RIDUNAJ

i 1 Universidad Nacional
sitorio Institucional

A J
, Digital UNAJ ARTURO JAURETCHE

J
.- @

Tesinas de Grado

Muriel, Leandro Pablo Nahuel

Aplicacion de herramientas genomicas para el
ensamblaje de cloroplastos de cannabis, su
estudio filogenomico, y la evaluacion de su
potencial utilizacion en estudios de interes
medico-clentifico

2023 Instituto de Ciencias de la Salud

Carrera: Bioquimica

Esta obra esta bajo una Licencia Creative Commons.
Atribucion — No comercial 4.0
https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/

Documento descargado de RID - UNAJ Repositorio Institucional Digital de la Universidad
Nacional Arturo Jauretche

Cita recomendada:

Muriel, L. P. N. (2023). Aplicacién de herramientas genémicas para el ensamblaje de cloroplastos de cannabis,
su estudio filogenémico, y la evaluacion de su potencial utilizacion en estudios de interés médico-cientifico
[Trabajo Final de Grado, Universidad Nacional Arturo Jauretche]. https://rid.unaj.edu.ar/handle/123456789/2955




®
.J Universidad Nacional

ARTURO JAURETCHE

Instituto de Ciencias de la Salud

Bioquimica

Trabajo final.:

“Aplicacion de herramientas genomicas para el
ensamblaje de cloroplastos de cannabis, su estudio
filogenomico, y la evaluacion de su potencial utilizacion

en estudios de interés méedico-cientifico.”

Estudiante: Muriel, Leandro Pablo Nahuel

Director: Mc Carthy, Andrés N.



Agradecimientos

Fueron unos afios muy lindos vividos en esta hermosa facultad, nunca me imagine llegar
a la etapa donde estoy ahora. Todo fue posible por mi familia, pareja, amigos, mascotas

que te ayudaban a relajarte en cada noche de estudio y profesores.

Agradezco a mi mama que me cuido y ayudo durante toda la carrera, siempre me tenia
lista la comida al llegar, me daba la fuerza para seguir y su alegria cada vez que aprobaba
una materia era mucho mas que la mia. Gracias a mis hermanos por ayudarme siempre

en todo cuando lo necesitaba.

Algo muy especial que encontré en la facultad fue a mi pareja que la quiero mucho,
siempre ayudandome en todo lo que podia, me daba animos, me motivaba a estudiar y

mucho mas.

Gracias a mis amigos, por no enojarse cuando no podia juntarme con ellos, en cambio,

me daban apoyo y animo.

Agradezco a mi profesor de tesis por estar siempre en contacto, ayudarme con muy buena

voluntad.

También quiero hacer una mencidon especial a los profesores que he tenido, sin sus
ensefianzas no hubiera logrado estar donde estoy ahora. Y agradezco profundamente al
coordinador de la carrera por siempre darme la oportunidad de seguir con ella, aunque

me inscribiera tarde y me presentara fuera de termino, siempre me tuvo paciencia.

En la vida con esfuerzo y dedicacion todo se puede. Gracias por todo a todos.



Resumen

En varias partes del mundo se sigue teniendo el estigma de que el Cannabis es una droga
ilicita y peligrosa. Se ha estudiado su uso a lo largo de los afios, en diversos campos.
Después del descubrimiento de los receptores cannabinoides y el estudio de la estructura
y componentes del cannabis, surgio el interés del dmbito cientifico para medir sus
capacidades medicinales. Entre estas aplicaciones contamos, por ejemplo, con
tratamientos para trastornos de ansiedad, inhibicion del crecimiento celular en cancer de
cuello uterino, y su utilizacion como antimicrobiano. Por ello, es importante poder
distinguir entre diferentes cepas de Cannabis sativa, debido a que pueden contar con
diversas caracteristicas, como tener mayor potencial medicinal que recreativo o viceversa.
Para este fin se analizara el cloroplasto de esta planta, cuya estructura y genoma estan
altamente conservados con una ligera variabilidad entre especies vegetales. Un método
para lograr una identificacion presuntiva entre las diferentes variedades, es el analisis de
genes especificos (rbcL y matK) del ADN del cloroplasto. Es por ello que en este trabajo
se utilizaron 2 programas bioinformaticos (Getorganelle y NOVOPlasty) para ensamblar
cloroplastos a partir de 12 secuencias de genoma completo de Cannabis sativa, con el fin
de realizar un andlisis comparativo entre ambos programas, como asi también entre los
genes antes mencionados. Los resultados revelan que NOVOPlasty demostro una tasa de
€xito superior en el ensamblaje en comparacion con Getorganelle, logrando ensamblar 11
de los 12 cloroplastos, mientras que el segundo solo alcanzé 10. Cabe destacar que el
unico cloroplasto no ensamblado por NOVOPlasty, fue ensamblado correctamente por
Getorganelle. Con la utilizacion de Bandage para una visualizacion preliminar del
ensamblaje, se vio que un cloroplasto contaba con una cantidad de bases mayor que el
resto, los que dieron iguales entre si. Con los cloroplastos ensamblados correctamente se
anotaron, y localizaron los genes rbcL y matK. El gen rbcL se mantuvo igual en las 12
secuencias, en cambio, el gen matK dio diferente en el cloroplasto con el mayor numero

de bases mencionado anteriormente.
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[- Introduccion

1.1-Canabis sativa

El cannabis se divide en tres especies sativa, indica y ruderalis, pero existe un gran debate
al respecto, y algunos los consideran subespecies de la misma especie parental. Cannabis
sativa es una planta herbacea de floracion anual perteneciente a la familia Cannabaceae
originaria de Asia. Esta muy extendido debido a su adaptacion geo climatica y

ecosistémica, llegando a alturas entre 1 a 6 metros (ilustracion 1). (2)

“Sativa”

[lustracion 1- Cannabis Sativa. Fuente: Biblioteca de botanica y herbarios de la

universidad de Harvard.

1.1.1-Historia

La planta ha sido utilizada durante siglos por diversas culturas, aprovechando sus amplias
propiedades. Desde los inicios de la civilizacion humana registrada, se ha cultivado y
empleado en la confeccion de diversos productos textiles, como fibras vegetales para
tejidos, pasta de celulosa para la fabricacion de papel, cuerdas y sogas, entre otras
aplicaciones. Existen registros del uso en la medicina tradicional que se remontan a
mediados del afio 2700 a.C. (1). El primer uso medicinal del cannabis se lo asocia al
emperador chino Shen Nung en el 2700 a. C. En la cultura asiria (1800 a. C.) se empled
con fines medicinales para el dolor, la epilepsia, la neuralgia y la pediculosis, y en el

Antiguo Egipto (1700 a. C.) se utiliz6 como tratamiento ocular. (23)

Se han encontrado informes en papiros egipcios, entre nativos africanos y en la medicina

popular sudamericana que destacan su aplicacion como antiséptico en el tratamiento de



heridas, hinchazones y en diversas enfermedades como el antrax, la sepsis, la disenteria

y la malaria. (23)

A pesar de sus historicos beneficios medicinales, sus efectos psicoactivos la convirtieron
en una sustancia prohibida y fue incluida en la lista de sustancias ilegales de la

Farmacopea Britanica en 1932 y de la Farmacopea Estadounidense en 1941. (30)

1.1.2- Situacion en Argentina

En Argentina, el cannabis medicinal esta regulado por la Ley 27.350, que establece las
bases para la investigacion médica y cientifica del uso medicinal de la planta y sus
derivados. Esta legislacion ha dado lugar al Programa Nacional para el Estudio y la

Investigacion del uso medicinal de la planta de cannabis, con una serie de objetivos bien

definidos:
e Promover acciones orientadas a garantizar el derecho a la salud.
e Promover medidas de concientizacion para la poblacion en general.

e Establecer guias de asistencia, tratamiento y accesibilidad.

e Garantizar el acceso gratuito al aceite de cafiamo y demas derivados del cannabis
a los pacientes que se inscriban en el Programa.

e Desarrollar alternativas terapéuticas a problemas de salud que no tratan los
tratamientos médicos convencionales.

e Investigar los fines terapéuticos y cientificos de la planta de cannabis y sus
derivados.

e Conocer los efectos secundarios del uso medicinal de la planta de cannabis y sus
derivados y establecer las limitaciones para su uso.

e Fomentar la participacion de pacientes y sus familiares para que aporten su
experiencia, vivencias y métodos usados.

e Brindar asesoramiento, cobertura y seguimiento del tratamiento a los pacientes
que participen del programa.

e Contribuir a la capacitacion continua de profesionales de la salud en el uso

medicinal de la planta de cannabis y sus derivados.

En el ambito del cultivo el Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) y el
Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET) estan

autorizados para llevar a cabo investigaciones médicas y cientificas mediante el cultivo



de cannabis. Asimismo, el Instituto Nacional de Semillas (INASE) regula las condiciones

de produccion, difusion, manejo y acondicionamiento. (3)

1.1.3-Compuestos

Cannabis sativa contiene mas de 100 compuestos quimicos llamados Cannabinoides. (1).
Estos compuestos actiian en los receptores cannabinoides, los cuales estan implicados en
una amplia variedad de procesos fisiologicos, como en la modulacién de la liberacion de
neurotransmisores, la regulacion de la percepcion del dolor, y las funciones

cardiovasculares, gastrointestinales y hepaticas. (31)

1.1.3.1-Receptores y principales cannabinoides

Los dos principales receptores que componen el sistema cannabinoide son el CB1 y CB2.
Estos son proteinas transmembrana, capaces de transmitir una sefial extracelular al
interior de la célula. Los receptores CB1 son metabotropicos, se encuentran con mayor
abundancia en el cerebro, pero también estan en el higado, los pulmones, la musculatura
lisa, el tracto gastrointestinal, las células pancreaticas B, el endotelio vascular, los 6rganos
reproductivos y en el sistema inmunologico (ilustracion 2). Por otro lado, los receptores
CB2 se encuentran ubicados en las células del sistema inmunitario, sistema nervioso
central, las fibras nerviosas de la piel y en los queratinocitos, en las células Oseas,

hepaticas y pancredaticas (ilustracion 2). (31)

&3
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[lustracion 2- Distribucion de receptores CB. Fuente: Fundacion canna



El cannabinoide mas estudiado es el THC, responsable de las propiedades psicoactivas.
El otro cannabinoide principal es el CBD, que carece de propiedades psicoactivas, pero
se cree que tiene propiedades terapéuticas. En general, el THC se encuentra en mayor
concentracion que el CBD. Actualmente, el CBD es el foco de una intensa investigacion

debido a su potencial en varias areas terapéuticas. (2)

Desde la visualizacion estructural y la sintesis del THC e CBD en los afios 1960, junto al
reconocimiento del papel del sistema cannabinoide en la salud y la enfermedad, el interés

cientifico en el Cannabis ha aumentado. (23)

La potencia de los efectos depende de las condiciones de crecimiento, las caracteristicas
genéticas del cannabis, la proporcion de THC con respecto a otros cannabinoides y la
parte de la planta utilizada. Las plantas de cannabis pueden cultivarse selectivamente para

maximizar el contenido de THC o CBD. (24)

1.1.4-Uso medicinal
Aun se investiga el uso del CBD para fines médicos. Asimismo, numerosos hallazgos

prometedores han evidenciado su contribucion positiva a la salud.

1.1.4.1-Apoyo en la superacion de adicciones
Las adicciones por el uso de sustancias son condiciones cronicas recurrentes, y el riesgo
de recaida persiste por muchas razones, como la abstinencia, la susceptibilidad al estrés,

la ansiedad elevada y el control deficiente de los impulsos.

Estudios en modelos animales han revelado que la administracion transdérmica de CBD
atenua la abstinencia y el estrés, sin provocar tolerancia ni efectos sedantes. Después de
la finalizacion del tratamiento, la necesidad del consumo permanecio atenuada hasta 5
meses, a pesar de que el nivel de CBD en plasma y cerebro permanecié detectable

solamente 3 dias. (4)

1.1.4.2 Tratamiento de trastornos de ansiedad

El miedo y la ansiedad son respuestas adaptativas para enfrentar amenazas y para la
supervivencia, pero el exceso de estas puede ser perjudicial para la salud. E1 CBD ha sido
comprobado como un posible tratamiento ansiolitico, respaldado por estudios en
humanos. En dosis orales que oscilan entre 300 y 600 mg, se observa una reduccion en la
ansiedad inducida experimentalmente en controles sanos, y de manera significativa, en

pacientes con trastorno de ansiedad social (TAE). (5)
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1.1.4.3 Inhibicion del crecimiento celular en cancer de cuello uterino

El cancer de cuello uterino representa una gran problematica de salud a nivel mundial,
reportando mas de medio millon de casos nuevos al ano. Estudios recientes han destacado
la capacidad del CBD para detener la proliferacion celular en lineas celulares de cancer
de cuello uterino. Estos resultados sugieren la posibilidad de que el CBD sea una

herramienta valiosa en la busqueda de terapias efectivas para combatir este tipo de cancer
®)

1.1.4.4 Propiedades antibacterianas

La resistencia bacteriana a la terapia antimicrobiana es una preocupacion a nivel mundial.
Las enfermedades infecciosas son la segunda causa de muerte en todo el mundo,
resultando el fallecimiento de 17 millones de personas cada afio a causa de infecciones
bacterianas. La resistencia de multiples bacterias a una o mas clases de antibidticos ha
limitado las opciones para combatir este problema, principalmente debido al bajo numero

de nuevos antibioticos desarrollados y aprobados en las tltimas décadas. (26)

La utilizacion de Cannabis sativa y sus compuestos contra bacterias patogenas, no habia
llamado la atencidon por parte de la comunidad cientifica en comparacién con otras
aplicaciones médicas. Sin embargo, recientemente, se han publicado nuevos estudios
relacionados con los efectos antimicrobianos de los cannabinoides, lo que posiciona a los

extractos de Cannabis como potenciales agentes antimicrobianos. (26)

Los alcaloides, flavonoides, péptidos, taninos y fenoles son conocidos por sus

propiedades antibacterianas y muchos de ellos se encuentran en Cannabis sativa.

Se demostro6 que los cannabinoides mejoran la actividad antimicrobiana de los

antibidticos convencionales contra bacterias resistentes. (27)

Un ejemplo de esto es como CBD mejordé significativamente el efecto antibacteriano de
la eritromicina y la rifampicina contra E. coli VCS257, ademas de potenciar el efecto

antibacteriano de la kanamicina contra S. aureus subsp. aureus Rosenbach. (25)
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1.2- El cloroplasto

1.2.1 - Descripcion y estructura

Los cloroplastos son organelos esenciales presentes en las células vegetales, desempeian
un papel fundamental en procesos energéticos, tales como la fotosintesis, donde la energia
luminica se convierte en energia quimica, procesos de transporte de electrones y

respiracion. (28)

La mayoria de las células vegetales contienen entre 400 y 1.600 cloroplastos. La mayor
concentracion se encuentra en las hojas, debido a su gran importancia en la fotosintesis.

La estructura de los cloroplastos es clave para su funcionalidad (ilustracion 3). Estan
rodeados por una doble membrana, siendo la externa permeable a pequeiias moléculas
organica, mientras que la membrana interna no lo es, contando con proteinas

transportadoras para este fin. (47)

Estroma
Laminilla

ﬁ::::--l“.,:‘\ Tilacoide

— ‘\\ Grana

Membrana interna
Intermembrana

Membrana externa

Granulo de almidon

Glébulo de Ribosoma

lipidos

ADN del cloroplastos

[lustracion 3- Estructura del cloroplasto. Fuente: Atlas de histologia vegetal

El estroma es el compartimento vital donde se alberga el genoma y sirve como espacio
para la transcripcion y traduccion. La sintesis de proteinas es llevada a cabo mediante el

ribosoma 70 S, similares a los presentes en las bacterias. (47)
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1.2.2 - El genoma del cloroplasto

El cloroplasto contiene su propio material genético circular, bicatenario, independiente
del nuclear, con una replicacion semiautonoma durante la division celular. Su genoma se
compone de cuatro regiones bien definidas: una region larga de copia Unica (LSC), una

region corta de copia unica (SSC) y dos regiones repetidas inversas (IR) (ilustracion 4).

Region repetida invertida a
i
r;n:&;RNAK/
23 2
i SR '..—q.‘ -
SENSE ==,

&
&

0 153 8
e <1

Region corta de ’ 53 s -
copia Unica _%‘ Region larga de

copia Unica

40 Tillandsia usneoides

rnS rRNA 158,657 bp
rnd 5 rRNA
mn23 rRNA °

»
= »

e rRNA—/ﬁ‘

2,
2
A

Region repetida invertida b

A
s

[lustracion 4- Genoma de Cloroplasto. Fuente: El otro genoma de las plantas de Espinosa

Barrera

La region LSC es la mas extensa, y en ella alberga genes que codifican para la Rubisco,
responsable de la fijacion de CO2 en la fotosintesis. También se encuentra la ATP sintasa,
necesaria para la produccion de energia y algunos componentes del fotosistema II. Por
otro lado, el SSC es la region mas pequefia del genoma, contiene multiples secuencias
que codifican componentes de NADH deshidrogenasa, necesaria para el acarreo de
electrones durante la fotosintesis. Las IR son dos secuencias que flanqueana SCCy LSC,
caracterizdndose por tener la misma informacidn, y contienen una alta cantidad de
secuencias de ADN repetidas, destacandose la presencia de los genes ribosomales. (28)

El genoma del cloroplasto este compuesto por alrededor de unos 150 genes, incluyendo
aproximadamente 80 proteinas, 30 ARNt y 4 ARNTr. Estos genes se agrupan en operones,
similar a los genomas bacterianos, expresando ARN mensajero policistronico que

posteriormente es clivado. (19)
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Este genoma se encuentra altamente conservado y su estructura (tamafio, contenido y
orden de genes) evoluciona mucho mas lento que el genoma nuclear e incluso el
mitocondrial. Esta elevada conservacion podria deberse a la organizacion de los genes en
operones, como ocurre en los genomas de las cianobacterias, algas verdes y plantas
terrestres. (46)

En la célula, la cantidad de copias de la secuencia de DNA del cloroplasto supera al DNA
nuclear, reflejando la mayor cantidad relativa del plasmido. Debido a su naturaleza no
recombinante, mayor proporcion en las células, herencia materna y tasas de mutacion
bajas, gran parte de la investigacion gendmica se ha focalizado en el genoma del

cloroplasto.

1.2.3-Teoria endosimbidtica

El origen de los cloroplastos se explica mediante la teoria endosimbidtica.

Esta sostiene que los cloroplastos derivan de una cianobacteria fotosintética ancestral de
vida libre que fue fagocitada por una célula eucaridtica no fotosintética, estableciendo
una relacion de endosimbiosis. La asociacion permitioé que estos eucariotas adquirieran la
capacidad de realizar la fotosintesis, convirtiéndose finalmente en los cloroplastos.

A medida que la célula hospedadora y las cianobacterias simbiontes evolucionaron de
manera conjunta, estas tltimas perdieron su autonomia. El genoma del cloroplasto esta
compuesto por aproximadamente 150 genes, considerablemente inferior al de las

cianobacterias actuales, que poseen entre 2.000 a 3000 genes. (14)

Esta discrepancia pone en manifiesto una dependencia creciente del cloroplasto hacia el
hospedador, poniendo en evidencia el traspaso de los genes del cloroplasto al nucleo. La
mayoria de las proteinas que desempefian funciones en el organelo son codificadas por
genes del genoma nuclear, sintetizadas en el citoplasma y transportadas posteriormente
al cloroplasto. En cuanto a los genes que se han conservado en el cloroplasto, mayormente

estan relacionados con la expresion de sus propios genes y con procesos fotometabdlicos.
(14)

1.2.4- Codigo de barras

Por las caracteristicas del cloroplasto, ha sido el foco de estudio en anélisis evolutivos,
analisis filogenomicos y estudios de diversidad entre especies. Una herramienta eficaz y
ampliamente utilizada que permite la identificacion rdpida y precisa de plantas,

analogamente a un codigo de barras para las especies vegetales.
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Estos “codigos de barras” vegetales implican el uso estandarizado de una o varias
regiones de ADN con el objetivo de proporcionar una identificacion de especies rapida,

precisa y automatizable. (29)

En el 2009, el Grupo de Trabajo de Plantas del Consorcio para el Codigo de Barras de la
Vida (CBOL) public6é un metaanalisis de la eficiencia de los principales marcadores de

cddigos de barras, recomendando dos regiones del cloroplasto matK y rbcL. (22)

El gen rbcL codifica la subunidad més grande de la rubisco, una enzima fundamental para
la adaptacion de las plantas a las variaciones en las concentraciones de CO2. Este gen fue
propuesto como un fragmento de codigo de barras por su caracteristica de universalidad
en los cloroplastos, su facil amplificacion y comparabilidad. Su tasa de evolucion es baja
complicando la diferenciacion entre individuos de la misma especie, pero presenta

resultados favorables a nivel de género. (33)

El gen matK estd ampliamente presente en las plantas, localizandose en el intrén #7nk,
que codifica una proteina involucrada en el empalme de intrones del Grupo II. La
secuencia matK es uno de los genes de mas rapida evolucidn, con una tasa 2 a 3 veces
mayor que rbcL, teniendo una buena tasa de éxito en la diferenciacion entre individuos

de la misma especie. (33)

1.3-Importancia y aplicacion del estudio genomico
La identificacion genética de diversas cepas de cannabis sativa es fundamental para el
control de calidad en un mercado en crecimiento no regulado, intereses industriales y para

un uso medicinal eficaz y especifico. (10)

Se han desarrollado cepas con bajo contenido en cannabinoides psicoactivos y alto
contenido en CBD con un potencial uso terapéutico. Ademas, se han desarrollado otras
cepas con diferentes relaciones de THC/CBD, segun el uso y caracteristicas deseadas.

(40)

El analisis comparativo de las secuencias rbcL y matK entre diferentes cloroplastos daria
las pautas para identificar la planta y ubicarla correctamente en el arbol genealogico
correspondiente. Ademas, permitiria potencialmente distinguir el tipo de cannabis y

prever las posibles caracteristicas potenciales que podria presentar.

15



2- Objetivos

e Adquirir conocimiento en la busqueda de genomas secuenciados, y aprender a
utilizar los programas de ensamblaje.

e Realizar una comparacion del flujo de trabajo y de los resultados generados por
los programas de ensamblaje NOVOPlasty y GetOrganelle.

e Realizar anotaciones de los cloroplastos ensamblados, y localizar los genes rbcL
y matK.

e Analizar posibles diferencias en la secuencia de nucledtidos de los genes rbcL y

matK.
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3- Materiales y métodos

3.1-Secuenciacion de ADN

La determinacion del orden de los &cidos nucleicos es un componente fundamental en
diversos campos de investigacion. A lo largo de los ultimos cincuenta afios, numerosos
investigadores se han dedicado a desarrollar técnicas y tecnologias para facilitar esta
tarea. En este periodo de tiempo, la tecnologia experimento grandes avances, transitando
desde la secuenciacion corta y lenta de oligonucleotidos hasta la secuenciacion rapida del
genoma completo. (35)

En la actualidad conviven 3 generaciones de secuenciacion de DNA: primera generacion,
segunda generacion y tercera generacion.

3.1-Método de primera generacion

En 1977, se desarrolld el método de Sanger, considerado de primera generacion. Este
método utiliza el enfoque de secuenciacion por sintesis de una cadena de ADN marcada
radiactivamente, complementaria a una cadena molde, mediante la utilizacion de la
técnica de terminacion de cadena dideoxi. La metodologia, como se observa en la
ilustracion 5, se basa en la utilizacion de 4 tubos. En cada uno de ellos, ocurre una reaccion
de PCR para cada tipo diferente de nucledtido marcado. Para la realizacion de estas
reacciones se requiere dNTPs, ddNTPs y los primers complementarios a la cadena molde,
que sirven como iniciadores para la polimerasa termorresistente. La polimerasa va
amplificando y uniendo dNTPs hasta la incorporacion de forma aleatoria de un ddNTPs,
lo que finaliza la amplificacion. Este proceso se realiza simultdneamente en los 4 tubos,
generando fragmentos de diferentes tamafios. (46)

La lectura se lleva a cabo mediante electroforesis en gel de agarosa, donde las muestras
son separadas en distintas columnas. Los fragmentos de menor tamafio se desplazan a
mayor velocidad que los fragmentos de mayor de tamafio, ubicandose en la parte inferior
del gel. Finalmente, se arma la secuencia siguiendo el orden de abajo hacia arriba del gel,

donde cada marca corresponde a un nucledtido. (46)
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[lustracion 5- Pasos del método de Sanger. Fuente: Filogenomica principios,

oportunidades y dificultades de la filogenia

El método experimento mejoras, las cuales incluyeron la sustitucion de los ddNTPs
marcados con radioactividad por una deteccion basada en fluorometria. Esta modificacion
posibilita que la reaccidon ocurra en un solo recipiente en lugar de cuatro. Ademas, se
implement6 la electroforesis capilar para aumentar la velocidad del proceso. Ambas
mejoras contribuyeron al desarrollo de méaquinas de secuenciacion de ADN cada vez mas

automatizadas. (35)

3.2-Método de segunda generacion

3.2.1-Cobertura y profundidad

Existen dos conceptos fundamentales para entender el proceso y los resultados de las
pruebas basadas en tecnologias de segunda generacion: cobertura y profundidad.

La cobertura se refiere al porcentaje de bases del genoma de referencia que estan siendo
secuenciada. Por otro lado, la profundidad representa el nimero promedio de veces que

cada base es secuenciada en los fragmentos de ADN (ilustracion 6). (34)
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Ilustracion 6- Concepto cobertura y profundidad. Fuente: Secuenciacion de nueva

generacion (NGS): Presente y futuro en la practica clinica.

3.2.2-Metodologia Illumina

[llumina es la compaiiia lider a nivel mundial en el desarrollo de tecnologias para la
secuenciacion masiva. Esta tecnologia se basa en la secuenciacién por sintesis, esta
ampliamente adoptada, y es responsable de generar mas del 90% de los datos de
secuenciacion del mundo. El flujo de trabajo consta de 3 pasos basicos. (50)

3.2.2.1 Preparacion de la Biblioteca

La biblioteca de secuenciacidon se prepara mediante la fragmentacion aleatoria de la
muestra de DNA o cDNA con ondas sonoras o enzimas en fragmentos de entre 200 a 800
pares de bases. Posteriormente, se realiza una ligacion de adaptadores en ambos extremos
5'y 3', formando asi la biblioteca de secuenciacion (ilustracion 7). Estos adaptadores son

secuencias conocidas, y son esenciales para la amplificacion e identificacion posterior.
(50)

Preparacion de la libreria

Genoma de DNA

l Fragmentacion

Adaptadores  m— —m

l Ligacion

T
e .
T —
secuenciacion  EEEEE——
R e————

Biblioteca de

La biblicteca NGS se prepara fragmentando una muestra de ADNg y
ligando adaptadores especializados a ambos extremos del fragmento

[lustracion 7- Preparacion de la libreria. Fuente: Principios basicos de la secuenciacion

de nueva generacion.
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3.2.2.2 Generacion de Clusters

La biblioteca se carga en una celda de flujo donde los fragmentos son capturados por una
capa de oligonucledtidos unidos a la superficie, ya que estos son complementarios a los
adaptadores de la biblioteca (ilustracion 8-A). La polimerasa inicia el proceso de
amplificacion de la hebra de ADN, sintetizando la hebra complementaria. Luego, se
produce la desnaturalizacion del ADNds y se elimina por lavado el ADN original

(ilustracion 8-B). (50)

La hebra se pliega sobre si misma, y el adaptador libre se ancla a su respectiva secuencia
complementaria de oligonucleétido, adopta asi una forma de puente. La polimerasa
sintetiza la hebra complementaria al puente, el cual posteriormente se desnaturaliza. Se
obtienen asi dos hebras ADNSss (ilustracion 8-C). Este proceso se repite una gran cantidad
de veces, ocurriendo simultdneamente en millones de grupos, lo que da como resultado
amplificaciones clonales de los fragmentos (ilustracion 8-D). Después de la
amplificacion, los ADNds se desnaturalizan y se lava una de las cadenas, en este ejemplo
la cadena R, mientras la F forma los clusters. Se bloquean los oligonucleotidos libres para
evitar que sean un iniciador de polimerizacion. Y se prosigue a la secuenciacion

(ilustracion 8-E). (50)

. : l| l n l ‘| i

AN
i N

ol W

[lustracion 8- Amplificacion método illumina. Fuente: Filogenomica: principios,

oportunidades y dificultades de la filogenia
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3.2.2.3-Secuenciacion

[llumina utiliza un método patentado basado en nucledtidos con una modificacion

quimica, conocida como terminadores reversibles, que evita la union de mas de un

nucleotido marcado en cada sitio de reaccion. Cada vez que una base se adhiere, emite

una sefal de fluorescencia propia que permite su identificacion. El marcador debe ser

removido antes de la incorporacion del siguiente nucleoétido para evitar que las sefiales se

solapen. Este paso se repite simultineamente en todas las hebras y clusters de forma

paralela, hasta completar la secuenciacion de la primera cadena.

Luego se retira el bloqueo de los oligonucleotidos, se forman nuevamente los clusters v,

en esta ocasion, se elimina la cadena F. Se procede a secuenciar la cadena R.

Finalmente, los datos se exportan a un archivo de salida en formato PE para su futuro uso

(ilustracion 9). (34)

Secuenciacién
i L
P
2 la

Ciclos de J??
secuenciacion W
1N

-

1

° Imagen
digital

Los datos se exportan a un archivo l

de salida
Cluster 1 > Read 1: GAGT..
Cluster 2 > Read 2: TTGA...
Cluster 3 > Read 3: CTAG..
Cluster 4 > Read 4: ATAC...

‘4*';‘

Archivo
de texto

[lustracion 9. Secuenciacion. Fuente: Principios basicos de la secuenciacion de nueva

generacion
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3.2.2.4- Secuenciacion de Lecturas Pareadas

Un avance importante en la tecnologia de secuenciacion ocurrié con el desarrollo de la
secuenciacion de lecturas pareadas (PE). Implica secuenciar ambos extremos de los
fragmentos de ADN de una biblioteca y alinear las lecturas como pares de lecturas.
Ademas de producir el doble de la cantidad de lecturas en el mismo tiempo y esfuerzo,
las PE permiten una mayor precision y la capacidad de detectar inserciones o deleciones,

lo que no es posible con datos de lecturas individuales. (45)

3.3 - Métodos de tercera generacion

Las cortas longitudes de lectura del método Illumina hacen que sea poco adecuado para
abordar algunos problemas bioldgicos particulares, como el ensamblaje y determinacion
de regiones genomicas complejas.

Las tecnologias de tercera generacion utilizan fragmentos de gran tamafio (>10 Kb).
Aunque esta técnica pueda ser rapida y permitir lecturas de fragmentos mas extensos,

presenta una alta tasa de error (>5%), lo que puede afectar el analisis.

3.3.1 Metodologia SMRT de Pacific Biosciences (PacBio)

A diferencia de Illumina, la secuenciacion de una sola molécula en tiempo real (SMRT)
es un método que no requiere una pausa entre los pasos de lectura. Utiliza longitudes mas
extensas de DNA y no requiere una amplificacion clonal.

En primer lugar, se crea una libreria SMRTbell, que implica la fragmentacion del DNA
de interés y union de adaptadores a ambos extremos para formar el SMRTbell (Ilustracion
10). A continuacion, se agrega la DNA polimerasa junto al primer complementario a los

adaptadores. (37)
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[lustracion 10- SMRTbell. Fuente: Introduccion a SMRTbell preparacion temprana.

En cada ZMW (pozos microscopicos), se inmoviliza una tnica DNA polimerasa en la
parte inferior junto a su SMRTbell (ilustracion 10). Se le agrega los cuatro nucleotidos
marcados con diferentes indicadores de fluorescencia, para obtener espectros de emision

diferenciados. (37)
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Tlustracion 11- Placa con ZMW. Fuente: Secuenciadores de ADN miniaturizados PacBio.

A medida que la polimerasa agrega bases, se produce una excitacion y emision diferente
para cada tipo de nucleotido (ilustracion 12). Posteriormente, se elimina el marcador y se

incorpora otra base, repitiendo el ciclo hasta la finalizacion de la secuenciacion. (37)

[lustracion 12- Excitacion y emision de sefial. Fuente: Secuenciadores de ADN

miniaturizados PacBio

3.4- Estrategia Simultianea

Las fortalezas y debilidades de la secuenciacion illumina y SMRT son complementarias,
lo que llevo al desarrollo de una estrategia de secuenciacion simultanea integrando ambas
técnicas. Estos enfoques a menudo implican el uso de datos de lectura cortas de alto
rendimiento y alta precision de illumina, para corregir errores en las lecturas largas y

reducir la cantidad de datos de secuencia de lectura larga que son costosas.
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Las lecturas largas de SMRT pueden proporcionar alineamientos y detecciones confiables
de variantes genomicas, mientras que las lecturas cortas refinan las alineaciones y

ensamblajes. (37)

3.5-Fuente de datos de secuenciacion

El Centro Nacional para la Informacion Biotecnoldgica (NCBI) es parte de la Biblioteca
Nacional de Medicina de Estados Unidos, una rama de los Institutos Nacionales de Salud
(NIH). Almacena y constantemente actualiza la informacién relacionada con las
secuencias gendmicas, ademas cuenta con un indice de articulos cientificos referentes a
biomedicina, biotecnologia, bioquimica, etc. (39)

En la actualidad cuenta con mas de 25.000.000 secuencias gendmicas cargadas, donde
mas de 19.000.000 son de lectura pareada. La mayoria de las secuenciaciones

almacenadas son realizadas mediante la metodologia de Illumina.

3.6-Ensamblaje del genoma

El proceso de descifrar la secuencia gendémica a partir de fragmentos de ADN, junto con
alguna informacion adicional disponible como referencia, se denomina ensamblaje de
genoma. Este procedimiento es fundamental para comprender la organizacion y

estructura genética de un organismo, ya sea una bacteria, planta, animal o humano.

Las estrategias para el ensamblaje se pueden dividir en dos categorias: ensamblaje por
comparacion, que utiliza un genoma como referencia; y ensamblaje de novo, en el cual
se utiliza solo la informacion obtenida de la secuenciacion para reconstruir el genoma en

cuestion, sin conocimiento previo de la organizacion del mismo. (41)

El ensamblaje gendmico enfrenta desafios, como la presencia de secuencias repetitivas,
variaciones genéticas y errores en los datos de secuenciacion. Estos factores pueden
complicar la tarea de reconstruir de manera precisa y completa el genoma de un

organismo. (38)

Hay dos rutas generales para el ensamblaje de un genoma. Una consiste en usar una ruta
personalizada, requiriendo la combinacion de varios programas bioinformaticos de forma
individual. Estos programas cumplen funciones como la de filtrar datos, generar
alineamientos, ensamblar secuencias, realizar busquedas de coincidencia, anotacion de

genes, etc. La segunda forma es utilizar ensambladores especializados. Estos
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ensambladores agrupan un conjunto de programas bioinformaticos para un uso directo y

rapido. (41)

Existe una gran cantidad de ensambladores, los que se van a utilizar en este trabajo son
los dos de codigo libre mas utilizadas actualmente en la literatura cientifica especializada:

GetOrganelle y NOVOPlasty.

3.6.1-Getorganelle

GetOrganelle es un conjunto de herramientas de ltima generacion para ensamblar con
precision genomas de organelos a partir de datos de secuenciacion del genoma completo
(WGS). Este conjunto integra Bowtie2, BLAST y SPAdes. Ademas, trabaja en conjunto

con el programa Bandage para una visualizacion preliminar del grafico de ensamblaje.
(7)

3.6.1.1-Bowtie2

Bowtie2 es una herramienta utilizada para alinear las lecturas de secuenciacion con
secuencias de referencia, a este procedimiento se lo denomina mapeado. Admite tanta
alineacion de lectura simple y de lecturas pareadas. Genera un archivo de alineamiento
en un formato SAM compatible con una gran cantidad de otras herramientas
bioinformaticas. Es a menudo el primer paso en la iniciaciéon de los proyectos de

ensamblaje y en los procesos de gendmica comparativa. (36)

3.6.1.2-BLAST
BLAST es una herramienta de busqueda de similitud que compara secuencias de
nucleoétidos o proteinas con bases de datos de secuencias caracterizadas, y calcula la

importancia estadistica de las coincidencias, para asi poder inferir su funcion. (49)

3.6.1.3-SPAdes
SPAdes es una popular herramienta de ensamblaje de codigo abierto utilizada para la
reconstruccion del genoma de novo a partir de lecturas de secuenciacion de WGS. Admite

la utilizacion de lecturas pareadas como de lecturas simples. (9)

3.6.1.4-Bandage

Bandage es una herramienta bioinformatica para la visualizacion de gréaficos de
ensamblaje y para obtener informacion basica estructural. Trabaja en conjunto con
Getorganelle, ya que este genera un grafico de ensamblaje al terminar el proceso, para

una visualizacion preliminar. (43)
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3.6.2-Flujo de trabajo de Getorganelle

3.6.2.1-Proceso estandar

El proceso estandar inicia con la ejecucion de una instruccion que activa el conjunto de

herramientas las cuales incluyen Bowtie2, BLAST y SPAdes.

En primera instancia, se utiliza Bowtie2 para asociar las secuencias totales con una base
de datos semilla (referencia). Esta semilla puede consistir en el genoma completo de un
organelo de referencia o fragmentos del mismo. Las secuencias asociadas con las
semillas, se ensamblan de manera basica y se tratan como una nueva semilla, actuando
como "cebos" para el reclutamiento (pesca) de lecturas. Este proceso se repite de forma
iterativa el numero solicitado de veces necesario para cada proyecto. Estas iteraciones son
fundamentales, ya que refuerzan la informacion con mas secuencias, para un correcto

ensamblaje futuro (ilustracion 13, flecha 2). (7)

A continuacion, se empleard SPAdes, que utiliza las lecturas mapeadas por bowtie2 para
generar el ensamble de novo del cloroplasto. Este ensamblaje comprendera tanto las
regiones correctamente ensambladas del organelo, como otras regiones no deseadas, que

incluyen el DNA nuclear y mitocondrial (ilustracion 13, flecha 3).

Posteriormente, se empleara BLAST, el cual utiliza una base de datos de genes de
cloroplastos para realizar una busqueda de similitud en las secuencias ensambladas. Las
secuencias que muestran similitud significativa se conservan, mientras que aquellas que
no estan relacionados se eliminan (ilustracion 13, flecha 4). Generando una anotacion
basica que incluye el numero de bases en cada region del cloroplasto (SCL, SSC y IR).
Luego se procedera con el analisis del resultado del ensamblaje (ilustracion 13, flecha 5).
Dentro de los resultados, Getorganelle proporciona un archivo para la visualizacion
preliminar del grafico de ensamblaje con el programa Bandage. En caso de un correcto
ensamblaje el procedimiento concluye, en cambio, ante un ensamblaje incorrecto, se

procede a utilizar otra ruta de Getorganelle. (7)
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Tustracion 13- Flujo de trabajo basico de Getorganelle. Fuente: Getorganelle a fast and

versatile toolkit

3.6.2.2-Segunda ruta

La segunda ruta consta de dos partes:

e La primera parte comienza a partir del ensamblaje crudo realizado por SPAdes

(ilustracion 14, flecha 1). Se utiliza un nuevo comando con la funcién de extraer

el genoma del cloroplasto del grafico de ensamblaje, utilizando un genoma de

referencia proporcionado por el programa, al mismo tiempo eliminando los

genomas restantes, y anotando de forma basica con BLAST (ilustracion 14, flecha

2). Si el ensamblaje es satisfactorio, el procedimiento concluye, por el contrario,

sino es correcto, se prosigue con la segunda parte (ilustracion 14, flecha 4). (7)

e La segunda parte se lleva a cabo mediante un nuevo comando, el cual utiliza el

resultado anterior para unir los fragmentos de secuencias, usando de referencia un

genoma de cloroplasto aportado por el usuario. (Ilustracion 14, flecha 5). El

resultado puede ser satisfactorio o insatisfactorio. (7)
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Ilustracion 14- Flujo de trabajo secundario. Fuente: Getorganelle a fast and versatile

toolkit

3.6.2-NOVOPlasty

NOVOPIlasty es una herramienta de ensamblaje que se basa en la utilizacion inicial de
una semilla (genoma de referencia). La semilla puede ser una secuencia de lectura, un
gen conservado o incluso un genoma completo de un organelo de una especie distante.
Previamente a la utilizacion del ensamblador, el archivo WGS debe ser pretratado, ya que

el ensamblador no lo puede utilizar en su estado completo. (15)

A diferencia de Getorganalle, que posee el conjunto de herramientas necesarias para el
ensamblaje incorporado, Novoplasty no cuenta con un conjunto integrado y tampoco
trabaja en conjunto con Bandage. Es necesario armar un flujo de trabajo especifico; para

este trabajo se utilizaran Bowtie2 y Samtools. (15)

3.6.2.1-Samtools
Samtools es un conjunto de herramientas disefiada para interactuar con los datos de
secuenciacion. Ofrece funcionalidades que permiten la lectura, escritura, edicion,

indexacion y visualizacion de las secuencias. (6)
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3.6.3-Flujo de trabajo de Novoplasty

Antes de utilizar Novoplasty, el objetivo es obtener las secuencias del organelo en
formato de secuencia pareada (PE) a partir del conjunto de lecturas de genoma completo.
Se emplea Bowtie2 para mapear las lecturas utilizando una semilla con una relacion

cercana al organelo a ensamblar.

Posteriormente se utilizara Samtools en una serie de procesos, que abarcan desde la
limpieza del mapeado para eliminar las secuencias no relacionadas con la semilla de
referencia, hasta la preparacion de las lecturas pareadas del genoma del cloroplasto para

su uso en NOVOPlasty.

Después del pretratamiento, se avanza hacia el ensamblaje. Inicialmente, cada lectura se
almacena en tablas hash (memorias) con una identificacidon tnica, permitiendo un acceso

rapido a las mismas (ilustracion 15, A).

El proceso de ensamblaje no se inicia directamente con la secuencia semilla. En cambio,
esta semilla recluta una secuencia altamente afin dentro de todas las lecturas. La lectura
reclutada se puede considerar como la primera secuencia ensamblada, y a partir de ella,
el ensamblaje se extiende de manera iterativa en ambas direcciones. Para una mejor

comprension, en la ilustracion 15 se representa en un solo sentido. (15)

A Tablas Hash B

- -
* Read3 - * D3 Secuencia Read Start [~

ensamblada Extension

\ 4
D ATC C

S .
ATCGACG Verificacion de
ATCGACGTGATCT 5 3 Secuenda
ATCAACGTGATCTAGCA la orientacion blad
Extension arccaccicarciacea I ensamblada
ATCGACGTGTTCTAGCATC
: ATCGACGTGATCTAGCATCG «
Secuencia ATCGACGTGATCTAGCATCG
extendida ATCGACGTGATCTAGCATCCAA

Consenso ATCGACGTGATCTAGCA Lecturas pareadas

[lustracion 15- Flujo de trabajo NOVOPlasty. Fuente: Novoplasty orgénulos a partir de

datos de genoma completo

Se agrupan las lecturas que son relativamente similares a la secuencia reclutada, y se
almacena la informacion de la secuencia de inicio de lectura en tablas hash para su

posterior utilizacion (Read Start) (Ilustracion 15 B).
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Antes de proceder con la nueva extension, se verifica la correcta posicion del ensamblaje

anterior utilizando las lecturas pareadas. (Ilustracion 15 C)

Una vez realizada la verificacion y en caso de ser exitosa, se continua con la extension.
Se reclutan nuevamente las secuencias similares y se organizan rapidamente segun sus
inicios de lectura guardados. Estas se alinean y, si se observa alguna diferencia en algiin
nucleotido, se resuelve mediante consenso entre las lecturas superpuestas (Ilustracion 15
D). En caso de que haya la misma cantidad de diferencias, se generaran dos ensamblajes,
uno para cada opcion de consenso. A diferencia de la mayoria de los ensambladores,
NOVOPlasty no busca ensamblar cada lectura individual; en cambio, extiende el
ensamblaje hasta que se forme el genoma circular. La circularizacion ocurre cuando
ambos extremos se superponen en al menos 200 pares de bases. Si se detecta una region

repetitiva, la circularizacion se pospondra hasta que el conjunto salga de dicha region.
(15)

3.7- Anotacion genémica

La anotacion de un genoma se refiere a la tarea de identificar y asignar funciones a

los distintos elementos presentes en la secuencia genética de un organismo.

Este proceso puede dividirse conceptualmente en dos etapas: anotacion estructural y
anotacion funcional. La anotacidn estructural se centra en encontrar genes y sitios con
relevancia bioldgica, determinando sus posiciones en el genoma y su estructura, como
regiones intronicas y sitios de splicing. En contra-parte, la anotacion funcional busca
determinar las funciones y toda la informacion bioldgica relevante de cada uno de los

sitios anotados en la primera etapa.

En este trabajo, se emplearon las herramientas GeSeq para la anotacion, y OGDRAW
para la visualizacion de los resultados. Ambas herramientas estan disponibles en el

servidor de Chlorobox.

3.7.1-GeSeq

GeSeq es una herramienta de anotacion online disefiada para la anotacion de secuencias
de organelos de plantas. Sin embargo, con un conjunto de referencia apropiado, también
puede anotar genomas de mitocondrias, como la de los mamiferos. Utiliza los resultados
de los ensamblajes y métodos de anotacion basados en homologia, donde compara las
secuencias ensambladas con un genoma de cloroplasto de referencia proporcionado por

la biblioteca del NCBI o cargado por el mismo usuario. Estos métodos parten del supuesto
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de que secuencias muy similares deben desempefiar las mismas funciones en especies
distintas, ya que provienen de un ancestro comun y han sido sometidas a los mismos
procesos evolutivos. La efectividad de la anotacion aumenta a medida que el genoma de

referencia tenga una estrecha relacion con el cloroplasto ensamblado. (44)

3.7.2-OGDRAW

Es una herramienta ampliamente utilizada para dibujar mapas de graficos de genomas de
organelos. Antes de su creacion los mapas a menudo se dibujaban manualmente, carecian
de un disefio homogéneo y eran inconsistentes en la visualizacion de las caracteristicas.

(42)

3.8- Alineacion de secuencias

Obtener informacion de la similitud o diferencia entre dos secuencias es importante para
inferir relaciones estructurales, funcionales o evolutivas. En este contexto, se emplea la
herramienta de alineacion online VectorBuilder, que permite la comparacion entre dos
secuencias, ya sea a nivel de ADN o proteinas, ademas de brindar informacion de la

presencia de gaps. (51)
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4-Flujo de trabajo y resultados
En primer lugar, se seleccionaron de manera aleatoria 12 secuenciaciones de genoma
completo (WGS) de Cannabis Sativa de la biblioteca del NCBI, que cumplan con las

siguientes caracteristicas:

e Estar secuenciado con el método de ilumina.
e Seguir una estrategia de genoma completo

e El disefio debe ser de lecturas pareadas.

En la tabla 1 se muestra el numero de serie del NCBI y el tamafio de cada archivo.

Numero de serie NCBI | Tamaiio del archivo
SRR20856300 4,2GB
SRR20856307 2,2GB
SRR24187772 2,7GB
SRR24187773 2,4GB
SRR24187777 3Gb
SRR24187779 2,9GB
SRR24187783 2,5GB
SRR24187784 2,5GB
SRR20856281 3,5GB
SRR20856286 2,6GB
SRR20856296 1,3GB
SRR20856258 1.6Gb

Tabla 1- Numero se serie y tamaiio de las secuencias WGS

En todos los casos se procedi6 al ensamblaje del cloroplasto, primero con Getorganelle y
después con NOVOPlasty. A los 12 WGS se les aplico el método estandar de
Getorganelle, y se verifico su eventual correcto ensamblaje evaluando el grafico
preliminar mediante Bandage. De todos los ensamblajes realizados con el primer método
de Getorganelle, solamente tres no dieron resultados satisfactorios, por lo que para estos

casos se procedio al segundo método disponible para este ensamblador.

Un ensamblaje correcto de cloroplasto se observa en la ilustracion 16-A, correspondiente

al genoma SRR20856300, el cual forma una estructura de dos bucles unidos. Por otro

32



lado, para el genoma SRR20856258 en la ilustracion 16-B, se observa una considerable
cantidad de secuencias separadas, indicando un ensamblaje insatisfactorio. Todos los
ensamblajes correctos de los cloroplastos comparten la misma estructura de dos bucles

unidos. Se ilustra una como ejemplo.

A) SRR20856300 B) 5&320856258 q

— L —

— 58
84.284 bp
114)5x

261010,bp
23813

Zga0ibo
44444

[lustracion 16- Visualizacion del ensamblaje preliminar utilizando Bandage. A)

Ensamblaje correcto B) Ensamblaje incorrecto

A partir de los ensamblajes crudos realizados por SPAdes sobre estos tres genomas
incorrectamente ensamblados por la primera estrategia de Getorganelle, se llevo a cabo
la primera parte del segundo método, que consistio en la extraccion del genoma del
cloroplasto del grafico de ensamblaje. Se prosiguidé a su visualizacion preliminar con

Bandage, obteniendo resultados insatisfactorios en los tres casos.

Se realiz6 la segunda parte del segundo método, con el uso del resultado previo y un
cloroplasto de cannabis sativa de referencia obtenido del NCBI, el cual sirvié como guia

para las uniones de las secuencias.

En la ilustracion 17 se puede observar el genoma SRR20856286, desde el ensamblaje en
crudo hasta la conclusion del segundo método, para el cual Getorganelle no logré un

ensamblaje satisfactorio.

En el genoma SRR20856296, también se observo que el ensamblaje no fue satisfactorio;
sin embargo, a diferencia del caso anterior, se pudieron visualizar fragmentos mas

extendidos de secuencia de ADN, tal como se muestra en la ilustracion 18.

Por ultimo, como se observa en la ilustracion 19, para el genoma SRR20856258 se
alcanz6 un ensamblaje satisfactorio al visualizar la estructura de dos bucles unidos. Es
decir, se observa el genoma del cloroplasto. Tambien se encuentran restos de fragmentos

de ADN que pueden ser eliminados.
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a) b)

[lustracion 17- Utilizacion del segundo método en SRR20855686- A) Ensamblaje Crudo.
B) Luego de la primera parte del método. C) Luego de la segunda parte del método

©)

[ustracion 18- Utilizacion del segundo método en SRR20856296. A) Ensamblaje Crudo.

B) Luego de la primera parte del método. C) Luego de la segunda parte del método
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a) b)

c)

[lustracion 17- Utilizacion del segundo método en SRR20856258. A) Ensamblaje Crudo.
B) Luego de la primera parte del método. C) Luego de la segunda parte del método

De cada grafico preliminar donde el ensamblaje se realiz6 correctamente, se recopilaron
datos sobre el tamafio de los pares de bases de cada fragmento del cloroplasto (tabla 3).
Se observa una diferencia en el tamafio del cloroplasto SRR20856300 en sus regiones

LSCy SSC en comparacion con los demas.

Paralelamente, se procedio a realizar los ensamblajes de los 12 cloroplastos de las

muestras mediante el flujo de trabajo personalizado de NOVOPlasty (ilustracion 20).
7N 77N
\

{
Secuencia de genoma Bowtie2 | > Samiodis | P NOVOPlast Resultado del
completo (WGS) ’ Y ensamblaje

|

\ / \ /
\ /

\\J// \\ e

[lustracion 20- Flujo de trabajo NOVOPlasty

El proceso comenzo con el uso de Bowtie2, que mapeo los fragmentos de secuencia del
genoma completo con un cloroplasto de cannabis sativa de referencia descargado del
banco de datos del NCBI. Al finalizar el proceso, se obtuvo un archivo en formato SAM

que contenia tanto las secuencias mapeadas como el resto del genoma de la célula.
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Posteriormente, se utilizd6 Samtools para llevar a cabo varios procedimientos, iniciando

con la eliminacion de las secuencias no mapeadas y preparando correctamente el archivo

para su utilizacion por NOVOPlasty.

Antes de proseguir con el ensamblaje, se indico el cloroplasto de referencia a utilizar y el

tamano de cada fragmento secuenciado, esta informacidon ayuda a mejorar el proceso. Se

realiz6 el ensamblaje del cloroplasto de los doce genomas.

Los resultados de todos los ensamblajes de cloroplastos para cada WGS se presentan en

la tabla 2 y el porcentaje en la ilustracion 21.

Ensamblaje
Numero de Getorganelle
serie NCBI | Getotganelle | Segundo método - Segundo método - | NOVOPlasty
basico primera parte segunda parte

SRR20856300 | Logrado - - Logrado
SRR20856307 | Logrado - - Logrado
SRR24187772 | Logrado - - Logrado
SRR24187773 | Logrado - - Logrado
SRR24187777 | Logrado - - Logrado
SRR24187779 | Logrado - - Logrado
SRR24187783 | Logrado - - Logrado
SRR24187784 | Logrado - - Logrado
SRR20856281 | Logrado - - Logrado
SRR20856286 Fallo Fallo Fallo Logrado
SRR20856296 Fallo Fallo Fallo Logrado
SRR20856258 Fallo Fallo Logrado Fallo

Tabla 2- Resultados de los ensamblajes realizados por Getorganelle y NOVOPlasty
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A) B)

Ensamblaje insatisfactorio
16.7%

Ensamblaje insatisfactorio
8.3%

Ensamblaje satisfactorio Ensamblaje satisfactorio
83.3% 91.7%

[lustracion 21- Porcentaje de ensamblaje de los 12 WGS. A) Getorganelle B)
NOVOPlasty

Némero de sric Tamafio de bases estimado con Bandage
b Region larga de copia|Region corta de copia|Region repetida
unica (LSC) unica (SSC) invertida x2 (IR)
SRR20856300 84284 18049 26010
SRR20856307 84277 18031 26010
SRR24187772 84277 18031 26010
SRR24187773 84277 18031 26010
SRR24187777 84277 18031 26010
SRR24187779 84227 18031 26010
SRR24187783 84277 18031 26010
SRR24187784 84277 18031 26010
SRR20856281 84277 18031 26010
SRR20856286 - - -
SRR20856296 - - -
SRR20856258 84277 18031 26010

Tabla 3- Numero de bases estimado de cada parte del Cloroplasto de los WGS utilizados.
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Se realizo la anotacion de los cloroplastos ensamblados correctamente con la herramienta
GeSeq y se visualizo con OGDRAW. En la ilustracion 22, generada del ensamblaje de
SRR20856300, se pueden observar todos los genes del cloroplasto, y la estructura
cuatripartida del mismo. Es importante destacar que este grafico se mantiene igual tanto

para el ensamblaje realizado con Getorganelle como para el realizado por NOVOPlasty.

En todas las anotaciones de las secuencias ensambladas para todos los cloroplastos
estudiados se observaron las mismas estructuras y distribucion de genes, por este motivo

se ilustra solamente uno como ejemplo.

881738+%2C

chloroplast genome
153,893 bp

[ phatosysioe |

B protcaysiam 1l

B cytochrnme b1 complax
B ATP synihase

D) NADH gehydrogenass
B Rubsp GO lnrge subunit
Tl phatesystem assenbiy/siabiity Fscon
I RNA polymerase

|0 ribasamal probeins {SSU)

B rivesomal prosesns {LSU)
[ trarsher ANAS

W ethor gores
IOl hypathetical chiaroplast reading frames fycl)

[lustracion 22- Mapa del genoma completo del cloroplasto de cannabis sativa
SRR20856300. Los genes representados en el interior del circulo se transcriben en sentido
de las agujas del reloj, mientras que los representados en el exterior se transcriben en
sentido contrario. En el centro del circulo se representa la variacion en el contenido en

G+C del genoma.
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En las anotaciones, se pueden identificar los genes utilizados en los estudios

filogenomicos, como el gen rbcL (ilustracion 23) y el gen matK (ilustracion 24).

petD* ‘ 881738'!' %ZC

llustracion 24- Localizacion del gen matK en la anotacion del genoma
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La herramienta GeSeq proporciona la oportunidad de visualizar la secuencia de
nucleotidos utilizada para la anotacion de cada gen. Aprovechando esta capacidad,
buscamos y obtenemos las secuencias de los genes matK y rbcL de cada uno del

cloroplasto, con el fin de realizar un analisis comparativo.

Se inicio la comparacion de las secuencias entre el cloroplasto SRR24187772 y
SRR20856307, realizando una alineacion con la pagina VectorBuilder para determinar la
similitud entre los genes matK, encontrandose idénticos. (ilustracién 27). En cambio, en
la comparacion de las secuencias entre los cloroplastos SRR20856300 y SRR24187772,

se observo una diferencia en el gen matK del cloroplasto SRR20856300. (ilustracion 28).

Se realizo el mismo procedimiento para el gen rbcL de los tres cloroplastos, resultando

ser todas las alineaciones iguales (ilustracion 29 y 30).

De los doce cloroplastos analizados, se constatd que en once presentaban secuencias de
nucleotidos idénticas para el gen matK, y todas iguales para gen rbcL. Para facilitar la
exposicion, se optd por ilustrar la comparacion de tres secuencias de cloroplastos
(Ilustracidon 25 y 26): el diferente en su secuencia matK y otros dos idénticos, abarcando

todas las posibilidades comparativas.
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A)

B)

)

[lustracion 25- Secuencia del gen matK. A) SRR2085

[} TCATTCATAATTGACCAGATCGTTGATGCAAAAAATATC CAAATACCARATTCGCCCTTTATATAACCTCCGCAAAGTGGAATAAGTTCTTGGAAAAATC
1 ARAGAAAGAACCTCTTCTTCCTCCGTAAAGAATTCGTCCAATAATTCTGAACCCAATCTTTTTAAAAAAGTGCGTACAGTACTTTTATGTTTACGAGCCA
2 AAGTTTTAACACAGGAAAGT CGAAGTATATATTTTACTCGATACAAACTCTTTTTTTTGGAAGCTCCGCTGTAATAATGAAAAAGATTTCTGCATATACG
3 CGCAAATCGATCGATAATATCAAAATCTGATAAATCGGCCCAAGTCGACTTACTAAGGGGCTGCCCTACTACGT TACAAAATTTCATTTTAGCCAACGAT
4 CCAATCAGAGGACTAATTGAAATTAATGTATCGATCTTCTTCATAGCATTATCCATTAGAAATGAATTTTCTAGCATTTGACTCCGTACTACTGAAAGAT
5 TTATTCGCATACTTGAAAGATAGCCCAAAAAGCCAAAGGCATGCTTGGATAATTGGTTTATCGAAATACTTCCTGCTTGAGACCATACATAARAATGGCA
6 TTGCCATAAATGGACAAGATAAAATTTCCATTTATTCATCAAAAGAGGCATATCCTTTGATGCTAGAATTGATTTTCCTTGATATCTAACATAATGTATC
7 ACGAGATCCTGAAAGAACCATAGGTTAGT CGGAAAATCATCAGCAAATACTTCTTTTACGGGATGTTTCATTTTTCCATAGAAATATATTCGCTCAAAAA
8 AGCCTTCAGAGGATGTTAATCGTAAATGAGAAGATTGGTTACGGAGAAAAAGTAAGATGGATTCATATTCACAAACATAAGAATTATACAGGAACAAAAA
9 GAATCTTGGATTACTTTTTGAAAAAAACGAAATAGATTTTTTTGGAATACGAATACGAAATCTATTCCAACTATAATACTCATGAAGAAAAAGCCGTAAT
18 AAATGCAAAGAAGAGACATCTTTTACCCAGTAACGAAGGGTTTGAACTAAGATTTCCAGATGAATGGGGTAGGGTATTAGTACATCTGATACATAATTTA
11 AATGGGGGAATTTGTCCTCGAAAAAAGGAAATGTTGAATGAATTGATTGTAAATTATAATATTTTACTAATTCTGTCCCTTTTAAAGAAGATACTAATCG
12 TAGGGAAAATGGAATTTCCACAACGACTGCAAATCCCTCTGATATCATTTGAGAAAAAAAAAATTTGTTGTACCCAAARACTGGATTTTGGTTTGAATCA
13 TTAGCGGAAATAATCAAATGATTCTGTTGATACATTCGAGAAATTAAACGTTTTACAATTAGTAAACTAGATTTATTGTCATAACCTACATTTTCCAACA
14 AATTTGATTTATTTCTATTTAAACCATGATCATGAACAAATGTATAAATATACTCCCGAAAGATAAGTGGGTATAGGAGGTCATGTTGCCAAGATCTATC
15  TAGTTCTAAATATCCTTGAAATTCTGTCAT

] TCATTCATAATTGACCAGATCGTTGATGCAAAAAATATCCAAATACCAAATTCGCCCTTTATATAACCTCCGCAAAGTGGAATAAGTTCTTGGAAAAATC
1 AAAGAAAGAACCTCTTCTTCCTCCGTARAGAATTCGTCCAATAATTCTGAACCCAATCTTTTTAAAAAAGTGCGTACAGTACTTTTATGTTTACGAGCCA
2 AAGTTTTAACACAGGAAAGTCGAAGTATATATTTTACTCGATACAAACTCTTTTTTTTGGAAGCTCCGCTGTAATAATGAAARAGATTTCTGCATATACG
3 CGCAAATCGATCGATAATATCAAAATCTGATAAATCGGCCCAAGTCGACTTACTAAGGGGCTGCCCTACTACGTTACAAAATTTCATTTTAGCCAACGAT
4 CCAATCAGAGGACTAATTGAAATTAATGTATCGATCTTCTTCATAGCATTATCCATTAGAAATGAATTTTCTAGCATTTGACTCCGTACTACTGAAAGAT
5 TTATTCGCATACTTGAAAGATAGCCCAAAAAGCCAAAGGCATGCTTGGATAATTGGTTTATCGAAATACTTCCTGCTTGAGACCATACATAAAAATGGCA
6 TTGCCATAAATGGACAAGATAAAATTTCCATTTATTCATCAAAAGAGGCATATCCTTTGATGCTAGAATTGATTTTCCTTGATATCTAACATAATGTATC
7 ACGAGATCCTGAAAGAACCATAGGTTAGTCGGAAAAT CATCAGCAAATACTTCTTTTACGGGATGTTTCATTTTTCCATAGAAATATATTCGCTCAAAAA
8 AGCCTTCAGAGGATGTTAATCGTAAATGAGAAGATTGGT TACGGAGAAAAAGTAAGATGGATTCATATTCACAAACATAAGAATTATACAGGAACAAAAA
9 GAATCTTGGATTACTTTTTGAAAAAAACGAAATAGATTTTTTTGGAATACGAAATCTATTCCAACTATAATACTCATGAAGAAAAAGCCGTAATAAATGC
10 AAAGAAGAGACATCTTTTACCCAGTAACGAAGGGTTTGAACTAAGATTTCCAGATGAATGGGGTAGGGTATTAGTACATCTGATACATAATTTAAATGGG
11 GGAATTTGTCCTCGAAAAAAGGAAATGTTGAATGAATTGATTGTAAATTATAATATTTTACTAATTCTGTCCCTTTTAAAGAAGATACTAATCGTAGGGA
12 AAATGGAATTTCCACAACGACTGCAAATCCCTCTGATATCATTTGAGAAAAAAAAAATTTGTTGTACCCAAAAACTGGATTTTGGTTTGAATCATTAGCG
13 GAAATAATCAAATGATTCTGTTGATACATTCGAGAAATTAAACGTTTTACAATTAGTAAACTAGATTTATTGTCATAACCTACATTTTCCAACARATTTG
14 ATTTATTTCTATTTAAACCATGATCATGAACAAATGTATAAATATACTCCCGAAAGATAAGTGGGTATAGGAGGTCATGTTGCCAAGATCTATCTAGTTC
15  TAAATATCCTTGAAATTCTGTCAT

] TCATTCATAATTGACCAGATCGTTGATGCAAAAAATATCCAAATACCAAATTCGCCCTTTATATAACCTCCGCAAAGTGGAATAAGTTCTTGGAAAAATC
1 AAAGAAAGAACCTCTTCTTCCTCCOTARAGAATTCGTCCAATAATTCTGAACCCAATCTTTTTAAAAAAGTGCGTACAGTACTTTTATGTTTACGAGCCA
2 AAGTTTTAACACAGGAAAGTCGAAGTATATATTTTACTCGATACAAACTCTTTTTTTTGGAAGCTCCGCTGTAATAATGAAARAGATTTCTGCATATACG
3 CGCAMATCGATCGATAATATCAAAATCTGATAAATCGGCCCAAGTCGACTTACTAAGGGGCTGCCCTACTACGTTACAAAATTTCATTTTAGCCAACGAT
4 CCAATCAGAGGACTAATTGAAATTAATGTATCGATCTTCTTCATAGCATTATCCATTAGAAATGAATTTTCTAGCATTTGACTCCGTACTACTGAAAGAT
5 TTATTCGCATACTTGAAAGATAGCCCAAAAAGCCAAAGGCATGCTTGGATAATTGGTTTATCGAAATACTTCCTGCTTGAGACCATACATAAAAATGGCA
6 TTGCCATAAATGGACAAGATAAAATTTCCATTTATTCATCAAAAGAGGCATATCCTTTGATGCTAGAATTGATTTTCCTTGATATCTAACATAATGTATC
7 ACGAGATCCTGAAAGAACCATAGGTTAGTCGGAARAT CATCAGCAAATACTTCTTTTACGGGATGTTTCATTTTTCCATAGAAATATATTCGCTCAAAAA
8 AGCCTTCAGAGGATGTTAATCGTAAATGAGAAGATTGGTTACGGAGAAAAAGTAAGATGGATTCATATTCACAAACATAAGAATTATACAGGAACAAAAA
9 GAATCTTGGATTACTTTTTGAAAAAAACGAAATAGATTTTTTTGGAATACGAAATCTATTCCAACTATAATACTCATGAAGAAAAAGCCGTAATAAATGL
10 AAAGAAGAGACATCTTTTACCCAGTAACGAAGGGTTTGAACTAAGATTTCCAGATGAATGGGGTAGGGTATTAGTACATCTGATACATAATTTAAATGGG
11 GGAATTTGTCCTCGAAAAAAGGAAATGTTGAATGAATTGATTGTAAATTATAATATTTTACTAATTCTGTCCCTTTTAAAGAAGATACTAATCGTAGGGA
12 AAATGGAATTTCCACAACGACTGCAAATCCCTCTGATATCATTTGAGAAAAAAAAAATTTGTTGTACCCAAAAACTGGATTTTGGTTTGAATCATTAGCG
13 GAAATAATCAAATGATTCTGTTGATACATTCGAGAAATTAAACGTTTTACAATTAGTAAACTAGATTTATTGTCATAACCTACATTTTCCAACARATTTG
14 ATTTATTTCTATTTAAACCATGATCATGAACAAATGTATAAATATACTCCCGAAAGATAAGTGGGTATAGGAGGTCATGTTGCCAAGATCTATCTAGTTC
15  TAAATATCCTTGAAATTCTGTCAT

SRR20856307.

A)

B)

©)

ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGCAAGTGTTGGATTCAAAGCTGGTGT TAAAGATTATAAATTGACTTATTACACTCCGGAATATCAAACCAAAGATA
CTGATATCTTGGCAGCATTTCGAGTAACTCCTCAACCTGGAGTTCCCCCTGAAGAAGCAGGGGCTGCGGTAGCTGCTGAATCTTCTACTGGTACATGGAC
AACTGTATGGACTGATGGGCTTACCAGCCTTGATCGCTACAAAGGTCGATGCTACCACATCGAGCCCGTTGCTGGAGAAGAAAATCAATTTATTGCTTAT
GTAGCTTATCCCTTAGACCTTTTTGAAGAAGGTTCTGTTACTAACATGTTTACTTCCATTGTGGGTAATGTATT TGGGTTCAAGGCCCTGCGCGCTCTAC
GTCTGGAAGATTTGAGAATCCCTACTTCTTATACTAAAACTTTCCAAGGTCCGCCTCATGGGATCCAAGTTGAGAGAGATAAATTGAACAAGTATGGTCG
CCCACTATTGGGATGTACTATTAAACCTAAATTGGGGTTATCCGCTAAGAATTACGGTAGAGCAGTTTATGAATGTCTTCGCGGTGGACTTGATTTTACC
AAAGATGATGAGAACGTAAATTCCCAACCATTTATGCGTTGGAGAGACCGTTTCTTATTTTGTGCAGAAGCAATTTATAAATCACAGTCTGAAACAGGGG
AAATCAAAGGACATTACTTGAATGCTACTGCAGGTACATGTGAAGAAATGATGAAAAGGGCTGTATTTGCCAGAGAATTGGGAGTTCCTATCGTAATGCA
TGATTACTTAACAGGAGGATTCACTGCAAATACTAGTCTGGCTCATTATTGTCGAGATAATGGTCTACTTCTTCACATCCACCGTGCAATGCATGCGGTT
ATTGATAGACAAAAGAATCATGGTATACACTTCCGTGTACTAGCTAAAGCGTTACGTATGTCTGGTGGAGATCATATCCATTCAGGTACTGTAGTAGGTA
AACTTGAAGGGGAAAGAGAAAT CACTTTAGGCTTTGTTGATTTACTACGTGATGATTTTATTGAAAAAGAT CGAAGCCGTGGTATTTATTTCACTCAAGA
TTGGGTCTCTCTACCAGGTGTTCTGCCTGTGGCTTCAGGGGGTATTCACGTTTGGCATATGCCTGCTTTGACCGAGATCTTTGGAGATGATTCCGTACTA
CAATTTGGTGGAGGAACTTTAGGACATCCTTGGGGAAATGCACCCGGTGCTGTCGCTAATCGAGTAGCTCTAGAAGCATGTGTACAAGCTCGTAATGAGG
GACGTGATCTTGCTCGTGAGGGTAATGAAATTATTCGTGAGGCTTGTAAATGGAGTCCTGAACTAGCTGCTGCTTGTGAAGTTTGGAAGGAAATCAAATT
TGAATTTGAAGCAATGGATACGTTGTAA

ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGCAAGTGTTGGATTCAAAGCTGGTGT TAAAGATTATAAATTGACTTATTACACTCCGGAATATCAAACCAAAGATA
CTGATATCTTGGCAGCATTTCGAGTAACTCCTCAACCTGGAGTTCCCCCTGAAGAAGCAGGGGCTGCGGTAGCTGCTGAATCTTCTACTGGTACATGGAC
AACTGTATGGACTGATGGGCTTACCAGCCTTGATCGCTACAAAGGTCGATGCTACCACATCGAGCCCGTTGCTGGAGAAGAAAATCAATTTATTGCTTAT
GTAGCTTATCCCTTAGACCTTTTTGAAGAAGGTTCTGTTACTAACATGTTTACTTCCATTGTGGGTAATGTATTTGGGTTCAAGGCCCTGCGCGCTCTAC
GTCTGGAAGATTTGAGAATCCCTACTTCTTATACTAAAACTTTCCAAGGTCCGCCTCATGGGATCCAAGTTGAGAGAGATAAATTGAACAAGTATGGTCG
CCCACTATTGGGATGTACTATTAAACCTAAATTGGGGTTATCCGCTAAGAATTACGGTAGAGCAGTTTATGAATGTCTTCGCGGTGGACTTGATTTTACC
AAAGATGATGAGAACGTAAATTCCCAACCATTTATGCGTTGGAGAGACCGTTTCTTATTTTGTGCAGAAGCAAT TTATAAATCACAGTCTGAAACAGGGG
AAATCAAAGGACATTACTTGAATGCTACTGCAGGTACATGTGAAGAAATGATGAAAAGGGCTGTATTTGCCAGAGAATTGEGAGTTCCTATCGTAATGCA
TGATTACTTAACAGGAGGATTCACTGCAAATACTAGTCTGGCTCATTATTGTCGAGATAATGGTCTACTTCTTCACATCCACCGTGCAATGCATGCGGTT
ATTGATAGACAAAAGAATCATGGTATACACTTCCGTGTACTAGCTAAAGCGTTACGTATGTCTGGTGGAGATCATATCCATTCAGGTACTGTAGTAGGTA
AACTTGAAGGGGAAAGAGAAATCACTTTAGGCTTTGTTGATTTACTACGTGATGATTTTATTGAAAAAGATCGAAGCCGTGGTATTTATTTCACTCAAGA
TTGGGTCTCTCTACCAGGTGTTCTGCCTGTGGCTTCAGGGGGTATTCACGTTTGGCATATGCCTGCTTTGACCGAGATCTTTGGAGATGATTCCGTACTA
CAATTTGGTGGAGGAACTTTAGGACATCCTTGGGGAAATGCACCCGGTGCTGTCGCTAATCGAGTAGCTCTAGAAGCATGTGTACAAGCTCGTAATGAGG
GACGTGATCTTGCTCGTGAGGGTAATGAAATTATTCGTGAGGCTTGTAAATGGAGT CCTGAACTAGCTGCTGCTTGTGAAGTTTGGAAGGAAATCAAATT
TGAATTTGAAGCAATGGATACGTTGTAA

ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGCAAGTGTTGGATTCAAAGCTGGTGTTAAAGATTATAAATTGACTTATTACACTCCGGAATATCAAACCAAAGATA
CTGATATCTTGGCAGCATTTCGAGTAACTCCTCAACCTGGAGTTCCCCCTGAAGAAGCAGGGGCTGCGGTAGCTGCTGAATCTTCTACTGGTACATGGAC
AACTGTATGGACTGATGGGCTTACCAGCCTTGATCGCTACAAAGGTCGATGCTACCACATCGAGCCCGTTGCTGGAGAAGAAAATCAATTTATTGCTTAT
GTAGCTTATCCCTTAGACCTTTTTGAAGAAGGTTCTGTTACTAACATGTTTACTTCCATTGTGGGTAATGTATTTGGGTTCAAGGCCCTGCGCGCTCTAC
GTCTGGAAGATTTGAGAATCCCTACTTCTTATACTAAAACTTTCCAAGGTCCGCCTCATGGGATCCAAGTTGAGAGAGATAAATTGAACAAGTATGGTCG
CCCACTATTGGGATGTACTATTAAACCTAAATTGGGGTTATCCGCTAAGAATTACGGTAGAGCAGTTTATGAATGTCTTCGCGGTGGACTTGATTTTACC
AAAGATGATGAGAACGTAAATTCCCAACCATTTATGCGTTGGAGAGACCGTTTCTTATTTTGTGCAGAAGCAATTTATAAATCACAGTCTGAAACAGGGG
AAATCAAAGGACATTACTTGAATGCTACTGCAGGTACATGTGAAGAAATGATGAAAAGGGCTGTATTTGCCAGAGAATTGGGAGTTCCTATCGTAATGCA
TGATTACTTAACAGGAGGATTCACTGCAAATACTAGTCTGGCTCATTATTGTCGAGATAATGGTCTACTTCTTCACATCCACCGTGCAATGCATGCGGTT
ATTGATAGACAAAAGAATCATGGTATACACTTCCGTGTACTAGCTAAAGCGTTACGTATGTCTGGTGGAGATCATATCCATTCAGGTACTGTAGTAGGTA
AACTTGAAGGGGAAAGAGAAATCACTTTAGGCTTTGTTGATTTACTACGTGATGATTTTATTGAAAAAGATCGAAGCCGTGGTATTTATTTCACTCAAGA
TTGGGTCTCTCTACCAGGTGTTCTGCCTGTGGCTTCAGGGGGTATTCACGTTTGGCATATGCCTGCTTTGACCGAGATCTTTGGAGATGATTCCGTACTA
CAATTTGGTGGAGGAACTTTAGGACATCCTTGGGGAAATGCACCCGGTGCTGTCGCTAATCGAGTAGCTCTAGAAGCATGTGTACAAGCTCGTAATGAGG
GACGTGATCTTGCTCGTGAGEGTAATGAAATTATTCGTGAGGCTTGTAAATGGAGT CCTGAACTAGCTGCTGCTTGTGAAGTTTGGAAGGAAATCAAATT
TGAATTTGAAGCAATGGATACGTTGTAA

6300. B) SRR24187772. C)

[lustracion 26- Secuencia del gen rbcL A) SRR20856300 B) SRR24187772 C)
SRR20856307
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[lustracion 28- Comparacion del gen matK del cloroplasto SRR208556300 con el

cloroplasto SRR24187772
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Secuencia | SRR205856307-Lectura: 1428pb
Secuencia 2 SRR24187772-Lectura;:1428ph

Similaridad: 1428/1428 (100.00%)
Gaps: (/1428 (0.00%)
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5-Conclusion

El conocimiento sobre el manejo de programas bioinformaticos de ensamblaje, anotacion

y alineamiento, es una herramienta de gran relevancia para el estudio de genomas.

Los resultados indican que NOVOPlasty tuvo, para la muestra reducida abordada en el
presente estudio, una tasa mayor de éxito en el ensamblaje que Getorganelle, pudiendo
ensamblar 11 de los 12 cloroplastos, mientras que Getorganelle solamente 10. Sin
embargo, cabe destacar que el unico cloroplasto no ensamblado por NOVOPlasty, fue
ensamblado correctamente por Getorganelle. Podemos inferir por lo tanto que es
necesario en la actualidad disponer del uso de los principales ensambladores disponibles

a fin de contar con una mayor posibilidad de un proceso exitoso.

El cloroplasto del genoma de Cannabis Sativa SRR20856300, presenta un tamafio mayor
en sus regiones LSC y SSC, ademés de contar con una variaciéon en el gen matk en
comparacion con los otros cloroplastos. Esto podria ser un indicio de que esta cepa sea el
pariente mas lejano del subgrupo bajo estudio, aunque esta afirmacion no es concluyente

y requiere de un estudio filogendémico mas detallado y extenso.

A partir de la experticia obtenida en el presente trabajo, se propone proyectar un
subsiguiente estudio de la diferenciacion del cannabis con el fin de realizar un posterior
analisis filogendmico, con la expectativa de aportar a la eventual diferenciacion entre

cepas de cannabis con mayores propiedades de uso médico de otras con fines recreativos.
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