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I Resumen

En la tltima década, se han caracterizado regiones gendmicas que se encuentran altamen-
te conservadas entre dos o mas taxones, denominadas elementos ultraconservados. Las regio-
nes flanqueantes a estos elementos les brindan una variabilidad que permite usarlos como
marcadores moleculares. Esta aproximacién se ha explorado poco en plantas. El objetivo
de este articulo es identificar elementos ultraconservados y regiones flanqueantes que
puedan ser utiles en analisis filogenémicos. Como caso de estudio se seleccionaron las
fabaceas (leguminosas) y fueron procesados 642 genomas por medio de un flujo de tra-
bajo bioinformaitico que permitid localizar y extraer regiones ultraconservadas, asi como
regiones flanqueantes. Se identificaron 46 elementos ultraconservados, que en conjunto
abarcan el 17% del genoma de referencia. Se caracterizaron 31 genes asociados a estas
regiones y 18 regiones flanqueantes de interés. De las 18 regiones flanqueantes, una pre-
senta potencial para emplearla como marcador en grupos de la familia Fabaceae.

Palabras clave: bioinformatica, elementos ultraconservados, fabaceae, filogenémica, ge-
ndémica, leguminosas.

I Abstract

In the last decade, genomic regions that are highly conserved between two or more taxa,
termed ultraconserved elements, have been characterized. The flanking regions of these
provide variability that may allow their use as molecular markers. This approach has been
seldom explored in plants and the present study aims to identify ultraconserved elements
and flanking regions that might be useful in phylogenomic analyses. Fabaceae (legumes)
were selected as a case study and 642 genomes were processed by means of a bioinfor-
matics workflow that allowed the localization and extraction of ultraconserved regions
as well as flanking regions. Forty-six ultraconserved elements were identified, which
together comprise 17 % of the reference genome. Thirty-one genes associated with these
regions and 18 flanking regions of interest were characterized. Of the 18 flanking regions,
one has potential for use as a marker in groups of the family Fabaceae.

Keywords: bioinformatics, fabaceae, genomics, legumes, phylogenomics, ultraconser-
ved elements
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Introduccién

El cloroplasto constituye la unidad fundamental en la maquinaria energética de las plantas.
Da lugar a procesos de suma importancia para la vida, ademas de cumplir un rol signifi-
cativo en el crecimiento y desarrollo de estos organismos (Sakamoto & Takami, 2018). Su
origen como organelo se le atribuye a un proceso de endosimbiosis debido a la presencia
de su propio genoma. Al ser de caracter endosimbidtico, es semiautbnomo, pues conserva
gran parte de su maquinaria transcripcional y traduccional para la expresién de su infor-
macién genética.

Con los avances en tecnologia de secuenciacion y en los métodos bioinformaticos se ha
generado informacidn sobre la estructura, evolucidn y funcionamiento del genoma clo-
roplastico. Por esto, hoy en dia sabemos que el genoma es circular, altamente conservado
y presenta una menor complejidad estructural en comparacién con el genoma nuclear
(Li et al.,2020a). Su tamafio varia entre los 115 a 185 kb (Sorkheh et al., 2017; Xu et al.,
2018), en el que se incluyen de 110 a 130 genes codificantes de proteinas (Wang ef al.,
2020). Estd compuesto por cuatro regiones: dos regiones pequefias de repeticion invertida
(inverted repeat region: IRa e IRDb), una regién pequena de copia tnica (small single copy:
SSC) y una regién grande de copia tnica (large single copy: LSC) (Xue et al.,2019).

Debido a que el organelo se hereda por via materna en gran parte las angiospermas, y a
su baja tasa de mutacidn, el genoma cloroplastico ha sido el foco de atencién en estudios
filogenoémicos (Lim et al., 2020). Esto ha permitido la caracterizacién de marcadores mo-
leculares basados en regiones de dicho genoma, con lo que se ha conseguido identificar
y clasificar grupos en diferentes categorias taxonémicas. En las reconstrucciones filoge-
néticas se han empleado secuencias pertenecientes a regiones codificantes (rbcL, matK,
atpB, atpB-rbcL, ndhF, rpl16, atpB), intrones y regiones intergénicas; no obstante, estas
regiones suelen carecer de variacién en especies que se encuentran estrechamente rela-
cionadas, ain mas en aquellas que han divergido recientemente (Dong et al., 2012). Por
consiguiente, se tiene la necesidad de encontrar regiones que brinden mayor eficiencia
en la resolucion taxondmica y, por lo tanto, que tengan mayor universalidad en las plantas.

En la dltima década, se han hallado regiones de ADN que poseen un alto grado de con-
servacion (280% de identidad sobre 2100 pb) entre dos o mis taxones denominadas
elementos ultraconservados. Estas poseen regiones flanqueantes en las que se aloja una va-
riabilidad que incrementa con respecto a la distancia de la secuencia conservada (Faircloth
et al.,2012). Entre las ventajas que otorgan los elementos ultraconservados se encuentran
la facil alineacién entre los taxones y la utilidad de la regién flanqueante en analisis de
gendémica comparativa (Zhang et al., 2019).

El uso de los elementos ultraconservados en analisis filogenémico se ha empleado en
diversos taxones animales (Zhang ef al., 2019); sin embargo, no han sido explorados en
profundidad en genomas vegetales, ya sea nuclear o cloroplastico. A la par, las preguntas
por responder se basan principalmente en las escalas evolutivas y filogeogrificas. En lo
que nos concierne, este es el primer estudio que realiza una caracterizacion tanto de los
elementos ultraconservados como de las regiones flanqueantes en plantas y genera una
aproximacién a dichas regiones como marcadores moleculares.
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Métodos

Recuperacién de secuencias

Se descargaron del Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica de Estados Uni-
dos (NCBI) genomas completos de cloroplasto para Embryophyta (plantas terrestres). La
ecuacidén de busqueda fue “(txid3193[Organism:exp] AND 100000:400000000[Sequen-
ce Length] NOT UNVERIFIED [Title])” con el filtro “organelo: cloroplasto”. A las
secuencias de los genomas se les hizo una asignacidén taxondémica por medio de script
in-house.

El multifasta anotado constituye 13253 genomas, distribuidos en 18 clases, 101 érdenes y
345 familias. El grupo de estudio (Fabaceae) se ve representado por 645 secuencias, distri-
buidas en 110 géneros y 485 especies.

Identificacién de elementos ultraconservados

Se aplico el flujo de trabajo diseniado por Faircloth (2017) al grupo estudio; de este se
escogié un genoma base (Inga leiocalycina, ID KT428296) y como criterio de seleccién
se tuvo en cuenta el nivel de anotacién y ensamblaje.

Se generaron lecturas simuladas de 150 pb para los 642 genomas de Fabaceae, usando
ART v20,160,605 (Huang et al.,2012) y se mapearon al genoma de referencia empleando
Stampy v1.0.31 (Lunter & Goodson, 2011). Las lecturas no asignadas se eliminaron con
samtools v1.9 (Danecek et al., 2021) y los archivos BAM resultantes se convirtieron a
formato BED para ordenar y filtrar los datos utilizando Bedtools v2.28 (Quinlan & Hall,
2010). La lista resultante de loci representa las regiones potencialmente ultraconservadas
en el grupo estudio.

El flujo de trabajo realizado se encuentra almacenado en el repositorio de GitHub (ht-
tps://bit.ly/30Z1Cbv).

Andélisis de elementos ultraconservados

En Chlorobox (https://chlorobox.mpimp-golm.mpg.de/) se generd la anotacién de los
elementos ultraconservados para obtener informaciéon funcional. Con Geneious Prime
se generd el mapeo de estos para identificar las regiones en las que se localizan y generar
una medicién indirecta de la conservacion de posibles genes. En la medicion se tuvo en
cuenta la longitud de la region ultraconservada sobre la longitud del gen.

La visualizacién de los elementos ultraconservados identificados se realizé en Chloroplot
(https://irscope.shinyapps.i0/Chloroplot/).

Estimaciéon de distancias en las regiones flanqueantes

La localizacién y extraccién de las regiones flanqueantes a los elementos ultraconservados
de interés se generd en Geneious Prime a partir de una basqueda manual en el genoma
de referencia. La extraccion de las coincidencias de las regiones flanqueantes del genoma
de referencia en los genomas del grupo estudio se hizo con BLAST+ (Camacho ef al.,
2008) y luego se gener6 el alineamiento con Muscle (Edgar, 2004).
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Por tltimo, la estimacién de distancia de los alineamientos sin gaps fue ejecutado en ME-
GA-X (Koichiro et al.,2021) con el modelo de substitucién de Kimura 2-parametros con
delecién completa de los gaps. Una vez computada la estimacion de la distancia, se tomo
en cuenta la media de estas para estimar la regién con mayor variabilidad.

Resultados y discusién

Andalisis de elementos ultraconservados

A partir de la anotacién taxondmica se extrajo el grupo de estudio; para este, el criterio
de seleccidn fue escoger una de las familias con mayor niimero de representantes de los
genomas descargados, que corresponde a la familia Fabaceae. En este estudio identificamos
46 elementos ultraconservados (figura 1) a partir de 642 genomas. Estas regiones consti-
tuyen 30,376 pb, que representan el 17 % del genoma de referencia.

Inga leiocalycina
93 genes
175,489 bp

| photosystem |
| photosystem Il
B cytochrome b/f complex
@ ATP synthesis

NADH dehydrogenase
RubisCO larg subunit
RNA polymerase
small ribosomal protein
large ribosomal protein
clpP, matK, infA
hypothetical reading frame
transfer RNA
ribosomal RNA
@ other

SEoEoEOEBEO

Figura 1. Mapa genémico del cloroplasto de I. leiocalycina y la distribucién de los elementos
ultraconservados (representados en el circulo flotante intermedio).
Fuente: elaboracién propia.
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El genoma del cloroplasto de Inga leiocalycina tiene un tamano de 175489 pb. Este posee
la estructura de cuatro regiones gendmicas, tipicas del cloroplasto. El plastoma consta de
93 genes, incluidos 8 ribosomales, 37 tRNAs y 48 genes codificantes de proteinas. Identi-
ficamos 31 genes asociados a los elementos ultraconservados. Estas regiones abarcan desde
el 30% hasta el 100% del tamafio de un gen (tabla 1).

Tabla 1. Resumen de los genes asociados a los elementos ultaconservados hallados en el genoma
de I leiocalycina

Categoria genes Grupo de genes Nombre del gen (IndC)

psbC (0,45), psbD (0,84), psbL (1),

Subunidades del fotosistema psbE (0,85), psbB (0,41)

Subunidades del complejo citocromo b/f  petA (0,76)
Genes relacionados con . .
la fotosintesis Subunidad grande de la Rubisco rbelL (0,47)
atpA (0,55), atpF (0,58), atp/ (0,64),

- - (
Subunidades de la ATP sintasa atpB (0,28). atpH (1)

Subunidades de la NADH deshidrogenasa ndhF (0,15), ndhA (0,21), ndhB (0,36)

ADN dependiente de ARN polimerasa rpoC2 (0,41), rpoC7 (0,58), rooB

(0,48)
Subunidad pequefia del ribosoma rps11 (0,96)
Autorreplicacion Subunidad grande del ribosoma rps3 (0,66), rpl2 (0,58), rpl23 (0,89)
Genes ARN ribosomal rrn23 (0,34), rrn16 (0,35)

trnG-UCC (0,39), trnL-UAA (0,72),
trnl-GAU (0,76)

Maturasa matK (0,38)
Gen de sintesis, citocromo tipo C ccsA (0,47)

Genes de ADN de transferencia

Otros genes

Genes con funcion

desconocida Marcos de lectura abiertos conservados  ycf2 (0,33)

Nota: IndC: Indice de conservacién. 0 = no presenta conservacion; 1 = presenta conservacion en la
totalidad del gen, de acuerdo con los elementos ultraconservados hallados en 642 genomas de la
familia Fabaceae.

Fuente: elaboraciéon propia.

Se encontrd que los genes psbL y atpH se hallan conservados en su totalidad, resultado
que es consistente con lo citado por Steane (2005), quien menciona que estos se hallan
altamente conservados entre varios taxones de plantas superiores. Otros genes por men-
cionar son rps11, rpl23, psbE y psbD debido a su alto nivel de conservacién. Lo anterior
cobra sentido al revisar los productos protéicos, que se encuentran involucrados en meca-
nicas importantes para el funcionamiento de la planta, ya sea a nivel fotosintético o en la
autorreplicacion (Wicke et al., 2011).

Ademas, estan los genes con un bajo nivel de conservacién: de acuerdo con la métrica, en-
contramos a ndhF, ndhA y ndhB. Estos se encuentran relacionados con la maquinaria foto-
sintética, que hace parte del complejo NDH. A lo largo de la evolucién del cloroplasto este
complejo ha experimentado una alta variabilidad, que ha llevado a la pérdida de partes del
complejo en algunos grupos, los cuales son necesarios en otros (Shikanai, 2016). rpl2, rbcL
y rpoC1 forman parte del grupo de genes que exhiben niveles de variabilidad intermedios;
actualmente se emplean en estudios moleculares como c6digos de barras de ADN.
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Estimacion de distancias en las regiones flanqueantes

De los 46 elementos ultraconservados identificados, se estudiaron particularmente 18 re-
giones flanqueantes. El criterio de seleccion se relaciond con el potencial de estos como
marcadores moleculares en estudios filogenéticos. Para ello, se deben cumplir ciertos
criterios como una alta variabilidad y una longitud del fragmento compatible con tecno-
logias de secuenciacién actuales.

Las matrices generadas son una medida del grado de divergencia entre las secuencias; en
promedio, presentan un valor de distancia de 0,06, lo cual indica que son altamente con-
servadas. No obstante, se destaca la extraccidén 0 que presentd valor de distancia de 0,13.
Este fragmento se ubica en el gen codificante matK y su tamaio es de 863 pb (tabla 2).

Tabla 2. Distancias computadas de regiones flanqueantes

Extraccién Longitud Dist. Extraccién Longitud Dist. Ge_rf/
regiéon
0 863 013  matk 9 604 005  rpoB
1 641 005 atpA-RI 10 549 006 P8
2 212 005 atpF-Rl 11 737 006 rbel
3 202 005 RI 12 157 007 PSY
' ' ' rps2 - ' ' ' psbB -
4 716 008 oo, 13 906 004 P
5 603 009  rpoC2 14 814 005  petB
rpoC2 - }
6 537 005 PG 15 274 003 rps3-RI
7 279 007  rpoCt 16 869 004 Vo2
(IRb)
ycf2
8 417 005  rpoB 17 | 635 | 004

RI: regién intergénica; dist.: distancia estimada
Nota: los rangos van de 0 a 1. Entre mayor sea el valor, mayor variabilidad
Fuente: elaboracién propia.

Seglin estas estimaciones, nos encontramos que la mayoria de las regiones flanqueantes
entre los elementos ultraconservados en el grupo de 642 genomas de Fabaceae carecen
de la variabilidad suficiente para ser empleadas como marcadores moleculares. Esto se
confirma al visualizar las topologias generadas y observar un alto nimero de nodos co-
lapsados (figura 2). Sin embargo, la extracciéon 0 es un candidato por considerar en la
identificacién de miembros de la familia Fabaceae, debido a que la topologia que generd
no presentd nodos colapsados. Cabria evaluar su eficiencia en la tipificacion, ya sea a nivel
de género o especie.

Los genes cloroplasticos se encuentran bajo diferentes tipos de seleccion a lo largo del
tiempo: pueden estar bajo seleccidn positiva, y serian los responsables de adaptaciones
funcionales, mientras otros se encuentran bajo seleccién negativa o purificadora, asocian-
dose a funciones esenciales dentro de la maquinaria fotosintética o de autorreplicacién
(Bai et al., 2021).
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La primera conjetura sobre la alta conservacidon obtenida en las distancias se basa en genes
como 1poC2, rpoC1, rps2'y rps3, presentes en las regiones flanqueantes, que se encuentran
bajo seleccidon negativa. Esto refleja una posible presion selectiva por mantener las fun-
ciones de los genes, relacionadas con las subunidades del fotosistema o las subunidades
ribosomales (Li ef al.,2020b). Asimismo, se ha de mencionar que generalmente los analisis
filogenémicos no suelen abordar un niimero grande de géneros (para este caso, n=110).
Por esto, la alta conservacién en las distancias de las regiones flanqueantes se puede atri-
buir a la presién selectiva purificadora dentro de la familia Fabaceae.

Otra posible conjetura por considerar sobre la alta conservaciéon de las regiones flan-
queantes obtenidas para el grupo es lo mencionado por Li ef al. (2020b) y Shi ef al. (2020),
quienes plantean que las regiones codificantes se encuentran con alto nivel de conserva-
cién, en comparacidén con las regiones no codificantes y genes como ycf1, yef2, rpl23, rps3,
1ps18, accD, rpoC1, ycf4 y rpl32, poseen identidad relativamente baja, siendo inversamente
proporcional a su conservacién. Por lo tanto, aumentar el nimero de géneros —y a su
vez de especies— incrementa la conservacion de las regiones flanqueantes obtenidas por
medio de esta aproximacion.

—8|NC 049048:c36548... and 1 other (0,000) |
@|MN202184: c36780 - 36171 |

MN251242:2729 - 3629 and 2 others (0,000)® ]
MN 251243:2742 - 3639 gl
MN251248:2734 - 3632
MN251249:2733 - 3630
MN251246:2735 - 3638

NC 049050:c36644 -
MN936023:c36644 - 36035

NC 049007:c36665 - 36056
VIN251241: 36666 - 36057
[MN202182:c36664 - 36055 |

MN202179:c36665 - 36056
NC 049043:c36751- 36142
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NC 049008:¢36704 - 36095
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MN936022:c 36609 - 36000
NC 036961: 36704 - 36095
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and 1 other (0,000

NC 049046:2735 - 3...

and 1 other (0,000

[NC 049044:2733 - 3...

and 1 other (0,000]

NC 044117:2662 - 3...
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and 1 other (0,000 r
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and 1 other (0,000
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[ NC 049007:2766 - 3...and 3 others (0,000)

Figura 2. Topologias generadas a partir de regiones flanqueantes. Izquierda: nodo colapsado
(extraccién 9, Dist: 0,05). Derecha: nodo que presenta mayor estructura filogenética (extraccion 0,
Dist: 0,13).

Fuente: elaboracién propia.

Conclusiones

El flujo de trabajo permitié identificar 46 regiones ultraconservadas entre 642 genomas,
que se distribuyen principalmente en la regidén de copia tnica grande. Asociadas a estas
46 regiones, se seleccionaron e identificaron 18 regiones flanqueantes. La gran mayoria de
ellas presenta altos niveles de conservacion y topologias con ramas colapsadas en arboles
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filogenéticos. Solo una de las regiones, con una media de distancia entre sus miembros
de 0,13, gener6 un arbol filogenético con estructura sin colapsos, por lo que podria
constituirse como posible marcador molecular para la familia Fabaceae. Se hace entonces
necesario disefar primers y estudios con el fin de evaluar esta regiéon como potencial
marcador molecular.
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