valores mas altos en este grupo; sin embargo, se
observo poca diferencia respecto al grupo representado principalmente por genotipos hibridos
GxWI. Del mismo modo, al considerarse el coeficiente de endogamia se pudo apreciar que el
grupo con genotipos principalmente Mexicanos y el grupo compuesto por hibridos GxWI son

los que menor grado de endogamia mostraron (Tabla 1.7).
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Tabla 1.7. Proporcidon de heterocigosidad observada (Ho), proporcion de heterocigosidad esperada
(He), coeficiente de endogamia (Fis) y frecuencia del alelo menos comun para K=3, K=4 y K=5. La

raza mas representada por grupo se muestra entre paréntesis.

Frecuencia

Proporcion de Proporcion de
Grupos Nﬁm?m de heteﬁ“ocigosidad heteﬁ“ocigosidad Coeﬁcien.te de‘ media del
accesiones endogamia (Fis) alelo menos
observada (Ho) esperada (He) comtin
1(GxM) 37 0,14 0,13 -0,13 0,08
K=3 2(WI) 22 0,15 0,14 -0,09 0,10
3(M) 12 0,20 0,16 -0,15 0,11
1(GxW]) 14 0,19 0,16 -0,18 0,11
Ked 2(GxM) 35 0,14 0,12 -0,14 0,08
3(WD) 10 0,10 0,09 -0,06 0,07
4M) 12 0,2 0,16 -0,15 0,11
1(GxWI) 12 0,19 0,16 -0,19 0,11
2(WI) 10 0,10 0,09 -0,06 0,07
K=5 3(G) 13 0,14 0,13 -0,09 0,10
4(GxM) 24 0,14 0,12 -0,23 0,10
5(M) 12 0,20 0,16 -0,15 0,11

Asignacion de genotipos de pedigri desconocido al grupo establecido

Basado en los andlisis anteriores, se pudieron asignar a grupos raciales genotipos de origen
confuso o desconocido. Entre los genotipos conocidos con asignaciones raciales ambiguas
encontramos ‘Bacon’, ‘Edranol’, ‘Fuerte’, ‘Gem’, ‘Gwen’, ‘Hass’, ‘Lyon’, ‘Pinkerton’, ‘Toro
Canyon’ y ‘TX531°, que han sido considerados por diferentes autores como Mexicanos puros
(Chen et al. 2009), Guatemaltecos (Ashworth & Clegg 2003; Crane et al. 2013) o hibridos
GxM (Schnell et al. 2003; Ashworth & Clegg 2003; Crane ef al. 2013)(Tabla 1.1).

Los resultados obtenidos tras realizar los analisis de ADMIXTURE sugieren que todos ellos
son hibridos GxM, aunque en ‘Edranol’ se encontré también un componente Antillano.
Algunos genotipos cuyo origen era desconocido (‘A0.25°, ‘A0.68°, ’87.17.1°, ‘1.14.2° y
‘Alcaraz’) parecen ser hibridos GxM, aunque algunos posiblemente son hibridos de las tres
razas con baja proporcion de herencia Antillana. Otras accesiones (‘Mike’ y ‘Mrs Tooley’)
parecen ser Guatemaltecas puras, mientras que otras (‘Hansie‘ y C.A. Bueno’) aparecen

como Mexicanas puras.
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Discusion

Aunque numerosos programas de mejora se han beneficiado de los nuevos enfoques de
genotipado, estos avances son mas lentos para la mayoria de plantas perennes lefosas,
principalmente para cultivos tropicales y subtropicales, debido al gran vacio de informacion
genomica disponible. Respecto al aguacate, a pesar de que varios programas de mejora estan
activos, y se han desarrollado distintos tipos de marcadores moleculares en las ultimas
décadas (Furnier et al. 1990; Lavi et al. 1991, 1994; Sharon et al. 1997; Borrone et al. 2007,
Alcaraz & Hormaza 2007; Chen et al. 2008, 2009; Gross-German & Viruel 2013; Guzman et
al. 2017; Kuhn et al. 2019; Ge et al. 20192a,2019b; Rubinstein et al. 2019), sigue existiendo la
necesidad de generar marcadores adicionales que puedan usarse a gran escala. De este modo,
el uso de nuevas metodologias como la secuenciacion de alto rendimiento puede llenar ese
vacio con el objetivo de acelerar la mejora y el conocimiento del genoma del aguacate como

ha ocurrido en otros cultivos.
Borrador del genoma de ‘Hass’ para el analisis de diversidad

Con el objetivo de llevar a cabo este estudio, se desarrolld un genoma fragmentado de
aguacate (cv. Hass) con pequefios contigos. Esta fragmentacion presenta varias limitaciones
para estudios gendmicos, como la imposibilidad de anotar el genoma y, consecuentemente, su
uso para el descubrimiento de genes. Aun asi, este borrador de genoma permite la alineacion
de lecturas producidas mediante “metodologias de representacion reducida” y la obtencion de
un mayor numero de marcadores moleculares. La disponibilidad de programas que no
necesitan un genoma de referencia como Stacks (Catchen et al. 2011), TASSEL-UNEAK (Lu
et al. 2013) y GBS-SNP-CROP (Melo et al. 2016) permite la identificacion de variaciones,
pero también aumenta las posibilidades de hacer un llamamiento erréneo (Lu et al. 2013;
Leggett & MacLean 2014; Berthouly-Salazar ef al. 2016). Por este motivo, el uso de un

genoma de referencia, a pesar de que sea fragmentado, puede reducir este tipo de errores.

Al comienzo de este trabajo no se disponia de ningin genoma de aguacate publicado. Sin
embargo, durante su desarrollo, se publicd otro genoma de la variedad Hass por Rendon-
Anaya et al. (2019) junto al genoma de una variedad Mexicana. En este caso se generaron
secuencias de larga longitud que, corregidas, facilitaron la generacion de un genoma menos
fragmentado (con 2811,28 Kb como secuencia mas larga respecto a los 57,80 Kb presentados

en el genoma de este trabajo). No obstante, a pesar de los esfuerzos realizados hasta ahora, se
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necesita seguir trabajando en la construccién de un genoma de referencia de mayor calidad.
De hecho, el borrador del genoma de ‘Hass’ presentado en este capitulo es un punto de

partida para ello.

Aunque algunos estudios previos han desarrollado marcadores SNP en aguacate (Chen ef al.
2008; Kuhn et al. 2019; Ge et al. 2019b; Rubinstein et al. 2019), este trabajo es el primero en
usar un borrador de genoma para facilitar la identificacion de variaciones a partir de la
“secuenciacion de una representacion reducida” (Genotyping by sequencing, GBS), lo que

permite el desarrollo de unos marcadores de mayor calidad.
Analisis de diversidad y estructura poblacional

Se detectaron 7.108 SNPs para las 71 accesiones estudiadas usando el borrador del genoma
de ‘Hass’ para alinear las lecturas. Estos marcadores moleculares mostraron una mayor
proporcion de transiciones (61,10 %) que transversiones (38,89 %). Este hecho, observado en
estudios anteriores (Kuhn ef al. 2019; Taranto et al. 2016; Pootakham et al. 2015; Kujur et al.
2015), se conoce como ‘sesgo de transicion’, y se atribuye a que las transiciones permiten

conservar mas la estructura original de la proteina que las transversiones.

El porcentaje de polimorfismos privados (19,45 %) es relativamente bajo, lo que puede
deberse a la falta de barreras de esterilidad entre las razas de aguacate, favoreciendo el
intercambio de informacion genética entre ellas. La media de heterocigosidad (0,16) fue
menor que la obtenida previamente en otros estudios usando SSRs (Alcaraz & Hormaza
2007; Gross-German & Viruel 2013; Guzman et al. 2017), aunque este resultado era
esperable considerando la naturaleza de los SSRs (Taranto et al. 2016; Helyar et al. 2011). La
heterocigosidad es menor que la observada en otros estudios con diferentes cultivos lefiosos,
como melocotonero, litchi, y olivo (Aranzana et al. 2012; Biton et al. 2015; Liu et al. 2015).
Estas diferencias posiblemente se deban a que la estructura varietal del aguacate difiere a la
de otros frutales. Asi, a nivel mundial, el mercado de aguacate estd dominado por un
genotipo, ‘Hass’, y tanto ‘Hass’ como descendientes de ‘Hass’, como ‘Gwen’, son parte del
pedigri de diferentes variedades del grupo hibrido GxM (el més representado en este estudio)

y esta seleccion sesgada puede ocasionar el descenso de la heterocigosidad.

En este trabajo, se han realizado diferentes andlisis usando los SNPs detectados (ACP,
método de uniéon de vecinos [NJ], ADMIXTURE, STRUCTURE y ADCP). Todos estos

analisis mostraron una clara separacion entre las razas, aunque con algunas excepciones en
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algunos resultados de STRUCTURE y ADCP, en los cuales no se observd una clara
distincion entre los genotipos de raza Guatemalteca y los hibridos GxM. Este ultimo
resultado se puede explicar por la preponderancia de genes Guatemaltecos en el germoplasma
actual de aguacate (Chanderbali ef al. 2013). Ademas, al no existir una barrera de esterilidad
entre razas, la hibridacion entre genotipos de diferentes razas ha podido ocurrir
frecuentemente durante la historia evolutiva y el proceso de domesticacion y seleccion del
aguacate (Schaffer et al. 2013). En cualquier caso, la agrupacion llevada a cabo con ADCP
mostré menor hibridacion entre las accesiones que con los analisis de STRUCTURE o
ADMIXTURE. Resultados similares de baja hibridacion genética se han obtenido en otros
estudios empleando ADCP (Frosch et al. 2014; Soderquist et al. 2017) y podria deberse a una
sobreestimacion de la probabilidad de afiliacién a posteriori. Curiosamente para K=5 se
obtiene un nuevo subgrupo con ADMIXTURE (Figura. 1.4b) en el grupo GxM. Este nuevo

grupo podria representar accesiones con un mayor componente Mexicano.

El grupo compuesto principalmente por accesiones de raza Mexicana mostr6 una mayor
diversidad genética y una mayor proporcion de SNPs privados (46,42 %) (Tabla 1.8) junto a
una alta heterocigosidad observada, tal y como se obtuvo en trabajos anteriores (Schnell et al.
2003; Ashworth et al. 2003; Gross-German & Viruel 2013). Respecto a la diversidad
genética, cabe destacar que el grupo compuesto principalmente por accesiones
Guatemaltecas, y el grupo con accesiones principalmente Mexicanas mostraron mayor
diversidad genética que el grupo hibrido de GxM, a pesar de un menor nimero de muestras.
Los resultados obtenidos también mostraron una clara separacion entre las accesiones
pertenecientes al grupo Antillano de las otras dos razas, tal y como se ha mostrado en
estudios anteriores (Davis ef al. 1998; Gross-German & Viruel 2013; Boza et al. 2018; Chen
et al. 2009) usando un menor nimero de individuos. Este resultado era esperable, teniendo en
cuenta que las razas Mexicana y Guatemalteca tienen en comun un nicho ecologico, en las
tierras altas tropicales, mientras que los genotipos Antillanos estdn adaptados a las tierras
bajas de América central con climas tropicales (Schaffer et al. 2013). Este hecho también
podria relacionarse con un valor superior en el coeficiente de endogamia (Fis) en el grupo

Antillano respecto al resto de grupos.
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Tabla 1.8. SNPs privados por grupos establecidos a través del ADCP. Porcentajes de los 7108 SNPs

privados. La raza mas representada por grupo es mostrada entre paréntesis.

Grupos  SNPs Privados SNPs %

1 (GxM) 222 16.05
K=3 2(WI) 519 37.52
3IM) 642 46.42
1(GxWI) 474 34.27
. 2(GxM) 222 16.05
- 3(WD) 45 3.25
4(M) 642 46.42
1(GxWI) 474 34.27
2(WI) 45 3.25
=5 3(G) 77 5.56
4 (GxM) 145 10.48
5(M) 642 46.42

Asignacion de genotipos de pedigri desconocido al grupo establecido

En aguacate, la agrupacion de accesiones en razas se ha llevado a cabo mediante el estudio de
caracteres fenotipicos. Ademas, como la mayoria de cultivares han sido desarrollados a partir
de hibridaciones espontdneas el pedigri es generalmente desconocido. La aproximacion
llevada a cabo en este trabajo ha permitido asignar algunos cultivares de origen desconocido
a los grupos establecidos. De acuerdo con trabajos previos (Chen et al. 2009), algunos
cultivares parecen ser hibridos complejos entre las 3 razas, aunque la mayoria de los
cultivares estudiados son hibridos GxM, siendo estos hibridos los mas frecuentes a nivel

mundial, especialmente en climas subtropicales.

En este estudio, el desarrollo de un alto nimero de marcadores moleculares tipo SNP tras el
cartografiado contra el borrador del genoma de la cv. Hass, ha permitido el genotipado y la
discriminacién de accesiones de aguacate revelando claras agrupaciones basadas en el origen
racial. Los marcadores tipo SNP desarrollados son un recurso publico que serd muy util para
futuros estudios sobre el mantenimiento y la caracterizacion del germoplasma de aguacate,
seleccion genética (GS), seleccion asistida por marcadores (MAS) o busqueda de loci
asociados a caracteres cuantitativos (QTL) y, consecuentemente, ayudara significativamente
reduciendo el coste de la mejora de este cultivo. Sin embargo, se necesitan estudios

adicionales con el objetivo de aumentar el nimero de marcadores moleculares disponibles.
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Capitulo 2

Secuenciacion, ensamblado y anotacion del genoma del chirimoyo (4nnona

cherimola Mill.)

Resumen

Un genoma de referencia es un recurso fundamental para estudios de biologia comparativa,
gendmica de poblaciones, conservacion, mejora y evolucion. En este capitulo se presenta por
primera vez el ensamblaje de novo del genoma del chirimoyo (Adnnona cherimola Mill.), el
primer genoma secuenciado dentro de la familia Annonaceae, que incluye alrededor de 2.400
especies y el segundo genoma dentro del orden Magnoliales, uno de los grupos mas
primitivos dentro de las angiospermas. El chirimoyo es un frutal infrautilizado apreciado por
sus excelentes cualidades organolépticas, que se cultiva en muchas areas subtropicales
distribuidas en todo el mundo. El tamafio estimado del genoma secuenciado de Annona
cherimola es de aproximadamente 1,17 Gb, con una heterocigosidad aproximada de 1,05 %.
El ensamblaje que se presenta en este trabajo consta de 15.076 contigos, con un N50 de 171,3
Kb, siendo aproximadamente el 67 % secuencias repetitivas. La anotacion estructural predijo
el nimero de genes de esta especie que se encuentran asociados a un evento de duplicacion o
hibridacion reciente. A pesar de ser la primera version del ensamblaje del genoma, este
recurso es fundamental para la mejora del chirimoyo y para futuros estudios evolutivos de las

angiospermas, tratandose del primer genoma disponible de la familia Annonaceae.

Introduccion

El chirimoyo pertenece a la familia Annonaceae, una de las familias mas ricas y abundantes
de los bosques humedos tropicales (Chatrou et al. 2018). Se encuentra incluida en el orden
Magnoliales segun la clasificacion APG IV (APG IV 2016) y junto a los 6rdenes Canellales,
Laurales y Piperales, conforman el complejo Magnoliid dentro de las angiospermas basales.
Este clado es uno de los mas numerosos dentro de las angiospermas e incluye alrededor de
10.000 especies (Massoni et al. 2015) asignadas a 20 familias, algunas con importancia
econdmica como la pimienta negra (Piperaceae, Piperales), el tulipero de Virginia

(Magnoliaceae, Magnoliales) o el aguacate (Lauraceae, Laurales).

El chirimoyo ha sido descrito mayormente como 2n=2x=14 (Thakur & Sigh 1965; Walker
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1972; Martin et al. 2019; Falistocco & Ferradini 2020) con un tamafio de genoma estimado
en aproximadamente 1,6 Gb (Martin 2013); sin embargo, existen ciertas discrepancias

respecto al nimero de cromosomas en diferentes trabajos.

Este frutal comenzd a cultivarse por las civilizaciones americanas en tiempos precolombinos
(Popenoe 1989) y en los ultimos afios ha incrementado su importancia, dadas sus excelentes
cualidades nutritivas, organolépticas y por la presencia de acetogeninas; compuestos con
propiedades antitumorales, antipaliidicas y pesticidas (Alaly et al. 1999; Liaw et al. 2011).
Annona cherimola Mill. se conoce en Sudamérica como “chirimoya”, palabra que
posiblemente tiene su origen en el quechua, y que significa “semilla fria” (Bonavia et al.
2004) y en Centroamérica como anona. Aunque su produccion es significativa en Pera y
Chile, Espafia es el mayor productor a nivel mundial, donde destacan dos cultivares, ‘Fino de
Jete’ y ‘Campas’, correspondiendo el 95% de la superficie cultivada a ‘Fino de Jete’. Este
cultivar se distingue por sus excelentes cualidades organolépticas y por su adaptacion a la
zona de cultivo en la costa subtropical de Granada y Malaga, siendo especialmente

interesante para los programas de mejora de la especie.

Dentro del género Annona se han producido ciertos avances a nivel molecular, especialmente
en estudios de diversidad y en la optimizacion de la gestion de los recursos genéticos tanto en
Espafia como en sus paises de origen. Entre estos estudios destacan el aislamiento del gen
INO, implicado en el desarrollo del integumento externo del 6vulo y que esta implicado en la
produccion de frutos sin semillas (Lora et al. 2011b), junto a la determinacion del origen de
Annona cherimola (Larranaga et al. 2017) y el movimiento del material vegetal de esta
especie en tiempos precolombinos desde Centroamérica a Sudamérica (Larranaga 2016). Sin
embargo, como ocurre con la mayoria de los cultivos infrautilizados, sigue existiendo una

gran limitacion de herramientas moleculares en esta especie.

Gracias a los avances de las nuevas tecnologias de secuenciacion (Next Generation
Sequencing, NGS), el acceso a nuevos conocimientos para fines basicos como aplicados ha
permitido avances significativos en numerosos cultivos en los ltimos afios (Aranzana et al.
2019) ya que el ensamblaje de genomas de novo, a pesar de su complejidad, se ha convertido
en un proceso cada vez mas rutinario. En la tltima década, se han publicado un alto numero
de genomas de plantas, sobre todo de especies horticolas (Chen ef al. 2019a). No obstante, la
mayoria pertenecen a unos clados concretos, el de las monocotiledoneas y eucotiledoneas

(Soltis & Soltis 2019; Yang et al. 2020b), por lo que la diversidad de angiospermas basales

70



Capitulo 2

no ha sido representada en suficientes analisis.

El genoma de Amborella, la angiosperma viviente mas primitiva y que se considera hermana
evolutiva del resto de angiospermas, marcé la excepcion en 2013 (Albert ef al. 2013) y, seis
afios mas tarde, se generd el primer genoma del orden Nymphaeales (Zhang et al. 2019c¢),
seguido un afo mas tarde de otro genoma del mismo orden (Yang ef al. 2020b). Hasta la
fecha, a pesar de su valor comercial y su diversidad, se han descifrado solo tres genomas del
orden Laurales (Rendon-Anaya et al. 2019; Chaw et al. 2019; Chen et al. 2020), uno del
orden Magnoliales (Chen et al. 2019¢c), y otro del orden Piperales (Hu et al. 2019),
proporcionando algunos de ellos (Chaw ef al. 2019; Chen et al. 2019¢; Hu et al. 2019; Chen
et al. 2020) una nueva visidon sobre las angiospermas de divergencia temprana, pero con
distintos puntos de vista. Esta escasez de genomas en los 6rdenes mdas basales de las
angiospermas hace que todavia la posicion filogenética de algunas de estas familias siga

siendo ambigua (Hu et al. 2019).

En los ultimos afos, la metodologia NGS ha sido aplicada en la familia Annonaceae, aunque,
hasta la fecha, los esfuerzos se han centrado en estudios transcriptomicos. En Annona
squamosa (an6n), Gupta et al. (2015) realizaron un andlisis transcriptomico del desarrollo del
fruto; Liu et al. (2016a) identificaron genes asociados a la transicion floral y al desarrollo de
las flores; Liu et al. (2017) analizaron genes diferenciales entre flores malformadas y
normales; Li et al. (2019a) identificaron genes involucrados en el rajado del fruto en el

atemoyo.

Sin embargo, a pesar de la importancia de Annona cherimola Mill. a nivel evolutivo, esta
especie sigue estando pobremente caracterizada gendémicamente como ocurre con el resto de
las especies de la familia Annonaceae (Li et al. 2019a; Berumen-Varela et al. 2019; Liu et al.
2016a, 2017; Gupta et al. 2015). Los nuevos enfoques basados en ‘NGS’, por costes
decrecientes y alta capacidad de generacion de informacion, brindan una gran oportunidad

para solucionar estas limitaciones.

En este capitulo se desarrolla el primer borrador del genoma de la familia Annonaceae,
concretamente del chirimoyo, cv. Fino de Jete, usando datos generados mediante la
combinacion de dos plataformas de secuenciacion: Pacific Biosciences (PacBio) e Illumina.

Este valioso recurso proporcionard informacion para el estudio de la evolucion de la especie,

71



Capitulo 2

podria acelerar los procesos de mejora asi como facilitar el desarrollo de nuevas variedades

como ya ha ocurrido en otros cultivos.

Material y métodos
Material vegetal y extraccion de ADN genomico

Para llevar a cabo los trabajos de gendmica, se selecciond un arbol de chirimoyo (Annona
cherimola Mill.) del cultivar Fino de Jete procedente de la coleccion de germoplasma del

IHSM-UMA-CSIC “La Mayora”, Algarrobo Costa (36° 45' 28.6" N, 4° 02' 37.0" W).

Se recolectaron hojas jovenes en el campo entre los meses de marzo y mayo. La mayoria de
ellas se conservaron a 4 °C hasta su uso, mientras que una fraccion fue congelada usando
nitrogeno liquido tras limpiarlas con agua destilada. Estas muestras congeladas fueron

enviadas al servicio de secuenciacion para su procesamiento segun se indica mas adelante.

A partir de las hojas guardadas en fresco se aisl6 ADN de alto peso molecular usando el kit
“DNeasy Plant Mini Kit” de Quiagen siguiendo el protocolo establecido por el fabricante. La
pureza (ratios: 280/260 y 260/230) y la concentraciéon (ng/ul) del ADN se determinaron
usando el espectrofotometro NanoDrop, electroforesis en gel de agarosa (1%, utilizando TAE
como eluyente) y el fluorometro Qubit 2.0 del servicio de gendomica de la Universidad de

Malaga (SCBI).

El ADN de las hojas enviadas a la compafiia Novogene se aisld, y su calidad se evalud
mediante dos metodologias, electroforesis en gel de agarosa y el uso del fluorometro Qubit

2.0.
Secuenciacion de ADN genomico

La secuenciacion de las muestras de ADN gendmico se realizé en el “Center for Genomic

and Computational Biology” de la Universidad de Duke (https://genome.duke.edu/) y en la

compaiiia Novogene (https://en.novogene.com/).

Se seleccionaron dos plataformas para llevar a cabo la secuenciacion: Illumina para generar
lecturas pareadas (Paired-End [PE]), y la plataforma Pacific Bioscience (PacBio) para
generar lecturas largas mediante SMRT (Single Molecule Real Time).
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Las genotecas DNA-Seq (~300 pb) para Illumina se construyeron mediante los protocolos
establecidos para dicha plataforma en el “Center for Genomic and Computational Biology”
de la Universidad de Duke. Su secuenciacion se llevo a cabo mediante el secuenciador HiSeq
4000, con una longitud de lectura de 2x150 pb. En el caso de PacBio Sequel, en el “Center
for Genomic and Computational Biology” de la Universidad de Duke

(https://genome.duke.edu/) se secuenciaron 4 SMRTs en la plataforma PacBio Sequel, y 1

SMRTs se secuencid mediante la misma plataforma en la compaiiia Novogene

(https://en.novogene.com/).

Material vegetal y extraccion de RNA genomico

A partir de distintos arboles de chirimoyo clonales de la variedad ‘Fino de Jete’ procedentes
de la coleccion de germoplasma del IHSM-UMA-CSIC “La Mayora”, se seleccionaron
muestras de hoja joven (en marzo), hoja madura (en febrero), hojas tras 8 dias sin riego (en
octubre), embrioén y pulpa (en noviembre), ovario antes de polinizar y tras 5, 10 y 20 dias
después de ser polinizado, 6vulo, tépalo (entre junio y agosto), semilla, yema hoja y yema
floral (en junio) con el objetivo de anotar el genoma. También se germinaron semillas in vitro
de un fruto de chirimoyo (cv. Fino de Jete) a 30 °C y en oscuridad durante aproximadamente
3 semanas, con el fin de mantener tejido en un medio aséptico. Se tomaron muestras de raiz y
plantula. Las muestras recolectadas se congelaron inmediatamente en nitrogeno liquido y se

guardaron a -80 °C hasta su uso.

El ARN total se aisl6 utilizando diferentes protocolos dependiendo del tejido (“RNeasy Plant
Mini Kit” de Quiagen y el protocolo adaptado de Gambino, G. et al. [2008] con algunas
modificaciones). Aproximadamente 300 mg de tejido se homogeneizaron con el buffer de
extraccion (2 % CTAB, 2.5 % PVP-40, 2 M NaCl, 100 mM Tris-HCI pH 8.0. 25 mM EDTA
8.0) previamente precalentado a 65 °C mas 18 ul de BME (B-mercaptoetanol, afiadido
inmediatamente antes de su uso). El mismo volumen de SEVAG (cloroformo: alcohol
isoamilico; 24:1 v/v) se agregd y se centrifugd a 13.750 rpm durante 10 minutos a 4 °C. La
fase superior acuosa se recuperd y se mezcld con 1/3 del volumen de LiCl 9 M dejandolo
precipitar en hielo durante aproximadamente una hora y media. El precipitado se recupero
tras una centrifugacion a 14.000 rpm durante 40 minutos. El pellet se resuspendié con
cuidado en 500 ul del buffer SSTE (10 mM Tris-HCL pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0, 1 %
SDS, 1M NaCl) precalentado a 65 °C y sin hielo. Posteriormente, se mezclaron con el mismo

volumen de SEVAG (cloroformo: alcohol isoamilico; 24:1 v/v) y se centrifugaron a 14.000
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rpm durante aproximadamente 30 minutos a 4 °C. La fase superior acuosa se recuperd y se
mezclo con 0.7 volimenes de isopropanol frio e inmediatamente, se recuper6 el pellet tras
una centrifugacion a 14.000 rpm durante 30 minutos a 4 °C. Tras un lavado con etanol al 75

% el pellet se secd y se diluyo6 en aproximadamente 40 ul de agua miliQ DEPC.

Tras la extraccion de ARN se realizé un tratamiento con DNasa I libre de RNasa de Quiagen
siguiendo las instrucciones del fabricante. La integridad del ARN se evalu6 mediante una
electroforesis en gel de agarosa (1 %, utilizando TAE como eluyente) y un Bioanalizador
Agilent 2100 (Agient Technologies). La pureza (proporcion 260/280 y 260/230) y la

concentracion (ng/ul) se determinaron usando un espectrofotdémetro NanoDrop.
Secuenciacion de genotecas RNA-seq

Para la construccion de las genotecas de ADN complementario (ADNCc), solo se emplearon
aquellas muestras con un numero de integridad del ARN (RNA integrity number, RIN)
superior o igual a 7. Estas se construyeron siguiendo el protocolo descrito por Hunt & Li
(2015) y se secuenciaron mediante Illumina HiSeq 4000 en la compafiia Novogene
(https://en.novogene.com/). Se obtuvieron 396.098.262 lecturas pareadas (del inglés, Paired-
End [PE]) con una longitud media de 150 pb.

Estimacion del tamaiio del genoma y su heterocigosidad

El tamafo, la heterocigosidad y la cantidad de repeticiones del genoma se calcularon
empleando un enfoque de distribucion de Kmer descrito en Liu et al. (2013). La distribucion
de Kmers (subsecuencias de una determinada longitud (K) que podemos encontrar dentro de
una secuencia completa) de tamafios 19, 25, 31 y 37, se estimaron con el software Jellyfish v.
2.3.0 (Margais & Kingsford 2011) y se cargaron en la pagina web de GenomeScope (Vurture
et al. 2017). Gracias al método del analisis de la frecuencia de K-mer podemos estimar estos

pardmetros genomicos a partir de lecturas sin procesar (Vurture et al. 2017).
Ensamblaje del genoma de novo

Las lecturas generadas mediante PacBio se cartografiaron contra el genoma cloroplastidico
publicado por Blazier et al. (2016) (disponible en NCBI en el BioProjecto: PRINA321881)
usando la herramienta BLASR version 2.2 (Chaisson & Tesler 2012) con el fin de facilitar el

ensamblaje del genoma. Aquellas lecturas que no se cartografiaron, se transformaron en
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formato FASTA y se unieron en un unico archivo mediante el comando cat de Linux. Este
archivo se utiliz6 para generar un primer ensamblaje utilizando el programa Canu version 1.8
(Koren et al. 2017), con el pardmetro correctedErrorRate = 0,075, al tratarse de un genoma
bastante heterocigoto. Este programa permitido realizar una primera autocorrecciéon y
ensamblar el genoma. Aquellas lecturas que no se cartografiaron contra el cloroplasto se
alinearon de nuevo contra el primer ensamblaje usando BLASR version 2.2 (Chaisson &
Tesler 2012); ademas, se ordenaron y se unieron usando Samtools version 1.3.1 (Li et al.
2009). Posteriormente, el archivo generado y el primer ensamblaje realizado con Canu se

utilizaron ~ para  realizar  otra  correccion con  Arrow  version  5.1.0

(https://github.com/PacificBiosciences/GenomicConsensus) y generar una nueva secuencia

consenso.

Con la intencion de encontrar el mejor ensamblaje y de comparar distintos ensambladores, se
utilizo también Minimap/miniasm 0.3-r179 (Li 2016) siendo posteriormente necesarias dos
iteraciones de Racon (Vaser et al. 2017) para pulir el ensamblaje. Ademas, se utilizé6 Canu

version 1.8 pero esta vez con los parametros por defecto.

Las lecturas de Illumina procesadas usando fastq-mcf version 1.04.807 (-q 30 -1 50)
(Aronesty 2013) se cartografiaron contra el ensamblaje realizado anteriormente con el
programa bwa version 0.7.120-r789 (Li & Durbin 2010) con los pardmetros establecidos por
defecto. Posteriormente, se utilizé Pilon version 1.23 (Walker ef al. 2014) con el objetivo de
generar un genoma consenso de mayor calidad a partir de los ensamblajes generados por
Canu version 1.8. Este corrige bases, mejora el ensamblaje y reduce los huecos (del inglés,
gaps) (Walker et al. 2014). Ademas, se utilizé de forma iterativa sobre el mismo ensamblaje

con el fin de mejorar la secuencia consenso.

Con el fin de conocer como de completo es el genoma en término de genes, se utilizo
BUSCO version 3.1.0 (Simao et al. 2015) empleando los modelos de Arabidopsis para la
prediccion y GenoToolBox (https://github.com/aubombarely/GenoToolBox/blob/master/

SeqTools/FastaSeqStats) para calcular distintos parametros relacionados con la distribucion

de tamafios de las secuencias, como N50, que conforman el ensamblaje del genoma.
Anotacion estructural y funcional del genoma del chirimoyo

Los elementos repetitivos se identificaron usando primero RepeatModeler (Smit et al. 2015b)

version 2.1 con pardmetros por defecto, y posteriormente se anotaron mediante
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RepeatMasker (Smit et al. 2015a) version 2.1. Asimismo, se utiliz6 la pipeline de MAKER-P,
generando un ensamblaje con un enmascaramiento suave (del inglés, sofimasking) que

facilitaria la anotacion del genoma.

Las lecturas generadas mediante RNA-seq se procesaron usando fastq-mcf version 1.04.807
(150 y q 30) (Aronesty 2013), se alinearon contra el genoma empleando Hisat2 (Kim et al.
2015) version 2.1.0 (https://dachwankimlab.github.io/hisat2/) y se ensamblaron utilizando

StringTie version 2 (Pertea et al. 2015).

Posteriormente, se utilizaron dos tipos de aproximaciones para la anotacion del genoma. Por
un lado, se utiliz6 BRAKER2 (Hoff ef al. 2018), que usa los archivos GFF generados por
Stringtie como evidencia empirica para generar un primer set de genes con GeneMark-ET
(Lomsadze et al. 2014), siendo refinado posteriormente por Augustus (Stanke et al. 2006),
mientras que, por otro lado, se empled6 MAKER-P, que utiliza como evidencia empirica los
archivos GFF y el set de proteinas para el clado Magnoliid de la base de datos Uniprot, y
como herramientas de prediccion de novo se us6 SNAP (Korf 2004) y Augustus (Stanke et al.

2006). Finalmente, ambas anotaciones se evaluaron mediante BUSCO (Simao et al. 2015).

La anotacion funcional se realiz6 utilizando BLASTp para los genes predichos con BRAKER
con un valor de corte de 1e'’, empleando las bases de datos TTEMBL, Swiss-Prot (Bairoch &
Apweiler 2000) y Araportl1l (Cheng et al. 2017). Los dominios proteicos se localizaron
durante la anotacion funcional con InterProScan (Jones et al. 2014) utilizando todas las bases
de datos disponibles por defecto (cdd, gene3d, panther, phobius, prints, prosite, smart,
tigrfam, freemarker, hamap, pfam, pirsf, prodom, sfld, superfamily, tmhmm). Para visualizar
los resultados se utilizd la herramienta IGV (del inglés, Integrative Genome Viewer)

(Robinson et al. 2017).

Todos los analisis se ejecutaron en un servidor del laboratorio del Prof. Aureliano Bombarely

en la Universidad de Milan con 160 threads, 3 Tb de RAM y 22 Tb de disco duro (RAID 6).
Analisis de eventos de duplicacion en el genoma de Annona cherimola

El andlisis sobre los posibles eventos de duplicacion en Annona cherimola y en dos de las
especies pertenecientes al clado magnoliid con genomas disponibles (Liriodendron chinensis
[Chen et al. 2019c] y Cinnamomum kanehirae [Chaw et al. 2019]) se estimaron y se

representaron usando la herramienta wgd version 1.1 (Zwaenepoel & Van de Peer 2019).

76



Capitulo 2

Disponibilidad de datos

Una vez publicado este estudio, las lecturas brutas seran depositadas en NCBI y el

ensamblaje estara disponible para la comunidad cientifica.

Resultados
Disefio experimental

En un comienzo, con el objetivo de llevar a cabo el ensamblaje del primer borrador del
genoma del chirimoyo, se tuvieron en cuenta los resultados obtenidos a través de la
citometria de flujo (Martin 2013). Este analisis mostrd un tamafio de genoma de chirimoyo
aproximado de 1,66 Gb (Martin 2013), por lo que se propuso como primera aproximacion un
ensamblaje hibrido, secuenciando mediante PacBio Sequel (con una cobertura aproximada de

20x) e [llumina Hiseq 4000 (con una cobertura aproximada de 100x).

Posteriormente, las lecturas de Illumina generadas facilitaron la estimacion del tamafio del
genoma secuenciado mediante el andlisis de K-mers, indicando un tamafo del genoma de
aproximadamente 1,17 Gb y, por tanto, una cobertura para el genoma superior a la esperada

(de aproximadamente 40x) a partir de los datos generados mediante la plataforma PacBio.

Teniendo en cuenta esta informacion, junto a los tamafios de genoma para especies del
género Annona disponibles en la base de datos del Real Jardin Botdnico de Kew

(https://cvalues.science.kew.org/search/angiosperm) se plante6 secuenciar de nuevo mediante

PacBio Sequel con el objetivo de incrementar la profundidad de cobertura. De esta forma, se
alcanzd aproximadamente una cobertura de 60x (55,54x, tras eliminar todas las secuencias
correspondientes al genoma cloroplastidico), lo que permitiria realizar un ensamblaje con
Canu y, posteriormente, realizar una correccion mediante las lecturas producidas a través de

la plataforma Illumina.
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Datos generados
- GenOmicos

Tras la secuenciacion mediante [llumina Hiseq 4000, se generaron 343.593.016 lecturas
pareadas con un rendimiento aproximado de 109 Gb y una puntuacion de calidad Q30 del
86,68 %, siendo Q30, el indice de calidad Phred (Q) que refleja la probabilidad de que la

llamada de bases incorrecta sea una entre 1.000.

En la primera aproximacion, se generaron 7.363.924 lecturas a través de la plataforma PacBio
Sequel, con una longitud promedio de 6.714,82 pb y un rendimiento de 49,27 Gb,
obteniéndose una cobertura aproximada de 42,20x. Posteriormente, se generaron 2.050.726
lecturas con la misma plataforma, con una longitud media de 10.101 pb, lograndose una

profundidad de cobertura de 17,68x y un rendimiento aproximado de 20 Gb (Tabla 2.1).
- Transcriptomicos

Se generaron 396.098.262 lecturas pareadas tras la secuenciacion de las librerias de RNA-seq

mediante [llumina Hiseq 4000 con una longitud media aproximada de 150 pb (Tabla 2.1).

Tabla 2.1. Resumen de los datos genémicos y transcriptomicos generados.

Tamaiio medio de

Sistema de Numero de Bases totales
Fuente . ey fragmento . .
secuenciacion . secuencias secuenciadas
secuenciado
ADN IMlumina Hiseq 4000 151 343.593.016 51.882.545.416
ADN PacBio Sequel 6.714,82 7.363.924 49.532.534.122
ADN PacBio Sequel 10.135 2.050.726 20.785.364.949
ARN IMlumina Hiseq 4000 150 396.098.262 59.215.823.339

Estimacion k-mers

Basandonos en la distribucion de K-mer (Tabla 2.2), se estim6 que el tamafio del genoma del
chirimoyo (que se calcula dividiendo el niimero total de kmers por la profundidad de kmer

del pico principal) es de aproximadamente 1,17 Gb. Asimismo, se observd una alta
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heterocigosidad (aproximadamente, 1,05 %) mostrandose numerosos sitios polimoérficos en el

pico izquierdo (a una cobertura de 24,5x) (Figura 2.1).

Tabla 2.2. Estimacion del tamaio y heterocigosidad del genoma basado en la distribution de k-mers.

Longitud de k-mers Tamaiio del genoma (pb) Heterocigosidad (%)
19 1,027,555,199 1,13
25 1,117,888,266 1,10
31 1,171,425,546 1,04
37 1,207,843,004 0,99

GenomeScope Profile
len:1,172,406,739bp uniq:76% het:1.05% kcov:24.4 err:0.342% dup:0.729% k:31

| H i
i ; i observed
£ ' i i — full model
d : i unique sequence
37 ! ! —— errors
o 5 == kmer-peaks
'
= |
S
3 * :
c O
g S :
g o :
g .
B i
Fa :
o |
- |
'
N i
& :
S
+ Il
O i 3 : i
g T T | — T T T T
0 20 40 60 80 100 120
Coverage

Figura 2.1. Estimaciéon del tamafio, contenido repetitivo, y heterocigosidad del genoma por
GenomeScope, basado en 31-mers. En la grafica se traza la cobertura (eje x) por cada frecuencia k-
mer (eje y). El pico homocigoto se observa en una cobertura de 49x, mientras que el pico heterocigoto

se observa en una cobertura de 24,5x.
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Ensamblado y anotacion

Antes de comenzar el ensamblado, aquellas lecturas generadas en la plataforma PacBio se
cartografiaron contra el genoma cloroplastidico publicado por Blazier et al. (2016) con el fin
de facilitar el ensamblaje del genoma. Se obtuvieron 8.736.804 lecturas no cartografiadas
(aproximadamente un 92 % de las lecturas originales), con una longitud media de 7.446,76
pb. Estas lecturas se utilizaron en distintas aproximaciones (Canu y Minimap/miniasm) con el

fin de encontrar la mejor estrategia de ensamblado.

El software Canu se utilizé para generar dos ensamblajes. En uno de ellos se tuvo en cuenta
la elevada heterocigosidad que presenta el genoma (v0.1, Tabla 2.2). El ensamblaje resultante
mostr6 una longitud total de 1.125.206.059 pb, con una longitud de la secuencia més larga de
3.437.413 pb y N50 de 171.117 pb. Este ensamblaje se corrigi6 mediante el algoritmo Arrow
(v0.1.1) incrementando el tamafio de ensamblaje anterior (1.125.713.506 pb), la longitud de
la secuencia mas larga (3.440.110 pb) y N50 (171.353 pb). Asimismo, se utilizo Pilon con el

fin de mejorar la precision del ensamblaje v0.1.1 (v0.1.2).

El otro ensamblaje producido con el software Canu (v0.2) mostrd parametros muy parecidos
a los anteriores. Sin embargo, en esta ocasion solo se corrigié con Pilon, produciendo un
ensamblaje de 1.125.345.885 pb, con una longitud de la secuencia mas larga de 3.436.411 pb
y la longitud de N50 de 171.325 pb (v0.2.1), siendo algo inferior a la mostrada en el
ensamblaje v0.1.2 (Tabla 2.2).

Minimap/miniasm es un programa que genera ensamblajes continuos de forma mucho mas
rapida que el resto de ensambladores para lecturas largas, aunque cuenta con la necesidad de
implementar numerosas rondas de correccion (del inglés, polishing) para producir una

secuencia consenso (Koren et al. 2017).

Con el fin de comparar distintos ensambladores se utilizo Minimap/minimasm tras 2 rondas
de Racon; sin embargo, este ensamblaje no se incluyd en los andlisis posteriores tras
evaluarse su tamafio, la longitud de la secuencia mas larga, la longitud de N50 y el indice

N50 (v0.3, Tabla 2.2) al mostrar peor calidad de ensamblado respecto a los anteriores.

Con el objetivo de conocer como de completos son los genomas generados, con respecto al
niamero de genes (v0.1, v0.1.1, v0.1.2, v0.2, v0.2.1), se utiliz6 el programa BUSCO

empleando los modelos de Arabidopsis para la prediccion, mostrando valores entre el 96 % -
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96,5 % del genoma (con duplicacion entre el 26,2 % y 30,55 %), con una fragmentacién entre
0,8 % - 1,3 % y entre 2,5 % - 2,8 % de datos ausentes. Por lo tanto, se mostraron ligeras
diferencias entre los ensamblajes generados por Canu y corregidos con Arrow y Pilon, o los
ensamblajes generados mediante Canu y solo corregidos con el programa Pilon (Figura 2.2).
Al considerar los parametros citados anteriormente (tamafio del ensamblaje, la longitud de
secuencia mas larga y la longitud de N50), se escogio el ensamblaje del genoma de Annona
cherimola v0.1.2 al mostrar mejores estadisticas. Ademas, a pesar de no ser el ensamblaje
mas completo en termino de genes, las diferencias respecto a otros ensamblajes se

compensarian con los resultados obtenidos en los otros parametros.
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Secuencias repetitivas

Aproximadamente el 67,64 % (761 Mb) del genoma del chirimoyo se identificé en el
ensamblaje v0.1.2 como secuencia repetida, mostrandose resultados similares en el genoma
de Ceratophyllum demersum (63,08 %; Yang et al. 2000b), en el de Liriodendron chinense
(61,64 %; Chen et al. 2019¢), en el de Trochodendron aralioides (64,22 %; Strijk et al.
2019), en el de Nicotiana tabacum (67 %; Edwards et al. 2017) o en el de Olea europea (63
%; Cruz et al. 2016).

Los elementos de repeticion (conocidos) mas abundantes fueron los elementos de repeticion
terminal larga (LTR) representando el 25,54 % del genoma, mientras que los elementos
nucleares intercalados (LINE) ocuparon 2,77 % y los transposones de ADN un 1,01 %.
Dentro de los LTR, la superfamilia Copia se determind como la mas abundante (14,43 %)
seguida de la superfamilia Gypsy (10,56 %) (Tabla 2.4). Sin embargo, la mayoria de los

elementos repetitivos (35,06 %) no se pudieron asociar a ninguna familia conocida.

Tabla 2.4. Elementos repetitivos para el ensamblaje de Annona cherimola.

Clasificacién Nimero Tamaiio total Tam.aﬁo % del genoma
de elementos (kb) medio (pb)
Orden/Superfamilia
SINE 21 1,45 476,33 0
LINE 29.151 31.177,69 2.862,09 2,77
LINE/L1 21.060 25.875,73 1.228,67 2,3
LINE/RTE-BovB 7.506 5.256,74 700,34 0,47
LTR 126.505 287.575,59 7.427,41 25,54
LTR/Caulimovirus 3.505 5.923,47 1.690,01 0,53
LTR/Copia 72.913 162.442.43 2.227,89 14,43
LTR/ERVK 466 207,3 444,85 0,02
LTR/Gypsy 48.698 118.932,18 2.442.24 10,56
DNA elements 13.450 11.385,4 7.640,81 1,01
DNA 739 70,79 95,79 0,01
DNA/CMC-EnSpm 1.745 438,25 251,15 0,04
DNA/MULE-MuDR 3.566 5.934,38 1.664,16 0,53
DNA/PIF-Harbinger 1.883 741,71 393,9 0,07
DNA/hAT-Ac 2.260 2.736,11 1.210,67 0,24
DNA/hAT-Tagl 1.152 1.235,95 1.072,88 0,11
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DNA/hAT-Tip100 390 80,57 206,59 0,01
Unknown 590.738 394.731,12 668,20 35,06
Simple repeat 579.080 26.126,48 45,12 2,32
Low_complexity 139.511 7.878,57 56,47 0,7
Satellite 1.006 167,46 225,63 0,01
Simple repeat 579.080 26.126,48 45,12 2,32
RC/Helitron 1.149 837.45 728.85 0,07
rRNA 473 434,55 918,72 0,04
tRNA 678 214,60 316,51 0,02
Total 1.483.873 761.546,40 513,22 67,64

Prediccion de genes y anotacion funcional

El niimero de genes del ensamblaje del chirimoyo v0.1.2 se estimd con la combinacion de los
transcriptos generados en este trabajo y en estudios que todavia no se encuentran publicados
para la misma especie (Lora et al., comunicacién personal), la prediccion de los genes de
novo, junto a las proteinas disponibles para el clado Magnoliid de la base de datos Uniprot al

utilizar MAKER.

El nimero estimado de genes vari6 entre 31.683, al utilizar el programa MAKER, y 77.015,
con el programa BRAKER. Las longitudes medias del gen y ex6n fueron 5.186 pb y 239 pb
respectivamente, a partir de los resultados de MAKER, mientras BRAKER arrojé unas

longitudes medias de 3.307 pb y 231 pb para gen y ex6n (Tabla 2.5).

Tabla 2.5. Resumen estadistico de la anotacidon del genoma del chirimoyo (4dnnona cherimola Mill.)

realizada a partir de dos programas y aproximaciones distintas: MAKER y BRAKER.

MAKER BRAKER
Numero de genes totales 31.683 77.015
Longitud media de gen (pb) 5.186 3.307
Maxima longitud de gen (pb) 266.020 93.324
Longitud media de exén (pb) 239 231
% del genoma cubierto por el gen 14,6 22,6

85



Capitulo 2

Tras emplear el programa BUSCO con el objetivo de evaluar las dos aproximaciones
utilizadas, se detect6 que la prediccion de BRAKER fue ligeramente mas completa respecto
al espacio de genes, con un 96,1 % en comparacion con el 84,6 % de la anotacion realizada
con MAKER (Figura 2.3). Sin embargo, de los 77.015 genes predichos por BRAKER, solo
42.662 (55,39 %) demostraron estar relacionados con proteinas reales segun los resultados
obtenidos. Ademas, tras realizarse la anotacion funcional de los genes predichos, se observo
que de los 77.015 genes, 39.089 se anotaron como desconocidos (50,75 %), siendo la
mayoria de estos fragmentos de pequefio tamafio por lo que no mostraron coincidencias
fiables con las bases de datos empleadas. A pesar de que la anotacion realizada con MAKER
fue ligeramente menos completa, la deteccion de genes parecid ser mas precisa, coincidiendo

el 92,47 % de los genes predichos con proteinas presentes en Arabidopsis.

M C% [S%] B C%[D%] F% H V%

Braker C:96,1%][S:60,5; D: 35,6], F: 2,2%, M:1,7%, N: 1375

Maker C:84,6%][S:59,6; D: 25,0], F: 5,0%, M:10,4%, N: 1375

25,75 50,5 75,25 100

Figura 2.3. Resultados de la evaluacion de las anotaciones por BUSCO. C: integridad del genoma

completo; F: fragmentado, M: ausente, N: numero de genes usados en el analisis.

Por otro lado, tras visualizar algunos de los genes predichos a través del programa IGV, se
observo que genes anotados por BRAKER sin anotacion funcional, por ejemplo ‘g42828.t1°
(113.843-114.214 pb), no eran predichos por el programa MAKER; sin embargo, si se
detectaban en la misma zona genes de mayor longitud. En el ejemplo
‘Ancher151C09258g0000070° (112.783-115.185 pb), el cual muestra una coincidencia con
una hipotética proteina CKAN 01463300 (Cinnamomum micranthum f. Kanehirae) (Figura
2.4).
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Analisis de eventos de duplicacion en el genoma de Annona cherimola

Estudios previos han encontrado una asociacion entre los eventos de duplicacion del genoma
(Whole Genome Duplication, WGD) y cambios en la tasa de diversificacion de las
angiospermas (Landis ef al. 2018). Los andlisis de WGD se basan en la identificacion de
genes duplicados para conocer el nimero de sustituciones sinénimas que contienen (Ks).
Suponiendo que cada sitio de sustitucion sinénima evoluciona de manera neutral, Ks se
considera un buen indicador de la edad de duplicacion (Kimura 1977; Udall & Wendel 2006).
En este estudio, tras analizar la distribucion de Ks (sustitucion sinénima) en Annona
cherimola, y otras especies de divergencia temprana como L. chinensis y C. kanehirae, se
pudo observar que el chirimoyo presenta un gran niimero de genes duplicados en un evento
reciente. De hecho, utilizando los genes predichos mediante MAKER se detectaron 23.236
genes de los cuales 18.312 mostraron un Ks entre 0,05 y 0,5 (Figura 2.5).

2000 —
B A. cherimola
B L. chinensis
O C. kanehirae
1500 — B A. cherimola vs L. chinensis
B A. cherimola vs C.kanehirae
(]
<
o
C
© 1000 —
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0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0
Ks

Figura 2.5. Representacion de la tasa Ks respecto a las ocurrencias de genes duplicados. En morado
aparece el andlisis del chirimoyo (4. cherimola), en azul oscuro el del liriodendron (L. chinensis) y en

azul claro el analisis del alcanforero (C. kanehirae).
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Discusion

La disponibilidad de genomas de referencia ha favorecido el estudio evolutivo y la mejora de
un gran numero de frutales como el melocotonero (Aranzana ef al. 2019), el manzano (Chen
et al. 2019a), el almendro (Sanchez-Pérez et al. 2019; Alioto et al. 2020), o el naranjo (Xu et
al. 2013). Sin embargo, actualmente existe un importante sesgo hacia frutales de clima
templado respecto frutales tropicales o subtropicales de interés econdémico, desde los que
hasta ahora solo se ha secuenciado el genoma de la papaya (Carica papaya) (Ming et al.
2008), el cacao (Theobroma cacao) (Argout et al. 2011), el durian (Durio zibethinus) (Teh et
al. 2017), el aguacate (Persea americana) (Renddn-Anaya et al. 2019) o el mango
(Mangifera indica) (Wang et al. 2020). Ocurre lo mismo para angiospermas basales respecto
a especies pertenecientes a otros linajes, como monocotiledoneas y eucotiledoneas (Soltis &
Soltis 2019; Yang ef al. 2020b). El chirimoyo pertenece a la familia Annonaceae, situdndose
esta familia en el orden Magnoliales, dentro de las angiospermas primitivas. Actualmente
solo existe un genoma secuenciado dentro de este orden, de la especie Liriodendron chinense,
que pertenece a la familia de las Magnoliaceas, que divergid de la familia Annonaceae hace
aproximadamente 100 millones de afios (Hedges et al. 2015), por lo que los resultados
derivados de este trabajo tienen utilidad para estudios filogenéticos y evolutivos en
angiospermas primitivas. Ademads, el ensamblaje que se presenta en este trabajo, proporciona
un recurso Util y valioso para progresar en la mejora de este cultivo. Annona cherimola es una
especie diploide pero con un tamafio de genoma que supera la media de los genomas de
especies de angiospermas secuenciados hasta ahora (Chen et al. 2019c). Ademas, es un
cultivo infrautilizado con un interés comercial limitado, y posee un largo periodo

intergeneracional los que, en conjunto, no son cualidades que faciliten el estudio gendomico.

El tamafio del genoma de chirimoya obtenido en este trabajo (aproximadamente 1,17 Gb
mediante un analisis de k-mer para el genoma secuenciado) es inferior al descrito
previamente en otros trabajos con otras metodologias. Asi, se han estimado tamaios de 1,66
Gb (Martin 2013) con citometria de flujo. Sin embargo, a pesar de que la técnica de
citometria de flujo se ha convertido en una herramienta fundamental, rapida y eficiente para
conocer el tamafio del genoma y poliplidia (Dolezel et al. 2007), el resultado de 1,66 Gb fue,
posiblemente, una sobrestimacion del tamaio, lo que también ha ocurrido con otras especies
de la familia de las Anondceas (4dnnona squamosa, Annona glabra, Asimina triloba) (Martin

2013) si se comparan los resultados con los obtenidos por otros autores
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(https://cvalues.science.kew.org/), los cuales detectaron tamafos similares al propuesto en

nuestro estudio tras el analisis de k-mer. Del mismo modo, se detectd una elevada
heterocigosidad (~ 1,05 %) como ocurre en otros cultivos (Hu et al. 2019; Teh et al. 2017), lo
que normalmente favorece la formacion de ensamblajes fragmentados (Del Angel et al.

2018), disminuyendo la contigiliidad.
Ensamblaje del genoma

Antes de comenzar el ensamblaje del genoma de chirimoyo, las lecturas generadas mediante
PacBio se cartografiaron contra el genoma cloroplastidico, ya que en plantas podria facilitar
el ensamblaje (Soorni et al. 2017a) y aumentar su calidad (Jung et al. 2019). De las distintas
aproximaciones de ensamblado utilizadas, el mejor ensamblaje del genoma se obtuvo con
Canu, con un resultado mas contiguo. De hecho, Canu ha sido considerado por algunos
autores (Jayakumar & Sakakibara 2019) como uno de los mejores ensambladores para
lecturas largas, y tiene la ventaja anadida de incluir su propio paso de correccion. Tras el
ensamblaje, se llevaron a cabo una serie de mejoras con Arrow y, utilizando las lecturas de
[llumina, se incremento la exactitud del ensamblaje con Pilon, tal y como se ha realizado por
ejemplo, en el genoma publicado recientemente de Nymphaeaceae colorata (Zhang et al.

2019c).

La calidad de los ensamblajes de genomas es bastante desigual y, a menudo, se debe a la
complejidad y heterocigosidad de cada especie (Chen ef al. 2019a), afectando varios factores
(principalmente abundancia de las zonas repetitivas y heterocigosidad) a la integridad y
contigiiidad del ensamblaje (Veeckman ef al. 2016). Debido a las caracteristicas del genoma
de chirimoyo, la cantidad de datos generados, y las metodologias empleadas, se observo una
menor contigiiidad en el ensamblaje de esta especie respecto a los ensamblajes de otras
especies publicados recientemente (Chen et al. 2019c; Hu et al. 2019; Zhang et al. 2019c;
Chaw et al. 2019; Yang et al. 2020b). Sin embargo, debe tenerse en cuenta que en la mayoria
de estos ensamblajes no solo se utilizé un enfoque hibrido (lecturas de corta y larga longitud),
sino que emplearon herramientas adicionales para mejorar el ensamblaje, como el mapeo
optico (BioNano) o la asociacién de cromatina (Hi-C) con el fin de unir los contigos. Este
tipo de herramientas (BioNano o Hi-C) disminuyen el nimero de supercontigos y aumentan
su tamafio desde tres a diez veces, dando lugar a ensamblajes a nivel cromosomal (Jung et al.
2019). A pesar de ello, el ensamblaje de Annona cherimola se mostré bastante completo

respecto al espacio de genes (aproximadamente 96 %) y con un N50 de 171,3 Kb, siendo
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superior a la longitud media de un gen en plantas, por lo que se pudo llevar a cabo una

anotacion estructural y funcional de los genes a partir de este genoma.
Anotacion del genoma

En los genomas de las plantas, una proporcion considerable del genoma esta constituido por
secuencias repetitivas. De hecho, estas estan implicadas en procesos relevantes como la
evolucion del genoma, el reordenamiento cromosdmico o la creacidon y regulacion de genes
(Li et al. 2019b). En nuestro ensamblaje, tras la anotacioén utilizando RepeatMasker, se
mostrd que aproximadamente el 67,64 % del genoma corresponde a secuencias repetitivas.
Proporciones similares de secuencias repetitivas se han descrito en otras especies (Yang et al.
2020b; Chen et al. 2019c; Strijk et al. 2019; Edwards et al. 2017; Cruz et al. 2016). Tal y
como suele ocurrir en especies vegetales, los elementos LTR fueron los mas abundantes,

(Suguiyama et al. 2019).

Prediccion de genes y analisis de eventos de duplicacion en el genoma del

chirimoyo

Los distintos andlisis descritos en este trabajo han mostrado discrepancias en cuanto el
nimero de genes detectados en chirimoyo; de los genes predichos con BRAKER solo el 55 %
demostraron estar relacionados con proteinas reales, y de los genes predichos por MAKER el
92,47 % coincidieron con los genes de Arabidopsis. Por tanto, se optd por estudiar los
eventos de duplicacion teniendo en cuenta los genes detectados mediante MAKER,
mostrandose esta prediccion mas precisa. El numero de genes estimados se mostrd entre un
minimo de 37.926 genes mediante el analisis realizado con MAKER y un méaximo de 77.015
genes predichos al emplear BRAKER. En general, el nimero de genes estimado en
chirimoyo fue superior al propuesto para Arabidopsis thailana (27.416 genes; TAIR 2016),
Prunus persica (27.852 genes; Verde et al. 2013), Prunus dulcis (27.969 genes; Alioto et al.
2020) o Citrus sinensis (29.445 genes; Xu et al. 2013), mostrandose un nimero de genes
dentro del rango del chirimoyo en Olea europea (56,349 genes; Cruz et al. 2016), Durio
zibethinus (45.335 genes; Teh et al. 2017) o Piper nigrum (63.466 genes; Hu et al. 2019). No
obstante, hay que tener en cuenta que serian necesarios analisis complementarios para definir
un nimero de genes concreto, y que la prediccion de genes se encuentra sujeta a cambios
como ha ocurrido en otros genomas (Sterck et al. 2007). Por ejemplo, en el genoma del

manzano se predijeron inicialmente 57.386 genes (Velasco et al. 2010) y en la ultima version
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se ha reducido este nimero hasta 44.677 (Zhang et al. 2019b).

La poliploidia es fundamental en la evoluciéon de las angiospermas (Cai et al. 2019; Yang et
al. 2020b), y también tiene una importancia relevante en la mejora de cultivos (Fang &
Morrell 2016). La existencia de un evento de duplicacion o hibridacion reciente en el genoma
de chirimoyo estaria apoyada por la detecciéon de un porcentaje relativamente alto de copias
duplicadas en el genoma. Estudios anteriores han descrito la existencia de un evento de
duplicacién comun en el clado Magnollid antes de la diversificacion de las Laurdceas y
Magnolidceas hace aproximadamente 116 millones de afios (Cui ef al. 2006). Sin embargo,
cuando se llevo a cabo ese estudio, todavia no se habian secuenciado los genomas de
angiospermas primitivas, que estan disponibles actualmente. En este trabajo se ha podido
observar un evento de duplicacioén o hibridacion reciente del genoma de Annona cherimola,
que se habria producido practicamente a la vez que el evento de duplicacion mostrado en
Cinnamomum (Lauraceae, Laurales) y posterior al observado en Liriodendron

(Magnoliaceae, Magnoliales).

A pesar de que Martin et al. (2019) y Falistocco & Ferradini (2020) propusieron un nimero
de cromosomas haploide de Annona cherimola de 7, coincidiendo con estudios anteriores
(Kumar & Ranadive 1941; Asana & Adiata 1945; Thakur & Singh 1965, 1969; Tanaka &
Okada 1972; Morawetz 1986), sigue existiendo cierta discrepancia respecto a otros trabajos
que consideran la existencia de 8 cromosomas (Bowden 1945, 1948). Asimismo, dentro de la
tribu Annoneae solo se ha citado el numero de 7 cromosomas en el género Annona. Tras un
evento de duplicacion se producen cambios en la expresion de genes, reduccion de estos, y
una reorganizacion del genoma (Cui et al. 2006; Soltis et al. 2015), por lo que el desacuerdo
comentado anteriormente podria deberse a cierta inestabilidad cromosémica en Annona
cherimola tras el evento descrito. Esto podia explicar la observacion de un alto nimero de
individuos triploides en cruzamientos intra e interespecificos de genotipos diploides en
Annona (Martin et al. 2019) Ademads, no es descartable la hipdtesis que considera que
Annona cherimola podria ser un hibrido interespecifico (H. Rainer, comunicacion personal).
Por tanto, todavia son necesarios estudios adicionales para conocer en mas profundidad la

gendmica de este cultivo.

En este trabajo se presenta el primer ensamblaje y anotaciéon del genoma de Annona
cherimola, el primer genoma disponible de la familia Annonaceae. Un recurso publico y

fundamental para avanzar en la mejora del chirimoyo y para futuros estudios comparativos o
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evolutivos en las angiospermas mas primitivas.
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Capitulo 3

Elaboracion de un mapa genético en el género Annona

Resumen

Dentro del género Annona, encontramos algunas especies de gran interés econdémico en
ciertas regiones del mundo, como el chirimoyo, el anén o el atemoyo. Sin embargo, la
ausencia de estudios genéticos, y el bajo numero de programas de mejora en estas especies,
dificulta el desarrollo de nuevos cultivares. Los mapas genéticos proporcionan una
informacion fundamental para comprender la organizacion de los genomas y para facilitar la
mejora de los cultivos. En este trabajo, se han generado por primera vez SNPs de una
poblacion F2 desarrollada a partir del cruce interespecifico entre Annona cherimola (‘Fino de
Jete’) y Annona squamosa (‘Thai seedless’). De la primera generacion (F1) se seleccionaron
2 individuos (‘JT20’ y ‘JT07’) que se autofecundaron para producir 24 y 27 individuos de
cada uno, respectivamente. ‘Fino de Jete’ es el cultivar de chirimoyo mas cultivado en
Espafia pero, a pesar de sus cualidades organolépticas, tiene una serie de desventajas, entre
las que destaca el alto numero de semillas. Sin embargo, ‘Thai seedless’ debido a una
mutacion natural, solo produce unas semillas rudimentarias. En este trabajo se generaron 550
SNPs que se distribuyen en 8 grupos de ligamiento. El mapa genético producido utilizando
los paquetes de R, qtl y ASMap, cubre aproximadamente 1.388 ¢cM con una distancia media
entre marcadores de aproximadamente 2,6 cM, tratandose del primer mapa genético para el

género Annona generado a partir de una poblacion F2.

Introduccion

El chirimoyo (Annona cherimola Mill.) es una especie diploide que ha sido mayoritariamente
descrita como 2n=2x=14 (Thakur & Sigh 1965; Walker 1972; Martin et al. 2019; Falistocco
& Ferradini 2020), aunque existe cierta discrepancia puesto que algunos autores han
considerado que contiene un mayor numero de cromosomas (2n=2x=16) (Bowden 1948)
(Ver Capitulo 2). Esta especie forma parte de la familia Annonaceae, incluida dentro del
orden Magnoliales. El niimero de 8 cromosomas ha sido descrito en otros géneros de la

familia de las Anonaceas, como Asimina, Disepalum, Goniothalamus y Neostenanthera,
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siendo, por tanto, el nimero de cromosomas x=7 Unico del género Annona dentro de la tribu

Annoneae (Martin et al. 2019).

El chirimoyo se cultiva en numerosas zonas tropicales y subtropicales de Africa, América,
Asia, Australia y Europa. Espafia es el mayor productor de este cultivo a nivel mundial, con
3.048 hectareas cultivadas y unas 43.645 t en el afio 2019 (MAPA 2019), seguido de Pert y
Chile (Hormaza et al. 2020). Actualmente, el cultivo de chirimoyo en la costa espafiola es
practicamente monovarietal, con mas del 95 % de la superficie ocupada por el cultivar Fino
de Jete, que posee excelentes propiedades organolépticas y que se encuentra muy bien
adaptado a la zona. Sin embargo, hay caracteres que serian de interés mejorar en este cultivar,
como la corta vida poscosecha, la susceptibilidad a la mosca del mediterraneo (Ceratitis
capitata), la calidad de la fruta (°Brix) especialmente en los meses mas frios, y el alto numero
de semillas. Hasta el momento son pocos los programas de mejora centrados en este cultivo.
El principal es el que se lleva a cabo en el IHSM-UMA-CSIC “La Mayora” como resultado
del cual, recientemente, se ha registrado un nuevo cultivar denominado ‘Alboran’, que posee
un menor contenido de semillas en comparacion con ‘Fino de Jete’, y una calidad excelente
en los meses de invierno y primavera (Lora et al. 2018). No obstante, son necesarios

esfuerzos adicionales para poder aumentar el interés por este cultivo.

En el campo de la mejora genética, la funcion principal de la hibridacion entre cultivos y sus
parientes, ha sido la introgresion de rasgos de interés de una especie a otra (Warschefsky et
al. 2014; Polanco et al. 2019). En los ultimos afios, uno de los objetivos del programa de
mejora del IHSM-UMA-CSIC “La Mayora” ha sido la busqueda de genotipos sin semillas a
partir de un cruzamiento interespecifico, entre ‘Fino de Jete’ (Annona cherimola) y ‘Thai
seedless’ (Annona squamosa), un cultivar con ausencia de semillas. Los hibridos entre ambas
especies se denominan atemoyos y son de interés comercial en algunos paises de climas
tropicales. Trabajos moleculares han permitido conocer que una delecion en el gen INO
(inicialmente descrito en Arabidopsis) en ‘Thai seedless’, es la causante de la ausencia de
semillas (Lora et al. 2011b). Sin embargo, este es un caso puntual de un gen concreto y, por
tanto, se necesitan trabajos adicionales para acelerar y optimizar los programas de mejora en

esta especie.

Los mapas genéticos representan las posiciones de los marcadores y/o genes a lo largo de los
cromosomas (grupos de ligamiento) en funcion de la frecuencia de recombinacion. Son una

herramienta bdasica para llevar a cabo estudios genéticos, permiten la mejora de los
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ensamblajes de genomas de novo (Deokar ef al. 2014; Liu ef al. 2016b), realizar estudios de
gendmica comparativa (da Silva Linge et al. 2018), y facilitan la mejora de cultivos (da Silva
Linge et al. 2018; Polanco et al. 2019) al poseer numerosas aplicaciones como la
identificacion de genes ligados a rasgos agrondmicos (QTLs) y seleccion asistida de

marcadores (MAS) (Hussain et al. 2017; Calle et al. 2018).

Los trabajos realizados en este campo en especies del género Annona son muy limitados al
ser escasos los recursos moleculares existentes (Tabla 1.1, Introduccion). Durante los ultimos
13 afos se han generado dos mapas de ligamientos basados en la poblacion F1 del cruce
interespecifico ‘Fino de Jete’ x ‘Thai seedless’. El primero fue generado en 2007 resultado
del estudio de segregacion de 59 SSR de Annona cherimola. No obstante, la eficacia de
cartografiado fue baja debido al bajo numero de marcadores informativos para ‘Thai
seedless’. 59 marcadores se agruparon en 8 grupos de ligamiento (7 de mas de 3 marcadores,
y uno con dos marcadores) con un LOD > 6. En conjunto, se gener6 un mapa con una
distancia total de 293 ¢cM (Escribano 2007). Basdndose en esta aproximacion, seis afios mas
tarde se llevo a cabo otro mapa de ligamiento, en esta ocasion a partir de 82 SSRs (57 de
Annona cherimola y 25 de Annona squamosa), para un total de 8 grupos de ligamiento con
LOD > 3 (6 grupos de ligamiento con mas de 8 marcadores, y dos grupos con 3 marcadores),
con una distancia genética total de 583,7 cM. Sin embargo, el desarrollo de un mapa de
ligamiento para el parental ‘Thai seedless’ se vio obstaculizado, al comprobarse mediante
trabajos moleculares (SSRs) que aproximadamente el 90 % de su genoma se encontraba en

homocigosis (Martin 2013).

Con el objetivo de dar un salto cualitativo en la generacion de mapas de ligamiento en el
género Annona que permita avanzar en los programas de mejora genética, se describe en este
trabajo el primer mapa de ligamiento de atemoya basado en una poblacion F2, realizado a
partir de los analisis de los marcadores moleculares (SNPs) generados mediante el uso de
metodologias de nueva generacion. Este mapa se ha construido con el fin de proporcionar una
herramienta basica que facilite el estudio del genoma, asi como abrir la puerta a futuras
aplicaciones en la mejora del cultivo ya que, siendo una especie con un largo periodo
intergeneracional, la posibilidad de realizar una seleccién temprana con marcadores seria un

avance muy relevante.
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Material y métodos
Material vegetal para el desarrollo del mapa genético

La construccion del mapa genético de atemoya se ha llevado a cabo utilizando 58 muestras
procedentes de una poblacion F2, los individuos de la F1 que se autopolinizaron, junto a sus
parentales del banco de germoplasma de Annonaceae del Instituto de Hortofruticultura
Subtropical y Mediterranea (IHSM-UMA-CSIC) “La Mayora”. Esta poblacién ha sido
generada a partir de la autopolinizacion de dos individuos (‘JT20’ y ‘JT07’) de una F1,
generados a partir de un cruzamiento interespecifico dirigido entre dos genotipos de dos
especies del género Annona, ‘Fino de Jete’ (parental femenino), perteneciente a la especie
Annona cherimola, y ‘Thai seedless’ (parental masculino), perteneciente a la especie Annona
squamosa, que produce frutos sin semilla (Figura 3.1). Este cruzamiento se realizd en 2001

en el marco de un programa de mejora del chirimoyo.

Figura 3.1. Fruto de la variedad Fino de Jete de Annona cherimola a la izquierda y fruto de la

variedad Thai seedless de Annona squamosa a la derecha.

Extraccion de ADN, preparacion de genotecas, secuenciacion y procesamiento de

lecturas en bruto

A partir de las hojas jovenes previamente lavadas con agua destilada, se aisl6 ADN de ‘Fino
de Jete’, ‘“Thai seedless’, de los individuos que se autopolinizaron, ‘JT07’ y ‘JT20’, y de los
individuos de la descendencia F2, usando el Kit “DNesy Plant Mini Kit” de Qiagen siguiendo
el protocolo descrito por el fabricante. La purificacion (ratios: 280/260 y 260/230) y la
concentracion (ng/ul) del ADN se determind usando el espectrofotdmetro NanoDrop y el

fluorémetro Qubit 2.0 del servicio de gendmica de la Universidad de Mélaga (SCBI).
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Las genotecas se construyeron siguiendo el protocolo descrito por Sonah et al. (2013),
digiriendo 100 ng de ADN genoémico de cada individuo con ApeKI (Anexo 1.1). La
secuenciacion de las genotecas se realizo por la empresa Novogene con Illumina HiSeq 4000
(2x150). Las lecturas en bruto fueron demultiplexadas usando el paquete GBSx (Herten et al.
2015) siendo posteriormente procesadas para eliminar posibles secuencias de adaptadores,
lecturas con una longitud menor a 50 bases, y filtrar aquellas con regiones de baja calidad

usando el software fastq-mcf version 1.04.807 (-1 50 y -q 30) (Aronesty 2013).
Cartografiado, identificacion de SNPs y filtrado

Las lecturas generadas fueron cartografiadas contra uno de los primeros ensamblajes
desarrollados durante el Capitulo 2 (Tabla 3.1) usando bwa version 0.7.120-r789 (Li &
Durbin 2010) con los pardmetros establecidos por defecto. Aquellas lecturas que no fueron
cartografiadas se eliminaron usando Samtools version 1.3.1 (Li et al. 2009), mientras que con
las lecturas retenidas se crearon archivos BAM. Todos estos archivos BAM se unieron

usando Bamaddrg (https://github.com/ekg/bamaddrg), y se utilizd6 el paquete Samtools

version 1.3.1 (Li et al. 2009) con el fin de ordenarlos ¢ indexarlos. Para detectar las
variaciones, y eliminar SNPs con una calidad de mapeado menor que 20 y con una
profundidad menor que 5, se us6 el programa Freebayes version 0.9.20 (Garrison & Marth
2012). De las 58 muestras genotipadas, se eliminaron aquellos genotipos repetidos de los que
se obtuvieron menor nimero de lecturas, junto a los individuos de la F1 (‘JT07’ y JT20).
De los 51 individuos restantes, 24 pertenecen a la familia generada a partir de la
autopolinizacion del individuo ‘JT07’, y 27 pertenecen a la familia generada a partir de la
autopolinizacion del individuo ‘JT20’. Los polimorfismos brutos obtenidos se filtraron con el
paquete VCFtools version 0.1.12 (Danecek et al. 2011) eliminando los SNPs no bialélicos,
SNPs con una proporcion de datos faltantes en mas del 80% de las muestras, y aquellos que
estuvieran dentro de una distancia de 1.000 pares de bases. Antes y después del filtrado, se

generd un resumen estadistico usando vcf-stats version 0.1.12 (Danecek ef al. 2011).
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Tabla 3.1. Resumen del ensamblaje del primer borrador del genoma de Annona cherimola Mill. (cv.

Fino de Jete) utilizado en este trabajo.

Estadistica del ensamblaje

Secuencias totales 15.076
Longitud total (pb) 1.125.713.506
Secuencia mas larga (pb) 3.440.110
Secuencia mas corta (pb) 1.039

N50 (pb) 171.353

Finalmente, wusando la herramienta Vcf2Mapmaker del paquete GenoToolBox

(https://github.com/aubombarely/GenoToolBox/blob/master/SNPTools/Vcf2Mapmaker)  se

transformd el archivo vcf, y se filtraron datos gendmicos para posteriormente realizar el
andlisis de ligamiento y la construccion del mapa en R. Esta herramienta compara cada SNP
de la poblacién con los de los parentales, determinados como A (‘Fino de Jete’) y B (‘Thai
seedless’). Igualmente, permitié6 excluir marcadores que fueran iguales para ambos
parentales, aquellos que faltaran en alguno de los parentales, junto a aquellos marcadores que
mostraran una distorsion de segregacion tras ser analizados mediante Chi-cuadrado (¥2)(p-
valor < 0,01), teniendo en cuenta una segregacion mendeliana esperada de 1:2:1. Todos los
andlisis de cartografiado, identificacion de SNPs y filtrado se realizaron en un servidor del
Prof. Aureliano Bombarely de la Universidad de Milan con 160 threads, 3 Tb de RAM y 22
Tb de disco duro (RAID 6).

Analisis de ligamiento y construccion del mapa

Los marcadores retenidos fueron utilizados para la elaboracion del mapa genético. Para ello
se emplearon dos paquetes de R version 3.6.2, qtl (Broman et al. 2003) y ASMap (Taylor &
Butler 2017) en Rstudio version 1.2.1335 (R Core Team 2019).

En un primer lugar, se hizo un nuevo filtrado, eliminando el mayor nimero de datos ausentes
posibles, y se estim6 la frecuencia de recombinacion, ademas de comprobarse si existia
intercambio de alelos (del inglés, switching allele). Para generar el primer borrador de mapa,
se agruparon los marcadores en un mismo grupo de ligamiento si la fraccion de

recombinacion era menor o igual a 0,35 y tenian un LOD mayor o igual a 6,5. Ademas, se
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eliminaron aquellos grupos de ligamiento con un bajo numero de marcadores, obteniéndose 8
grupos de ligamiento. No obstante, se observaron elevadas distancias genéticas, por lo que se

examinaron con mas detalle los marcadores e individuos estudiados.

Se eliminaron los marcadores con el mismo patrén genotipico en todos los individuos, ya que
se asignarian sobre la misma localizacion del genoma y, de esta forma, se reduciria la
complejidad del mapa de ligamiento. Asimismo, se descartaron marcadores que mostraran
doble recombinacion cromosomica e individuos con una recombinacion cromosomica
excesivamente elevada, para evitar problemas debido a muestras que presenten errores de

genotipado o que realmente no pertenezcan a la poblacion estudiada (Broman et al. 2019).

Al emplear el paquete qtl, deben ordenarse los marcadores de cada grupo de ligamiento
manualmente, por lo que se utilizo el algoritmo MSTmap (Wu et al. 2008) que organiza los
grupos de ligamiento, y ordena los marcadores en poco tiempo, utilizando la funcién de

Kosambi (Kosambi 1944) para el calculo de distancias genéticas.

Para representar graficamente el mapa de ligamiento se utilizd6 el paquete de R
LinkageMapView (Ouellette et al. 2018). Todos los analisis de R se ejecutaron en un
servidor del Prof. Antonio Matas en la Universidad de Malaga con calculo QHR Lightning
TR4 XL con AMD ThreadRipper 2990WX (32 cores, 64 threads), placa chipset AMD X399,
tarjeta grafica AMD RS 230, 128 Gb RAM DDR4, SSD M.2 512 Gb y 4x 8Tb Seagate en
RAID 10.

Resultados
Genotipado por secuenciacion (GBS) y llamamiento de variantes

Se genotiparon 58 muestras, produciendo 449,52 millones de lecturas brutas. obteniéndose
tras el procesado, 390,32 millones de lecturas filtradas. El 98,7 % de estas lecturas fueron

cartografiadas en una version inicial del genoma.

Finalmente, tras eliminar los genotipos repetidos de los que se obtuvieron menor niimero de
lecturas, los individuos de la F1, y filtrar aquellas variaciones con una proporcion de datos
ausentes en mas del 80 % de los individuos, se retuvieron 1.656.918 variaciones (SNPs,

indeles (inserciones y deleciones) y polimorfismos multinucleotidicos (MNPs)).
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Genotipado y elaboracion de mapa genético

Tras eliminar aquellos SNPs no bidlelicos, y aquellos que se localizaron dentro de una
distancia menor a 1.000 pares de bases, se obtuvieron 82.045 SNPs. De estos, 28.919 (35,25
%) se descartaron al mostrar el mismo genotipo en ambos parentales, al igual que las 15.914
(19,40 %) variantes a las cuales les faltaba el genotipo de ‘Fino de Jete’, y 19.612 (23,90 %)
variantes a las cuales les faltaba el genotipo de ‘Thai seedless’. De esta manera, se obtuvieron
17.600 (21,45 %) marcadores. Posteriormente, tras eliminar aquellas variantes que mostraron
valores distorsionados respecto a la segregacion mendeliana esperada (1:2:1), se obtuvieron
7.609 (9,27 %) SNPs, de los cuales el 23,7 % fueron homocigotos AA (‘Fino de Jete’), 50,3
% heterocigotos AB y 26 % homocigotos BB (‘Thai seedless’) (Figura 3.2), manteniéndose
3.656 marcadores para generar el mapa genético tras eliminar el maximo de datos ausentes

por marcador.
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Figura 3.2. Frecuencias de genotipo en cada individuo.

En el primer borrador del mapa generado se obtuvieron 10 grupos de ligamiento, de los
cuales 2 fueron eliminados al estar formados por un nimero de marcadores muy bajo (todos
compuestos por un marcador o dos) y considerarse posible ruido de secuenciacion.

Finalmente se obtuvieron 8 grupos compuestos por 3.653 SNPs. Su distancia vari6é de 70 a
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15.690 ¢cM, mostrando una distancia total del mapa muy sobreestimada. Sin embargo, debe
de tenerse en cuenta que los marcadores no estaban ordenados. No obstante, tras un filtrado
mas estricto, se obtuvieron 656 SNPs por la eliminacién de aquellos marcadores que
mostraran una doble recombinacién elevada, los individuos que mostraron un
entrecruzamiento cromosomico elevado respecto al resto de individuos (> 400) (Figura 3.3),
y aquellos SNPs monomorficos, pues estos se localizarian en la misma ubicacion del genoma.
De estos 656, 20 % resultaron ser homocigoticos AA (‘Fino de Jete’), 56,8 % heterocigotos
AB y 23,3 % homocigoticos BB (‘Thai seedless’).
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Figura 3.3. Numero de entrecruzamientos observados en cada individuo.

Posteriormente, tras el filtrado anterior, y la eliminacién de aquellos grupos de ligamiento
formados por pocos marcadores (todos compuestos por un marcador, y algunos grupos que
contenian menos de 10 marcadores de los cuales no todos se encontraban vinculados entre
si), se generd un nuevo mapa genético mediante el uso de datos genotipicos de la poblacion
F2 (33 individuos). Este mapa consté de 550 SNPs distribuidos en 8 grupos de ligamiento
(Tabla 3.2; Figura 3.4). Los grupos de ligamiento tenian entre 18 y 129 marcadores, y su
tamafio vario entre 37,9 cM (LG8) y 326,1 cM (LG2), con una distancia genética total de
1.387,8 cM. La distancia genética media entre marcadores fue de aproximadamente 2,6 cM y

la distancia maxima entre los marcadores varié entre 3 cM (LG7) y 6,4 cM (LG2 y LG3).
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Tabla 3.2. Tabla resumen de los grupos de ligamiento generados.

Grupos de N° de Longitud Espacio medio entre ~ Espacio maximo entre
ligamiento marcadores (cM) marcadores marcadores
LG1 96 246,0 2,6 6,3

LG2 119 326,1 2,8 6,4

LG3 129 324,7 2,5 6,4

LG4 66 161,5 2,5 4,9

LG5 46 104,1 2,3 4,9

LG6 39 97,2 2,6 4,9

LG7 37 90,3 2,5 5,2

LG8 18 37,9 2,2 3,0

TOTAL 550 1.387,8
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Figura 3.4. Mapa de ligamiento de la poblacion F2 ("Fino de Jete” x ‘Thai seedless’). Cada grupo de
ligamiento (LG) se muestra con los marcadores que los conforman. Las distancias genéticas, en

centiMorgans (cM), se encuentran indicadas a la izquierda.
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Discusion

Los mapas genéticos son una herramienta fundamental para acelerar y optimizar programas
de mejora (Tanksley & McCouch 1997; Collard et al. 2005; Carrasco et al. 2018; Hirao et al.

2019) y se han desarrollado en numerosos cultivos.

Un mapa genético nos concede una representacion reducida del genoma, esencial para
numerosas aplicaciones como la identificacion de marcadores asociados a un rasgo, seleccion
asistida por marcadores (MAS), estudios genéticos comparativos (Da Silva Linge et al. 2018)
y orientacion de los contigos en el ensamblaje del genoma (Schneider 2005; Varshney et al.
2016; Bourke ef al. 2018). Actualmente, el desarrollo de mapas genéticos se ve facilitado por
la gran cantidad de datos que se pueden generar mediante NGS. Asi, metodologias como el
genotipado por secuenciacion (GBS) permiten generar un gran numero de marcadores
(SNPs), en poco tiempo, y por un coste relativamente bajo, convirtiéndose en una
herramienta fundamental para elaborar mapas genéticos (Hussain et al. 2017; Gabay et al.
2018). Como consecuencia, los SNPs son los marcadores mas empleados debido a su gran

abundancia y heredabilidad (Zhang et al. 2020).

La mayoria de los mapas de ligamiento en frutales se basan en una progenie F1 debido al
largo periodo intergeneracional que dificulta la obtencion de generaciones mdas avanzadas.
Algunos ejemplos recientes sobre el desarrollo de mapas genéticos basados en poblaciones
F1 los encontramos en mango (Kuhn et al. 2017), peral (Gabay et al. 2018) y nogal (Aradhya
etal. 2019).

En especies frutales infrautilizadas como el chirimoyo y otras especies del género Annona, la
escasez de datos moleculares dificulta el desarrollo de mapas de ligamiento saturados. Asi,
hasta este momento, se han generado dos mapas genéticos dentro del género Annona,
empleando SSRs y una poblacion F1 ‘Fino de Jete’ x ‘Thai seedless’ desarrollada en el
IHSM-UMA-CSIC “La Mayora” (Escribano 2007; Martin 2013). ‘Fino de Jete’ es la
principal variedad de chirimoyo en Espafia, y retine unas excelentes condiciones
organolépticas, elevada produccion, y presenta una buena adaptacion al medio. Sin embargo,
presenta un alto nimero de semillas. Por el contrario, ‘Thai seedless’ debido a una mutacion
natural produce frutos sin semillas (solo presenta algunas semillas rudimentarias). El cruce

producido entre ambas especies genera un hibrido fértil conocido como atemoya, de interés
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comercial en algunos paises como Australia, Egipto, Israel, Sudafrica o Taiwan (Hormaza et

al. 2020).
Genotipado y elaboracion de un mapa genético

En este estudio, se genotiparon 55 individuos de una poblacién F2 generada a partir de la
autofecundacion de dos individuos de la poblacion F1 obtenida mediante el cruzamiento de
‘Fino de Jete’ x ‘Thai seedless’ (‘JT7’ y ‘JT20°), y sus parentales. A pesar de que este
nimero de genotipos puede considerarse bajo para generar un mapa genético de calidad, ya
que en general se recomienda alrededor de 100 individuos de una poblacién F2 (Schneider
2005), cabe destacar la dificultad de obtener una poblacion F2 en estas especies. La
poblacion usada en este estudio es una de las pocas poblaciones F2 existentes en el género
Annona. Ademas, en otros trabajos en cultivos lefiosos se han desarrollado mapas genéticos
basados en un niimero parecido de individuos de poblaciones F2 como, por ejemplo, en

cerezo (n=67) (Calle et al. 2018) o en melocotonero (n= 57) (Bielenberg et al. 2015).

Del total de polimorfismos mononucledtidos detectados (82.045) la gran mayoria no se
utilizaron en la elaboracion del mapa genético, de forma similar a lo que se ha descrito en
otras especies (Hussain et al. 2017; Carrasco et al. 2018). De hecho, a pesar de que el
genotipado por secuenciacion (GBS) se considera una herramienta util y clave para el
desarrollo de mapas genéticos, muestra una serie de limitaciones, como los errores de
genotipado o la cantidad de datos ausentes que genera (Hussain et al. 2017; Carrasco et al.
2018). El uso de enzimas de restriccion alternativas a la hora de generar las genotecas podria
reducir los datos ausentes. En este trabajo, se utilizé la enzima de restriccion ApeKlI ya que
permite detectar un mayor niimero de marcadores; sin embargo, a su vez, genera una mayor

proporcion de datos ausentes (Bastien et al. 2018).

De todos los marcadores generados solo 7.609 marcadores moleculares mostraron una
segregacion mendeliana esperada (1:2:1). La distorsion en la segregacion mendeliana es muy
comun en plantas y animales, especialmente en cruces interespecificos (Dai ef al. 2017). Su
origen puede ser el resultado de errores en el genotipado, datos ausentes (Liu et al. 2016b),
elevado grado de divergencia entre los parentales (Ren ef al. 2012; Jenczewski et al., 1997,
Zamir & Tadmor 1986), presencia de allelos letales (Pillen et al. 1993), competencia
gamética o seleccion a nivel pre o postzigotico (King et al. 1991, Lyttle 1991). En plantas, el

porcentaje de distorsion de segregacion varia significativamente dependiendo de las especies
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(Wu et al. 2019a), cruces y tipos de marcadores (Zhang ef al. 2019a). A la hora de comparar
nuestros resultados con otras especies, en este trabajo se muestra una elevada distorsion de
segregacion, lo que ya ha sido descrito en otros estudios previos en el género Annona

(Escribano 2007; Martin 2013).

Desafortunadamente, no existen trabajos en los que se hayan generado mapas de ligamiento a
partir de una poblacion F2 dentro del género Annona. En comparacion con los mapas
genéticos elaborados a partir de una poblacion interespecifica F1 (‘Fino de Jete’ x ‘Thai
seedless’), el mapa que se presenta en este capitulo mostré una distancia genética total mas
elevada. Sin embargo, dicha distancia debe de ser considerada con cautela, pues podria estar
sobreestimada. La distancia genética media entre marcadores fue de aproximadamente 2,6
cM, siendo similar a las encontradas en otras especies (Bielenberg et al. 2015), y mucho
menor a las distancias medias entre loci reportadas en mapas anteriores (10,6 cM) (Martin
2013). Estas diferencias eran esperables, debido al mayor nimero de datos genotipicos

empleados en la elaboracion del mapa.

El nimero de grupos de ligamiento propuesto, coincidié con los grupos de ligamiento
mostrados en trabajos anteriores (Escribano 2007; Martin 2013), que se corresponde con el
nimero haploide de cromosomas para la mayoria de las especies del género Annona segin
Bowden (1945, 1948). Ademads, en ambos mapas de ligamiento, el grupo de ligamiento de
menor tamaflo estd compuesto por una proporcion de marcadores similar a la mostrada en los
mapas producidos en trabajos anteriores. A pesar de ello, recientemente, Martin ef al. (2019)
y Falistocco & Ferradini (2020) han propuesto la existencia de 7 cromosomas en Annona
cherimola, tal como estaba descrito en Annona squamosa, apoyando trabajos previos (Kumar
& Ranadive 1941; Asana & Adiata 1945; Thakur & Singh, 1965, 1969; Tanaka & Okada,
1972; Morawetz 1986), y justificando que la observacion de 8 cromosomas haploides podria

deberse a una confusion entre un satélite distante con un cromosoma (Martin ez al. 2019).

Aunque se observa que un gran nimero de marcadores generados se encuentran ordenados en
grupos de ligamiento coincidiendo con los contigos del genoma de referencia, lo que apunta
hacia la solidez del mapa, las distancias génicas podrian estar sobrestimadas y deben de
considerarse con precaucion hasta que se obtengan mas datos complementarios. Se necesitan
trabajos adicionales combinando mapas de ligamiento saturados con observaciones de
cromosomas al microscopio para elucidar este punto. Hay que tener en cuenta que la

observacion al microscopio de los cromosomas en especies del género Annona no es facil por
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el pequeno tamafio de los mismos. La hibridacion in situ (FISH) ha sido una herramienta muy
importante para la identificacion de cromosomas de muchas plantas (Jiang 2019) y permite
estimar las distancias espaciales entre loci mediante la visualizacion de los cromosomas, por
lo que seria de interés su aplicacion en estudios en el género Annona. Estudios adicionales,
como la captura de la conformacién de los cromosomas, Hi-C, ayudarian a esclarecer la
estructura y detalles del genoma incluyendo la frecuencia con la que un par de loci se acerca

entre si en el espacio 3D (Abbas et al. 2019).

En este trabajo se presenta por primera vez un mapa de ligamiento de atemoya, generado a
partir de una poblacion F2, mediante el uso de marcadores tipo SNPs, ofreciendo informacion
sobre la organizacion del genoma de Annona, y siendo un comienzo fundamental para
simplificar el proceso de mejora de estos cultivos en los que, debido al largo periodo juvenil,

este tipo de herramientas son muy necesarias.
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Discusion general

Los frutales subtropicales, como el aguacate (Persea americana) y el chirimoyo (4nnona
cherimola) son esenciales para la alimentacion humana en muchos paises, y su importancia
comercial esta incrementando en los Gltimos afios. Actualmente, su produccion se centra en
un genotipo concreto, en aguacate a nivel mundial cv. Hass y en chirimoyo a nivel nacional
cv. Fino de Jete, siendo el desarrollo de nuevas variedades una necesidad en ambos cultivos.
Actualmente se estan llevando a cabo varios programas de mejora para ambas especies
aunque su progreso se ve obstaculizado por la falta de informacidén basica, debido a
limitaciones en el desarrollo de recursos genéticos para estos cultivos. De hecho, esta
restriccion dificulta incluso la identificacion de genotipos, siendo esta limitacion comun en
especies tropicales y subtropicales. Por ello, los resultados obtenidos en este trabajo permiten

avanzar en el conocimiento genémico de estos dos frutales.

En primer lugar, se ha desarrollado un elevado nimero de marcadores moleculares para 71
genotipos de aguacate que representan las tres razas botanicas tradicionales (Mexicana,
Guatemalteca y Antillana) permitiendo su caracterizacion y analisis poblacional (Capitulo 1).
Por otro lado, se ha generado el primer ensamblaje del genoma de chirimoyo, lo que ha
permitido predecir de forma aproximada el nimero de genes que posee la especie y sus
caracteristicas (Capitulo 2). Finalmente, se ha construido un mapa de ligamiento a partir de
una poblaciéon F2, facilitando una primera caracterizacion del genoma del atemoyo, un
hibrido fértil entre ‘Annona cherimola’ x ‘Annona squamosa’ con implicaciones para
estudios gendmicos en chirimoyo (Capitulo 3). Los resultados obtenidos abren las puertas a
futuras aplicaciones para la mejora del aguacate y del chirimoyo, junto a su utilidad para
avanzar en el conocimiento de la evolucidon de angiospermas, cuya rapida radiacion constituia

el “misterio abominable” de Darwin.

Caracterizacion genomica de aguacate (Persea americana Mill.)

Conocer la diversidad genética, la estructura poblacional y el fenotipado y genotipado de una

especie es fundamental para el desarrollo de programas de mejora modernos. En aguacate,
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aunque se han generado distintos tipos de marcadores en los ultimos afios (Furnier et al.
1990; Lavi et al. 1991; Lavi et al. 1994; Sharon et al. 1997; Borrone et al. 2007; Alcaraz &
Hormaza 2007; Chen et al. 2008; Chen et al. 2009; Gross-German & Viruel 2013; Guzman et
al. 2017; Kuhn et al. 2019; Ge et al. 2019a, 2019b; Rubinstein et al. 2019) sigue existiendo
un vacio de informacién gendmica, y por tanto, la necesidad de incrementar el numero de
marcadores disponibles que permitan caracterizar genotipos y acelerar los programas de

mejora.

En la actualidad, una de las metodologias més importante para los estudios gendmicos de
plantas es el genotipado por secuenciacion (GBS) (Elshire ef al. 2011; Melo et al. 2016;
D’Agostino et al. 2018) que permite el desarrollo de un alto niimero de marcadores
moleculares tipo SNP. A pesar de que los arrays de SNPs pueden proporcionar un alto
numero de marcadores y su analisis sea mas facil, GBS es mucho mas econémico (Scheben et
al. 2017, 2018) ademas de ser un sistema abierto a nuevas variantes y, por tanto, ha facilitado

la disponibilidad de marcadores moleculares en cultivos (Le Nguyen et al. 2019).

En este trabajo, el desarrollo de un borrador de genoma de aguacate (cv. Hass) y la
secuenciacion de librerias de GBS ha permitido generar 7.108 SNPs que facilitaron la
caracterizacion, el estudio de la diversidad genética y la estructura poblacional de 71
genotipos, entre los que se encuentran accesiones obtenidas en distintos programas de mejora,
variedades comerciales y accesiones locales con posible interés como nuevos portainjertos
y/o variedades. Tras los analisis realizados (ACP, NJ, ADMIXTURE, STRUCTURE, ADPC)
se pudo observar una clara separacion segin las razas, obteniéndose cuatro grupos
(Mexicano, Guatemalteco, Antillano e hibridos Guatemalteco x Mexicano [GxM]). Sin
embargo, en ciertos analisis (STRUCTURE y ADPC) no se encontr6 una clara distincion
entre genotipos de raza Guatemalteca e hibridos GxM. Esto puede ser debido a que los genes
de raza Guatemalteca predominan en el germoplasma actual de aguacate, ya que ese tipo de
genotipos han sido utilizados como parentales en los programas de mejora y seleccion de la
especie debido a varias de sus caracteristicas de gran interés agronémico (huesos pequefios,
una madurez tardia y adaptacion a climas subtropicales) (Chanderbali et al. 2013). Gracias a
estos analisis, se pudo asignar a los genotipos con pedigri poco claro o desconocido su
posible origen y, de acuerdo con trabajos anteriores, se demostré que la mayoria

correspondian a hibridos entre la raza Guatemalteca y la raza Mexicana. El grupo compuesto
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principalmente por genotipos Antillanos, que son los mas adaptados a condiciones tropicales

revel6 una clara separacion respecto al resto.

Los resultados obtenidos han puesto de manifiesto que el alto nimero de marcadores
moleculares generados permite un eficiente genotipado y discriminacién segun el origen
racial de cada accesion. La utilizacion de estos marcadores en futuros estudios facilitara la
caracterizacion y el manejo de bancos de germoplasma junto a la implementacion de
protocolos de mejora mas eficientes, siendo un recurso publico para toda la comunidad de

aguacate.

Ensamblaje del genoma del chirimoyo (Annona cherimola Mill.)

Los ensamblajes de genomas son una herramienta clave para la mejora y el conocimiento de
la estructura genética de los cultivos (Yuan et al. 2017), aunque hasta hace pocos afios estos
estudios estaban restringidos a especies modelo o de alta importancia comercial, por lo que

eran muy escasos en especies frutales infrautilizadas, como el chirimoyo.

Generar el primer genoma del chirimoyo presenta cierta complejidad debido a la proporcion
de elementos repetitivos, alto nivel de heterocigosidad y el tamafio de genoma. A pesar de
estos inconvenientes, en este trabajo se presenta el primer ensamblaje y anotacion del genoma
del chirimoyo cv. Fino de Jete. La disponibilidad de este recurso abre un amplio abanico de
oportunidades, como el estudio de genes de la especie o la variacion gendmica. Ademas,
paralelamente, permitird avanzar en el conocimiento de la evolucion de las angiospermas

basales.

El tamafo estimado del genoma secuenciado del chirimoyo es aproximadamente 1,17 Gb,
considerandose un tamafio medio dentro de las angiospermas, siendo el tamafio mas pequefio
de 1C = 0.06 Gb en Genlisea tuberosa (Fleischmann ef al. 2014) y el mas grande el genoma
de Paris japonica con 1C = 148,8 Gb (Pellicer et al. 2018). El ensamblaje final se compone
de 15.076 secuencias, con un N50 de 171,3 kb, de manera que, a pesar de ser un ensamblaje
fragmentado en comparacion con otros genomas publicados recientemente (Chen et al.
2019c; Hu et al. 2019; Zhang et al. 2019b, 2019¢; Chaw et al. 2019; Yang et al. 2020b; Chen

et al. 2020), se estima que se encuentra bastante completo en términos de genes (96%).
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Los eventos de duplicacion se consideran fundamentales para la adaptacion y la especiacion
(Cui et al. 2006; Soltis et al. 2015; Van de Peer et al. 2017), siendo mas abundantes y
frecuentes en plantas que en animales, sobre todo en las angiospermas (Soltis et al. 2015). De
hecho, alrededor del 35 % de las angiospermas se consideran poliploides recientes; sin
embargo, eventos pasados de poliploidia también se observan a lo largo de la filogenia de las
angiospermas (Godden et al. 2019). En este trabajo tras realizar la anotacion estructural del
genoma de chirimoyo, se pudo observar que parte de los genes de esta especie se encuentran
asociados a un evento de duplicacion o hibridacion reciente. Este fenomeno parece haberse
producido practicamente a la vez que el evento reciente del genoma Cinnamomum
(Lauraceae, Laurales) (Chaw et al. 2019), y posterior al producido en el genoma de
Liriodendron (Magnoliaceae, Magnoliales) (Chen et al. 2019c). Cui et al. (2006)
demostraron la existencia de un evento de duplicacion comin en el clado Magnoliid (que
incluye los 6rdenes Canellales, Laurales, Magnoliales, y Piperales) antes de la diversificacion
de las Lauraceas y las Magnolidceas; sin embargo, en estudios posteriores, tras el desarrollo
de genomas de referencia (Rendon-Anaya et al. 2019; Chen et al. 2019¢; Chaw et al. 2019),
se han observado eventos de poliploidizacién compartidos entre el genoma de Persea y
Cinnamomun e independientes entre los clados principales entre los que se incluye el clado

Magnoliid (Yang et al. 2020b).

Aunque en los ultimos afnos se han realizado algunos estudios filogenéticos con genomas de
angiospermas primitivas, siguen existiendo ciertas incongruencias respecto a la relaciones
entre las angiospermas mas basales (basicamente el clado ANITA), el clado magnoliid,
eudicotiledoneas y monocotiledoneas (Chen et al. 2019¢c; Chaw et al; 2019; Hu et al, 2019;
Soltis & Soltis 2019; Yang et al. 2020b). Hasta el momento dentro de las angiospermas mas
basales [el clado ANITA que consta de los 6rdenes Amborellalles con una tUnica especie
(Amborella trichopoda), Nymphaeales y Austrobaileyales] se dispone del genoma de
Amborella trichopoda (Amborellaceae, Amborellales) (Albert et al. 2013) y del de dos
especies de Nymphaeales (Nymphahea colorata (Zhang et al. 2019¢c) y Euryale ferox (Yang
et al. 2020b). Dentro del clado Magnoliid, del genoma del aguacate (Lauraceae, Laurales)
(Rendon-Anaya et al. 2019), del liriodendron (Liriodendron chinense) (Magnoliaceae,
Magnoliaes) (Chen et al. 2019c¢), del alcanforero (Cinnamomum kanehirae) (Lauraceae,
Laurales) (Chaw et al. 2019), de la pimienta comun (Piper nigrum) Piperaceae, Piperales)
(Hu et al. 2019), y de Litsea cubeba (Chen et al. 2020). Por lo tanto, son necesarios estudios

gendmicos adicionales en las familias que se encuentran dentro del clade Magnollid y, en este

118



Discusion general

sentido, el primer genoma aqui presentado en la familia Annonaceae puede ayudar a entender

la historia evolutiva de las angiospermas mas primitivas (APG IV 2016). (Figura D.1).

Figura D.1. Relaciones filogenéticas de
los ordenes APG IV y algunas familias
respaldadas por porcentajes jackknife /
bootstrap> 50 o probabilidad posterior
bayesiana > 0.95 en angiospermas. Las
topologias alternativas que representan
incongruencia entre los resultados
nucleares / mitocondriales y plastidicos
para el clado Celastrales / Oxalidales /
Malpighiales (COM) se indican con (\\).
1 Ordenes recientemente reconocidos en
APG. Fuente: APG IV (2016).

Aunque el desarrollo del genoma de chirimoyo es un recurso esencial para el estudio de la
especie, presenta la limitacion de que Gnicamente se ha secuenciado un genotipo por lo que
no representa la diversidad de la especie (Rasheed & Xia 2019). Por ello, la resecuenciacion
de baja cobertura con el objetivo de detectar la diversidad se ha convertido en una estrategia
bastante comun en cultivos tras secuenciar un genoma de referencia (Kersey 2019). De hecho,
aunque las “metodologias de representacion reducida® como GBS (Elshire et al. 2011), RAD-
seq (Baird et al. 2008) o ddRADseq (Peterson ef al. 2012) son herramientas excepcionales, la
resecuenciacion permite una mayor deteccion de variaciones genomicas (Ekblom & Wolf

2014).
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En el género Annona y en la familia de las Anonaceas en general, los estudios de diversidad
genética son muy limitados, por lo que este genoma podria abrir nuevas oportunidades para
su estudio. En otros cultivos el desarrollo de nuevos marcadores o la secuenciacion de
genomas han acelerado los programas de mejora e incrementado la informacion disponible a
nivel genomico. Algunos ejemplos en cultivos lefiosos son los siguientes: en manzano el
desarrollo de un genoma de referencia de calidad permiti6 localizar el alelo responsable de la
coloracion roja de la piel (Zhang et al. 2019b); el borrador del genoma del cocotero facilito la
identificacion de rasgos de interés agronomico como la resistencia a enfermedades (Lantican
et al. 2019); la resecuenciacion de 60 accesiones de citricos y la disponibilidad de un genoma
de referencia proporcion6 informacién sobre el origen y la evolucion del género Citrus, cuya
relacion filogenética era confusa debido a su alto nivel de hibridacion interespecifica (Wu et
al. 2018); el genotipado de distintas accesiones y la disponibilidad de un genoma de
referencia reveld un locus candidato relacionado con el sabor del arandano (Ferrdao et al.
2020); la resecuenciacion de 44 accesiones de melocotonero proporciond genes candidatos
asociados a rasgos de interés agronémico como el sabor o la textura (Yu et al. 2018) y el
desarrollo del genoma de referencia de almendro ha permitido analizar las diferencias
existentes con el melocotonero (Alioto ef al. 2020) o detectar el factor de transcripcion

responsable del amargor de algunas variedades (Sanchez-Pérez et al. 2019).

Como se ha mencionado previamente, los avances en las herramientas y la tecnologia de
secuenciacion y computacion aumentan la calidad de los genomas de referencia en plantas
(Jung et al. 2019). Una estrategia que hasta la fecha ha sido bastante empleada para mejorar
el ensamblaje de genomas, es el uso de mapas de ligamiento (Xu ef al. 2013; Shirasawa et al.
2017; Varshney et al. 2017). En el caso del chirimoyo, como ocurre con la mayoria de los
cultivos infrautilizados, no se encuentran disponibles mapas de ligamiento saturados
generados a partir de poblaciones intraespecificas; sin embargo, el uso del mapa generado en

el Capitulo 3 podria ayudar a mejorar el ensamblaje generado.

El genoma de chirimoyo que se presenta en este trabajo es una primera aproximacion, por lo
que en un futuro proximo posiblemente se disponga de un genoma de referencia de mayor
calidad o incluso de un pan-genoma, que aglutine informacion de la resecuenciacion de los
genomas de un gran numero individuos (Chen ef al. 2019a; Rasheed & Xia 2019), que
facilita el entendimiento de las variaciones de una especie o género (Chen et al. 2019a). Lo

mismo podria ocurrir con el borrador del genoma de aguacate (Capitulo 1). De hecho, ya se
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estd trabajando para generar un genoma de referencia a partir del borrador generado en este

estudio.

Elaboracion de un mapa de ligamiento en el género Annona

La elaboracion de los mapas genéticos es una de las numerosas aplicaciones de los
marcadores moleculares. Estos mapas son esenciales para la mejora de frutales, pues facilitan
la asociacion marcador-fenotipo a través del mapeo cuantitativo (QTL), el descubrimiento de
genes asociados a un caracter de interés o la seleccion asistida por marcadores (Da Silva
Linge et al. 2018). El progreso en las metodologias de genotipado ha facilitado y mejorado

notablemente su construccion en numerosas especies (Jaganathan et al. 2020).

En el caso del género Annona, los mapas genéticos disponibles hasta la fecha han sido
limitados y de baja resolucion. Los mapas existentes se desarrollaron a partir de poblaciones
F1 segregantes, como resultado de cruzamientos interespecificos entre ‘Fino de Jete’ x ‘Thai
seedless’ (Escribano 2007; Martin 2013) e intraespecifico entre ‘Bonita’ x ‘Fino de Jete’
(Martin 2013). No obstante, la baja heterocigosidad observada en el parental ‘Thai seedless’

imposibilito la elaboracion de un mapa genético para este genotipo (Martin 2013).

En este trabajo, con el fin de generar un mapa genético con mayor eficiencia de cartografiado
para los genotipos ‘Fino de Jete’ y ‘Thai seedless’, se empled una poblacion F2, generada a
partir de la autofecundacion de dos individuos de la primera generacion (F1) empleada en
trabajos anteriores (Escribano 2007; Martin 2013). El interés de esta poblacion se basa en la
introgresion del caracter de ausencia de semillas del genotipo ‘Thai seedless’ en el genotipo
‘Fino de Jete’. Para la construccion de este mapa, se genotiparon 58 individuos mediante la
metodologia GBS (al igual que en el Capitulo 1) y se utilizo una de las primeras versiones del
genoma de chirimoyo generadas en el Capitulo 2, con el fin de reducir el numero de
marcadores erroneos. En comparacion con otras especies, se observo una elevada distorsion
de segregacion. No obstante, resultados similares han sido descritos en otros trabajos del

género Annona (Perfectii & Pascual, 1996; Escribano 2007; Martin 2013).

El mapa desarrollado agrup6 un total de 550 marcadores, con una distancia media entre
marcadores de 2,6 cM, siendo bastante inferior a la distancia media entre loci mostrada en los

estudios previos (10,6 cM) (Martin 2013). Se generaron 8 grupos de ligamiento, tal y como
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ocurri6 en los mapas construidos anteriormente (Escribano 2007; Martin 2013). Sin embargo,
otros estudios (Martin et al. 2019) han propuesto la existencia de 7 cromosomas en Annona
cherimola y en Annona squamosa, indicando que x = 7 podria haber surgido tras la pérdida
de un cromosoma. Estas observaciones contradictorias, podrian estar asociadas con la
duplicacién reciente del genoma (Capitulo 2) y una posterior diploidizacion, lo que
produciria cierta inestabilidad cromosomal. La disponibilidad de los estudios gendémicos
realizados en este trabajo abre la puerta a utilizar otras herramientas como Hi-C para poder

conocer con exactitud el nimero real de cromosomas en estas especies.

La coincidencia de los grupos de ligamiento con los contigos del genoma utilizado (Capitulo
2) sugiere la solidez del mapa; sin embargo, la distancia total mostrada es bastante elevada,
por lo que deberia de ser considerada con cautela hasta la obtencion de datos

complementarios.

Los resultados obtenidos en este trabajo han permitido diferenciar genotipos de aguacate,
estudiar su diversidad, elaborar el primer mapa de ligamiento a partir de una poblacion F2 en
el género Annona y generar un genoma de referencia para el chirimoyo. Estos estudios son
fundamentales para comprender la estructura del genoma y para llevar a cabo futuros
programas de mejora en ambas especies. En definitiva se puede concluir que, gracias a las
aproximaciones gendmicas de este estudio, se han podido incrementar los recursos genéticos
de aguacate y chirimoyo, acortando las diferencias respecto a otros cultivos (Chen et al.
2019a; Benevenuto ef al. 2019). No obstante, es necesario tener en cuenta que para llevar a
cabo estudios de asociacion también es esencial la informaciéon fenotipica (Hayward et al.
2015; Shakoor et al. 2017; Scheben et al. 2018). De hecho, actualmente se sigue trabajando
en el fenotipado de estas especies, con el objetivo de que en un futuro proximo esta
informacion junto a la gendmica permita facilitar la mejora de estos cultivos e incrementar el
conocimiento sobre ellos. Los avances exponenciales que han tenido lugar en los ultimos
afios con el desarrollo de herramientas gendémicas, hacen que el fenotipado de calidad sea
actualmente el mayor cuello de botella (Furbank & Tester 2011; Araus & Cairns 2014;
Minervini et al. 2015; Zhao et al. 2019; Yang et al. 2020a) para aplicar los avances
gendmicos en avances practicos, poniendo en valor la necesidad de disponer de colecciones

de germoplasma diversas y bien caracterizadas.
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Conclusiones

Conclusiones

1. El desarrollo del borrador del genoma del cultivar Hass y los marcadores moleculares
SNPs desarrollados mediante metodologia de representacion reducida han facilitado
la caracterizacion de un conjunto de genotipos de aguacate (Persea americana Mill.),

a través del estudio de su diversidad y estructura poblacional.

2. El borrador del genoma del cultivar Hass, a pesar de ser un ensamblaje altamente
fragmentado, ha favorecido la identificacion de variantes a partir de las secuencias

producidas mediante genotipado por secuenciacion (GBS).

3. Las relaciones genéticas entre los cultivares de aguacate estudiados determinaron una
agrupacion entre genotipos que, en general, se corresponde con las razas previamente
descritas (Antillana, Guatemalteca y Mexicana), a excepcion de un grupo hibrido

entre Guatemaltecos x Mexicanos (GxM).

4. Se ha llevado a cabo con ¢éxito un primer ensamblaje y anotacion del genoma del
chirimoyo (4nnona cherimola Mill.) mediante la combinacion de los datos generados
a través de dos plataformas de secuenciacion (Illumina y PacBio). Este es el primer

genoma desarrollado en la familia de las Anondceas.

5. El andlisis de duplicacion del genoma detecto la existencia de un evento reciente de
hibridacion o duplicaciéon en chirimoyo, lo que podria estar ocasionando cierta

inestabilidad cromosomal en este cultivo.

6. La combinacion de marcadores moleculares tipo SNP y del genoma de chirimoyo han
facilitado el desarrollo del primer mapa de ligamiento en el género Annona, mediante
el genotipado con GBS de una poblacion F2 obtenida a partir de una poblacion F1
interespecifica entre dos especies del género (‘Fino de Jete’ (A4.cherimola) x ‘Thai

seedless’ (4. squamosa).
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ANEXO 1.1. Protocolo para la construccion de genotecas para el genotipado
por secuenciacion (GBS).
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Anexo 1.1

Protocolo para la construccion de genotecas para el genotipado por secuenciacion (GBS).

Usando ADN genomico de alta calidad se llevan a cabo los siguientes pasos:

Digestion:

- Alicuotar 10 ul de 10 ng/ul de ADN por muestra en tubos de PCR de 0,2 ml.

- Hacer una mezcla para el nimero de muestras que necesites. Manteniendo todo en

hielo:
Reactivo Microlitros (ul) por muestra
NED buffer 3 2,0
ApeKI1 1,0
Hy0 7,0
Total 10,0

- Transferir los 10 ul de la mezcla a cada tubo de la muestra de ADN. Obteniendo un
volumen total de 20 ul.

- Incubar durante 2 horas a 75 °C en el termociclador.

-  Mantener a 4 °C.
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Ligacion:

Alicuotar 6 ul de cada adaptador (previamente descongelado) en las muestras
digeridas.

Hacer una mezcla para el nimero de muestras que se necesite. Manteniendo todo en
hielo:

Reactivo Microlitros (ul) por muestra
10X T4 DNA Ligase Reaction Buffer 5,0

T4 DNA Ligase (NEB, MK0202L) 1,6

H,0 17,4

TOTAL 24,0

Transferir 24 ul de la mezcla a cada tubo.

Centrifugar (En este paso, el volumen final deberia de ser 50 ul (20ul de la digestion +
6 ul de los adaptadores + 24 ul de la mezcla).

Incubar en el termociclador durante 2 horas a 22 °C aproximadamente (Temperatura
ambiente).

Incubar en el termociclador durante 30 minutos a 65 °C.
Mantener a 4 °C.

Chequear los pasos anteriores mediante una PCR.

Agrupacion y limpieza:

En este paso se lleva a cabo una limpieza usando el kit “Monarch PCR and DNA
Cleanup” de BioLabs.

Combinar 5 ul de cada muestra ligada en un tubo de 1,5 ml conteniendo 5 volimenes
de buffer de enlace por 1 volumen de muestra. (Recomendacion: usar 2 tubos de 1,5
ml para 98 muestras).
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- Siguiendo las indicaciones del kit Monarch PCR and DNA Cleanup” de BioLabs,
traspasar las muestras a columnas de union.

- Eluir las muestras en 50 ul de buffer NE.

Amplificacion PCR:

- Preparar la siguiente mezcla para la PCR para cada muestra:

Reactivos Microlitros (ul) por muestra

Agrupacion de ADN limpio y ligado 2
NEB 2X Taq Master Mix (NEB #M0270S) 25
Primers 1 y 2 (25 uM total, 12 uM de cada 2
H,0 21

Total 50

En el termociclador:

- 30 segundos a 95°C.

- 18 ciclos a:

30 segundos a 95 °C.

20 segundos a 62 °C.

30 segundos a 68 °C.

- 5 minutos a 68 °C.

- Mantener a 4 °C.
Limpieza

- En este paso se utiliza el kit “Monarch PCR and DNA Cleanup” de Biolabs, siguiendo
el protocolo descrito por el fabricante.

- Eluir en 35 ul de buffer NE.

177



Anexo 1.1

- Chequear la concentracion con el fluordmetro Qubit 2.0.

Pasos finales
- Usar BluePippin para seleccionar el tamafio de fragmentos (250-600 bp)
- Chequear la concentracion con el fluorometro Qubit 2.0.

- Chequear el tamafio de la libreria con Agilent 2100 Bioanalyzer System.
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