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Resumen

En las ultimas décadas, han surgido distintas iniciativas para abordar la falta de recursos
agricolas que permitan satisfacer las necesidades alimentarias y nutricionales de una poblacion
mundial creciente (especialmente en Africa), sorteando las dificultades que plantea el cambio
climdtico y la pérdida de agrodiversidad en la productividad de los sistemas agricolas. Una de
estas iniciativas es el Consorcio de Cultivos Africanos Huérfanos (AOCC por sus siglas en inglés),
que promueve la secuenciacién de los genomas y transcriptomas de distintas especies de cultivo
locales infraestudiados (huérfanos) procedentes del Africa subsahariana con el objeto de
proporcionar recursos agrigendmicos que permitan la mejora de dichas especies. En este
estudio, distintas aproximaciones de gendmica comparada fueron implementadas en cuatro de
las especies seleccionadas por el consorcio cuyos genomas ya han sido presentados, la
anacardidcea Sclerocarya birrea y las leguminosas Faidherbia albida, Lablab purpureus, y Vigna
subterranea. En primer lugar, se anotaron funcionalmente 68433 genes con 315830 términos
GO, 17909 genes con 80986 términos EC y 78951 genes con 411776 términos InterPro. A
continuacién, se obtuvo una clasificacion de 17998 ortogrupos o familias génicas en las cuatro
especies del AOCC mas otras siete representativas de distintos linajes de angioespermas. A partir
de dicha clasificacion, se llevd a cabo un andlisis evolutivo bajo maxima verosimilitud para
modelar la variacidon del tamafio de cada una de las familias génicas en un contexto filogenético
con la finalidad de detectar aquellas familias significativamente expandidas y contraidas en los
genomas de las especies del AOCC seleccionadas. Finalmente, se identificaron funciones
bioldgicas sobrerrepresentadas entre las familias expandidas, las cuales podrian estar en el
origen de adaptaciones bioldgicas relevantes, asi como de rasgos agronémicos de potencial
interés, como la resistencia a estrés bidtico, la tolerancia a estrés abidtico y la capacidad de
formar nédulos fijadores de nitrégeno.

Palabras clave: Genomas, Cultivos Africanos Huérfanos, expansiones y contracciones de familias
génicas, Enriquecimiento funcional, Gendmica Comparada, caracteres agronédmicos
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Summary

Over the last decades, different initiatives have surged to address the lack of agricultural
resources to meet the alimentary and nutritional requirements of a growing global population
(specially in Africa) and bypass the complications posed by climate change and the loss of
agrodiversity to the productivity of farming systems. One of these initiatives is the African
Orphan Crops Consortium (AOCC) which promotes the sequencing of genomes and
transcriptomes of understudied (orphan) local plants coming from Sub-saharan Africa with the
aim of providing agrigenomic resources to facilitate their improvement. In this study different
comparative genomics approaches were implemented on four of the species selected by the
consortium whose genomes have already been reported, the anacardiaceaous Sclerocarya
birrea and the leguminous Faidherbia albida, Lablab purpureus, and Vigna subterranea. First, a
functional annotation was performed resulting in 68433 genes annotated with 315830 GO
terms, 17909 genes annotated with 80986 EC terms and 78951 genes annotated with 411776
InterPro terms. Then, a classification of 17998 orthogroups or gene families was obtained in the
genomes of the four AOCC species and seven other species representing different angiosperms
lineages. From that classification a Maximum Likelihood evolutionary analysis was performed to
model the size variation of each gene family in a phylogenetical context in order to detect those
that are significantly expanded and contracted in the genomes of the selected AOCC species.
Finally, overrepresented biological functions were identified in the expanded families, which
could be at the origin of relevant biological adaptations as well as agronomical traits of potential
interest such as resistance to biotic stress, tolerance to abiotic stress and the capacity to form
nitrogen-fixing nodules.

Keywords: Genomes, African Orphan Crops, gene family expansions and contractions,
Functional enrichment, Comparative Genomics, agronomical traits
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1. Introduccion

1.1. Antecedentes

Desde la invencién de la agricultura hasta la actualidad, un nimero reducido de especies
vegetales (alrededor de 30) ha alimentado al grueso de la humanidad de los cuales el arroz, el
maiz y el trigo proporcionan la gran mayoria (FAO, 2010), quedando otras especies ignoradas y
desaprovechadas (los denominados cultivos “huérfanos”). Hasta el inicio del siglo XXI los
esfuerzos en aumentar la productividad agricola y, con ello, la tasa de alimentacién de las
poblaciones humanas se ha basado en incrementar el rendimiento de cultivos ampliamente
difundidos y estudiados e introducirlos en otras regiones afectadas por la escasez de alimentos
y la malnutricién; la llamada Revolucién verde. Por ejemplo, en el caso de Africa oriental se
promovio el cultivo de maiz (World Bank, 2009) obteniéndose resultados desfavorables a nivel
nutricional debido a su bajo contenido en acidos grasos, asi como otras carencias nutricionales
(Sands, et al., 2009).

Como alternativa a esta practica, para Africa oriental y el resto del Africa subsahariana se fundé
en 2011 el Consorcio de Cultivos Africanos Huérfanos (mejor conocido por sus siglas en inglés,
AOCC), una iniciativa para canalizar recursos hacia la explotacidn de especies vegetales propias
del continente con potencial agrénomo demostrado tal y como atestigua su presencia en los
sistemas agricolas de comunidades locales, pero largamente ignoradas e infraestudiadas. En
total, 101 especies huérfanas africanas fueron seleccionadas para la secuenciaciéon de sus
genomas y transcriptomas para proveer los recursosa agrigendmicos requeridos (marcadores
moleculares y genes relacionados con caracteres agrondémicos, principalmente) v,
posteriormente, disefar programas de mejora genética que faciliten su cultivo a gran escala y
optimicen sus respectivos contenidos nutricionales (Hendre, et al., 2019)
(http://africanorphancrops.org/).

Este grupo de plantas destacan por su tolerancia a condiciones de estrés tales como la sequiay

su contenido nutricional heterogéneo (Tadele, 2019). Por estas cualidades, la Organizacion de
las Naciones Unidas de la Alimentacion y la Agricultura (ONUAA, o mejor conocida como Food
and Agriculture Organization, FAO) ha recomendado las “inversiones en la investigacion y
mejora de la productividad, adaptabilidad vy utilizacion de cultivos abandonados"
(http://www.fao.org/news/story/en/item/1032516/icode/), convirtiéndose en una de las
estrategias a implementar para el cumplimiento de la Agenda 2030 para el Desarrollo
Sostenible, un plan trazado por las Naciones Unidas para eliminar la pobreza que se articula en
17 objetivos. En concreto, el estudio de cultivos ignorados puede enmarcarse en los siguientes
objetivos:

» Obijetivo 2 (Hambre Cero): plantea como metas acabar con la malnutricion, duplicar la
productividad agricola y promover y mantener la diversidad genética de semillas y
plantas entre otras (https://www.un.org/sustainabledevelopment/hunger/).

» Obijetivo 13 (Accidn Climatica): plantea como meta implementar medidas para combatir
el cambio climatico y sus efectos adversos
(https://www.un.org/sustainabledevelopment/climate-change/).

> Obijetivo 15 (Biodiversidad, Bosques y Desertificacion): plantea como metas proteger,
restablecer y promover el uso sostenible de los ecosistemas terrestres, luchar contra la
desertificacidn, detener e invertir la degradacion de las tierras y frenar la pérdida de
biodiversidad entre otras (https://www.un.org/sustainabledevelopment/biodiversity/).



http://africanorphancrops.org/
http://www.fao.org/news/story/en/item/1032516/icode/
https://www.un.org/sustainabledevelopment/hunger/
https://www.un.org/sustainabledevelopment/climate-change/
https://www.un.org/sustainabledevelopment/biodiversity/
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Por consiguiente, la explotacién de cultivos huérfanos se ha convertido en uno de los pilares de
una nueva revolucién verde donde las prioridades seran la sostenibilidad, el incremento de la
agrobiodiversidad y la resiliencia bioldgica, y la sustitucién de monocultivos poco capaces de
adaptarse adecuadamente a un mayor estrés climatico, con escasas e irregulares
precipitaciones, olas extremas de calor e inundaciones, y plagas y enfermedades cada vez mas
virulentas (Bailey-Serres, et al., 2019).

1.2. Motivacion y precedentes del estudio

Tal y como se expuso en el apartado anterior, la Agenda 2030 ha puesto en relieve la urgencia
de doblar la produccidn agricola para antes del afio 2050 debido a la necesidad de satisfacer las
crecientes demandas de una poblacidn mundial en aumento, los cambios nutricionales y el
incremento en el uso de biocombustibles, especialmente en el contexto del cambio climatico
(Ray, et al., 2013). Por ello, desde la FAO y otros organismos internacionales se ha promovido la
busqueda de cultivos alternativos a los tradicionales como es el caso de los cultivos huérfanos
(Jamnadass, et al., 2020).

Sin embargo, por definicidn, la investigacion y los programas de mejora asistidos por
marcadores moleculares destinados a adaptar la inmensa diversidad de especies de cultivo
huérfanas infrautilizadas a las necesidades de los productores, procesadores y consumidores de
Africa y otras regiones del planeta se ha visto dificultada por la falta de recursos genéticos y
gendmicos.

En este sentido, el consorcio del AOCC estd haciendo disponible un nimero creciente de
genomas de distintas especies de cultivos huérfanos que, unido al desarrollo de nuevos métodos
bioinformaticos, permiten andlisis comparativos a escala genémica en un contexto evolutivo con
el fin de identificar la base genética de las particularidades fenotipicas de dichas especies.
Algunas de estas particularidades se manifiestan en forma de sefiales de especializacion
funcional génica en especies o linajes especificos que pueden estar en el origen de adaptaciones
morfolégicas y metabdlicas relevantes, asi como de rasgos agrondmicos deseables con un
impacto potencial en propiedades nutricionales, manejo/mejora de cultivos o produccién de
alimentos. Dichas sefales pueden detectarse a nivel de:

I.  Acumulacién de cambios de aminoacidos bajo seleccién positiva o negativa relajada
resultante en la adquisicidon de funciones génicas nuevas y/o especializadas.
Il. Recableado de redes reguladoras existentes a través de ganancias o pérdidas de
elementos en cis que conducen a la evolucién de nuevas funciones en genes ancestrales.
Il Expansiones o contracciones significativas en el tamafio de familias génicas concretas
en especies especificas debidos a cambios en las tasas de duplicacidon génica, a la
adquisicion de genes novedosos y a la perdida diferencial de genes.

Estas aproximaciones han sido implementadas en cultivos tan relevantes como las variedades
de café arabica y robusta, revelando el origen polifilético de la ruta biosintética de cafeina y su
disposicion como grupos de genes metabdlicos duplicados en tdndem, asi como expansiones
significativas en genes relacionados con la defensa frente a patdgenos y enzimas involucradas
en la sintesis de alcaloides y flavonoides (Denoeud, et al., 2014), o el aguacate, ayudando a
descifrar la genética del desarrollo y la bioquimica de las frutas carnosas y oleaginosas y
revelando respuestas génicas adaptativas influenciado por patégenos (Rendon, et al., 2019), y
otros tan prometedores como la Moringa, permitiendo detectar cantidades masivas de DNA
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plastidico en el genoma nuclear que representan alrededor del 4,71%, la mayor reportada hasta
la fecha (Ojeda-Lépez, et al., 2020). Estudios similares han sido realizados también sobre: i) las
plantas carnivoras Utricularia gibba y Cephalotus follicularis, ofreciendo informacion sobre la
gendmica evolutiva de adaptaciones morfoldgicas y metabdlicas extremas a ambientes pobres
en nutrientes (Fukushima, et al., 2017; Ibarra-Laclette, et al., 2013; Carretero-Paulet, et al., 2015;
Carretero-Paulet, et al., 2015); ii) Amborella trichopoda, |a Unica especie superviviente del linaje
basal a todas las angiospermas, contribuyendo a identificar la base gendmica de su explosiva
diversificacion evolutiva, el conjunto de herramientas genéticas ancestrales de las plantas con
flores, o la evolucién divergente del sistema vascular en monocots y eudicots (Albert, et al.,
2013); o iii) los helechos Salvinia cucullata y Azolla filiculoides, permitiendo estudiar las bases
moleculares de la fijacién simbidtica de nitrégeno en estas especies y una de las principales
transiciones en la evolucién de las plantas terrestres (Li, et al., 2018).

En este estudio se implementd un enfoque similar destinado a identificar las bases moleculares

y genéticas de las propiedades bioldgicas (especialente aquellas relacionadas con distintos
caracteres de potencial interés agrondmico) de cuatro especies del AOCC seleccionadas para
este estudio cuyos genomas ya han sido publicados.

1.3. Presentacion de los cultivos huérfanos africanos seleccionados para el estudio
Las cuatro especies vegetales del AOCC seleccionadas fueron las siguientes: Faidherbia albida,
Lablab purpureus, Sclerocarya birrea 'y Vigna subterranea (figura 1). A continuacién, se hara una
descripcién de cada una basada en una revision bibliografica efectuada para la preparacion de
este estudio. Cabe sefalar que durante la revisidn se encontré una escasa cantidad de estudios
bioquimicos y genéticos que permitan precisar la(s) causa(s) de algunas de las propiedades
agrondmicas, nutricionales, farmacoldgicas u otras que se les atribuyen a estas plantas.

Figura 1. Especies del AOCC seleccionadas. A. Faidherbia albida. B. Lablab purpureus. C.
Sclerocarya birrea. D. Vigna subterranea.
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1.3.1. Biologia

Las cuatro especies seleccionadas corresponden a plantas eudicotiledéneas pertenecientes al
clado de las llamadas plantas eurrdsidas. Una de ellas pertenece a la familia de las anacardidceas
(Anacardiaceae) que incluye a diversas especies econdmicamente relevantes como el mango, el
anacardo o el pistacho y caracterizada por el alto contenido en polifenoles de algunos de sus
miembros (Schulze-Kaysers, et al., 2015) mientras que las otras tres pertenecen a la familia de
las leguminosas (Fabaceae), caracterizadas por su capacidad de fijacién del nitrégeno
atmosférico (y, por consiguiente, fertilizar suelos) lo que ha permitido emplearlas como cultivos
de intercalado, su uso como forraje y alimento humano (son una importante fuente de fibra,
proteinas crudas y minerales) y su empleo en la preparacion de plasticos biodegradables entre
otras propiedades (Graham & Vance, 2003).

e Faidherbia albida

Su nombre vulgar es espina de invierno. Es una integrante del clado de las fabidas y del orden
Fabales; pertenece a la familia de las leguminosas (Fabaceas) y la subfamilia Mimosoideae y
constituye el género monotipico Faidherbia. Es un arbol espinoso y perenne natural de Africa
oriental y occidental. Se cultiva en Niger y Suddn, entre otros paises (Barnes & Fagg, 2003).

e Lablab purpureus

Su nombre vulgar es frijol de Dolichos. Es una integrante del clado de las fabidas y del orden
Fabales; pertenece a la familia de las leguminosas (Fabaceas) y la subfamilia Faboideae y
constituye el género monotipico Lablab. Es un arbol perenne productor de frijoles natural de la
India que se introdujo en Africa desde el sureste de Asia durante el siglo VIIl. Hoy en dia es
cultivado en las zonas tropicales de Africa y otras regiones como Australia (Mass, et al., 2010).

e Sclerocarya birrea

Su nombre vulgar es Marula. Es una integrante del orden Sapindales; pertenece a la familia
Anacardiaceae, subfamilia Spondiadoideae y es, junto con S. gilletti, uno de los dos miembros
del género. Es un arbol caducifolio natural de Africa austral, la cordillera Sudano-saheliana de
Africa occidental y Madagascar. Es considerada una de las especies autéctonas de arbol frutal
mds importantes del sur de Africa, aunque ha permanecido silvestre hasta hace relativamente
poco. Se cultiva en Sudafrica y Namibia (Hall, et al., 2002).

e Vigna subterranea

Su nombre vulgar es mani de Bambara. Es una integrante del clado de las fabidas y del orden
Fabales; pertenece a la familia de las leguminosas (Fabaceas) y la subfamilia Faboideae y es uno
de los miembros del género Vigna, que incluye a unas 100 especies de las cuales alrededor de
10 han sido domesticadas en Africa y Asia, incluyendo V. unguiculata (chicharo) y V. radiata
(judia Mungo), cultivadas extensamente en ampias areas tropicales y subtropicales de Africa,
Asia y América (Delgado-Salinas, et al., 2011). Es una planta anual y herbacea que se origind en
Africa occidental y se cultiva en regiones de Tailandia, Malasia e Indonesia. (Hussin, et al., 2020).
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1.3.2. Usos y propiedades

e Faidherbia albida

Se emplea como cultivo intercalado entre plantas anuales como mijo y mani en areas secas y
densamente pobladas. Se ha reportado que mejora la fertilidad del suelo debido a que transfiere
a su superficie materia organica rica en nitratos lixiviados y otros nutrientes a través de sus hojas
(Shi, et al., 2011). Asi, durante la caida de las hojas, F. albida deposita un mantillo fino que se
descompone rapidamente y enriquece la capa superior del suelo en nutrientes vegetales a la
vez que mejora sus condiciones de humedad, su porosidad y la penetracidon de las raices (Barnes
& Fagg, 2003, p. 230). Por otro lado, también proporciona forraje para mantener rebafios de
pequefios rumiantes en forma de follaje cortado y vainas que caen incluso durante periodos de
sequia muy severa (Barnes & Fagg, 2003, p. 151).

Tradicionalmente, extractos de la corteza, la goma y las raices de esta planta se han utilizado
para tratar diversas dolencias. Principalmente, se utilizan como broncoemolientes para
enfermedades respiratorias (solo la corteza se utiliza para este fin) y como astringentes para
tratar trastornos gastrointestinales (Barnes & Fagg, 2003, p. 42). Aparte de estas propiedades,
en la tabla 1 estan recogidas otras reportadas recientemente:

Tabla 1. Propiedades de Faidherbia albida

Propiedad Fuente Informacion adicional
Tchoukoua, et al., 2017
Capacidad citotdxica Tchoukoua, et al., 2018 | Sintetiza saponinas compuestas

Sintetiza compuestos fendlicos con
Propiedades antidiabéticas, | Karoune, et al., 2014 actividad antioxidante

antihiperlipidémicas y Sintetiza  flavonoles: quercitina,
antioxidante en ratas Garra, et al., 2020 kaempferol, y sus glucdsidos.
Capacidad de fijar nitrégeno Forma nddulos con especies del
atmosférico Degefu et al., 2017 género Bradyrhizobium

Reportado sobre las lineas celulares
HL-60, MCF-7, MDA-MB-231, Hep-2

Actividad anticancer Guo, et al., 2020 y Hela
Actividad antitripanosomal

sobre infecciones de

Trypanosoma evansi en

ratas Ndidi, et al.,2015

Propiedades antipiréticas,
antiinflamatorias,

antidiarreicas Tijani, et al., 2008
Actividades antibacteriana y | Salawy, et al., 2010
antipaludica Usman, et al., 2013
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e Lablab purpureus

Se utiliza como cultivo intercalado en sistemas ganaderos. Lablab presenta una considerable
diversidad fisioldgica (Mass, et al., 2010). En la década de los afios 90 se identificé un rango
amplio de adaptacion a distintos estreses abidticos, como por ejemplo estreses nutricionales
derivados del escaso fosforo disponible en los suelos acidos de Etiopia. También se ha reportado
una adaptacién altamente diferencial a condiciones semidridas (Venkatesha, et al., 2010).
Debido a su tolerancia a la sequia, Lablab podria ayudar a resolver la falta de recursos hidricos
en muchas areas semiaridas del Africa subsahariana, incluido el sur de Africa, y a paliar la
disminucién en el agua de riego disponible que se prevé experimentaran dichas areas durante
las proximas décadas como consecuencia del cambio climdtico (Venkatesha, et al., 2010).
También ha sido reportada la idoneidad de su uso como forraje en 17 variedades locales
obtenidas de los agricultores de Kenia.

Actualmente, los principales programas de mejora para este cultivo se estan desarrollando en
India y Bangladesh. Hasta ahora se han producido mas de 30 variedades mejoradas de Lablab
en varias instituciones indias desde que se implementaron los programas de reproduccion
(Gopalakrishnan, 2007).

Presenta un alto contenido de proteinas (superior al 20%), acidos grasos esenciales (en
concreto, acido alfa-linolénico), glicidos y cenizas (una alta presencia de cenizas es indicativo de
una mayor presencia de macro y microminerales) y potasio entre otras sustancias de interés
humano (Al-Snafi, 2017).

Lablab ha sido sefialada durante décadas como una de las especies mds agromorfoldgicamente

diversas y una de las especies de leguminosas tropicales mas versatiles por sus usos como
alimento (judias verdes, vainas, hojas), forraje/abono verde, hierbas medicinales e incluso
ornamentales (Maass, 2016; Raghu et al., 2018) y, mas recientemente, se han revisado sus
propiedades para diversos usos. En la tabla 2 estan recogidas dichas propiedades:

Tabla 2. Propiedades de Lablab purpureus

Propiedad Fuente Informacion adicional
Efecto antidiabético Ahmed, et al., 2015
Al-Snafi, 2017
Aumenta el nivel de | Somulung, et al., 2012 Incremento en el nivel de hemoglobina
hierro en sangre en ratas
Al-Snafi, 2017
Efecto antioxidante Habib, et al., 2012
Al-Snafi, 2017

Actividad antifdngica con
Saccharromyces cerevaceaea, Candida
Nasrin, et al., 2012 albicans y Aspergillus niger

Efecto antimicrobiano

Priya & Jenifer, 2014

La proteina aislada, Arcelina, mostré
Efecto insecticida Janarthanan, et al., 2012 | actividad insecticida contra
Callosobruchu maculates

Al-Snafi, 2017
Efecto citotdxico Nasrin, et al., 2012 Efecto citotdxico contra Artemia salina
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e Sclerocarya birrea

Desde la década de los 2000 se han desarrollado los primeros programas de domesticacion para
mejorar su cultivo a gran escala por lo que hasta el siglo XXI su explotacidon ha consistido
principalmente en el aprovechamiento gastrondmico de su fruto el cual es utilizado para
preparar jugos y bebidas alcohdlicas entre otros (Nyoka, et al., 2015) aunque también se ha
reportado el uso de sus hojas para forraje y alimentacion del ganado (Kugedera, 2019).

Presenta un alto contenido de aminoacidos esenciales (isoleucina, metionina, cisteina,
triptéfano y valina), vitamina C y minerales (Hiwilepo-van Hal, et al., 2014) entre otros
compuestos. Sus propiedades mas destacadas estan recogidas en la tabla 3:

Tabla 3. Propiedades de Sclerocarya birrea

Propiedad Fuente Informacion adicional
Propiedades Dimo, et al., 2007 Se ha reportado actividad
antidiabéticas Dieye, et al., 2008 hipoglucémica en ratas

Gondwe, et al., 2008

Modulacién de la tasa
de filtracion | Garba & Ahmadu, 2006
glomerular y de Ia
presion arterial media
Actividades

antiplasmodiales Gathirwa, et al., 2008
y antipaludicas
Actividad antidiarreica | Belemtougri, et al., 2007

Las hojas y la corteza del tallo
Efecto tripanocida Mikail, 2009 mostraron una mortalidad
completa en Trypanosoma brucei
brucei in vitro

Actividad antioxidante | Borochov-Neori, etal., 2008 | Su jugo posee un alto contenido
de flavonoides y compuestos
polifendlicos

Efecto antagonista | Musabayane, et al., 2006
sobre el calcio
inducido por cafeina

Propiedades anti- | Ojewole, 2003
inflamatorias

e Vigna subterranea

Estd asociada con la agricultura de subsistencia a pequefia escala. (Tan, et al., 2020). Puede
sobrevivir en climas himedos y suelos pobres en nutrientes (Onimawo, et al., 1998). También
se ha reportado que es un cultivo resistente a plagas, enfermedades y sequia capaz de reducir
plagas en el campo (Tibe, et al., 2007). Sus semillas son utilizadas principalmente para fabricar
harina mientras que su fruto es utilizado como sustituto para el café (Tan, et al., 2020).

Presenta un alto contenido de minerales (K, Ca, Mg, P y Fe), aminoacidos esenciales (lisina y
valina), proteinas (Damfami, et al., 2020), glicidos (son los macronutrientes mas abundantes) y
fibra dietética (Azman, et al., 2019). Tal y como se puede comprobar en la tabla 4, hasta la fecha,
se han reportado pocas propiedades para esta planta.
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Tabla 4. Propiedades de Vigna subterranea

Informacion adicional
Sintetiza flavonoides (en concreto,
antocianinas y polifenoles)

Forma nddulos con especies del género
Bradyrhizobium

Se ha reportado actividad bactericida
contra  bacterias como Klebsiella
pneumoniae subsp. pneumoniae o
Pseudomonas aeruginosa y actividad
fungicida contra levaduras (Candida
albicans) y mohos (Aspergillus niger)

Fuente
Harris, et al., 2018

Propiedad
Actividad antioxidante

Actividad fijadora de
nitrégeno atmosférico

Puozaa, et al., 2017

Actividad antimicrobiana | Udeh, et al., 2020

1.3.3. Caracteristicas gendmicas

Hasta ahora, ocho genomas han sido secuenciados y publicados por el consorcio: Faidherbia
albida, Lablab purpureus, Moringa oleifera, Sclerocarya birrea, Vigna subterranea (Chang, et al.,
2018), Solanum aethiopicum (Song, et al., 2019), Artocarpus altilis y Artocarpus heterophyllus
(Sahu, et al., 2019).

Para este estudio fueron empleados los genomas reportados en Chang, et al., 2018 para las
cuatro especies del AOCC seleccionadas. En dicho estudio, se utilizé un analisis de distribucién
de k-mers para estimar el tamano de los genomas (Tabla 5). La anotacion estrucutural de los
genomas, Yy, en particular, la prediccién de genes que codifican para proteinas se basé en
aproximaciones ab initio o de novo respaldados en cada caso por datos de expresion basados en
RNAseq y en comparaciones con proteinas supuestamente homdlogas presentes en las bases
de datos (Tabla 5).

Tabla 5. Datos de los genomas secuenciados de las especies

Tamaiio Tamaiio del Numero de
estimado genoma genes
Especies del ensamblado codificantes
genoma (Mb) y de proteinas
(Mb) porcentaje predichos
Faidherbia 661 654 28979
albida (98,94%)
Lablab 423 395 20946
purpureus (93,38%)
Sclerocarya 356 331 18937
birrea (92,98%)
Vigna 550 535 31707
subterranea (97,27%)

La contigliidad y calidad de los genomas se determind a partir de la distribucién de longitudes
de los fragmentos (contigs y scaffolds) en los ensamblajes obtenidos, asi como medidas de N50,
gue proporcionan una estimacién de la longitud minima de los contigs o scaffolds, en cada caso,
que cubren un 50% del genoma (Tabla 6).
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Tabla 6. Datos del ensamblaje de los genomas secuenciados de las especies

Contigs Scaffolds N50 N50 Porcentaje de
Especies (22000 bp) | (22000 bp) (Contigs) (Scaffolds) nucleétidos sin
identificar
Faidherbia 26459 5758 42029 692039 1,42
albida
Lablab 15984 4265 21349 335449 2,57
purpureus
Sclerocarya 22172 4852 64158 4028 2,42
birrea
Vigna 35465 292 19154 640666 4,21
subterranea

Por su parte, para comprobar la completitud de cada genoma en términos de los genes
anotados, se utilizé el programa Bench-marking Universal Single-Copy Orthologs (BUSCO)
version 3.0.1 (Seppey, et al., 2019). BUSCO estima la fraccidn de ortdlogos presentes en un
genoma problema entre los genes identificados como conservados dentro del clado al que
pertenece la especie (core genes) (Tabla 7). En este caso, se trata del clado de las embriofitas
por lo que la estimacion se hizo sobre 1440 genes.

Tabla 7. Completitud de los genomas secuenciados de las especies

Numero y porcentaje | Numero y porcentaje
Especies de core genes de core genes
detectados detectados completos
(Total: 1440)
Faidherbia 1315 1231
albida (91,3%) (85,5%)
Lablab 1341 1258
purpureus (93,2%) (87,4%)
Sclerocarya 1384 1352
birrea (96,1%) (93,9%)
Vigna 1326 1244
subterranea (92,1%) (86,4%)

Finalmente, las repeticiones de DNA derivadas de la actividad de elementos transponibles
fueron identificadas en cada genoma utilizando el programa RepeatMasker versién 4.0.5
(Tarailo-Graovac, et al., 2009) y anotadas mediante la base de datos de secuencias repetitivas
RepBase (Tabla 8).
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Tabla 8. Proporcién de secuencias repetitivas en los genomas secuenciados de las especies

Porcentaje en genoma
Secuencia Faidherbia Lablab Sclerocarya Vigna
repetitiva albida purpureus birrea subterranea
SINE <0,01 0,005 0,02 0
LINE 0,91 0,45 0,19 0,25
LTR 44,65 23,78 38,78 19,77
DNA 4 4,76 1,76 7,15
Satélite 0,01 0,02 0 0,01
Repeticiones 0,04 0,2 0,04 0,35
simples
Otros 6,48 8,95 5,11 11,94
Total 54,86 37,18 45,18 38,35

10
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2. Objetivos

El presente trabajo se articula en torno a los siguientes cuatro objetivos principales:

2.1. Anotacién funcional gendmica

El primer objetivo de este trabajo fue el de anotar funcionalmente los genomas de las cuatro
especies de cultivo seleccionadas usando ontologias génicas (GO por sus siglas en inglés), rutas
bioquimicas y otros procesos celulares disponibles en la Enciclopledia Kyoto de Genes y
Genomas (KEGG por sus siglas en inglés), dominios funcionales de proteina presentes en
INTERPRO, asi como la asignacion de los cédigos numéricos de enzimas de la Enzyme Comission
(identificadores EC).

2.2. Clasificacion de ortogrupos/familias génicas

Un segundo objetivo fue el de obtener una clasificacién de ortogrupos o familias génicas
presentes en los genomas de las cuatro especies seleccionadas junto con el de otras siete
especies representativas de los distintos linajes de plantas con flores.

2.3. Modelizacién de la evolucion de ortogrupos/familias génicas a escala
gendmica

La clasificacién de ortogrupos obtenida en el objetivo anterior fue usada para modelar las
dindmicas evolutivas de recambio génico usando aproximaciones que estiman las tasas de
ganancia y pérdida de genes en un entorno de maxima verosimilitud para cada una de las ramas
del arbol filogenético que describe las relaciones evolutivas entre las especies a estudio. De esta
manera se pueden identificar ortogrupos o familias génicas signficativamente expandidas o
contraidas en las ramas correspondientes a las especies a estudio seleccionadas.

2.4. Categorizacién funcional de los ortogrupos/familias génicas identificadas
como expandidas

Finalmente, se utilizara la anotacién funcional obtenida en el objetivo 1 para identificar
funciones bioldgicas significativamente sobrerepresentadas entre los genes pertenecientes a las
familias génicas identificadas en el objetivo anterior como expandidas en cada una de las cuatro
especies a estudio.

11
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3. Materiales y metodologia

3.1. Genomas

Para este estudio se utilizaron los genomas de 11 especies vegetales, incluyendo las cuatro
especies de cultivo huérfanas seleccionadas asi como los de siete especies representativas de
los principales linajes de angiospermas: las eudicotiledéneas Arabidopsis thaliana, Vitis vinifera
(uva) y Moringa oleifera (otra miembro del AOCC), las monocotileddneas Oryza sativa (arroz) y
Zea mays (maiz), la magndlida Persea americana (aguacate) y el arbusto perennifolio Amborella
trichopoda, una angiosperma basal. En la tabla 9 aparecen recogidos los genomas seleccionados,
asi como las versiones utilizadas en cada caso y las abreviaturas asignadas a cada especie.

Tabla 9. Especies y versiones de sus genomas

Especies Version del genoma
Arabidopsis thaliana (Ath) TAIR 10
Amborella trichopoda (Atr) JGlvl

Faidherbia albida (Fal) AOCCv1
Lablab purpureus (Lpu) AOCCv1
Moringa oleifera (Mob) AOCCv1
Oryza sativa ssp. Japonica (Osj) JGIv7.0
Persea americana cv. Hass (Pah) COGE (Genome Id: 29302)
Sclerocarya birrea (Sbi) AOCCv1
Vigna subterranea (Vsu) AOCCv1
Vitis vinifera (Vvi) JGI 12xMarch2010
Zea mays (Zma) AGP v4.0

Los 11 genomas de las plantas seleccionadas fueron previamente filtrados para i) seleccionar,
en cada caso, la isoforma de splicing alternativo de mayor longitud si es que hubiera varias, y ii)
identificar y eliminar genes con marcos abiertos de lectura incompletos y/o erréneos (por €j.,
aquellos genes truncados que contenian codones STOP a lo largo de su secuencia) originados
probablemente por errores de secuenciacidn o en la prediccion de la estructura de genes
durante la anotacion estructural del genoma.

Por otra parte, fueron también eliminados aquellos genes que mostraban similitud con
elementos transponibles. Dichos genes fueron detectados mediante el algoritmo de busqueda
BLASTN en la base de datos Repbase versién 23.08 (Jurka, et al., 2005). Los parametros
seleccionados fueron los siguientes: valor E < 107, bit score > 45.

3.2. Clasificacion de ortogrupos/familias génicas

El programa de gendmica comparada OrthoFinder versién 2.3.3. (Emms, et al., 2019) fue
empleado para generar una clasificacién de ortogrupos/familias génicas a partir de los genomas
de las once especies seleccionadas. OrthoFinder emplea un algoritmo para agrupar genes
ortdlogos y pardlogos en ortogrupos que consta de las siguientes fases:

1. Alineamiento de secuencias de aminodcidos: todas las secuencias proteicas codificadas
en cada uno de los genomas representados por ficheros en formato FASTA son
comparadas utilizando un algoritmo de alineamiento basado en la doble indexacidn
llamado DIAMOND (Buchfink, et al., 2015). Para no filtrar secuencias muy cortas se
empled umbral conservador (valor E < 10%) puesto que en las fases posteriores los
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falsos positivos seran filtrados utilizando criterios mas estrictos y especificos para la
construccion de ortogrupos.

2. Normalizaciéon de la longitud y la distancia filogenética de los resultados del
alineamiento multiple: en esta fase los resultados del alineamiento multiple (esto es, la
lista de candidatos a homologos para cada gen) son modelados por cada comparacion
de pares de especies para identificar y eliminar el sesgo por similitud génica al que estan
expuestos la longitud de un gen y la distancia filogenética. Esto se hace para que los
mejores candidatos a homodlogo entre todas las especies reciban las mismas
puntuaciones independientemente de la longitud de la secuencia o la distancia
filogenética.

3. Delimitaciéon de los umbrales de similitud de secuencia de ortogrupo mediante RBNH:
Este paso utiliza informacion de RBNHs (Reciprocal Best length-Normalised hits,
mejores candidatos a homdlogos reciprocos cuyas longitudes han sido normalizadas)
para definir el limite inferior de similitud de secuencia para los genes afines putativos
de cada gen problema. Para pasar a la fase 4, un par de genes debe ser un RBNH o tener
mejor puntuacion que el RBNH con la puntuaciéon mds baja (independientemente de la
especie) para cualquier gen.

4. Construcciéon de grafos: los pares de genes afines putativos seleccionados son
conectados mediante grafos con ponderaciones dadas por las puntuaciones
normalizadas del alineamiento multiple. Un grafo es un conjunto de items Ilamados
vértices o nodos unidos por enlaces llamados aristas o arcos, que permite representar
relaciones binarias entre elementos de un conjunto y detectar agrupaciones naturales
de items que en este caso representan posibles ortogrupos o familias de genes.

5. Agrupamiento de genes en ortogrupos mediante MCL: los grafos generados en la fase
anterior son empleados para construir los ortogrupos usando un algoritmo de
agrupamiento de grafos denominado Markov Cluster Algorithm (MCL). El parametro de
inflacion empleado por el algoritmo MCL para definir la granularidad o tamafo de los
clusteres fue de 1,5, el valor por defecto.

3.3. Modelizacion de las dinamicas evolutivas en ortogrupos/familias génicas

La evolucidn de los ortogrupos resultantes de la clasificacion de OrthoFinder fue modelada
utilizando el programa Badirate version 1.35 (Librado, et al., 2012) que emplea diversos modelos
estocasticos para estimar las tasas de sustitucion o recambio de genes (turnover rate) en cada
familia génica y especie. Con el objeto de estimar dichas tasas, se ha utilizado en este trabajo el
modelo estocastico de GD (Gain-and-Death). Bajo este modelo, las tasas de ganancia de genes
(Gain) incluyen aquellos resultantes de duplicaciones génicas y gendmicas (Birth), asi como la
adquisicion de nuevos genes por otros mecanismos como la domesticacion de elementos
transponibles o genes adquiridos por transferencia génica horizontal (Acquisition). Por otra
parte, las tasas de pérdida de genes (Death) modelan la pérdida de genes en una familia génica
concreta a lo largo de la evolucion (p. ej., pseudogenizacién).

Badirate usa distintos métodos de estimacion de las tasas de sustitucién génica: Maxima
verosimilitud (Maximum Likelihood, ML), Maximo a Posteriori (MAP) y parsimonia. Estas
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estimaciones de las tasas de sustitucion de genes se realizan en un contexto filogenético, lo que
permite testar hipétesis evolutivas concretas. Para ello, el programa utiliza como ficheros de
entrada la uno de los ficheros de salida de la clasificacion de ortogrupos en las 11 especies (en
concreto, el que contiene el numero de genes de cada especie asignados a cada ortogrupo)
realizada por OrthoFinder y un arbol filogenético ultramétrico representando las relaciones
evolutivas entres dichas especies en formato Newick.

Badirate permite testar distintas hipodtesis filogenéticas aplicando los siguientes tres modelos
competitivos a cada familia génica/ortogrupo:

» Modelo del Global Ratio: estima las mismas tasas de Gain/Death en todas las ramas del
arbol. Este modelo encajaria con las familias de genes que se han mantenido estables
en términos del nimero de genes durante la evolucién.

» Modelo de Free Ratio: estima tasas de Gain/Death de forma independiente para cada
rama del arbol. Es el mas adecuado para aquellas familias que han evolucionado
estocasticamente.

» Modelo de Branch Ratio: estima distintas tasas de Gain/Death para la rama
correspondiente a la especie a estudio y otras para el resto de las ramas en el arbol. Este
modelo nos permite identificar ortogrupos o familias génicas expandidas
especificamente en una especie.

Para cada modelo se efectuaron cinco iteraciones por familia, donde las estimaciones de las
tasas de sustitucion fueron calculadas en la primera iteracién mediante parsimonia, mientras
que en las otras cuatro se calcularon mediante ML. Por tanto, por cada ortogrupo se ejecutaron
cinco iteraciones del modelo Global Ratio, cinco del modelo Free Ratio y cinco iteraciones del
modelo Branch Ratio para cada una de las cuatro especies a estudio, esto es, un total de 30
iteraciones por ortogrupo. Para cada uno de los modelos se selecciond la iteracién que resultaba
en el mejor valor de probabilidad logaritmica (log-likelihood). Las mejores iteraciones de cada
modelo fueron comparadas entre si mediante el criterio de informacién Akaike (AIC) (Akaike,
1992). Si el mejor modelo resultaba en una ratio de AIC 2,7 veces mayor que el segundo mejor
modelo, se concluia que aquel era el que mejor se ajustaba de forma significativa al ortogrupo,
es decir, era el mds adecuado para modelar la evolucidn de la familia génica correspondiente.

Con el fin de reducir el tiempo de computacion se seleccioné un ortogrupo representativo de
cada una de las distribuciones en nimero de genes. Posteriormente, los resultados obtenidos
se proyectaron sobre la totalidad de familias con la misma distribucidon para obtener los
resultados globales.

Por ultimo, para calcular el niUmero total de genes ganados en cada linaje o especie se sumaron
los genes que gand cada ortogrupo clasificado como expandido en la rama correspondiente
respecto del nodo inmediatamente anterior. Esta operacion fue repetida con los genes que
perdié cada ortogrupo clasificado como contraido para calcular el nimero total de genes
perdidos en la rama correspondiente respecto del nodo inmediatamente anterior.

14



Gendmica comparada de cuatro especies de cultivo huérfanas | Juan Pablo Marczuk Rojas

3.4. Reconstruccion de un arbol filogenético de especies

Para describir las relaciones evolutivas entre las 11 especies de plantas con flores seleccionadas,
se reconstruyé de forma manual un arbol ultramétrico y enraizado utilizando la topologia y los
tiempos de divergencia entre especies disponibles en la base de datos TimeTree
(http://www.timetree.org/) (Kumar, et al., 2017). Para dotar de raiz al arbol, se utilizé como
grupo externo (outgroup) A. trichopoda por su relacién evolutiva con los demdas miembros del
grupo ya que es considerada un ancestro viviente de todas las angioespermas (Albert, et al.,
2013). La presencia de un representante de las magndlidas (P. americana) entre las 11 especies
hizo necesaria una revision bibliografica debido a que trabajos anteriores (Chaw, et al., 2019;
Moore, et al.,, 2007; Soltis, et al., 2011; Rendon, et al., 2019) habian planteado hipétesis
evolutivas contradictorias con respecto a la posicidn de las magnélidas dentro de la filogenia de
las angiospermas. Finalmente, se utilizo la hipdtesis evolutiva propuesta en Rendon, et al., 2019
que favorecia la ubicacién taxonédmica de las magndlidas como clado hermano al superclado
formado por las dicotileddneas y las monocotiledéneas combinadas en base a los resultados de
un analisis de distancias de ortdlogos sinténicos entre 14 especies.

3.5. Anotacién funcional de genomas

La anotacién funcional de un genoma es la etapa en la anotacién de un genoma que permite
asociar informaciéon funcional a cada gen identificado en el genoma para describir distintos
aspectos de su identidad bioldgica (Berardini et al., 2014).

Actualmente, el método mas empleado para representar la anotacién funcional de los genes
gue componen un genoma consiste en la utilizacion de las ontologias génicas (Gene Ontology,
GO) desarrolladas por el GO Consortium (Ashburner et al., 2000). Una ontologia génica es un
vocabulario controlado y estandarizado de términos numerados (términos GO) organizados en
una jerarquia de grafos aciclicos dirigidos que describe las caracteristicas funcionales del
producto de un gen mediante representaciones computacionalmente tratables. Estas
caracteristicas funcionales se agrupan en tres categorias de términos GO:

> Proceso Bioldgico: describe el proceso (en este contexto proceso se define como un
conjunto de actividades moleculares) dentro y/o fuera de la célula en el que participa
el producto génico.

» Componente Celular: describe la localizacion del producto génico dentro de la célula
pudiendo ser un organulo o una estructura macromolecular.

» Funcién Molecular: describe la actividad que el producto génico ejecuta a nivel
molecular.

Cada término GO tiene asignado un cddigo de evidencia (evidence code) que provee
informacidn sobre coémo se obtuvo, incluyendo las siguientes fuentes posibles: evidencia
experimental, andlisis computacional, evidencia filogenética, dictaminado por el autor o por
declaracion curatorial.

Ademas de las anotaciones GO genéricas, existen versiones comprimidas especificas de
organismos o grupo de organismos concretos que reciben el nombre de GO-slim. GO-slim ofrece
una visidn general del rango de funciones y procesos que se encuentran codifcados en el
genoma de un organismo o de un grupo taxonémico determinados, proporcionado un sentido
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general a funciones bioldgicas clave para los mismos (Gene Ontology Resource, 2020). Una de
estas subversiones del GO-slim es el Plant GO Slim, desarrollado por el TAIR (The Arabidopsis
Information Resource) y el Consorcio GO, disefiado especificamente para plantas (TAIR, 2020).

El uso mdas comun de las anotaciones GO es la interpretaciéon de experimentos de biologia
molecular a gran escala, a veces llamados experimentos “émicos”, y en particular gendmica,
aproximando de esta manera la estructura, funcién y dindmica de un organismo. La anotacion
funcional de los genomas de las cuatro especies objeto de este estudio con términos GO
genéricos y del Plant GO Slim se llevé a cabo mediante BLAST2GO version 5.2.5. (Conesa, et al.,
2005), un programa integrado en OmicsBox, un paquete bioinformatico que integra distintas
herramientas destinadas al andlisis de genomas, transcriptomas y metagenomas (OmicsBox,
2019). Se describen a continuacion los distintos pasos que comprenden la anotacién funcional
de genomas con BLAST2GO.

3.5.1. Identificacion de posibles homologos mediante alineamiento local de secuencias
proteicas

Para identificar secuencias que muestran un porcentaje de identidad significativa que nos
permita inferir homologia o evolucidn a partir de una secuencia ancestral comun, se efectuaron
busquedas en las bases de dato de non-redundant (nr) del National Center for Biotechnology
Information (NCBI) usando como queries las secuencias correspondientes a cada una de las
proteinas codificadas en los genomas de las cuatro especies seleccionadas . El resultado es una
lista de homdlogos putativos (hits) a cada uno de los genes presentes en los genomas de las
plantas del AOCC seleccionadas. Solo fueron aceptados aquellos hits con un valor E < 1e1,
fijdndose 20 como nimero maximo de hits.

Para este paso del protocolo BLAST2GO emplea comunmente el algoritmo BLAST. Sin embargo,
para ahorrar tiempo computacional, en este trabajo se usé el programa DIAMOND version
0.9.36.137 (Buchfink, et al., 2015) el cual ha demostrado ser hasta 20000 veces mas rapido que
BLAST y tener un grado de sensibilidad similar.

3.5.2. Mapeo

A continuacién, se ejecuta el proceso de mapeo para el cual fueron seleccionados los
parametros por defecto. Este es el proceso de extraccion de términos GO asociados a los
resultados (es decir, la lista de hits) obtenidos tras la busqueda con DIAMOND. BLAST2GO
ejecuta cuatro operaciones durante este proceso para obtener la mayor cantidad de
informacidn GO posible para cada hit:

1. Las accesiones de los resultados de la busqueda de DIAMOND son utilizados para
recuperar nombres de genes o simbolos haciendo uso de dos archivos de mapeo
proporcionados por el NCBI (gene info, gene2accession). A continuacidn, los nombres
de los genes identificados son buscados en aquellas entradas de la tabla de productos
génicos de la base de datos del GO que sean especificas de la especie de interés.

2. Losidentificadores Gl de un resultado o hit (esto es, una serie de digitos que se asignan

consecutivamente a cada registro de secuencia procesado por NCBI) de la busqueda de
DIAMOND son empleados para recuperar identificadores de UniProt mediante un
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archivo de mapeo del PIR, una base de datos de proteinas de referencia no redundantes
que incluye PSD, UniProt, SwissProt, TTEMBL, RefSeq, GenPept y PDB.

Las accesiones son buscadas directamente en la tabla dbxref de |a base de datos del GO.
/db_xref es un calificador que sirve como vehiculo para vincular los registros de
secuencias de ADN a otras bases de datos externas.

Las accesiones de los resultados de la busqueda de DIAMOND son buscadas
directamente en la tabla de productos génicos de la base de datos GO.

3.5.3. Anotacién

Finalmente, cada uno de los genes en los cuatro genomas fue anotado mediante la asignacion
de términos funcionales a las secuencias problema a partir de la lista de términos GO obtenidos
en el mapeo usando los pardmetros por defecto. La asignacion de la funcién depende del
vocabulario de la ontologia génica. El algoritmo de anotacién de BLAST2GO tiene en cuenta la
similitud entre las secuencias problema y las obtenidas, la calidad de la fuente de evidencia de
los términos GO y la estructura del grafo aciclico dirigido. La anotacién GO se realiza por una
regla de anotacion (annotation rule, AR) obtenida en los términos de ontologia. Esta regla busca
la anotacién mas especifica con un cierto nivel de fiabilidad. Para cada candidato GO, se le asigna
una puntuacion de anotacidn (annotation score, AS), la cual estd compuesta por dos términos:

>

Término directo (direct term, DT): representa la mayor similitud de su GO determinado
por un factor que se corresponde a su codigo de evidencia (evidence code, EC).

Término de posibilidad de abstraccion (AT): se define como la anotacién de un ndédulo
parental cuando varios nodos hijos se encuentran presentes en la coleccidn de términos
GO candidatos. Este término multiplica el nimero total de GOs unificados en el nodo
por un valor ponderado de GO, definido por el usuario, que controla la posibilidad y la
fuerza de abstraccion.

Por ultimo, la AR selecciona el menor término por rama que se encuentra bajo un determinado

umbral.

3.5.4. Ampliacién de la anotacion funcional
Para confirmar y eventualmente completar la anotacion funcional de los genomas problema,
las siguientes funcionalidades integradas en BLAST2GO fueron empleadas:

>

InterProScan: es un programa que permite identificar los dominios funcionales de la
base de datos del InterPro Consortium (InterPro, 2020) presentes en una proteina a
partir de su secuencia, asi como su agrupacion en clasificaciones precomputadas de
familias y superfamilias génicas. Cada uno de los dominios funcionales presentes en
InterPro tienen asociados términos GO, los cuales son transferidos a BLAST2GO para
ser fusionados con las anotaciones GO derivadas del alineamiento (Jones, et al., 2014).

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG): es una base de datos de rutas
bioguimicas y otros procesos celulares que permite asignhar codigos de enzima (Enzyme
Code, EC) a aquellas proteinas con actividad catalitica (Kanehisa, et al., 2018).
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» Annotation Expander (ANNEX): es un programa desarrollado por Gene Ontology
Annotation Toolbox (GOAT) que permite extender las anotaciones GO. Emplea el
Concepto de la Segunda Capa (Myhre, et al., 2006) que consiste en utilizar relaciones
uni-vocales entre los términos GO de las diferentes categorias GO para agregar
anotaciones implicitas.

3.5.5. Analisis de enriquecimiento funcional de listas de genes

Para detectar términos GO (genéricos o del Plant GO Slim) sobrerrepresentados e
infrarrepresentados en una lista de genes se realizaron andlisis de enriquecimiento funcional
mediante el test exacto de Fisher (Fisher, 1922). Este test permite evaluar la significacion
estadistica de las hipotéticas distribuciones diferenciales de términos GO entre los genes
pertenecientes a las familias identificadas a través del analisis de Badirate como expandidas o
contraidas con respecto al total de genes contenidos en un genoma, permitiendo asi la
identificaciéon de funciones bioldgicas favorecidas y desfavorecidas por la evolucién en una
especie dada.

Dado que los andlisis de enriquecimiento funcional con términos GO implican realizar tantos
tests exactos de Fisher como términos GO individuales haya presentes en la anotacion de un
genoma dado, se necesita introducir una correccion para el testeo de hipdtesis multiples de los
valores p resultantes que permita controlar la tasa de falsos positivos, esto es, tests que resulten
en valores de p significativos por error. Se considerd estadisticamente significativo el
enriquecimiento (o empobrecimiento) de un término GO en una lista de genes cuando el test
de Fisher correspondiente resultaba en un valor p < 0,05 después de correccion por el llamado
método de Bonferroni (Bonferroni, 1936).

Por ultimo, para visualizar los términos GO sobre e infrarrepresentados detectados en los dos
conjuntos se emplearon diagramas de burbujas hechos por REVIGO (Supek, et al., 2011), un
servidor web (http://revigo.irb.hr/) para la visualizacién y reduccion de listas de términos GO.

La principal ventaja de utilizar REVIGO es la simplificacion de largas listas de términos GO
cercanos dentro de la jerarquia GO (términos hermanos) o que estan relacionados por herencia
(términos hijos y parentales). Estas listas redundantes son dificiles de interpretar por lo que
REVIGO realiza un procedimiento de agrupamiento simple para identificar un término GO
representativo de cada grupo utilizando como criterio de seleccion una lista de valores p
proveida por el usuario. Este procedimiento es en un plano conceptual similar a los métodos de
agrupamiento jerarquico (aglomerativo) como el método de unidn de vecinos (Neighbor-Joining
Method).

La longitud de la lista resultante podra ser fijada por el usuario seleccionando un valor umbral
de similitud semantica entre términos representativos. Para calcular el valor de similitud
semantica entre cada pareja de términos se utilizard una medida de similitud semantica también
elegida por el usuario (REVIGO ofrece las siguientes: SimRel, Lin, Resnik, Jiang and Conrath)
quien también puede elegir el método para calcular la frecuencia de cada término que consiste
en extraer el porcentaje de genes anotados con el término en una especie de la base de datos
UniProt o la base de datos entera (la eleccion por defecto). En este caso, fueron selecionados el
valor y la medida que emplea el programa por defecto (0,7 y SimRel) y la base de datos entera.
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3.6. Representaciones graficas

Las graficas generadas para visualizar los resultados de los experimentos de este trabajo fueron
elaboradas mediante el lenguaje de programacion R version 2020 (R Core Team, 2020)
empleando el entorno de desarrollo integrado (o IDE por sus siglas en inglés) RStudio version
2020 (RStudio Team, 2020) para redactar y editar el cédigo. En concreto, fueron empleadas las
siguientes extenciones de R (también llamadas paquetes):

>

readxl version 1.3.1. (Wickham & Bryan 2019): este paquete permitié cargar los archivos
Excel que contienen los datos de los experimentos.

tidyverse (Wickham, et al., 2019): la mayoria de las gréficas (execepto la figura 5b)
fueron generadas a partir de este paquete que consta a su vez de otros paquetes de los
cuales los Unicos utilizados fueron ggplot2 versién 3.3.3. (Wickham, 2016) y tydir versién
1.1.0. (Wickham H. & Henry L. 2020).

ggpubr version 0.4.0. (Alboukadel, 2020): la mayoria de las graficas fueron generadas
usando este paquete junto con ggplot2 con las excepciones de las figuras 2 y 5.

RColorBrewer version 1.1-2. (Neuwirth, 2014): las figuras 3, 4, 7 y 8 fueron generadas
usando este paquete junto con ggplot2 y ggpubr.

scales version 1.1.1. (Wickham & Seidel, 2020): las figuras 9, 10 y 11 fueron generadas
usando este paquete junto con ggplot2 y ggpubr.

UpSetR version 1.4.0. (Conway, et al., 2017): la figura 5b fue generada a partir de este
paquete.

Aparte, para elaborar la figura 6 (esto es, la figura correspondiente al arbol filogenético) se
utilizé el programa Figtree version 1.4.2 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) mientras
que para los diagramas de burbujas (figuras 9, 10y 11) se utilizaron cédigos de R proporcionados
por REVIGO que fueron modificados.
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4. Resultados y discusion

4.1. Filtrado previo de los genomas

El nimero genes presentes en los genomas de las 11 especies de plantas seleccionadas era de
306170. Después de seleccionar como representante para cada gen la isoformas de splicing
alternativo mas larga, de eliminar genes incorrectamente predichos o conteniendo errores de
secuenciacion, asi como de descartar aquellos que mostraban identidad de secuencia con
elementos repetitivos, este nimero se redujo a 295716 genes. La distribucidon del numero de
genes en cada uno de los 11 genomas antes y después del flitrado se muestra en la figura 2,
observandose reducciones considerables en los genomas de Z. mays y O. sativa y reducciones
minimas en F. albida, L. purpureus, P. americana y S. birrea (menos de 100 genes fueron
eliminados).

. Nimero de genes pre-filtrado

%.

20600 EU{IIDH
Numero de genes

:

Figura 2. Numero de genes presentes en los genomas de las 11 especies antes y después del
filtrado

4.2. Anotacion funcional de genomas

Con el objeto de obtener la anotacién funcional completa de los genomas de las cuatro especies
del AOCC seleccionadas para este estudio con términos GO se empled el programa BLAST2GO
(apartado 3.5). Los resultados generales fueron los siguientes:

» Un total de 315830 términos GO genéricos fueron asignados a 68433 genes siendo V.
subterranea la especie con mayor nimero de términos asignados (mas de 106000
términos) y S. birrea la especie con menor nimero de términos asignados (menos de
30000) (figura 3a). Por consiguiente, también son las especies con mayor y menor
nuimero de genes anotados respectivamnte (mas de 200000 y menos de 12000) (figura

b).

W
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>

Las anotaciones GO genéricas cubren mas del 50% de los genes de cada especie,
superando el 75% en los casos de V. subterranea y L. pupureus (77 y 81%,
respectivamente) (figura 3c), observandose una media de genes anotados que oscila
entre 2,5y 6,08 segun la especie.

Un total de 80986 cddigos EC fueron asignados a 17909 genes, siendo V. subterranea la
especie con mayor numero de cédigos asignados (cerca de 300000) y S. birrea la especie
con menor numero de términos asignados (menos de 10000) (figura 3d). Por
consiguiente, también son las especies con mayor y menor nimero de enzimas
anotadas respectivamente (mas de 7500 y menos de de 2100) (figura 3e).

Las anotaciones EC cubren entre el 10 y el 25% de los genomas de las plantas (figura 3f),
observandose una media una media de genes anotados que oscila entre 3,28 y 7,88
segun la especie.

Un total de 411776 términos de InterPro fueron asignados 78951 genes, siendo V.
subterranea la especie con mayor nimero de términos asignados (mdas de 118525
términos) y S. birrea la especie con menor nimero de términos asignados (menos de
89000) (figura 3g). Por consiguiente, también son las especies con mayor y menor
numero de genes anotados respectivamente (mas de 23000 y menos de de 16100)
(figura 3h).

Las anotaciones InterPro cubren mas del 75% de los genomas de las plantas, superando
el 80% en el caso de S. birrea (85%) (figura 3f), observandose una media de genes

anotados que oscila entre 5y 5,5 segun la especie.

Las anotaciones resultantes de ejecutar ANNEX supusieron mas de 5000 anotaciones
extra para cada especie.
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Figura 3. Estadisticas por especie de la anotacién funcional. A. Histograma representando por
especie el numero de términos GO asignados. B. Histograma apilado representando por especie
el numero de genes anotados con términos GO y no anotados. C. Histograma apilado
representando por especie en porcentajes los genes anotados con términos GO y no anotados.
D. Histograma representando por especie el numero de cddigos EC asignados. E. Histograma
apilado representando por especie el numero de genes anotados con cddigos EC y no anotados.
F. Histograma apilado representando por especie en porcentajes los genes anotados con
términos EC y no anotados. G. Histograma representando por especie el numero de términos
InterPro asignados. H. Histograma apilado representando por especie el numero de genes
anotados con términos InterPro y no anotados. I. Histograma apilado representando por especie
en porcentajes los genes anotados con términos InterPro y no anotados.

4.3. Clasificacion en ortogrupos/familias génicas en los genomas de 11 especies de

plantas
La clasificacién por ortogrupos en los genomas de las 11 especies de plantas generada por el
protocolo de OrthoFinder versidn 2.3.3 arrojo los siguientes resultados generales:

» Los 295716 genes totales presentes en los 11 genomas fueron agrupados en 78345
ortogrupos, de los cuales 17998 (aproximadamente el 23% del total) contenian dos o
mas genes, agrupando un total de 235369 genes (aproximadamente el 79,6% del total)
(figura 4a).

A\

Los restantes 60347 ortogrupos (77% del total de ortogrupos y 20,4% del total de genes,
esto es, 60347) estaban formados por un Unico miembro que el programa no pudo
agrupar con otros, esto es, corresponden a genes de copia Unica especificos de especie,
los llamados genes huérfanos que no tienen homodlogos dentro de la misma especie
(paralogos) ni en otras especies (ortélogos).
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> EI50% de todos los genes fueron asignados a ortogrupos de 14 o mas miembros. Dichos
genes estan repartidos en 5911 ortogrupos.

> 5591 ortogrupos que contienen al menos un gen de cada especie fueron generados
(figura 5b). 677 de estos ortogrupos contenian Unicamente genes de una sola copia.

Con respecto a las cuatro especies del AOCC seleccionadas para este estudio, mas del 80% de
sus genes fueron asignados a algln ortogrupo, siendo L. purpureus la especie con mayor
porcentaje de genes asignados en ortogrupos (93,2%) de las cuatro y la segunda entre las 11 con
mayor porcentaje de genes asignados en ortogrupos, detras de M. oleifera (figura 4b).
Asimismo, entre el 40 y aprox. el 44% de los genes en ortogrupos se distribuyen a razén de uno
por ortogrupo (figura 5a). Por otro lado, entre aprox. el 7 y el 18% de los genes de cada planta
se encuentran agrupados en 1427 a 5699 ortogrupos compuestos por genes huérfanos de copia
Unica (figura 4a). Por otra parte, entre 7 y 44 ortogrupos, los cuales incluyen entre 6 y 202 de
los genes (0,1 a 0,7% del total), estaban formados por multiples copias de genes especificos de
cada una de las cuatro especies, es decir, no contenian ortdlogos en las especies restantes
(figura 4c). El origen de los genes huérfanos puede deberse a una de las siguientes causas:

I Son genes de novo, esto es, se originaron en regiones gendmicas que no contenian
previamente ningln gen o region codificante.
II.  Son genes resultantes de la “domesticacidon” de elementos transponibles.
Ill.  Son genes xendlogos, es decir, se originaron a partir de eventos de transferencia génica
horizontal.

Duplicaciones subsiguientes en genes huérfanos podrian resultar en algunos de los ortogrupos
especificos de especie o grupos de especies observados como los 211 ortogrupos exclusivos de
las especies leguminosas (figura 5b) de los cuales 65 fueron detectados como expandidos en
este estudio. El posible origen de estos genes podria situarse en la divergencia del ancestro
comun de todas las leguminosas.
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Figura 4. Estadisticas por especie de la clasificacion de OrthoFinder A. Histograma apilado
representando por especie el numero de genes que fueron asignados a ortogrupos y los que no
fueron asignados y constituyen familias de un solo miembro (genes huérfanos). B. Histograma
apilado representando por especie el porcentaje de genes que fueron asignados a ortogrupos y
los que no fueron asignados y constituyen familias de un solo miembro (genes huérfanos). C.
Histograma apilado representando por especie el numero de genes que fueron asignados a
ortogrupos especificos y no especificos. D. Histograma apilado representando por especie el
numero de ortogrupos formados por genes de dos o mds especies y aquellos formados
unicamente por genes de una especie.
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Figura 5. Resultados del andlisis de OrthoFinder. A. Histograma apilado representando en
porcentajes la distribucion de ortogrupos por numero de genes y por especie. B. Representacion
del numero de ortogrupos especificos de especie y compartidos por cada combinacion de
especies. El tamafio de la interseccion es el numero de ortogrupos compartidos y los puntos
negros en el eje de las ordenadas indican qué plantas estdn presentes en cada interseccion. Por
ejemplo, la sexta barra muestra que 5591 ortogrupos contienen genes de todas las plantas.
Adjunto a la izquierda estd un histograma donde estd representado el tamafio del conjunto, esto
es, el numero total de ortogrupos presentes en cada especie.
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4.4. |dentificacion de ortogrupos/familias génicas expandidos y contraidos en
cuatro especies del AOCC

4.4.1. Arbol de especies
En la figura 6 aparece representado el arbol filogenético utilizado para describir las relaciones
evolutivas entre las 11 especies e identificar mediante el andlisis de Badirate las familias
expandidas y contraidas en cada una de las cuatro especies AOCC seleccionadas para este
estudio. Como era previsible, las leguminosas fueron agrupadas en el mismo clado tal y como
esta sefialado en la figura.

Moringa oleifera

;s Arabidopsis thaliana
Eurosids Il %

Faidherbia albida

Eudicots (Rosids)

Vigna subterranea

Lablab purpureus

i

Basal Rosid
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Zea mays

Magnoliids ‘
Persea americana

Basal Angiosperm

Amborella trichopoda

-178 -150 -12§ -100 75 -50 -2§

=)

Figura 6. Arbol filogenético ultramétrico de las 11 especies utilizado para el analisis de
Badirate. Sobre los nodos y/o ramas correspondientes aparecen indicados en cursiva los
principales clados de angioespermas representados en el drbol. Dentro de los clados, el de las
plantas leguminosas (Fabaceas) estd destacado. Las longitudes de las ramas reflejan el tiempo
evolutivo en millones de afios.

26



Gendmica comparada de cuatro especies de cultivo huérfanas | Juan Pablo Marczuk Rojas

4.4.2. Resultados generales del analisis de Badirate

Con la finalidad de identificar familias significativamente expandidas o contraidas en cada una
de las cuatro especies de plantas AOCC seleccionadas para este estudio, se llevd a cabo la
modelizacién de la evolucién de los ortogrupos formados por 11 especies de plantas a través de
la estimacion mediante el programa BadiRate (apartado 3.3) de sus tasas de recambio o
sustitucidn génica en un entorno de maxima verosimilitud. Los resultados generales fueron los
siguientes:

> F. albida y V. subterranea presentan un nimero mayor de ortogrupos expandidos que
contraidos. Por su parte, V. subterranea y L. purpureus presentan el mayor nimero de
ortogrupos expandidos y contraidos respectivamente (mas de 1000 en cada caso)
(figura 7a).

> F. albida y V. subterranea también son las Unicas especies que presentan un nimero
neto de genes ganados superior a 1000, destacando V. subterranea con mas de 3000
genes ganados desde su divergencia del ultimo ancestro comun con L. purpureus. En
cambio, L. purpureus y S. birrea presentan un nimero neto de genes perdidos superior
a 500, considerablemente superior, quiza explicando, al menos parcialmente, la
reduccion en el nimero total de genes presentes en sus genomas con respecto a las
especies restantes del analisis comparativo (son los genomas mas pequefios del grupo
junto con el de M. oleifera). A su vez, L. purpureus es la Unica especie que presenta un
numero neto de genes perdidos (mas de 1000) mayor que ganados (figura 7b).

» L. purpureus y S. birrea presentan un nimero de genes en ortogrupos contraidos
superior a 10. En el caso de de L. purpureus, se tratan de 69 genes en 1023 familias
contraidas, un nimero considerablemente alto. Por otro lado, también presentan un
numero de genes en ortogrupos expandidos inferior a 1000. Cabe destacar que V.
subterranea, caracterizada por tener el mayor numero de ortogrupos expandidos,
presenta también el mayor nimero de genes en ortogrupos expandidos (mas de 4000)
(figura 7c).

Ademas, cuando se compara el nimero de genes en ortogrupos expandidos con el total
de genes presentes en el genoma se observan proporciones que oscilan entre el 4,6 y el
10,02% con la excepcion de V. subterranea donde representa cerca del 20% de su
genoma (figura 7d).
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Figura 7. Estadisticas por especie del andlisis de Badirate. A. Histograma apilado representando
por especie el numero ortogrupos identificados como expandidos y contraidos. B. Histograma
apilado representando por especie el numero de genes ganados y perdidos. C. Histograma
apilado representando por especie el numero de genes en ortogrupos identificados como
expandidos y contraidos. D. Histograma apilado representando el porcentaje de los genes
presentes en ortogrupos identificados como expandidos sobre el total del genoma.

4.5. Categorizacion funcional de los ortogrupos/familias génicas expandidos

4.5.1. Resultados de los tests de enriquecimiento funcional

Con el propésito de identificar funciones bioldgicas significativamente sobrerrepresentadas (o
infrarrepresentadas) entre los genes pertenecientes a las familias expandidas en cada una de las
cuatro especies, se llevaron a cabo andlisis de enriquecimiento funcional de listas de genes
mediante tests de Fisher (apartado 3.5.6). Los resultados generales fueron los siguientes:

» De los 18992 términos GO genéricos y los 16884 términos GO Plant Slim totales
asignados a 5214 de los 8123 genes contenidos en ortogrupos expandidos en cada una
de las cuatro especies, 145 términos GO genéricos y 32 términos GO Plant Slim fueron
identificados como sobrerrepresentados. En cuanto a términos infrarrepresentados, 5
términos GO genéricos y 30 términos GO Plant Sim fueron identificados como
infrarrepresentados (figura 8).

» F. albida y S. birrea son las especies con mayor nimero de términos GO genéricos y
Plant Slim sobrerrepresentados detectados respectivamente (mas de 50 y 10 en cada
caso) y L. purpureus la especie con menor nimero (menos de 10y 3) (figura 8a).

> S. birreay F. albida las especies con mayor nimero de términos GO genéricos y GO Plant

Slimi nfrarrepresentados detectados respectivamente (3 y mas de 10 en cada caso) y L.
purpureus la especie con menor nimero (0 y 1 en cada caso) (figura 8b).
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» Mientras que todas las especies presentan mas términos GO genéricos
sobrerrepresentados que infrarrepresentados, solo F. albida presenta un menor
nimero de términos GO Plant Slim sobrerrepresentados que infrarrepresentados

(figura 8).
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Figura 8. Estadisticas por especie de los resultados de los tests de enriquecimiento funcional.
A. Histograma apilado representando por especie el numero de términos GO genéricos sobre e
infrarrepresentados. B. Histograma apilado representando por especie el numero de términos
GO Plant Slim sobre e infrarrepresentados.

A continuacidn, los diagramas de burbujas generados por REVIGO para visualizar los términos
GO mads relevantes de ambos conjuntos en cada especie asignados a los ortogrupos expandidos.
En estos diagramas los términos GO no redundantes de una lista son representados por burbujas
en un grafico bidimensional que representa un espacio semantico donde los términos GO
pueden aparecer agrupados en clisteres segun sus similitudes. El color de cada burbuja indica
un valor p asociado (por tanto, en la leyenda del grafico encontraremos una escala de colores
para poder estimarlo) que en este caso proviene del test de enriquecimiento correspondiente y
su tamafio indica la frecuencia del término GO en la base de datos GOA (por consiguiente, las
burbujas mas grandes representan los términos mas generales).
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Figura 9. Diagramas de burbujas representando los términos GO sobre e infrarrepresentados
de la categoria Proceso Biologico asignados a las familias génicas expandidas de cada especie.
En los paneles superiores estdn representados los términos GO genéricos mientras que en los
paneles inferiores estdn representados los términos GO Plant Slim. A/E. Faidherbia albida. B.
Lablab purpureus. C/F. Sclerocarya birrea. D/G. Vigna subterranea.
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Figura 10. Diagramas de burbujas representando los términos GO sobre e infrarrepresentados
de la categoria Componente Celular asignados a las familias génicas expandidas de cada
especie. En los paneles superiores estdn representados los términos GO genéricos mientras que
en los paneles inferiores estdn representados los términos GO Plant Slim. A/D. Faidherbia albida.
B/F. Sclerocarya birrea. C/G. Vigna subterranea. E. Lablab purpureus.
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Figura 11. Diagramas de burbujas representando los términos GO sobre e infrarrepresentados
de la categoria Funcion Molecular asignados a las familias génicas expandidas de cada especie.
En los paneles superiores estdn representados los términos GO genéricos mientras que en los
paneles inferiores estdn representados los términos GO Plant Slim. A/E. Faidherbia albida. B/F.
Lablab purpureus. C/G. Sclerocarya birrea. D/H. Vigna subterranea.
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4.5.2. Funciones bioldgicas enriquecidas identificadas en las familias expandidas

En cuanto a las funciones bioldgicas identificadas como sobrerrepresentadas entre las familias
expandidas en cada especie, algunas de las mas destacadas estaban relacionadas con distintos
aspectos de la nodulacion en el caso de las tres especies de leguminosas y de forma genérica
con la resistencia y tolerancia a distintos estreses bidticos y abidticos con potencial interés
agrondmico.

e Faidherbia albida

-Nodulacién: se han detectado expansiones en tres familias génicas de enzimas de las cuales dos
(0OG0012003 y 0OGO0012753) estan anotadas como 2'-O-metiltransferasa o chalcona-O-
metiltransferasa y la otra (0G0013671) esta anotada como isoflavona 7-O- metiltransferasa. Las
dos primeras son familias de enzimas exclusivas de leguminosas que participan de la ruta de
biosintesis de flavonoides, una familia de compuestos del metabolismo secundario, algunos de
los cuales actian como inductores de la nodulacion (esto es, el proceso de formacién de nédulos
fijadores de nitrégeno en las leguminosas) (Liu & Murray, 2016).

Estas familias (0G0012003, 0G0012753 y 0G0013671) experimentaron expansiones de 13
genes en total (cinco, cuatro y cuatro cada una) para F. albida y tienen asignados un término GO
genérico de la categoria Proceso Bioldgico (GO:0019438; “aromatic compound”) que puede
observarse en la figura 9a y otro de la categoria Funcion Molecular (G0O:0008171; “O-
methyltransferase activity”) que aparece en la figura 11a.

Asimismo, una cuarta familia de genes significativamente expandida en F. albida codifica para
receptores kinasa tipo LysM, cuyos ortélogos en Medicago truncatula y Lotus japonicus son
receptores de los factores de nodulacién (Kouchi, et al. 2010). Los factores de nodulacion son
producidos por los rizobios, las bacterias fijadoras de nitrégeno, en respuesta a la presencia de
flavonoides especificos producidos por la planta. La percepcidon de estos estos factores de
nodulacién desencadena una cdscada de transduccion en la planta hospedadora que, en la
mayoria de leguminosas, da lugar a la formacion de estructuras intracelulares especializadas
llamadas hilos de infeccion. Estos hilos de infeccién actian como un conducto para proveer
acceso a los rizobios en los tejidos internos, donde son englobados por endocitosis en células de
nodulos y comienzan a fijar nitrégeno atmosférico (Yuan, et al., 2016).

Esta familia (0G0001286) experimentd una expansion de cinco genes y tiene asignados los
términos GO genérico de la categoria Proceso Biolégico (G0:0006468; “protein
phosphorylation”) que puede observarse en la figura 9a y otro de la categoria Funcién Molecular
(G0O:0004672; “protein kinase activity”) que aparece en la figura 11a.

-Almacenamiento de sustancias: se han detectado expansiones en una familia de genes
(OG0000092) de transportadores de membrana para macronutrientes como el fosfato
inorganico y en otra (OG0000504) de transportadores vacuolares para micronutrientes como el
hierro y el manganeso (aunque la afinidad por este Ultimo es menor) fueron detectados.
Mientras que los primeros son esenciales para el crecimiento y desarrollo vegetal (Wang, et al.,
2017) el rol de los ultimos dentro de la fisiologia vegetal ha ganado prominencia por sus distintas
funciones: desde mantener la homeostasis de metales hasta contribuir a la formacién de
nodulos fijadores de nitrégeno (Ram, et al., 2021).

Estas familias (OG0000092 y OG0000504) experimentaron expansiones de 25 genes en total (16
y 9 cada una) para F. albida y tienen asignados cinco términos GO genéricos de la categoria
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Proceso Bioldgico de las cuales dos (GO:0006817; “phosphate ion transport” y GO:0034755;
“iron ion transmembrane transport”) pueden observarse formando un clister junto con otros
términos en la figura 9a y tres términos GO genéricos de la categoria Funcidon Molecular de los
cuales también dos (G0O:0005315; “inorganic phosphate transmembrane transporter activity” y
G0:0005381; “iron ion transmembrane transporter activity”) aparecen formando un cluster con
otros términos en la figura 11a.

-Resistencia a patdgenos y plagas: fueron detectadas expansiones en cuatro familias de genes
(OG000014, 0OG0O001008, OG0O001083 y OG0O008228) relacionados con la resistencia al virus del
moisaico de tabaco (genes N de resistencia. Niemeyer, et al., 2013) y a enfermedades y en otra
(OG0000109) a insectos lepiddpteros y bacterias, en concreto, inhibidores que actian a la vez
sobre alfa-amilasas, enzimas del sistema sistema digestivo, y subtisilinas, proteasas bacterianas
(Yu, et al., 2017). En una de estas familias (0G0000109) también fueron identificados genes de
inhibidores de tripsina (una enzima hidrolitica que rompe los enlaces peptidicos de las proteinas)
gue actlan en contra de insectos y otros animales y estan muy difundidos entre las plantas
(Shamsi, et al., 2016).

Estas familias (0G000014, 0GO0001008, 0G0001083, 0G0008228 vy 0G0000109)
experimentaron expansiones de 95 genes en total (9, 31, 27, 10 y 18 cada una). Por un lado, el
grupo de familias de genes N de resistencia y la familia de inhibidores tienen asignados cada uno
un término GO genérico de la categoria Proceso Bioldgico (GO:0007165; “signal transduction” y
G0:0010951; “negative regulation of endopeptidase activity”) que pueden observarse en la
figura 9a vy, por otro, también a cada uno a se les fue asignado un término GO genérico de la
categoria Funcion Molecular (G0O:0043531; “ADP binding” y G0:0004866; “endopeptidase
inhibitor activity”) los cuales aparecen en la figura 11a.

e Lablab purpureus

-Resistencia a lepiddpteros: fue detectada una expansién en una familias génica relacionada con
la resistencia a insectos lepidopteros (sus genes codifican inhibidores de la alfa-amilasa. Parag,
et al., 2013).

Esta familia (OG0001585) experimentd una expansion de cinco genes y tiene asignado un
término GO genérico de la categoria Proceso Bioldgico (G0O:0031640; “killing of cells of other
organism”) que puede observarse en la figura 9b.

-Alto contenido en cisteina: se ha detectado una expansién en una familia génica de una enzima
(metionin gamma liasa) que forma parte de la ruta de biosintesis de cisteina a partir de
metionina y cuya expresién es constitutiva (Goyer, et al., 2007).

Esta familia (OG0004299) experimentd una expansion de cuatro genes y tiene asignados dos
términos GO genéricos de la categoria Proceso Bioldgico de los cuales uno (G0O:0019343;
“cysteine biosynthetic process via cystathionine”) puede observarse en la figura 9b; y tres
términos genéricos de la categoria Funcion Molecular que pueden observarse en la figura 11b
donde dos de ellos (G0:0018826; “methionine gamma-lyase activity” y G0:000412;
“cystathionine gamma-lyase activity”) forman un cluster.
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e Sclerocarya birrea

-Tolerancia al estrés abidtico: fueron identificado familia (0OG0000043) expandida de genes
relacionados con las proteinas GsSRK (G-type lectin S-receptor-like serine/threonine-protein
kinase) que participan como reguladores positivos de la respuesta al estrés salino (Sun, et al.,
2013). También fue detectada otra familia expandida (0OG0000278) de genes de expansinas que
son sobreexpresados durante sequias para reducir la rigidez de la pared celular aumentando la
resistencia a la deshidratacion (Tenhaken, 2014).

Estas familias (OG0000043 y OG0000278) experimentaron expansiones de 33 genes en total
(23 y 10 cada uno). Mientras que la familia OG0000043 tiene asignados dos términos GO
genéricos de la categoria Proceso Bioldgico (GO:0009069; “serine family amino acid metabolic
process” y GO:0006468; “protein phosphorylation”) que se pueden observar en la figura 9cy un
término de la categoria Componente Celular (GO:0016020; “membrane”) que se puede observar
en la figura 10b, la OG0000278 tiene un término GO genérico de la categoria Proceso Bioldgico
(G0O:0009664; “plant-type cell wall organization”) que aparece en la figura 9cy tres términos de
la categoria Componente Celular de los cuales uno (GO:0016020) aparece en la figura 10b.

-Respuesta inmune: se ha detectado una familia expandida de genes cuyos productos son
receptores kinasa ricos en cisteina 10, componentes clave de la respuesta inmune vegetal
(Chern, et al., 2016).

Esta familia (OG0O000006) experimentd una expansion de 19 genes y tiene asignados dos
términos GO genéricos de la categoria Proceso Bioldgico (GO:0009069; “serine family amino
acid metabolic process” y GO:0006468; “protein phosphorylation”) que se pueden observar en
la figura 9cy 1 término de la categoria Componente celular (GO:0016020; “membrane”) que se
puede observar en la figura 10b

e Vigna subterranea

-Crecimiento celular elevado: se han detectado un grupo de dos familias génicas expandidas
(0G0013622 y 0G0002324) relacionadas con la regulacién del crecimiento monopolar y una
familia expandida (OG0001927) relacionadas con la regulacion de la morfogénesis de la raiz
cuyos respectivos productos génicos son las proteinas LONGIFOLIA 1 y 2 que promueven el
alargamiento longitudinal polar de la célula vegetal (Lee, et al., 2006) y ATPasas plastidicas.

Estas familias (0G0013622, 0G0002324 y 0G0001927) experimentaron expansiones de 11
genes en total (uno, tres y siete cada uno). Tanto el grupo de familias de proteinas LONGIFOLIA
1y 2y lafamilia de ATPasas plastidicas tienen asignados cada uno un término GO genérico de
la categoria Proceso Bioldgico (G0O:0051513; “regulation of monopolar cell growth” y
G0:2000067; “regulation of root morphogenesis”) que pueden observarse en la figura 9d
formando un clister con otro término.

-Tolerancia al estrés oxidativo: fueron detectadas familias génicas expandidas cuyos productos
son peroxidasas como la peroxidasa 7 que elimina perdxido de hidrégeno y oxida reductores
tdxicos entre otras funciones.

Estas familias (0G0000004 y 0G0002167) experimentaron expansiones de 18 genes en total (16
y 2 cada una) y tienen asignados un término GO genérico de la categoria Proceso Bioldgico
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(G0O:0042744; “hydrogen peroxide catabolic process”) que puede observarse en la figura 9d y
un término de la categoria Funcién Molecular (GO:0004601; “peroxidase activity”) que aparece
en la figura 11d.

-Respuesta inmune: se han detectado tres familias génicas expandidas cuyos productos son las
subtilasas (proteasas de la serina), componentes clave de la respuesta inmune vegetal
(Figuereido, et al., 2014).

Estas familias (OG0000102, OG0012406 y 0G0014382) experimentaron expansiones de 12
genes en total (ocho, dos y dos cada una) y tienen asignados un término GO genérico de la
categoria Proceso Bioldgico (GO:0006508; “proteolysis”) que puede observarse en la figura 9d
y un término de la categoria Funcién Molecular (GO:0004252; “serine-type endopeptidase
activity”) que puede observarse en la figura 11d.

-Alta proliferacion celular: se han detectado familias génicas expandidas de una enzima (serina
hidroximetiltransferasa) vinculada con el control de la proliferacion celular por ser la principal
fuente de unidades activadas de un carbono (Yi, et al., 2010).

Estas familias (0G0001767 y OG0003025) experimentaron expansiones de cinco genes en total
(tres y dos cada una) y tienen asignados un término GO genérico de la categoria Proceso
Bioldgica (G0O:0019264; “glycine biosynthetic process from serine”) que puede observarse en la
figura 9d y un término de la categoria Funcion Molecular (G0:0004372; “glycine
hydroxymethyltransferase activity”) que puede observarse en la figura 11d.

-Resistencia a estreses nodulacion: se ha detectado una familia génica expandida de una enzima
(chalcona sintasa o naringerin chalcona sintasa) que participa en la respuesta a la radiacion
ultravioleta e infecciones bacterianas o fungicas mediante la sintesis de (iso)flavonoides (Dao,
et al., 2010). También se ha reportado que esta enzima participa en la ruta de biosintesis de
inductores de la nodulaciéon (en concreto, flavonoides. Liu & Murray, 2016).

Esta familia (OG0000527) experimentd una expansion de tres genes y tiene asignados un
término GO genérico de la categoria Funcion Molecular (G0:0016210; “naringenin-chalcone
synthase activity”) que puede observarse en la figura 11d.
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5. Conclusiones
Las principales conclusiones de este estudio fueron las siguientes:

1.

Se ha obtenido la anotacion funcional de 68433 genes de cuatro especies del AOCC con
315830 términos GO, 17909 genes con 80986 términos EC y 78951 genes con 411776
términos InterPro. Mientras que las anotaciones GO cubren entre el 50 y 81% de los
genes en cada genoma, las anotaciones InterPro cubren entre el 75 y el 85%.

Se ha generado una clasificacion de ortogrupos/familias génicas donde 85928 genes de
las cuatro especies del AOCC fueron asignados a 17998 ortogrupos/familias. A su vez,
unos 510 genes estdn repartidos en 108 ortogrupos especificos. Asimismo, entre un 81
y un 92% de los genes de cada especie fueron asignados a algln ortogrupo quedando
unos 14377 genes huérfanos en total.

A partir del modelado de las dinamicas evolutivas de familias génicas, se han
identificado un total de 1712 ortogrupos/familias génicas expandidas formados por
8123 genes y que habrian ganado un total de 6527 genes. Por su parte, se han
identificado 1672 ortogrupos/familias contraidas formados por 93 genes y que habrian
perdido un total de 1925 genes.

El andlisis de enriquecimiento funcional de las funciones bioldgicas expandidas ha
permitido detectar posibles caracteres de interés favorecidos por la seleccién como la
capacidad de incorporar nitrégeno a través de la simbiosis con bacterias fijadoras de
nitrégeno atmosférico o la tolerancia/resistencia a distintos estreses.

Este estudio es un trabajo enfocado en caracterizar a través de herramientas bioinformaticas
los genomas de plantas poco estudiadas sirviendo como una primera toma de contacto en la
identificacion de las bases moleculares y genéticas de las propiedades atribuidas a éstas, asi
como la deteccidon de otras nuevas. Los resultados obtenidos en este trabajo sobre cuatro
especies huérfanas africanas que incluyen la anotacién funcional de sus genomas, asi como la
identificacidn y caracterizacion funcional de familias de genes expandidas especificamente en
cada uno de sus repectivos linajes, podran ser empleados como material preliminar previo a la
realizacion de investigaciones bioquimicas y/o genéticas.
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