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El olmo comun (Ulmus minor) es una especie emblematica del territorio
espafiol, en situacion comprometida desde el siglo XX por la enfermedad de la
grafiosis. Para facilitar los esfuerzos de restauracién y conservacion de esta
especie, este trabajo acomete la creacibn de una version preliminar del
genoma de U. minor mediante el ensamblaje de novo de las lecturas largas de
secuenciacion (PacBio). Se utilizé6 el programa de ensamblaje Canu y se
obtuvo un ensamblaje con 67.706 contigs, un tamafio total de 1,09 Gb y un
valor del estadistico N50 de 57 Kb. En paralelo, se procedi6é a otro ensamblaje
mediante el programa Falcon, si bien no se pudo obtener un ensamblaje
completo, posiblemente porque la cobertura inicial de las lecturas (29x) fue
insuficiente. No obstante, esta version preliminar se considera vital para la
comprension del proceso a escala general, detectar deficiencias y por tanto
articular una estrategia solida de ensamblaje a futuro con el fin de generar un
primer genoma de referencia de calidad aceptable para la especie U. minor.




Jorge Pallarés Zazo Trabajo Final de Méster

Abstract (in English, 250 words or less):

The common elm (Ulmus minor) is emblematic species of the Spanish territory,
compromised since the 20" century by the Dutch elm disease. In order to
facilitate the restoration and conservation efforts on this species, this work aims
to obtain a preliminary draft genome of U. minor by the assembly of long
sequencing reads (PacBio). Assembly software Canu was used to generate
67.706 contigs with a total size of 1,09 Gpb and an N50 statistic value of 57 Kb.
Likewise, software Falcon was employed, although a complete assembly could
not be obtained, possibly because the initial coverage of the reads (29x) was
insufficient. Nevertheless, this preliminary version is considered vital to better
understand the process on a general scale, to detect pitfalls, and thus to
articulate a robust assembly strategy for the future to generate a genome of
standard quality for U. minor.
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1 Resumen

El olmo comdn (Ulmus minor) es una especie emblematica del territorio
espanfol, en situacion comprometida desde el siglo XX por la enfermedad de la
grafiosis. Para facilitar los esfuerzos de restauracién y conservacién de esta
especie, este trabajo acomete la creacion de una version preliminar del
genoma de U. minor mediante el ensamblaje de novo de las lecturas largas de
secuenciacion (PacBio). Se utiliz6 el programa de ensamblaje Canu y se
obtuvo un ensamblaje con 67.706 contigs, un tamafio total de 1,09 Gp y un
valor del estadistico N50 de 57 Kb. En paralelo, se procedi6é a otro ensamblaje
mediante el programa Falcon, si bien no se pudo obtener un ensamblaje
completo, posiblemente porque la cobertura inicial de las lecturas (29x) fue
insuficiente. No obstante, esta version preliminar se considera vital para la
comprension del proceso a escala general, detectar deficiencias y por tanto
articular una estrategia solida de ensamblaje a futuro con el fin de generar un
primer genoma de referencia de calidad aceptable para la especie U. minor.
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2 Introduccioén

El género Ulmus incluye unas 40 especies! con una amplia distribucién
circumboreal, desde las zonas mas elevadas de los tropicos hasta las regiones
templadas del hemisferio norte, principalmente en el norte de Asia, América del
Norte y Europa.

En su dia, los olmos fueron especies protagonistas de las masas forestales
mixtas de frondosas, dominando principalmente sobre los ecosistemas riparios
y en las llanuras aluviales?. Se les considera especies clave de los habitats
donde se establecen ya que conforman multitud de asociaciones con un gran
nimero de organismos. Estudios como los de Hans M. Heybroek?, informan de
la existencia de 79 especies de insectos especializados en los olmos en una
sola regién de Europa.

Desde la antigiedad, los olmos han prestado importantes servicios al ser
humano, entre otros la madera de buena calidad. Asimismo, se utilizaba en la
ganaderia, ya que sus hojas se utilizaban como suplemento alimenticio durante
las estaciones mas secas; y en la agricultura, por su morfologia 6ptima para el
soporte de la vid*. Ademas, son cominmente utilizados en la restauracién de
suelos, por sus caracteristicas Optimas para la bioacumulacién de elementos
potencialmente téxicos®.

El uso constante de los olmos y la frugalidad en cuanto a sus requerimientos
edaficos permitié que su propagacion en el medio natural se hiciese de forma
masiva llegando incluso al ambito urbano-rural. En beneficio de su porte, el
olmo se utilizaba como elemento central para proporcionar sombra en los
lugares de reunion publica. Se puede comprobar la importancia cultural de los
olmos en el pasado viendo el nimero de plazas y demas toponimos donde
aparece su nombre?.

En la actualidad, las poblaciones de olmos estan muy degradadas debido al
impacto negativo de los cambios inducidos por el hombre en los ecosistemas
riberefios, y a las pandemias sucesivas provocadas por dos patégenos del
género Ophiostoma. Ambos se consideran los causantes directos de la
enfermedad de la grafiosis: el hongo Ophiostoma-ulmi, provocé la primera
pandemia; y seguidamente Ophiostoma novo-ulmi, mas virulento que el
anterior, fue el agente causal de la segunda, y actual pandemia. Las redes de
comercio propiciaron la rapida expansiéon de O. novo-ulmi a escala mundial,
devastando principalmente las poblaciones europeas de olmo®, ya que los
olmos americanos fueron diezmados por O. ulmi. La enfermedad de la grafiosis
ha provocado uno de los mayores impactos conocidos en el mundo vegetal, y
se estima que en la actualidad solo se puede observar el 1% de los
ecosistemas dominados por los olmos en el pasado’.

En Europa se pueden encontrar tres especies de olmo: Ulmus glabra Huds.,
Ulmus laevis Pall. y Ulmus minor Mill. Las tres especies son muy susceptibles a
la enfermedad, aunque su afectacidbn en campo oscila en gran medida en
funcidén de factores geograficos y climaticos. El vector de la enfermedad de la
grafiosis es un insecto perforador de la madera de la familia Curculionidae
(subfamilia Scolytinae), que encuentra sus condiciones Optimas para el
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desarrollo en latitudes medias. Parece concordar la baja afeccion encontrada
en la especie U. glabra con la escasez de insectos vectores en las zonas
septentrionales donde se establece. Las poblaciones de U. laevis han podido
afrontar la enfermedad gracias a sus caracteristicas anatémicas de la madera,
pues resulta poco atractiva para el insecto vector?. Sin embargo, el tercer olmo
autoctono, U. minor (olmo comuan), es el mas abundante en las zonas de
latitudes meridionales donde los patdgenos se encuentran en condiciones
Optimas para su desarrollo y expansion. La Peninsula Ibérica, reldne las
condiciones climéticas para el desarrollo tanto del hongo como del insecto
vector, y es uno de los territorios donde el U. minor se encontraba mas
ampliamente distribuido. Dadas estas premisas, se puede llegar a la conclusion
de que en la Peninsula Ibérica la especie U. minor se encontraba en una
situacion de maxima preocupacion.

Ante la situacion critica de la especie, en 1986 nace el “Programa espariol para
la evaluacién y conservacién de los recursos genéticos de los olmos y la
obtencién de individuos resistentes a la grafiosis”, focalizado en dos objetivos
claramente definidos:

- Conservar los recursos genéticos: abarca el proceso desde la
recogida de muestras de los ejemplares en campo para Ssu
caracterizacion genética y posterior propagacion, hasta la plantacién
de estos ejemplares una vez propagados en parcelas de
conservacion y bancos clonales.

- Obtener individuos resistentes: se inicia con la inoculacién del
hongo Ophiostoma novo-ulmi en los ejemplares conservados de
cuatro afios de edad y una altura superior a los 2 metros para testar
su tolerancia a la enfermedad. Ademas, se realizan cruces
controlados entre distintos genotipos para estudiar la heredabilidad
en la descendencia de la resistencia a la enfermedad.

El programa ofrece un modelo de actuacién biolégico completo de un
patosistema forestal para las poblaciones de especies comprometidas. Hoy en
dia la supervivencia del olmo comun esta garantizada por la presencia de siete
genotipos catalogados como resistentes. Aun asi, la especie esta condicionada
por la falta de diversidad, y necesariamente se debe incluir un nimero mayor
de genotipos resistentes (asi como cruces de gentotipos resistentes con
susceptibles que alcancen el umbral minimo para su catalogacibn como
“resistente a la grafiosis”) para asegurar la supervivencia natural de la especie.

Con el objetivo de continuar la linea de investigacion sobre la especie y su
resistencia a la enfermedad, se ha propuesto un nuevo enfoque fundamentado
en la secuenciacion y ensamblaje de novo del primer genoma del olmo, con
potencial para convertirse en el genoma de referencia del género. Para ello se
ha elegido a uno de los genotipos catalogados como resistente (en concreto el
genotipo V-AD2 procedente de la region de Ademuz, Valencia). Hasta hoy, se
han realizado varios estudios genéticos en relacion a las especies de olmos,
sin embargo hay muy poca informacion disponible en comparacion con otras
especies caducifolias de la misma distribucién®, ya que la mayoria de los
estudios se han limitado a la clasificacion de las especies de olmo en sus
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respectivos subgéneros (subgénero. Ulmus y subgénero Oreoptelea). Las
clasificaciones se basan en técnicas de citometria de flujo que estiman el
tamafio medio del genoma, pues la diferencia del tamafio entre ambos
subgéneros es significativa. En 2007 Loureiro y colaboradores®, concluyeron
que la especie U. minor, del subgénero Ulmus, tiene un tamafio aproximado del
genoma de unos 4.25 pg/2C° (2C hace referencia a especies diploides), siendo
1 pg DNA equivalente a 978 millones de pares de bases de nucleotidos (Mb).

La complejidad de secuenciar un genoma, en cuanto a tiempo y recursos
econdmicos, ha disminuido gracias al acelerado avance tecnoldgico que
habilita las técnicas de secuenciacion de lectura larga. Aun asi, sigue siendo un
proceso minucioso que engloba varios procedimientos de laboratorio pues
supone la secuenciacion del ADN de todos los cromosomas de un organismo,
asi como el contenido en él de mitocondrias y, en el caso de las especies
vegetales, plastidos. Esta valiosa informacion, demanda amplios recursos
computacionales y econdémicos, restringiendo asi la escala de trabajo a
potentes grupos de investigacion. Entre el INIA (Instituto Nacional de
Tecnologia Agraria y Alimentaria) y el grupo de investigacion “Genética,
Fisiologia e Historia Forestal” (UPM) se reunen los recursos necesarios para
abordar el estudio.

2.1 Contexto y justificacion del Trabajo
2.1.1 Descripcion general

Este trabajo incluye desde el proceso de filtrado y pulido de las secuencias,
hasta el ensamblaje final de éstas para conformar el primer genoma de la
especie Ulmus minor.

El estudio se inicia con el filtrado de las secuencias y su posterior ensamblaje
mediante la tecnologia Pacific Biosciences (PacBio); y posteriormente
conseguir el pulido final a raiz de las secuencias en formato llumina. La
tecnologia PacBio proporciona una longitud de lectura méas larga que las
lecturas de lllumina, por lo que se ofrece una mejor oportunidad para el
ensamblaje del genoma de novo. La desventaja se revela en las altas tasas de
error y las bibliotecas de alto coste y bajo rendimiento. Es por ello que se
propone una segunda fase para respaldar y corregir el ensamblaje de las
secuencias en crudo mediante la tecnologia lllumina. La secuenciacién en las
plataformas de Illumina es mucho menos costosa, tiene menos exigencias en
cuanto a la calidad del ADN y ofrece menor tasa de error. Sin embargo, la
longitud de las lecturas es reducida (generalmente menor de 200 pares de
bases).

Respecto al software utilizado para el ensamblaje, se decidird entre la
utilizacién exclusiva de Canu'?; o la utilizacién conjunta de Canu y Falcon!
para su posterior comparacion.

2.1.2 Justificacion del TFG:

El olmo comun (Ulmus minor) es un arbol emblemético ampliamente repartido
en la totalidad del territorio espafiol. Sus poblaciones estan actualmente
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limitadas por la susceptibilidad que presenta a las enfermedades,
especialmente a la enfermedad del olmo holandés Ophiostoma novo-ulmi*?.

La enfermedad de la grafiosis es un buen ejemplo de un sistema patolégico
forestal, compuesto por tres agentes: el olmo (hospedante), el hongo patégeno
y el escarabajo (del género Scolytus) que actia como vector de propagacion de
la enfermedad. Son muchos los estudios enfocados a la resolucion del
problema desde la perspectiva de la genética. La informacion genética
disponible hoy en dia es bastante completa en el caso del hongo, aunque
escasa en el caso del olmo y del escarabajo.

Es por ello que el objetivo del presente estudio amplia en gran escala la
informacion genética del olmo, pues se obtendra el ensamblado de novo del
genoma del olmo comun.

2.2  Objetivos del Trabajo

El objetivo principal de este trabajo es generar una primera version del genoma
de la especie Ulmus minor, y posteriormente evaluar los distintos softwares de
ensamblaje.
1. Generar una primera version del genoma de Ulmus minor incluye
varios objetivos especificos:

1.1. Realizar un filtrado de las secuencias y posteriormente
ensamblar las secuencias mediante la tecnologia PacBio.

1.2. Mejorar el ensamblaje de las secuencias mediante el
formato Illumina.

1.3. Analizar la calidad del genoma obtenido mediante
estadisticos tipo N50.

1.4. Proponer la inclusion de nuevos datos que
potencialmente mejorarian el ensamblaje del olmo (mayor
cobertura de secuencias, 0 mapas genéticos)

2. Evaluar los distintos softwares de ensamblaje: en principio se intentara
utilizar tanto Falcon como Canu.

2.3 Enfoque y método seguido

El ADN nuclear del olmo comin se encuentra secuenciado y por tanto
disponible para el proceso de ensamblaje.

El método a seguir comienza con una revision bibliografica de otros estudios
relacionados con el ensamblaje de novo de genomas en especies forestales
(véase por ejemplo el trabajo de Liu y colaboradores!®). Ademas, esta lectura
bibliografica sirve para familiarizarse con las plataformas de secuenciacion y
extension de las secuencias, permitiendo asi planificar y decidir el orden de uso
de los formatos disponibles proporcionados por dichas plataformas.
Seguidamente el trabajo profundiza en los resultados de secuenciacion de la
plataforma PacBio, resultados como el tamafio de las lecturas generadas y su
posterior comparacion con los tamarfos estimados del genoma por citometria
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de flujo proporcionados por estudios anteriores (como el estudio realizado por
Loureiro y colaboradores®, o el de Whittemore y Xia'#). Se valorara la eficacia
de la plataforma PacBio y la necesidad de complementar el primer proceso de
filtrado mediante la plataforma lllumina.

De la mano de la revision bibliografica, se accedera a la work-station
recientemente instalada y preparada para su uso en la Escuela Técnica
Superior de Ingenieria de Montes, Forestal y del Medio Natural (UPM). Es aqui
donde empieza la fase de trabajo técnico, es decir, el filtrado y pulido de las
secuencias para conseguir el objetivo final del trabajo: el ensamblado de las
secuencias mediante los softwares de ensamblaje Canu y Falcon.

2.4  Planificacion del Trabajo

Para llevar a cabo el estudio, se accederd a la work-station del grupo de
investigaciéon “Sistemas Naturales e Historia Forestal” (UPM) por ser
colaborador del mismo. La work-station tiene dos procesadores de 16 nucleos
cada unoy 256 Gb de RAM.

El software que se va a usar es freeware, es decir, con licencia, pero gratuito
para uso cientifico.

En cuanto a la bibliografia, desde el INIA y la UPM se cuenta con el acceso a
plataformas como Web of Science y a muchas revistas especializadas e
indexadas.

2.4.1 Tareas

1. Generacion de una primera version del genoma de la especie Ulmus
minor.

- Comprobacion del funcionamiento de la work-station.

- Instalacién del software necesario.

- Filtracién de las secuencias crudas.

- Evaluacioén de la calidad de las secuencias crudas

- Manejo de los softwares de ensamblaje Falcon y Canu.

- Ensamblaje de las secuencias largas (obtenidas mediante
la tecnologia PacBio) usando el software Falcon y Canu.

- Pulido del ensamblaje usando las secuencias cortas
(obtenidas mediante la tecnologia de Illumina).

- Estimaciéon de calidad de los ensamblajes obtenidos
mediante estadistico tipo N50.

- Comparacion de la calidad general de los ensamblajes
obtenidos con ensamblajes publicados de organismos
similares. Valoracion de la necesidad de incluir nuevos
datos para mejorar el ensamblaje del genoma del olmo.
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2. Comparacion de los distintos ensamblajes obtenidos con los softwares
empleados.

2.4.2 Calendario

Comprobacion del funcionamiento correcto de la work station 71321 21321
Familisrizarse con el uso y manejo de s work-station

Instalacion del software necesario 181321 21321

Filtracion de las secuencias crudas 22321 9/4121
Cédigo informdtico para automatizacion

Evaluacion de la calidad de las secuencias crudas 16/4721
Manejo de los softwares Falcen y Canu 137521
Ensamblaje de las secuencias largas (obtenidas mediante la tecnologia PacBis) usando el software Falcon y Canu 171421 355021
Pulido del ensamblaje usando las secuencias cortas (obtenidas mediante Ia tecnologia de lllumina) 445121 137521
Estimacion de calidad de los ensamblajes obtenidos mediante estadistico tipo N50. 141521 2105121
Comparacion de la calidad general de los ensamblajes obtenidos con ensamblajes publicades de organismos similares. Valoracion de la necesidad de incluir nuevos datos para mejorar el 4/5/21 2415121
ensamblaje del genoma del olme.

Comparacin de los distintos ensamblajes obtenidos con los softwares empleados. 4/5121 217521
Redaccion; Infroduccion y empezar Metodologia 1903121 94121
Redaccion: Metodologia 100421 3521
Redaccion: Resultados y Discusion 4i5121 285721
Redaccion: Conclusion y Abstract 201521 /621
Elaboracion de la presentacién 9/6/21 12621
Defensa 16/6/21 230621

Figura 1: Lista de tareas y duraciéon de las mismas para alcanzar los objetivos del
trabajo. Fuente: elaboracion propia mediante el software GanttProject.
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Figura 2: Cronograma de las tareas y duracién de las mismas para alcanzar los
objetivos del trabajo. Fuente: elaboracion propia mediante el software GanttProject.
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Figura 3: Grafico PERT de las tareas necesarias para alcanzar los objetivos del
trabajo. Fuente: elaboracion propia mediante el software GanttProject.
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2.4.3 Hitos

PEC2 (19/04): en la parte técnica se debe haber finalizado y evaluado el filtrado
de las secuencias. Se debe haber redactado tanto la Introduccién, como gran
parte de la Metodologia.

PEC3 (17/05): en la parte técnica se debe haber ensamblado el genoma
mediante ambas plataformas, asi como realizado con éxito las carreras con
ambos softwares. Del mismo modo, y dado que es parte del proceso, se inicia
la evaluacion de las plataformas y la necesidad de utilizar ambas. La redaccion
incluye los apartados de Metodologia y los Resultados completos.

PEC4 (18/05): en la parte técnica se debe haber pulido el ensamblado. La
redaccion se completa con los apartados de Discusion y Conclusion, y se
redacta el Abstract.

PEC5a (13/06): se elabora la presentacion del trabajo en el formato
correspondiente.

PECS5b (23/06): se realiza la defensa del trabajo mediante un video explicativo.

2.4.4 Analisis de riesgos

Como en todo proyecto se debe tener en cuenta tanto el factor tiempo, como la
escala del mismo. Para ello, se han definido objetivos alcanzables. Ademas,
para cada uno de los objetivos se enumeran las tareas necesarias para
completarlos con éxito.

No hay riesgo en cuanto al funcionamiento de la secuenciacion, dado que las
secuencias ya existen. Aun asi, no se ha evaluado la calidad de las
secuencias, por lo que hay un pequefio riesgo de que sea baja.

En relacién a la complejidad técnica del estudio, se debe tener en cuenta tanto
los posibles fallos en el funcionamiento de la work-station, como el tiempo
necesario para aprender a manejarla eficientemente. En el caso de que algo
fallase, o que la capacidad de la work-station sea insuficiente, se puede
acceder a CESGA, un supercomputador con acceso directo desde el INIA.
Ademas, es posible que los programas de filtrado y ensamblaje de las
secuencias se muestren mas complejos de lo esperado.

2.5 Breve sumario de contribuciones y productos obtenidos
2.5.1 Plan de trabajo

El plan de trabajo se establece siguiendo las pautas definidas en el apartado de
la Planificacion del trabajo.

2.5.2 Memoria
La memoria del trabajo se ira redactando a ritmo acorde con los avances en el

trabajo técnico. Se plantea el avance lo antes posible en los apartados de
Introduccion y parte de la Metodologia.
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2.5.3 Producto

- Generacion de un primer ensamblaje del genoma de Ulmus minor de
caracter preliminar al nivel de contigs.

- Informe sobre alternativas de futuro para la mejora de las siguientes
versiones en funcién de los resultados obtenidos.

- Estudio comparativo de distintos softwares para determinar cual la
efectividad y eficacia en este contexto

- Informacion de diversos parametros a comparar con el género
Ulmus y clasificacion filogenética.

2.5.4 Presentacion virtual

La presentacion virtual se realizara mediante un video que muestre, a modo de
sintesis, el contenido completo del presente estudio.

2.5.5 Autoevaluacion del proyecto

Se definira una autoevaluacioén critica del proyecto en relacion al seguimiento y
cumplimientos de los objetivos marcados, asi como los cambios realizados
(previstos o no en el cronograma), hasta la finalizacion del estudio.

2.6 Breve descripcion de los otros capitulos de la memoria
2.6.1 Estado del arte

Se hace hincapié en la complejidad de ensamblar el genoma de un organismo
superior mediante ejemplos de los principales genomas disponibles de
especies forestales. Por dltimo, se describe brevemente la tecnologia de las
plataformas de secuenciacion.

2.6.2 Metodologia

Se inicia con un subapartado dedicado a la tecnologia de secuenciacién
(genotipo utilizado, proceso de extraccion del ADN, dénde se ha realizado, con
qué medios, etc.). Seguidamente se describe de forma completa el proceso de
filtrado asi como la tecnologia utilizada. Continda con la explicacion técnica de
los softwares de ensamblaje, las parametrizaciones que se van a seguir y los
estadisticos de calidad que se van a usar.

2.6.3 Resultados

Se adjuntan los resultados obtenidos durante las fases técnicas junto con los
estadisticos de calidad. Se respalda los parrafos explicativos de cada uno de
los resultados con graficos especificos ilustrativos.

Para una mejor comprension, se sigue el orden establecido en el apartado de
Metodologia. Asi, se iniciaria con los resultados del proceso de filtrado de las
secuencias, para posteriormente afadir los resultados del ensamblado y pulido
de las secuencias.
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2.6.4 Discusion

Se determina el alcance de las tecnologias de secuenciacién, resaltando la
necesidad de utilizar ambas (pros-contras). Igualmente se valoran ambos
softwares de ensamblaje en relacion al resultado obtenido. Se detallan los
problemas encontrados en cada una de las fases y su resolucion. Es aqui
donde se profundiza sobre la necesidad de re-ensamblar el genoma con otro
tipo de datos (ampliar la cobertura de secuencias cortas o largas, incorporar
nuevas tecnologias de secuenciacion como Oxford Nanopore).

2.6.5 Conclusiones

Se enumeran y describen los hitos mas importantes del proyecto. Ademas se
entra en detalle de las posibilidades a futuro que ofrece el estudio.
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3 Estado del arte

La secuenciacion de genomas de organismos superiores suele presentar
complejos retos. Por un lado, los genomas son grandes y no homogéneos. Hay
regiones dificilmente accesibles debido a su contenido nucleico. Otras regiones
tienen alto grado de repeticion, que reducen la eficacia de los algoritmos de
ensamblaje. También las duplicaciones de partes del genoma o del genoma
completo suelen dificultar el ensamblado, especialmente si son recientes ya
gque aumentan la probabilidad de eliminacion de parte de las secuencias, y
dificultan la correcta posicion de la secuencia en el genoma. La calidad del
ensamblado se establece en funcion de datos estadisticos como el N50
(longitud del contig que junto con todos los mayores que él, abarcan el 50% de
todo el genoma), o la longitud maxima.

Los ensambladores de genomas se basan en algoritmos matematicos
complejos para generar los contigs mediante la unién de varios fragmentos de
secuenciacion. Para afrontar secuencias repetidas a lo largo del genoma
durante el ensamblaje, se utilizan elementos mateméaticos con una estructura
capaz de superponer dichas secuencias. Estos recursos matematicos reciben
el nombre de grafos, y en la actualidad se usan dos tipos: Grafos de Bruijin
(utilizados por la tecnologia lllumina y PacBio) y Grafos en Cadena (utilizados
por la tecnologia Roche 454). Los genomas de los géneros Populus, Quercus y
Fraxinus son algunos ejemplos de los genomas de especies forestales
disponibles que utilizan tecnologia de ensamblaje basada en grafos
matematicos. Ademas, estos genomas sirven como guia para abordar el
proceso de ensamblaje actual del U. minor ya que todas estas especies son
angiospermas y por tanto comparten caracteristicas especificas, entre otras las
duplicaciones completas del genoma debido al proceso de poliploidizacion®®.

El primer genoma disponible de una especie forestal fue el genoma de Populus
trichocarpa (familia Salicaceae), publicado en 2006'6. EI genoma de esta
especie tiene un tamafio aproximado de 0,48Gb/1C. Esta especie se utilizé
como modelo en los procesos de secuenciacién y ensamblaje de las especies
forestales por su pequefio tamafio del genoma, el manejo rapido y sencillo del
cultivo, y la amplia disponibilidad de recursos gendmicos especificos de la
especie. Para llevar a cabo el ensamblaje de P. trichocarpa, se integro el
ensamblaje de las secuencias shotgun con el mapeo genético y se reconstruyé
la primera versién del genoma a escala cromosémica. Al ensamblar las
secuencias, se conformaron un total de 2.447 scaffolds (uniébn de dos o mas
contigs de forma ordenada y orientada segun la estructura del genoma original)
gue contenian 0,41 Gb de ADN gendmco. Los restantes 0,075 Gb resultaron
ser secuencias de regiones de ADN heterocromatico y por tanto no fue posible
incorporarlas en el ensamblaje. El cromosoma mas pequefio se constituia de 2
scaffolds que abarcaban 0,012 Gb; mientras que el cromosoma mas grande se
conformaba de 21 scaffolds y abarcaba 0,035 Gb. Mediante el mapeo genético
se pudo estimar que los géneros Arabidopsis y Populus se separaron hace
unos 100-120 millones de afios (Ma); y mediante el estudio de los genes
ortélogos entre los géneros Salix y Populus se pudo apreciar duplicaciones
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mas recientes (~13 Ma) de afeccidn casi total en los genomas de cada una de
las especies.

El genoma de la especie Quercus robur (familia Fabaceae), se publicé en 2015.
El genoma de esta especie tiene un tamafio de 1,5 Gb/2C. Por su vinculo
filogenético, se inspira en el modelo genético de la especie Prunus pérsica
(melocotonero; familia Rosaceae), y al finalizar el ensamblaje se concluyd que
comparten un 84,6% de los genes entre ambas especies!’. El proceso de
secuenciacion y ensamblaje del genoma de Q. robur fue complejo a razon de
su amplio tamafio, y elevada heterozigosidad cromosoémica. Se utilizaron varias
tecnologias de secuenciacion para posteriormente combinar el ensamblaje de
lecturas de mayor tamafio y precision, pero poco rendimiento (Roche 454 GS-
FLX) con otra plataforma de gran rendimiento, pero poca longitud (lllumina
paired-end o lecturas bidireccionales) y, finalmente se aplicé Sanger, técnica no
masiva, de bajisimo rendimiento, pero gran precision y gran control sobre la
molécula diana. Asi, una vez ensambladas las lecturas largas, se conformaron
los contigs (alineamiento de multiples lecturas); y con ayuda de las lecturas
cortas se alcanzo un total de 17.910 scaffolds. Se obtuvo un estadistico N50 de
260 kb correspondiente a 1.468 scaffolds. Al finalizar el ensamblado, se
encontrd con un gran namero de repeticiones de tamafo variable (desde TEs o
transposones, hasta microsatélites y duplicaciones del genoma) que pudieron
ser resueltas gracias a una secuenciacion de amplia cobertura usando la
tecnologia Roche 454 GS-FLX.

El genoma de la especie Fraxinus excelsior (familia Oleaceae) se publicd en
2017. El genoma de la especie tiene un tamaiio de 0,64Gb/1C. Para el proceso
de secuenciacibn se selecciond un individuo con bajo porcentaje de
heterozigosidad'®, y durante el proceso de anotacion de los genes
codificadores se descubrié que, al comparar con otras diez especies vegetales
(entre ellos Populus), el 25% del total eran especificos de los fresnos. Se
utilizaron tecnologias de secuenciacion complementarias siguiendo el protocolo
habitual para la secuenciacion de genomas en organismos superiores. La
tecnologia HiSeq 2000 (lllumina) proporcioné lecturas cortas de 100 pb y se
respaldd con lecturas mas largas de tecnologia MiSeq (lllumina paired-end) de
300pb. Ademéas, se utilizd la tecnologia 454 FLX+ (Roche) para generar
secuencias con una media de 642 pb utilizadas como marco de secuenciaciéon
por su longitud mas amplia. Para refinar en el proceso de ensamblaje, se
constituyeron 5 moldes o versiones, de las cuales la version definitiva
publicada, se conformaba de 235.463 contigs que tras el proceso de filtracién
se organizaron en un total de 89.487 scaffolds. Se obtuvo un estadistico N50
de 104 kb. Una vez ensamblado el genoma del fresno, mediante el software
RepeatMasker se estimé que mas de un tercio del genoma se identificaba
como elementos repetidos, aunque “en comparacion con otros genomas de
eudicotas de tamarfio similar este contenido de repeticiones es bajo8.
Ademas, el estudio de los genes paralogos (genes duplicados respecto del
altimo ancestro comun), sugieren una duplicacion completa del genoma
compartida con el olivo (Olea europea, familia Oleaceae).

El genoma de la especie Populus alba (familia Salicaceae) se publicé en 2019.
El genoma de la especie tiene un tamafio de 0,48 Gb/2C. Para llevar a cabo el
proceso de secuenciacion y ensamblaje del genoma de P. alba, se tomé6 de
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referencia el transcriptoma completo de la misma especie, junto con el genoma
de referencia del mismo género. Posteriormente se comprobd la hipotesis de
correspondencia ya que sobre el genoma nuclear se pudo mapear el 99,9% de
las isoformas presentes en el transcriptomals. La secuenciacion se realiz6
mediante la tecnologia SMRT (single-molecule real-time; PacBio) de amplia
cobertura, en combinacioén con la tecnologia lllumina Hi-Seq2500 para una
mayor precision. Las secuencias se agruparon en 1285 contigs los cuales
representaban el 83,86% del genoma total de P. alba y un estadistico N50 de
1,18 Mb. Al finalizar el ensamblado, se profundiz6 en la busqueda de
transposones mediante los softwares TandemRepeatsFinder, RepeatMasker,
Open-4.0, e incluso se conformd una libreria especifica para P.alba que,
integrando los programas RepeatModeler, LTR finder y PILER, mostrase la
informacion principal de las secuencias repetidas; concluyendo que un 45,16%
del genoma total correspondia a elementos repetidos!®. Mediante el estudio
filogenético del genoma, se pudo comprobar que la separacion entre las
especies P. alba y P. trichocarpa se produjo hace 5 Ma.

Por otro lado, también se han secuenciado genomas de gimnospermas (en
concreto de coniferas), siendo el primero el de Pinus taeda (2010; familia
Pinace). Los genomas de las coniferas presentan aun mas retos de
secuenciacion que las frondosas por sus genomas extremadamente largos (20-
40 Gb); su diversidad en cuanto a las familias de repeticion altamente
divergentes entre si; las diferencias en los patrones comunes especificos de
elementos promotores necesarios para la trascripcion (cajas TATA; CAAT).
Aun asi, se consiguié secuenciar un 7,5% del genoma total mediante la
tecnologia de secuenciacion Sanger, junto con la tecnologia WGS (whole
genome shotgun) de Genome Analizer II. Actualmente se encuentran
disponibles 328.628 secuencias de expresion etiquetadas (ETS) de P. taeda en
las bases de datos del NCBI. Estas secuencias de expresion, son el resultado
de multitud de proyectos de secuenciacion de diferentes tejidos bajo
condiciones experimentales distintas; y de forma paulatina, se han ido
agrupando en 18.921 unigenes hasta conformar un mapa genético ideal para la
exploracién gendémica entre las especies de gimnospermas?*®.

El software Canu, es una de las herramientas de ensamblaje que se ha
utilizado para obtener el ensamblaje de las secuencias de U. minor. Canu es
una bifurcacion del Celera Assembler disefiado de forma especifica para el
montaje de secuencias PacBio o Oxford Nanopore. La cobertura minima
recomendada para abordar genomas de organismos eucariotas mediante
Canu, es de 30-60 veces el genoma; y las secuencias de entrada deben estar
en formato fasta o fastq. Canu funciona en tres fases diferenciadas. La primera
fase se corresponde con el proceso de correccién en cuanto a la mejora en la
precision de las bases nucledtidas en las lecturas. La segunda fase se
corresponde con el recorte de las lecturas hasta obtener los fragmentos de
secuencia de alta calidad. La tercera y ultima fase se corresponde con el
ordenamiento de las lecturas en contigs, generacion de secuencias de
consenso y graficos de rutas alternativas.

El software Falcon, es la herramienta de ensamblaje propuesta como
alternativa a Canu. Falcon esta disefiado para el ensamblaje de genomas
grandes con coincidencia diploide secuenciados con lecturas largas de PacBio.
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Funciona de forma jerarquica (HGAP, hierarchical genome assembly process)
en dos fases diferenciadas. En la primera fase, el usuario delimita una longitud
de corte en las secuencias para diferenciar secuencias mas grandes y
pequefias que dicha longitud definida. Las secuencias pequefias se van
alineando con cada una de las secuencias grandes hasta conformar
secuencias corregidas de alta calidad. En la segunda fase estas secuencias
corregidas se alinean y ensamblan en contigs gendémicos.

La disponibilidad de un genoma de referencia de U. minor ayudaria por un lado
a comprender aspectos evolutivos del género, por medio de estudios de
gendmica comparativa con otros taxones filogenéticamente emparentados y
con otras especies forestales con genomas de referencia disponibles (como
Quercus, Fraxinus o Populus). También facilitaria y enriqueceria estudios mas
aplicados de genética cuantitativa, aplicados a la mejora; de genética de
poblaciones, aplicados a la conservacion; o de transcriptomica, para mejorar el
conocimiento sobre los mecanismos de resistencia a la grafiosis y a otros
estreses ambientales. El genotipo seleccionado para el proceso de
secuenciacion y ensamblaje ha sido declarado como “resistente a la grafiosis”
pues esta adaptado a una amplia gama de condiciones anatémicas y
fisiolégicas que representan una rica reserva de recursos moleculares utiles
para su aplicacién en el campo de la bioinformatica mediante la comparacion,
por ejemplo, con otros individuos que no resisten a la enfermedad.
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4 Metodologia

4.1 Materiales vegetales y preparacion de bibliotecas

Para la secuenciacion de novo del genoma de U. minor se cultivd el genotipo
registrado como “resistente a la grafiosis” V-AD2 en las instalaciones de la
Escuela de Ingenieria de Montes, Forestal y del Medio Natural (UPM) mediante
técnicas in vitro (sobre medio DKW) para asi garantizar la posibilidad de repetir
la extraccion del ADN del mismo genotipo. Siguiendo varios de los protocolos
de extraccion de ADN de calidad en especies vegetales?°, se utiliz6 ADN de
origen foliar con distintos prelavados para conseguir aislar el ADN de la
mucosidad caracteristica presente en estas especies, y entre los cuales dio
mejor resultado el prelavado con una disolucion de 100mM Tris-HCI a pH8; 50
mM EDTA; 1M NaCl; 1% PVP K-30 6 PVP K-40 preparado para su uso junto
con la adicién de 2-mercaptoethanol (1% v/v) justo antes de la extraccion.

La preparacion de las librerias de secuenciacion de novo en formato PacBio e
lllumina se realizaron en Macrogen, (Geumcheon-gu, Seul, Corea del Sur).
Para la construccion de una sola libreria de secuenciacion en formato PacBio,
se necesitaba enviar como minimo 1ug total de ADN extraido. Dado que se
necesitaban construir ocho librerias, se necesitaban 8 pg totales de ADN. Para
la construccion de la libreria de secuenciacion en formato lllumina, se
necesitaba enviar 0,2 pg totales. Finalmente, se optd por enviar 114 ug de ADN
total que posteriormente fueron purificados en Macrogen para constituir las
librerias de secuenciacion de novo.

Las secuencias de PacBio (SMRT cell runs) alcanzaron un tamafo de 55,8 Gb
y una cobertura de 29x; y las secuencias de lllumina se generaron en la
tecnologia HiSeq2500 2x250 pb, alcanzando un tamafio de 190 Gb y una
cobertura 95x.

4.2 Configuracion de la work-station

El soporte para el funcionamiento de los softwares de ensamblaje fue una
work-station con sistema operativo Ubuntu v. 18.04.5 (Linux) mantenida por la
Unidad de Patologia Forestal de la Escuela de Ingenieria de Montes, Forestal y
del Medio Natural (UPM). Esta supercomputadora funciona de forma local
mediante 64 CPUs independientes, con un procesador Intel® Xeon(R) Gold
6130 CPU @ 2,10GHz x 64, una memoria RAM de 256 GB, y varios discos
duros de almacenamiento. Varios de ellos estaban integrados en un RAID 5
con un total de memoria aprovechable de 8TB. Debido a las necesidades de
los softwares empleados fue necesario ampliar esta memoria. Las tres
memorias integradas en el RAID 5 fueron reasignadas a un RAID 0 (6ptimo
para la lectura y escritura a alta velocidad ya que dobla su capacidad a la par
gue ofrece un rendimiento E/S superior) con una memoria total de 12 TB para
ser utilizadas como directorio principal de los resultados de las distintas fases
del ensamblaje; mientras que dos nuevas memorias se integraron en un RAID
1 (se almacenan dos veces los datos de escritura en el conjunto de unidades
de datos), donde, una vez finalizado el proceso de cada software de

15



Jorge Pallarés Zazo Trabajo Final de Méster

ensamblaje, se fueron depositando los archivos finales de cada una de las
fases.

Con el objetivo de prevenir posibles cortes eléctricos, se instal6 un SAI que
posibilita el funcionamiento de la work-station durante un amplio periodo de
tiempo; y protege tanto el hardware de la work-station, como los procesos de
ensamblaje llevados a cabo.

4.3 Evaluacion de la calidad de las secuencias crudas en generadas en
la plataforma PacBio

En un primer lugar se reportan los analisis realizados por el proveedor del
servicio de secuenciacion (Macrogen, Corea del Sur), que consisten en la
distribucion de los tamafios de las lecturas de la polimerasa y en la distribucion
de los tamanos de las sublecturas (subreads).

Las lecturas de la polimerasa son el producto mas crudo que ofrecen los
secuenciadores de la plataforma PacBio. Estos estadisticos son facilitados por
el servicio de secuenciacion a la entrega de los archivos con las lecturas.
Segun la propia definicion del fabricante: “las lecturas de la polimerasa son
recortadas para contener soélo las regiones de alta calidad e incluyen bases de
los adaptadores, asi como potenciales multiples pases sobre la plantilla de
ADN circular”. Por tanto, si bien son el producto mas crudo, ya han sido
procesadas para eliminar las regiones de baja calidad.

A continuacion se hizo un andlisis de dichos ficheros de lecturas usando el
programa SequelQC?. La elecciéon se fundamenta en que este programa es
especifico para la plataforma PacBio Sequel, plataforma en la que se
obtuvieron dichas secuencias, ya que es un programa de facil instalaciéon y
cuyas carreras son rapidas y no consumen excesivos recursos.

Se uso la version 1.1.0 de SequelQC que produce de forma directa multiples
estadisticas y graficos descriptivos que informan sobre la calidad de las
secuencias en crudo.

El pardmetro PSR (Polymerase read to Subread Ratio) estima las veces que un
fragmento ha sido leido dentro de una lectura. Idealmente, cuando se pretende
ensamblar un genoma, el valor deberia acercarse a 1, indicando que ese
fragmento se ha leido solo una vez.

El parametro ZOR (ZMW occupancy ratio) indica cuantos de los ZMWs de la
celda SMRT (zero-mode waveguide; pozos microscépicos que componen el
chip de silicio usado en la secuenciacibon SMRT con una guia de onda
desarrollada para la identificacion de cada nucleétido en la fase de
polimerizacion) contienen al menos un fragmento de ADN para ser
secuenciado. Valores por encima de 0,5 pueden indicar que se cargaron
demasiado las celdas por parte del equipo de secuenciacion.

Otro estadistico de interés que ofrece el programa SequelQC es el estadistico
de calidad de montaje de secuencias N50, cuyo valor va ligado al tamafio de la
secuencia para la cual el conjunto de lecturas inferiores en longitud totaliza el
50% de la informacion total. Mediante la administracion a SequelQC de los
archivos scraps (el archivo previo al recorte de los adaptadores y los cédigos
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de barra), este estadistico N50 se calcula para cuatro procesados de lecturas
como descriptores de calidad:

- Lecturas mayores contiguas (CLRs): conjunto de las lecturas mas
largas, es decir, aquellas con longitud de sublecturas equivalente a la
longitud de lectura de la polimerasa, y por tanto una secuencia continta
generada a partir de una Unica plantilla (o inserto).

- CLRs conteniendo sublecturas (subedCLRs): afade respecto del
estadistico NSOCLRs, el resto de sublecturas que no se han generado
de forma continua.

- Sublecturas (subreads): conjunto de las sublecturas, o fragmentos
originarios de la lectura generada por la polimerasa.

- Sublecturas mayores (longest subreads): conjunto de las sublecturas de
mayor longitud.

El programa se instalé segun las instrucciones de los desarrolladores, y para su
funcionamiento basico necesita de un archivo de texto de entrada que compile
los directorios de las secuencias PacBio en formato bam. De esta manera, el
programa recoge los archivos bam de forma automatica, evitando afiadir todos
los archivos bam a una misma carpeta, proceso que demanda tiempo y
recursos que estaban siendo utilizados para el proceso de ensamblaje.
Ademas, se puede mejorar la evaluacién de la calidad de las secuencias
afiadiendo de la misma forma los archivos scraps de formato bam, los cuales
incluyen los restos de producto del recorte de las secuencias del adaptador.

4.4 Ensamblaje de las secuencias en formato PacBio mediante el
software Canu

Para el ensamblaje de las secuencias de un genoma, Canu se estructura en
tres fases diferenciadas: correction, trimming y assembly. Se puede configurar
el software para que se realicen las tres fases de manera consecutiva y de
forma automatica. Sin embargo, haciendo uso de la posibilidad que ofrece
Canu de dividir entre fases, se afronté el ensamblaje manualmente para poder
actuar de forma precisa en cada fase frente a un error. Para ello, se generd un
archivo log enviado desde la linea de comandos de Linux en el que se indicaba
donde se encontraban las lecturas crudas, el formato de éstas, el tamafio del
genoma, y el directorio de almacenaje de los resultados de ensamblaje de las
secuencias. Ademas, desde el archivo log fue necesario especificar e instalar
una version de Java (version 8) anterior para el correcto funcionamiento de
Canu, y limitar el uso de las CPUs de 64 a 54 ya que los procesos ligados al
ensamblaje del genoma demandan el uso completo de cada una de las CPUs
disponibles. Sin esta limitacion de uso, la work-station se caia constantemente
en pleno funcionamiento.

Frente al error, Canu primero finaliza el proceso dando pautas de donde y por
qué se puede haber generado. Cuando se vuelve a cargar el proceso, Canu se
remite al dltimo archivo generado para continuar, y asi no tiene que volver a
empezar desde el principio. Aun asi, en ocasiones fue necesario eliminar
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carpetas temporales a medio generar, pues causaban errores de identificacion
en el funcionamiento de Canu.

Todos los procesos de Canu siguen el mismo patron interno de funcionamiento.
En el primer paso se cargan las lecturas obtenidas en la fase anterior (en la
fase de correccion, se parte de las lecturas en crudo) en la base de datos
gkpStore. Seguidamente se calcula la superposicion entre secuencias
mediante el uso k-meros (se dividen las secuencias en fragmentos pequefios
de tamafio constante, usualmente entre 15 y 30 pares de bases, que se
comparan entre si) para poder realizar el proceso denominado como
solapamiento (overlapping). El producto de esta superposicion se carga en la
base de datos OvIStore desde la cual se completan los objetivos de analisis
especificos de cada una de las fases en base a hipétesis de lectura y
superposicion entre las secuencias.

El primer proceso de Canu se denomina correction (correccion) y tiene como
objetivo mejorar la precision de las bases nucleétidas en las lecturas (PacBio
tiene bastante porcentaje de error en las lecturas que se compensa mediante
repetidos pasos de secuenciacion). El producto del solapamiento de este
proceso es el conjunto de las lecturas corregidas y almacenadas en la base de
datos gkpStore, desde donde parte el segundo proceso de ensamblaje. Este
segundo proceso se denomina trimming (recorte) y consigue realizar un recorte
de cada una de las lecturas, tomando como criterio la calidad de las distintas
areas que componen dicha lectura. Asi, las areas de menor calidad son
eliminadas para obtener el conjunto de secuencias de alta calidad,
posteriormente almacenadas en la base de datos gkpStore. Desde la base de
datos gkpStore resultante del proceso trimming se inicia el dltimo proceso
denominado assembly (ensamblaje), que consigue unificar el conjunto de las
secuencias de alta calidad en contigs mediante superposicion constante de las
secuencias.

De forma general, se clarificé el tamafio del genoma de la especie U. minor
para permitir al software realizar una estimacion de la profundidad de
secuenciacion. Existen multitud de parametros que afectan bien de forma
general, o bien de forma particular en cada una de las fases. Por ejemplo,
maxThreads establece el nimero maximo de subprocesos a ejecutar en cada
fase; rawErrorRate se usa para establecer la diferencia maxima esperada entre
dos pares de bases en una lectura sin corregir; correctedErrorRate marca el
umbral entendido como la diferencia maxima esperada entre la lectura después
de la correccion de errores; minReadLength indica que solo se utilizan
secuencias mayores que el umbral definido; minOverlapLength indica la
longitud minima de superposicién; etc. Aun presentando grandes ventajas, para
simplificar, y poder establecer una comparacién entre los softwares de
ensamblaje y debido a que los procesos son computacionalmente muy
exigentes, se decidi6 dejar por defecto la mayor cantidad de parametros
internos de cada uno de los softwares de ensamblaje (Anexo 1). Debido al gran
tamafio del genoma del olmo, cada carrera de ensamblaje duraba unas dos
semanas, sin tener en cuenta los eventuales fallos eléctricos y errores del
software (bugs) que ralentizaron el proceso.
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4.5 Ensamblaje de las secuencias en formato PacBio mediante el
software Falcon

Para ensamblar las secuencias de un genoma, Falcon se estructura
internamente siguiendo el método jerarquico HGAP (hierarchical genome
assembly process).

La primera fase del ensamblaje se corresponde con el premontaje basado en la
correccion de los errores encontrados en las lecturas mas largas. Previamente,
estas lecturas son seleccionadas en funcion de la longitud de corte definida.
Tras la seleccion de estas lecturas, los conjuntos de lecturas mas cortas a
dicha longitud de corte son alineadas con las lecturas largas. En la siguiente
fase de ensamblaje se parte del producto resultante del premontaje de las
lecturas o preads. Este conjunto alineado de lecturas, se vuelve a alinear entre
si para conformar los contigs gendémicos.

A diferencia de Canu, Falcon no ofrece de forma sencilla la posibilidad de
trabajar de forma independiente en cada proceso de ensamblaje. Sin embargo,
es posible configurar el archivo que sirve como guia para el proceso de
ensamblaje de forma que se dirija a una fase indicada del proceso. Frente al
error, aun dando pautas de dénde se ha producido, y aun con capacidad de
remitirse al dltimo archivo generado para poder reanudar el proceso desde ese
punto, los archivos de lectura ligados al error se deben eliminar manualmente
de las carpetas que albergan los resultados para obtenerlos nuevamente

Todo el proceso de ensamblaje del software Falcon se basa en un script
denominado fc_run.py que se envia, desde la Terminal de Ubuntu. Este script
tiene como entrada un solo archivo de configuracién denominado fc_run.cfg
(Anexo 2), y en él se especificd que los procesos se iban a realizar de forma
local en la work-station. Ademas, el archivo de configuracién es el encargado
de dirigir la lista de archivos fasta a los procesos de ensamblaje.

Los procesos generales de ensamblaje se pueden dividir a su vez en tres
fases. La primera fase se denomina Overlapdetection and error correction of
raw reads, y se basa en la correcta identificacion de todos los solapamientos
presentes en las lecturas en crudo. Este proceso necesita que los archivos en
formato fasta ligados a las lecturas se transformen en una base de datos
dazzler. Tras la construccion de la base de datos, se debe realizar una
comparacion de cada lectura con todas las demés. Esta fase del ensamblaje es
la fase que mas tiempo consume de todo el proceso. Toda esta informacion se
traduce en multitud de archivos de alineacion que contienen informacién sobre
los solapamientos, que a su vez son el objeto de correccién de los errores.
Finalmente, todos los archivos son comprimidos en un Unico archivo fasta
(fc_consensus.py) que contiene las lecturas corregidas.

La segunda fase se denomina Overlapdetection of corrected reads, en la que
basicamente vuelven a realizarse los procesos integros realizados en la
primera fase a excepcion del dltimo paso en el que se comprimian las lecturas
corregidas en un unico archivo fasta (fc_consensus.py). Esta fase no
enmascara las areas repetitivas del genoma, como si que sucede en la primera
fase. Tanto los recursos computacionales, como el tiempo ligado al desarrollo
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de esta segunda fase dependen de lo bien que se haya realizado el primer
proceso de correccion.

La tercera fase se denomina String Graph assembly y es el dltimo proceso del
ensamblaje. Durante su desarrollo, se genera el ensamblaje final de las
secuencias, y los resultados del proceso se sintetizan en dos archivos. El
primer archivo se presenta como un archivo fasta de todos los contigs primarios
(los contigs primarios pueden considerarse como los tramos continuos mas
largos de la secuencia ensamblada de forma contigua). ElI segundo archivo
corresponde a un archivo fasta de los contigs asociados a cada contig primario,
es decir, cada una de las variantes estructurales del contig primario
conformadas tras el ensamblaje de las secuencias.

Se probaron dos combinaciones de pardmetros para la primera fase, y otras
dos combinaciones de parametros para la segunda (Anexo 3). En la tercera
fase se probaron multiples combinaciones.

4.6 Pulido de las secuencias en formato PacBio mediante el uso de las
secuencias en formato lllumina.

El archivo final del ensamblaje de las secuencias en formato PacBio, sirvid
como objeto de referencia para el pulido con las secuencias de Illumina. Para
ello, se utilizé el programa Racon el cual necesita como entrada los archivos de
lllumina en formato fastq, un archivo de alnieamientos en formato sam de las
secuencias de lllumina (el cual se generé mediante el programa bwa mem 22), y
el archivo que contiene los contigs de ensamblaje en formato fasta.

Debido al gran tamafio de los archivos, el proceso se tuvo que paralelizar, ya
gue la RAM necesaria para hacerlo de una vez era superior al 1TB. Primero se
alinearon con bwa mem las secuencias originales fastq (lllumina HiSeq2500
2x250 bp) sobre el archivo completo de referencia del genoma. Posteriormente
se filtraron para dejar solo las que tuvieran suficiente calidad de mapeado
(comando samtools view -f 3). Se fragmentd el archivo sam en archivos
menores en cada uno conteniendo un grupo de contigs del genoma. De aqui se
extrajeron las secuencias incluidas en formato fastq (comando samtools fastq)
y se procedié a hacer el pulido por secciones.

4.7 Comparacion de las plataformas de ensamblaje.

La comparacion entre ambos softwares de ensamblaje se llevé a cabo a través
de los resultados de cada fase de ensamblaje en ambos softwares. Se
comparo la demanda de recursos en cada una de las fases, asi como el tiempo
destinado para la consecucion de cada proceso de ensamblaje. Del mismo
modo, se registraron las limitaciones necesarias para garantizar el
funcionamiento de cada uno de los programas; y si fue necesario cambiar
alguno de los valores por defecto en cada archivo de configuracion ligado al
proceso de ensamblaje. Ademas, se anotd la diferencia entre los archivos de
entrada y de salida en cada una de las fases, para observar los criterios de
calidad en cuanto a la correccion y eliminacion de las lecturas.
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5 Resultados

5.1 Calidad de las secuencias crudas de la plataforma PacBio

5.1.1 Longitud de las lecturas de la polimerasa

Como se puede observar en la Tabla 1, los valores de N50 oscilaron entre 19,1
kb y 23,7 kb aproximadamente. La longitud media oscil6 entre 11,7 kb y 14,0
kb.

Tabla 1. Estadistico de las lecturas de la polimerasa (fuente Macrogen)

Nombre de la celda N50 Longitud media (kb)
VAD2-PacBio-1_1 19,090 11,689
VAD2-PacBio-1_2 22,659 13,228
VAD2-PacBio-1_3 21,617 13,140
VAD2-PacBio-1_4 22,957 13,427
VAD2-PacBio-1_5 21,456 12,414
VAD2-PacBio-1_6 19,644 12,049
VAD2-PacBio-1_7 23,671 14,027
VAD2-PacBio-1_8 20,254 12,261

5.1.2 Longitud de las sublecturas

Los valores de N50 oscilaron entre 12,8 kb y 14,1 kb aproximadamente. La
longitud media oscilé entre 9,0 kb y 10,0 kb (Tabla 2).

Tabla 2. Estadistico de las sublecturas.

Nombre de la celda N50 Longitud media (kb)
VAD2-PacBio-1_1 12,868 8,986
VAD2-PacBio-1_2 13,544 9,650
VAD2-PacBio-1_3 14,132 9,998
VAD2-PacBio-1_4 13,301 9,636
VAD2-PacBio-1_5 13,006 9,157
VAD2-PacBio-1_6 13,602 9,483
VAD2-PacBio-1_7 13,779 10,030
VAD2-PacBio-1_8 13,298 9,315

5.1.3 Descriptores de calidad obtenidos con SequelQC

A continuacién, se muestran los resultados de los principales estadisticos de
calidad de los ocho archivos en formato binario bam, generados en las
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respectivas ocho carreras que se realizaron en la plataforma PacBio Sequel
con el ADN aislado del genotipo V-AD?2.

5.1.4 Estadistico PSR

La calidad referida a la preparacion de las bibliotecas de secuenciacion es
homogénea en cuanto a los valores de PSR. De forma general, se puede
asumir que las bibliotecas de secuenciacion se prepararon con bastante
precision ya que todos los valores de PSR asociados a las distintas bibliotecas
superan el valor de 0,74, por lo que mas del 74% del conjunto de hebras molde
de ADN coinciden con las lecturas de interés. Cuatro de las bibliotecas de
secuenciacion (bibliotecas 6, 1, 8 y 3; Tabla 3) se aproximan, o superan
(biblioteca 6), el valor de 0,8 del estadistico PSR; mientras que las restantes
bibliotecas (7, 4, 2 y 5) presentan valores del estadistico PSR en el intervalo
comprendido entre los valores de 0,74y 0,76.

Tabla 3. Valores del estadistico PSR especificos de cada biblioteca de
secuenciacion ordenados de mayor a menor. Fuente: elaboracion propia
mediante el software Microsoft Excel a partir de los datos obtenidos mediante el
software Canu.

SMRTcell Biblioteca sec. PSR
VAD2-PacBio-1_6/m54229 191129 130040 6 0,810
VAD2-PacBio-1_1/m54229 191122 074317 1 0,786
VAD2-PacBio-1_8/m54229_191130_093132 8 0,785
VAD2-PacBio-1_3/m54229 191128 061535 3 0,777
VAD2-PacBio-1_5/m54229 191129 024519 5 0,758
VAD2-PacBio-1_2/m54229 191122 175739 2 0,744
VAD2-PacBio-1_4/m54229 191128 163009 4 0,741
VAD2-PacBio-1_7/m54229 191129 231607 7 0,741

5.1.5 Estadistico ZOR

Los valores del estadistico ZOR especificos de las bibliotecas de secuenciacion
son homogéneos entre si. Siguiendo el patrén de distribuciéon encontrado para
el estadistico PSR, las mismas cuatro bibliotecas de secuenciacion de mayor
calidad (Tabla 3) se relacionan con un valor del estadistico ZOR mayor, y por
tanto una eficacia muy considerable en el emparejamiento de las moléculas de
ADN con las ZMWs. Del mismo modo, las restantes cuatro bibliotecas de
secuenciacion (5, 2, 4, 7, Tabla 4), aun con un valor del estadistico algo menor,
demuestran una buena eficacia en términos de emparejamiento de las
bibliotecas de secuenciacion.
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Tabla 4. Valores del estadistico ZOR especificos de cada biblioteca de
secuenciacion ordenados de mayor a menor. Fuente: elaboracion propia
mediante el software Microsoft Excel a partir de los datos obtenidos mediante el
software Canu.

SMRTcell Biblioteca sec. ZOR
VAD2-PacBio-1_6/m54229 191129 130040 6 0,788
VAD2-PacBio-1_1/m54229 191122 074317 1 0,770
VAD2-PacBio-1_3/m54229 191128 061535 3 0,762
VAD2-PacBio-1_8/m54229 191130 _093132 8 0,761
VAD2-PacBio-1_5/m54229 191129 024519 5 0,739
VAD2-PacBio-1_2/m54229 191122 175739 2 0,731
VAD2-PacBio-1_4/m54229 191128 163009 4 0,719
VAD2-PacBio-1_7/m54229 191129 231607 7 0,716

5.1.6 Estadisticos N50:

En base a la definicion del estadistico N50, se obtienen los cuatro estadisticos
especificos de cada biblioteca de secuenciacion (Figura 4). Los valores
especificos de los estadisticos N50CLRs, N50subedCLRs, N50subreads,
N50longestsubreads tomados estos de forma individual no presentan
diferencias relevantes entre las bibliotecas de secuenciacion. Sin embargo, es
notable la diferencia en cuanto a los valores en funcion del estadistico N50
especifico al que se hace referencia. Las bibliotecas de secuenciacion 5, 4, 7y
3 se asocian con valores mas elevados tomando como referencia los
estadisticos N50CLRs y N50subedCLRs, mientras que las bibliotecas de
secuenciacion 8, 6, 1 y 2 se asocian con valores menores en referencia a los
mismos estadisticos. Sin embargo, cuando se hace referencia a los
estadisticos N50subreads y N50longestsubreads, resalta el cambio sustancial
de la distribucion de estos valores, y en especial para la biblioteca de
secuenciacion 5 (se corresponde con el maximo valor para los estadisticos
N50CLRs y Nb50subedCLRs, y alcanza casi el minimo valor para los
estadisticos N50subreads y N5O0longestsubreads). Se puede explicar esta
diferencia tomando como referencia la biblioteca de secuenciacion 5. Esta
biblioteca contiene multitud de lecturas del maximo tamarfio posible dado que
se corresponden con la longitud de lectura de la polimerasa, y por tanto las
secuencias han sido generadas de forma continua. Estas lecturas de
secuenciacion generadas de forma continua representan un alto porcentaje
respecto del total de las lecturas generadas en esta biblioteca de
secuenciacion, y por tanto reducen considerablemente el porcentaje asignado a
los fragmentos de lecturas generadas o subreads.
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Figura 4: Valores de los estadisticos especificos N50 para cada biblioteca de
secuenciacion. Fuente: elaboracion propia a partir de los datos proporcionados
por el software de ensamblaje Canu mediante el software RStudio.

5.2 Ensamblaje de las secuencias en formato PacBio mediante el
software Canu

Los resultados obtenidos del ensamblaje de las secuencias en formato PacBio
mediante el software Canu se pueden estructurar en relacion a cada una de las
tres fases del proceso de ensamblaje.

5.2.1 Correction

En el proceso de correccion se cargaron un total de 5.311.721 lecturas que
contenian un total de 54.686.822.511 pb. Del total de las lecturas cargadas se
eliminaron 462.314 lecturas que incluian 220.354.363 pb. Esto supone la
eliminacion de casi un 9% de las lecturas totales; pero solamente una
eliminacién del 0,40% del total de las bases nucleotidas. Aunque el conjunto de
las lecturas eliminadas supone una reduccion alarmante respecto del total de
las lecturas cargadas, dada su reducida longitud en términos de nucleétidos, no
supone una reduccion significativa respecto del total de la informacion genética
disponible. La explicacion reside en que, por defecto, el conjunto de lecturas
con menos nucledétidos que un valor umbral previamente definido (1.000 pb), se
descartaron para los procesos posteriores del ensamblaje. Esta informacién se
especifica para cada una de las bibliotecas de secuenciacion, pudiendo
observar que las bibliotecas de secuenciacion 1 y 5 (Tabla 5) se asocian con
eliminaciones mas drasticas tanto en términos de lecturas como en bases
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nucleodtidas, ya que estas bibliotecas de secuenciacion contenian un amplio
conjunto de lecturas de tamafo reducido. En el otro extremo, se puede
observar un menor conjunto de lecturas de tamario reducido en las bibliotecas
de secuenciacion 3y 7 (Tabla 5) y por tanto un mayor grado de conservacion
de los nucleoétidos para las siguientes fases del ensamblaje.

Tabla 5. Balance de las lecturas cargadas y eliminadas para cada biblioteca de
secuenciacion durante el proceso de correccion. Fuente: elaboracion propia
mediante el software Microsoft Excel a partir de los datos obtenidos mediante el
software Canu.

BS Reads loaded bp loaded reads skipped bp skipped %read skipped %bp skipped
1 678237 6643833355 64359 29502503 9,49 0,44
2 500610 5255158990 46142 21102658 9,22 0,40
3 634664 6829072369 50778 24174818 8,00 0,35
4 660376 6865671835 54887 26974476 8,31 0,39
5 779007 7777932372 74168 35320151 9,52 0,45
6 687350 7049380419 58987 28349963 8,58 0,40
7 640305 6886201094 48636 23890743 7,60 0,35
8 731172 7379572077 64357 31039051 8,80 0,42

En la Figura 5, se puede observar que un gran porcentaje de las lecturas
totales tienen un tamafio reducido. En general, las lecturas mas cortas son las
mas frecuentes, y a medida que aumenta el tamafio de las lecturas la
frecuencia relativa de las lecturas de tamafio mayor desciende
considerablemente.
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Figura 5: Histograma del tamafio de las lecturas crudas cargadas en la primera
fase del ensamblaje. Fuente: elaboracion propia a partir de los datos
proporcionados por el software de ensamblaje Canu mediante el software
RStudio.

Se definieron fragmentos constantes o k-meros de 16 pb para posteriormente
realizar el proceso de solapamiento entre las secuencias. Con esta longitud de
k-meros, se obtuvieron 54.607.146.696 mers, de los cuales 2.098.750.006 se
identificaron como distinct mers (mers que se cuentan solamente una vez
aunque aparezcan repetidas veces) y 109.778.090 se identificaron como
single-copy mers (mers que aparecen una sola vez). El mayor recuento es de
286.211.341, quiere decir que aparece una misma secuencia de 16 pb (muy
abundante en el genoma, posiblemente secuencias de telobmeros o
centromeros). El conjunto de los mers identificados como single-copy mers son
los mas interesantes biol6gicamente, y en especial desde el enfoque
computacional del ensamblaje ya que permiten el analisis independiente de los
fragmentos de longitud definida, y su uso como ancla para el correcto
posicionamiento de las lecturas contiguas a estos fragmentos.
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En la Figura 6 se incluyen los criterios definidos por el usuario para la
basqueda de los distintos solapamientos presentes entre las lecturas de
secuenciacion. Practicamente todas las lecturas compartian fragmentos de
nucleodtidos entre si (Figura 6); y de éstas, la mayor parte se solapaba mas de
un 95% con otras lecturas.

PARAMETERS
40 |expected coverage
0 |don't use overlaps shorter than this
0.000 |[don't use overlaps with erate less than this
1.000 [don't use overlaps with erate more than this
OVERLAPS
0 ||< 0.0000 fraction error
0 |[= 0.4095 fraction error
lgnored
0 |< 0 bases long

|Filtered {[219292678646]too many overlaps, discard these shortest ones
Evidence|212840650  |[longest overlaps
[Total  ||219505519296|(all overlaps

|
|
|
|
|
|
|
I
0 |= 2097151 bases long |
|
|
|
|
|
|
|
|
|

| READS
45 ||nc:- overlaps
8436 [no overlaps filtered
8972 |< 50% overlaps filtered
52339 |< 80% overlaps filtered
333212 |< 95% overlaps filtered
5303240 |= 100% overlaps filtered |

Figura 6: Porcentaje de solapamientos encontrados entre las lecturas crudas.
Fuente: software Canu.

Los resultados del proceso de correccion incluyen ademas un balance entre las
lecturas y bases nucleétidas cargadas frente a las lecturas y bases corregidas.
Un 55.1% de las lecturas cargadas no generaron correccion alguna; frente a un
49.9% de lecturas que generaron correccién en al menos un nucleétido. El
ndamero de correcciones por lectura se puede encontrar en la Figura 7, y se
puede afirmar que cuanto mayor es el valor de correccion de nucleétidos por
lectura, menor es la frecuencia de lecturas asociadas a ese valor de correccion.
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Figura 7: Namero de correcciones por lectura. Fuente: software Canu.

En la Figura 8 se puede observar la distribucion de las lecturas en funcion de
su longitud, asi como la diferencia de longitud entre las lecturas corregidas
frente a las lecturas originales sin corregir. Una vez mas, se puede observar
que tras el proceso de correccidon la cantidad de lecturas se reduce en gran
medida; y que el tamafio de las lecturas corregidas se reduce respecto de las
lecturas originales o sin corregir.

read length
Je+0B T T - -

onginal
expected 1
corrected [ ]

2.5e+06 | E

2e+06 | E

1.5e+06

number of reads

1e+06 | ;|

500000 | 4

i 1 — . . .

1
a 20000 40000 60000 30000 100000
read length, bin width = 250

Figura 8: Histograma de longitud original de las lecturas (rojo), esperada
(verde) y actual corregida (azul). Fuente: elaboracién propia a partir de los
datos proporcionados por el software de ensamblaje Canu.
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5.3 Trimming

En la segunda fase del proceso de ensamblaje solamente se cargaron las
lecturas que habian sido corregidas al menos en un nucleoétido, es decir, el
49,9% de las lecturas cargadas al comienzo del proceso de ensamblaje. Este
subconjunto de lecturas corregidas presentaba una mayor longitud media
respecto de las lecturas originales, pues la inmensa mayoria de las lecturas de
corta longitud se eliminaron durante el proceso de correccion (Figura 9).

read length
100000 T T T T T

90000 H -

80000 [ -

70000 H -

60000 H —

50000

number of reads

40000

20000

20000

10000

] ] 1
60000 80000 100000 120000

read length, bin width = 250
Figura 9: Histograma del tamafio de las lecturas corregidas. Fuente:

elaboraciéon propia a partir de los datos proporcionados por el software de
ensamblaje Canu.

Se volvio a calcular el solapamiento entre las lecturas corregidas para
posteriormente eliminar aquellas que no eran compatibles con ninguna de las
demas lecturas corregidas. Para ello, previamente se definieron k-meros de 22
pb y se generaron 25.078.405.722 mers, de los cuales 3.668.867.133 se
identificaron como distinct mers; y 2.191.211.841 como single-copy mers.
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No hubo un descarte previo de las lecturas corregidas durante el proceso de
recorte (trimming). En base a los criterios definidos en la Figura 10, mas del
75% de las lecturas corregidas fueron recortadas, el 20% de las lecturas
corregidas se conservaron sin recortar, casi el 1,5% de las lecturas corregidas
se eliminaron por no compartir solapamientos con al menos otra lectura
corregida, y el 2,16% de las lecturas corregidas se eliminaron de acuerdo a una
longitud de recorte menor a la minima requerida. Un 57,4% de las lecturas
fueron recortadas por el extremo 5’ de la lectura, mientras que el 54% de las
lecturas fueron recortadas por el extremo 3’ de la lectura. Dado que la suma de
los porcentajes supera el 100%, se concluye que un porcentaje del conjunto de
las lecturas fueron recortadas por ambos extremos. La no deteccion de
quimeras puede ser una buena sefal (porque son errores) o mala, (porque el
programa no es capaz de definirlas) por falta de cobertura (entonces hay que
secuenciar mas).

PARAMETERS
1000 (reads trimmed below this many bases are deleted
0.0450|(use overlaps at or below this fraction error
INPUT READS

reads bases
250T13T[24722495480|reads processed
95610 411617929 reads not processed, previously deleted

0 o reads not processed, in a library where trimming isn't allowed
PROCESSED
reads bases
0 o no overlaps
7105 19799650 no coverage after adjusting for trimming done already
0 o processed for chimera
O o processed for spur

2550032124702695830| processed for subreads
READS WITH SIGNALS

reads signals
0 0 number of 5' spur signal
o o number of 3' spur signal
0 0 number of chimera signal
5687 5790 number of subread signal
SIGNALS
reads bases
0 0 size of &' spur signal
0 o size of 3' spur signal
0 0 size of chimera signal
5790 2381727 size of subread signal
TRIMMING
reads bases

3075 22708921 trimmed from the 5' end of the read
2617 16923352 trimmed from the 3' end of the read

Figura 10: Resumen de las lecturas recortadas. Fuente: software Canu.
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5.3.1 Unitigging

El conjunto de lecturas corregidas que fueron recortadas de acuerdo a los
criterios definidos en el proceso anterior (Figura 10), asi como el conjunto de
lecturas corregidas que se mantuvo sin recortar, conformaron el archivo
conjunto de entrada para el proceso final del ensamblaje. Una vez mas, se
repitié el analisis del solapamiento entre las lecturas de entrada mediante k-
meros de 22 pb de longitud. Asi, se encontraron 22.932.184.349 mers,
3.135.540.233 distinct mers, y 1.761.293.828 single-copy mers.

Para identificar los unitigs se utilizaron 2.557.124 lecturas que contenian un
total de 854.843.232 solapamientos. La Figura 11 informa del descarte de un
5,3% de las lecturas totales durante la fase de recorte; asi como la clasificacion
de las lecturas y solapamientos utilizados para generar los contigs, de entre los
cuales un 25,9% corresponde a lecturas correctamente ordenadas y de buena
calidad que articulan la generacion de unitigs por ser consistentes con la
mayoria de datos disponibles y de facil ensamblaje, un 17,4% corresponde a
lecturas de baja cobertura y por tanto potencialmente de baja calidad para el
ensamblaje, un 24,4% ligado a lecturas de repeticibn y que por tanto deben
colocarse de forma especifica, y un 12,7% ligado lecturas con alto grado de
repeticion.

Category Reads | % Read Length Feature Size or Coverage Analysis
middle-missing |[9321 0.36 (| 11267.52|%(7145.35 1086.94|+ ||1342.35 bad trimming
middle-hump 17970 ||0.70 || 8112.45|+(5920.81 414 80|+ ||855.72 bad trimming
no-5-prime 56438 (221 |[11601.31|+|6751.22 21391+ (1591 35 bad trimming
no-3-prime 51896 (203 |11692.30|+|6918.47 228 69+ (1601 .56 bad trimming
low-coverage 445593\ 17.43| 4667.79| x| 3862.85 4 45|+ {|1.98 easy to assemble, potential for lower quality consensus
unigue 663063|25.93| 7608.73||4815.37 20.79| ||7.66 easy to assemble, perfect, yay
repeat-cont 212660(8.32 || 8933.33|+|/7200.71 2259.86|+ [[1979.56 potential for consensus errers, no impact on assembly
repeat-dove 77 003 (29517 11|+(/14837 11 1347 28|+ ||1519.69 hard to assemble, likely won't assemble correctly or even at all
span-repeat 326330 12.76)12460.66| | 6147.22 5899.34(+ (|5067.06 read spans a large repeat, usually easy to assemble
unig-repeat-cont |[619740(24.24|[ 9816.81(=(4621.26 should be uniquely placed, low potential for consensus errors, no impact on assembly
unig-repeat-dove||124240|4 86 | 16658.09|(+(6552.92 will end contigs, potential o misassemble
unig-anchor 14511 ||0.57 (12346.33|+( 6422 49 4645 00|+ (|4426.35 repeat read, with unique section, probable bad read

Figura 11: Resumen de las lecturas seleccionadas para la conformacién de los
contigs gendmicos. Fuente: software Canu.

Los resultados finales del proceso de ensamblaje se incluyen en dos archivos
en formato fasta. El primer archivo incluye la informacion mas relevante en
relacion al ensamblaje de las lecturas ordenadas que conforman los contigs
(Tabla 6); y de la misma forma, el segundo archivo incluye las lecturas
ordenadas de mayor consistencia que conforman los unitigs (Tabla 7). Se
puede observar que el nimero de unitigs de ensamblaje es mucho mayor que
el numero de contigs de ensamblaje, y que todos ellos, al ser producto de un
proceso de ensamblaje de novo, no se han incluido como parte de scaffolds
previamente ensamblados. La proporcion de contigs de gran longitud (>100 K
b) es considerablemente superior a los unitigs de la misma longitud, y es una
de las razones que sostiene que el estadistico N50 asociado a los contigs sea
muy superior al estadistico N50 ligado a los unitigs. Por otro lado, no hay
diferencias significativas en cuanto a la representacion de cada nucleétido
entre los contigs y unitigs de ensamblaje.
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Tabla 6. Resumen de la informacion mas relevante de los contigs de
ensamblaje. Fuente: elaboracion propia mediante el software Microsoft Excel a
partir de los datos obtenidos mediante el software Canu.

Number of contigs 21404

Number of contigs in scaffolds 0

Number of contigs not in scaffolds 21404

Total size of contigs 1095445729

Longest contig 643653

Shortest contig 1172

Number of contigs > 1Kbp 21404 100.00%
Number of contigs > 10Kbp 21279 99.40%
Number of contigs > 100Kbp 1522 7.10%
Number of contigs > 1Mbp 0 0.00%
Number of contigs > 10Mbp 0 0.00%
Mean contig size 51179

Median contig size 41289

N50 contig length 57065

L50 contig count 5801

contig %A 32.03

contig %C 17.97

contig %G 17.93

contig %T 32.07

contig %N 0.00

contig %non-ACGTN 0

Number of contig non-ACGTN nt 0
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Tabla 7. Resumen de la informacion mas relevante de los unitigs de
ensamblaje. Fuente: elaboracion propia mediante el software Microsoft Excel a
partir de los datos obtenidos mediante el software Canu.

Number of unitigs

Number of unitigs in scaffolds
Number of unitigs not in scaffolds
Total size of unitigs
Longest unitigs

Shortest unitigs

Number of unitigs > 1Kbp
Number of unitigs > 10Kbp
Number of unitigs > 100Kbp
Number of unitigs > 1Mbp
Number of unitigs > 10Mbp
Mean unitig size

Median unitig size

N50 unitig length

L50 unitig count

unitig %A

unitig %C

unitig %G

unitig %T

unitig %N

unitig %non-ACGTN

Number of unitig non-ACGTN nt

46302
0

46302

1330626633
590744
1000
46299 100.00%
35831 77.4%
927 2.00%

0 0.00%
0 0.00%

28738

22534

42238

10085

31.91

18.11

18.09

31.89

0.00
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5.4 Ensamblaje de las secuencias en formato PacBio mediante el
software Falcon.

Mediante el software Falcon se generaron los resultados previos a la
generacion de los contigs gendémicos. Para cada carrera, los resultados se
presentan como la cantidad de solapamientos encontrados entre las lecturas
en cada uno de los procesos. En la primera fase, cuyo objeto son las lecturas
sin corregir, se puede observar un incremento notable de las carreras 4 y 5
(mismo valor ya que se mantuvieron los parametros) respecto de la carrera 2
(Tabla 8); y del mismo modo, una vez corregidas las lecturas se encontraron
mas solapamientos en las carreras 4y 5 (Tabla 9).

5.4.1 Fase de deteccion de solapamientos y correccion de errores

Tabla 8. Deteccion de solapamientos de las lecturas sin corregir. Fuente:
elaboracion propia mediante el software Microsoft Excel a partir de los datos
obtenidos mediante el software Falcon.

Carrera 2 279.699.992
Carrera 4 6.800.750.797
Carrera s 6.800.750.797

5.4.2 Fase de deteccion de solapamientos de las lecturas corregidas

Tabla 9. Deteccion de solapamientos de las lecturas corregidas. Fuente:
elaboracion propia mediante el software Microsoft Excel a partir de los datos
obtenidos mediante el software Falcon.

Carrera 2 550
Carrera 4 1.774.626
Carrera s 402.967.408

5.4.3 Fase de ensamblaje final

Esta fase no se pudo concluir para ninguna de las combinaciones de
pardmetros debido a que los ficheros de prelecturas se generaban vacios. Se
intentd solucionar el problema accediendo a los comandos del wrapper de
Falcon por separado, pero el error persistié, estando relacionado con el uso por
parte del Falcon de otro programa especifico para la deteccion de
solapamientos: DAligner (ver Discusion).
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6 Discusion

6.1 SequelQC

Los tamafios de las lecturas de la polimerasa fueron quizds un poco bajos.
Segun los manuales de proveedor, la longitud media de la lectura de la
polimerasa suele ser 20 kb y el N50 de la longitud de las sublecturas puede
alcanzar los 30kb. En este estudio, tanto la longitud media de las lecturas de la
polimerasa como el N50 de las sublecturas rondaron los 13 kb. Esto
probablemente se deba a que el ADN que se aislo estaba mas fragmentado
que lo deseable, o0 mas probablemente, a que no estaba suficientemente
limpio. Un problema del ADN de olmo, es que tiene mucho mucilago, que es
dificil de limpiar. Este mucilago probablemente obture las ZMWs y haga que las
lecturas decaigan en calidad muy rapidamente, y por eso no se alcancen
valores de N50 cercanos a 30-40 kb que seria lo esperable (Figura 12).

Los resultados del analisis sin la integracion de los archivos scraps, incluyen la
mayor parte de la informacién en cuanto a la evaluacion de la calidad de las
secuencias crudas; aunque la integracion de los archivos scraps se tradujo en
un proceso computacional mas completo en cuanto a la cantidad de
informacion que se pudo extraer. Mediante la integracion de los archivos scraps
se afladen estadisticos de calidad en relacién a las secuencias generadas de
forma continua por la polimerasa durante la secuenciacion (Figura 13).
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Figura 12: Variacion de los tamafos de las lecturas por biblioteca de
secuenciacion, y el valor que toma el estadistico N50 en cada una de ellas. La
distribucion de los datos parece seguir el mismo esquema en cada una de las
bibliotecas de secuenciacion. La dispersion se muestra como similar. Fuente:
elaboracion propia a partir de los datos proporcionados por el software de
ensamblaje Canu mediante el software RStudio.
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Figura 13. Grafico de barras multiple del tamafio total de bases para cada
estadistico y biblioteca de secuenciacion. Mediante el uso de los archivos
scraps, se afiade a la grafica los estadisticos CLRs y subedCLRs
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6.2 Canu
6.2.1 Dificultades técnicas

El ensamblaje de las lecturas de secuenciacion mediante el uso del software
Canu se consiguio realizar de forma integra mediante la configuracion de 3
carreras independientes. La repeticion del ensamblaje fue necesaria de
acuerdo a la adaptacién de las carreras a los recursos computacionales de la
work-station, junto con la configuracion especifica de las carreras al formato del
conjunto de lecturas de secuenciaciéon. La primera carrera, se generd con los
valores por defecto del programa de ensamblaje como base para la adaptaciéon
progresiva de estos valores hasta su correcta configuracién. Frente al error
temprano, fue necesario limitar el proceso de ensamblaje a los recursos locales
mediante el uso del pardmetro de configuracion useGrid=false, y limitar el uso
de las 64 CPUs que componen la work-station a un uso parcial de 54 CPUs.
Mediante el ajuste de estos parametros, se lanzé una segunda carrera
independiente (es decir, para no perder informacién se gener6 una nueva
carpeta de ensamblaje) que comenzé a generar informacién ligada a la primera
fase de correccion de las lecturas de secuenciacion. En la misma fase de
correccion, se alcanz6é un punto en el que constantemente se mostraba un
error en la Terminal asociado a la versién del programa Java instalado,
posteriormente resuelto mediante el script detallado a continuacion.
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#Comando para listar todas las versiones de java instaladas:
sudo update-alternatives --config java
#Comando para cambiar la version default de java:

export JAVA_HOME="$(jrunscript -e 'java.lang.System.out.printin({java.lang.System.getProperty("java.home")); )"

El proceso de ensamblaje se realiz6 de forma satisfactoria mediante el uso de
una tercera carrera hasta alcanzar los contigs y unitigs de ensamblaje. Aun asi,
el proceso genero tal cantidad de informaciéon que hubo que instalar dos
nuevas memorias NAS de forma especifica (como se describe en el apartado
de Metodologia, apartado de configuracion de la work-station), para conseguir
almacenar todos los archivos de ensamblaje generados; y en determinados
procesos computacionales, los requisitos minimos demandaban mas que los
méximos definidos en la configuracion dando Ilugar a interrupciones
inesperadas. En estos momentos fue mas operativo ajustar y solventar las
tareas de determinados archivos manualmente a través de la linea de
comandos de Linux.

6.2.2 Calidad del ensamblaje

Casualmente, en febrero de 2021 se liber6 el borrador de un pre-ensamblaje
genoma de Ulmus americana en la base de datos NCBI (Accession number
PRJINA390847). Dado que la liberacién del pre-ensamblaje no se acompafié de
un articulo, la informacién del proceso del ensamblaje del genoma de U.
americana es escasa. Aun asi, se indica que fue ensamblado usando lecturas
de lllumina mediante el uso del programa SPAdes. También se incluye la
longitud total del genoma, junto con el estadistico N50. La longitud total una vez
ensamblado el genoma de U. americana es de 1,26 Gb, por lo que concuerda
en gran medida con los resultados obtenidos en el ensamblaje de la especie U.
minor, ya que la longitud total del genoma ensamblado es de 1,21 Gbp. Sin
embargo, es importante recordar que el genoma de U. americana, del
subgénero Oreoptelea, es de aproximadamente 1,5 Gbp mientras que el de U.
minor, del subgénero Ulmus, ronda los 2,1 Gbp. El estadistico N50 asociado al
genoma de U. americana es de 60 Kb, y el estadistico N50 del genoma de U.
minor es de 57 Kb. Mediante la comparacion de estos datos, se puede
considerar que nuestro ensamblaje preliminar comparte calidad con el pre-
ensamblaje liberado del U. americana.

6.3 Falcon
6.3.1 Dificultades técnicas

El ensamblaje de las lecturas de secuenciacion mediante el uso del software
Falcon se consiguid realizar casi al completo mediante la configuracion de 6
carreras independientes. En un primer intento, se tom6é como referencia la
configuracion computacional definida en Canu para abordar el proceso de
ensamblaje. Falcon, en general utiliza mas memoria RAM, por lo que el uso de
las CPUs hubo que limitarlo en varias ocasiones. Por defecto, la configuracion
interna del software Falcon es mas extensa y restrictiva que la configuracion
del software Canu.

En las cuatro primeras carreras se encontré el mismo patrén problematico en el
funcionamiento del software: los archivos generados, al avanzar de fase se
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esperaba que aumentasen en gran medida su tamafo, pero no funcioné6 como
se esperaba y por tanto al alcanzar la fase final del ensamblaje disponian de
poca informacion. La explicacion se encontré en los restrictivos criterios de
configuracion definidos, posteriormente reflejados en una baja calidad de las
lecturas tras el proceso de correccion de las lecturas en crudo, solapamientos
mal identificados entre las lecturas corregidas, y la imposibilidad de definir
lecturas molde como pilares fundamentales del ensamblaje. Poco a poco se
fueron ajustando distintos parametros de configuracién de manera especifica
para cada uno de las cuatro carreras, para asi comparar y entender cuanto y
como afectaban los ajustes en cada proceso del ensamblaje.

En el Anexo 3 se puede encontrar la lista de los principales pardmetros que
fueron ajustados de manera especifica para cada run, y que, por tanto,
generaron diferencias significativas en los procesos del ensamblaje. La escala
de afeccion de cada uno de los parametros se encuentra definida en las
casillas correspondientes a la fila de “Configuracion”.

A escala general, se decidio que tras el error generado en el runl asociado al
parametro input_fofn=input fofn y pa_fasta_ filter_option=median, los
pardmetros debian sustituirse por input_fofn= subreads.fasta.fofn (ya que es el
formato de los archivos de entrada) y pa_fasta filter_option=streamed-median
(aplica el filtro ZMW de longitud mediana ejecutando una sola pasada sobre los
datos). Al ser un genoma de gran tamafio (>10Mb) la configuracion en relacion
a la particion de las lecturas se fue ajustando en funcion de dos marcadores: el
marcador -x se focaliza en el filtrado de secuencias inferiores a un valor de
longitud establecido, mientras que el marcador —s controla el tamafio de los
bloques almacenados en la DB dazzler (los datos de secuenciacion deben
estar almacenados en la DB dazzler para la primera y segunda etapa del
ensamblaje). El ajuste del parametro pa_REPmask_code hace referencia a la
configuracion de la basqueda de repeticiones intercaladas en las lecturas v,
salvo en el primer run, se realizo tres veces consecutivas (separados por “;”)
definiendo el tamafio del grupo y la cobertura.

Durante el pre-ensamblaje de las secuencias se ajusté el valor de tres
pardmetros diferentes: el valor del pardmetro seed coverage oscilé en el umbral
comprendido entre el valor 20 y 40 (salvo en el primer run que no se definid) en
relacion a la cobertura esperada de las lecturas mas largas o semilla; el valor
del pardmetro length cutoff se fue ajustando en los diferentes carreras en base
al tamafio minimo de las lecturas que se proponen para su uso, y cuando el
valor es -1 se esta forzando el auto-calculo de la cobertura de las lecturas mas
largas o semilla; y el valor pa_daligner_option se compone de los parametros
especificos ajustables —k (tamafio de los k-meros), -e (tasa de correlacién
media; un valor de 0,7 es Optimo para lecturas de baja calidad, mientras que un
valor de 0,8 se ajusta bien a lecturas de alta calidad), -l (longitud minima del
solapamiento; un valor pequefio se asocia con librerias de poco tamafio y
vicerversa), -h (nimero total de bases cubiertos por los encuentros de los k-
meros). Finalmente, se ajustaron y afadieron parametros internos que
componen ovlp_daligner_option en la configuracién interna de Pread-
overlapping como -k, -e, y -| para comparar los resultados obtenidos durante la
fase del pre-ensamblaje.

38



Jorge Pallarés Zazo Trabajo Final de Méster

Mediante el ajuste de los parametros especificos de cada proceso de
ensamblaje se consiguieron generar los archivos de lectura corregidos con la
informacion de los solapamientos encontrados en el subconjunto de éstas. Aun
asi, no se pudo establecer el orden de las lecturas necesario para generar los
contigs gendmicos. El proceso se detenia e informaba de un error complejo y
poco comun. Se sabe que este error es poco habitual por la inexistencia de
informacion al respecto, ya que la mayoria de los errores computacionales se
incluyen en foros especificos de consulta, en el cual los desarrolladores del
programa se encargan de resolver la cuestion, o proponen las causas mas
probables del problema. Por lo que se ha visto el error se genera desde el
comienzo del proceso y parece guardar una estrecha relacion con la cobertura
de las lecturas de secuenciacion y el uso por parte de Falcon de programa
DAligner. Si bien el problema podria ser técnico en la parte computacional, el
hecho de que se encontrase gran dificultad para encontrar solapamientos a no
ser que se redujese el error a valores muy bajos (0,75 para la primera fase),
indica que el problema se debe a que la cobertura que se tiene por el momento
es baja, unido a la posibilidad de que la calidad de las lecturas también sea
menor de la deseable. Como referencia, generalmente en los genomas de
especies forestales se considera una cobertura minima de las lecturas de al
menos 60x (Stephen DiFazio, comunicacion personal), muy por encima del
valor 30x.

6.4 Necesidad de utilizar o no ambos softwares de ensamblaje.

En relacion a la complejidad de generar un genoma de alta calidad que sirva de
referencia para las especies del género Ulmus, se afirma la necesidad de haber
utilizado ambos softwares de ensamblaje. El aprendizaje del funcionamiento de
los parametros que pueden afectar en cada proceso especifico del software de
ensamblaje se considera vital para la comprension del proceso a escala
general, y que por tanto articula una estrategia de ensamblaje solida a futuro.

Se ha podido comprobar que entre ambos softwares existen diferencias
sustanciales que afectan directamente en el proceso de ensamblaje. La
principal diferencia, reflejada directamente en los resultados de este proyecto,
se podria considerar el valor de cobertura minima (coverage) necesaria para
transformar el conjunto de lecturas en crudo hasta contigs genémicos. Otra de
las mas visibles es la diferencia en cuanto a la demanda de memoria de
almacenamiento. De media, las carreras de Falcon ocuparon poca memoria en
el disco duro, mientras que las de Canu fueron muy exigentes. El consumo de
memoria RAM que se asocia con los procesos internos del software Falcon se
ha podido estimar muy por encima del necesario para el ensamblaje realizado
mediante el software Canu. Otra de las diferencias facilmente observables se
asocia con los archivos de configuracion generales de cada uno de los
softwares (Anexo 1; Anexo 2). Por un lado, Canu utiliza un archivo de
configuracion simple, es decir, no necesariamente se le deben especificar cada
uno de los parametros particulares del proceso en cuestion, y éstos si no se
especifican son asignados por defecto; mientras que Falcon necesita un
archivo de configuracion complejo, que compile en detalle la informacion
paramétrica de cada proceso de ensamblaje, e incluso de las fases que
conforman la consecucion de cada uno de los procesos del ensamblaje (Anexo
2).
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La mayor versatilidad de Falcon se obtiene a coste de una mayor complejidad
para su ejecucion. Esto permite que este ensamblador pueda ser usado para
proyectos a largo plazo, con un elevado respaldo econémico, en los que de
tiempo y haya recursos computacionales suficientes para realizar multiples
pruebas con diferentes valores paramétricos. Sin embargo, la automatizacion
de Canu permite que pueda ser utilizado en proyectos de menor escala, o en
los que el genoma de referencia sea un medio para conseguir otros objetivos, y
no el fin altimo del proyecto.

Sin embargo, para progresar en la obtencion de un genoma de referencia de
calidad aceptable para Ulmus minor, se considera la necesidad de utilizar méas
de un software de ensamblaje, aunque sea necesario ampliar la cobertura de
las lecturas, y asi poder liberar ambos resultados para diferentes aplicaciones,
ademas de compararlos y detectar posibles sesgos de alguno de los
programas.

6.5 Inclusion de nuevos datos y perspectivas a futuro

En futuras versiones se plantea empezar con el ensamblaje de las secuencias
de lllumina mediante el software SPADes, y posteriormente realizar el
scaffolding mediante el uso de las secuencias de PacBio. En todo caso parece
necesario aumentar la cobertura de las lecturas de secuenciacion disponibles a
un minimo de 60x para resolver los problemas de ensamblaje anteriormente
presentados, y obtener un ensamblaje de buena calidad. Ademas, se plantea la
posibilidad de aumentar la amplitud en cuanto a tamafos de las bibliotecas de
secuenciacion. Por ultimo, la inclusion de lecturas muy largas en formato
Oxford Nanopore permitiria la combinacion de diferentes tecnologias de
secuenciacion que potencialmente mejorarian la calidad del ensamblaje.
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7 Conclusiones

7.1 Conclusiones

v' El ensamblaje del genoma de un organismo superior (en este caso una
especie forestal como es el olmo) es un proceso complejo y laborioso
gue integra multitud de procesos computacionales.

v/ Segun los andlisis realizados con el software SequelQC, la informacion
disponible de PacBio fue de calidad marginalmente inferior de la
esperada.

v" Con la informacion disponible de las plataformas PacBio (29x) e lllumina
(95x) se consigui6 hacer un ensamblaje del genoma exclusivamente con
el software Canu, pero no se pudo obtener un ensamblaje con Falcon,
posiblemente porque la cobertura fue insuficiente.

v' Canu, por defecto, es capaz de abordar los procesos de ensamblaje de
manera sencilla e integra a pesar de la baja cobertura encontrada en las
lecturas originales, aunque demanda una amplia memoria de
almacenamiento para la escritura de archivos de salida en cada uno de
los procesos de ensamblaje.

v' Falcon necesita de un archivo de configuracién en el que se definan y
acoten de forma precisa los parametros necesarios para cada proceso
del ensamblaje, y necesita utilizar mucha memoria RAM para la escritura
de archivos de salida.

v’ Para solventar el problema, a corto plazo se plantea cambiar la
aproximacion, haciendo un ensamblaje inicial con las lecturas de
lllumina usando SPADes y haciendo un scaffolding posteriormente con
las lecturas de PacBio.

v’ Se considera necesario ampliar la cobertura de las secuencias de
tamafio largo, o bien haciendo nuevas carreras en PacBio, o bien
haciendo carreras con Oxford Nanopore.

7.2 Lineas de futuro

Como se indica en las conclusiones, para las versiones posteriores se plantea
la posibilidad de integrar nuevos datos de secuenciacion (Oxford Nanopore),
ampliar la cobertura de las secuencias utilizadas de PacBio (de 29x a 60x), y
probar el orden inverso del proceso de ensamblaje (en primer lugar, ensamblar
las lecturas en formato Illlumina y completar el ensamblaje mediante las
secuencias de PacBio).

7.3 Seguimiento de la planificacién

El calendario propuesto incluye una lista de tareas definidas que han guiado
mediante objetivos temporales el avance del proyecto. Se sabia desde el
principio que los objetivos del proyecto eran ambiciosos debido a la
complejidad computacional de los procesos de ensamblaje. Aun asi, se han
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cumplimentado todos y cada uno de los objetivos planteados. Se es consciente
de que el cronograma propuesto en un principio se ha tenido que modificar por
las sucesivas repeticiones del ensamblaje mediante ambos softwares, cuyo
anico objetivo consistia en la mejora de la calidad del ensamblaje.
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8 Glosario

1C: valor que define la longitud del genoma incluyendo solamente un juego de
cromosomas.

2C: valor gque define la longitud del genoma incluyendo los dos juegos de
cromosomas completos.

Canu: software de ensamblaje que surge de la bifurcacién del Celera
Assembler, y esta disefiado de forma especifica para el montaje de secuencias
PacBio o Oxford Nanopore.

Carrera: procesos independientes del ensamblaje ligados especificamente a un
archivo de configuracion que incluye los valores definidos de los parametros de
ensamblaje.

CLR: lecturas con una longitud de sublectura aproximadamente equivalente a
la longitud de lectura de la polimerasa, lo que indica que la secuencia se
genera a partir de una unica plantilla continua desde el principio.

Cobertura: nimero de veces que se lee una misma posicion nucleétida.

Contig: secuencias superpuestas de ADN utilizadas para hacer un mapa fisico
que reconstruye la secuencia original de ADN de un cromosoma o de una
region de un cromosoma.

Falcon: software de ensamblaje configurado para procesar genomas grandes
con coincidencia diploide secuenciados con lecturas largas de PacBio.

Genoma: totalidad del material genético que posee un organismo 0 una
especie en particular.

Grafiosis: pandemia que entr6 en Espafia a mediados de la década de los 30, y
cuyo patégeno responsable es el hongo vascular Ophiostoma ulmi. A principios
de los 70 sobrevino una nueva especie de mayor virulencia denominada
Ophiostoma novo-ulmi que diezma las poblaciones autoctonas de la especie U.
minor.

N50: longitud de lectura en la que el 50% de las bases estan incluidas en
lecturas mas largas o iguales a este valor.

PSR (Polymerase read to Subread Ratio): estadistico de calidad que estima las
veces que un fragmento de secuenciacion ha sido leido dentro de una lectura.

Unitig: secuencias superpuestas de ADN consistentes con la mayoria de datos
disponibles y de facil ensamblaje utilizadas para hacer un mapa fisico que
reconstruye la secuencia original de ADN de un cromosoma o de una region de
un cromosoma.

Scaffold: conjunto ordenado de contigs en los que puede existir huecos sin
secuenciar conectados mediante lecturas de secuencias de extremos
emparejados.
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SMRT (zero-mode waveguide): pozos microscopicos que componen el chip de
silicio usado en la secuenciacion SMRT con una guia de onda desarrollada
para la identificacion de cada nucleotido en la fase de polimerizacion.

ZMWs: dispositivo nanofotdnico incluido en las células SMRT, utilizado para
confinar la luz a un pequefo volumen de observacion.

ZOR (ZMW occupancy ratio): indica cuantos de los ZMWs de la celda
contienen al menos un fragmento de ADN para ser secuenciado.
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10 Anexos

Anexo 1: log de configuracién para el ensamblaje de las lecturas mediante el

software Canu.

## que solamente use los recursos del ordenador.
useGrid=false

#Comando para listar todas las versiones de java instaladas:
sudo update-alternatives --config java

#Comando para cambiar la version default de java:

export JAVA_HOME="S$(jrunscript -e 'java.lang.System.out.println(java.lang.System.getProperty("java.home"));"')"

canu -correct \

-p VAD2-PacBio \

-d /media/azken/GENESIS/Elm_genome/Trials/canu/Trial3/ \
java=fusr/lib/jvm/java-8-openjdk/bin/java \
genomeSize=2.1qg \

-pacbio-raw /media/azken/GENESIS/Elm_genome/PacBio/HNOO118617/VAD2-PacBio-1_1/VAD2-PacBio-1_1_subreads.
-pacbio-raw /media/azken/GENESIS/Elm_genome/PacBio/HNOO118617/VAD2-PacBio-1_2/VAD2-PacBio-1_2_subreads.
-pacbio-raw /media/azken/GENESIS/Elm_genome/PacBio/HNOO118617/VAD2-PacBio-1_3/VAD2-PacBio-1_3_subreads.
-pacbio-raw /media/azken/GENESIS/Elm_genome/PacBio/HN®O118617/VAD2-PacBio-1_4/VAD2-PacBio-1_4_subreads.
-pacbio-raw /media/azken/GENESIS/Elm_genome/PacBio/HNOO118617/VAD2-PacBio-1_5/VAD2-PacBio-1_5_subreads.
-pacbio-raw /media/azken/GENESIS/Elm_genome/PacBio/HNOO118617/VAD2-PacBio-1_6/VAD2-PacBio-1_6_subreads.
-pacbio-raw /media/azken/GENESIS/Elm_genome/PacBio/HNOO118617/VAD2-PacBio-1_7/VAD2-PacBio-1_7_subreads.
-pacbio-raw /media/azken/GENESIS/Elm_genome/PacBio/HNOO118617/VAD2-PacBio-1_8/VAD2-PacBio-1_8_subreads.

TRIM

canu -trim \

-p VAD2-PacBio \

-d /media/azken/GENESIS/Elm_genome/Trials/canu/Trial3/ \
java=/usr/lib/jvm/java-8-openjdk/bin/java \
genomeSize=2.1g \

fasta
fasta
fasta
fasta
fasta
fasta
fasta
fasta

-pacbio-corrected /media/azken/GENESIS/Elm_genome/Trials/canu/Trial3/VAD2-PacBio.correctedReads.fasta.gz

ASSEMBLY

canu -assemble \

-p VAD2-PacBio \

-d /media/azken/GENESIS/Elm_genome/Trials/canu/Trial4d/ \

java=/usr/lib/jvm/java-8-openjdk/bin/java \

genomeSize=2.1g \

correctedErrorRate=0.045 \

-pacbio-corrected /media/azken/GENESIS/Elm_genome/Trials/canu/Trial3/VAD2-PacBio.trimmedReads.fasta.gz
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Anexo 2: log de configuracion para el ensamblaje de las lecturas mediante el
software Falcon.

#H Input]

[General]
input_fofn=subreads.fasta.fofn
input_type=preads

pa_DBdust_option=
pa_fasta_filter_option=streamed-median
target=assembly

skip_checks=False
LA4Falcon_preload=false

#### Data Partitioning
pa_DBsplit_option=-x500 -s400
ovlp_DBsplit_option=-x500 -s5400

#### Repeat Masking

pa_HPCTANmask option=

#no-op repmask param set
pa_REPmask_code=0,300;0,300;0,300

####Pre-assembly

# adjust to your genome size

genome_size=2100000000

seed_coverage=20

length_cutoff=15000

pa_HPcCdaligner_option=-v -B128 -M24

pa_daligner_option= -ki16 -e0.75 -12000 -h128 -w8 -s100
falcon_sense_option=--output-multi --min-idt ©.70 --min-cov 4 --max-n-read 200
falcon sense greedy=False

##u#Pread overlapping
ovlp_HPCdaligner_option=-v -B128 -M24
ovlp_daligner_option=-k18 -e0.85 -12000 -h256 -s100 -M48 -H1000

####Final Assembly

length_cutoff_pr=500

overlap_filtering_setting=--max-diff 100 --max-cov 100 --min-cov 2
fc_ovlp_to_graph_option=

[job.defaults]

job_type=local

pwatcher_type=blocking

JOB_QUEUE=default

MB=196608

NPROC=4

njobs=10

submit = fbin/bash -c ${JOB_SCRIPT} =| S${STDOUT_FILE} 2>| S${STDERR_FILE}
#submit = gqsub -5 fbinf/bash -sync y -V '\
-q ${JOB_QUEUE} \

-N ${JOB_NAME} \

-0 "S${JOB_STDOUT}" \

-e "${JOB_STDERR}" \

-pe smp S{NPROC} \

-1 h_vmem=S{MB}M \

"${J0B_SCRIPT}"

*HHEBHR R H

[job.step.da]
NPROC=4
MB=196608
njobs=16
[job.step.la]
NPROC=4
MB=32768
njobs=10
[job.step.cns]
NPROC=4
MB=196608
njobs=10
[job.step.pda]
NPROC=4
MB=196608
njobs=10
[job.step.pla]
NPROC=4
MB=32768
njobs=10
[job.step.asm]
NPROC=24
MB=196608
niobs=1
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Anexo 3: combinaciones paramétricas del archivo de configuracion del software

Falcon.
Configuracion General Data Partitioning
Pardmetro input_fofn pa_fasta_filter_option | pa_DBsplit option | ovip_DBsplit_optio
0 input.fofn median -x500 -s400 -s400
1 subreads.fasta.fofn | streamed-median -x500 -s200 -s200
Run 2 subreads.fasta.fofn | streamed-median -x500 -s200 -x500 -s200
3 subreads.fasta.fofn | streamed-median -x500 -s200 -x500 -s200
4 subreads.fasta.fofn | streamed-median -x500 -s400 -x500 -s400
5 subreads.fasta.fofn | streamed-median -x500 -s400 -x500 -s400
Configuracién Repeat Masking
Parametro pa REPmask_code
0 -
1 0,300;0,300;0,300
2 0,300;0,300;0,300
Run
3 0,300;0,300;0,300
4 0,300;0,300;0,300
5 0,300;0,300;0,300
Configuracion
Parametro
Run
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