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Ensamblaje a escala cromosdmica del genoma de “Moringa oleifera” |Juan Pablo Marczuk Rojas

Resumen

Moringa oleifera (Moringa) es un cultivo arbdreo altamente nutritivo, de rapido crecimiento y
tolerante a la sequia, al que se suele denominar el arbol multipropdsito. Para este estudio, y
dado el amplio uso y cultivo de la Moringa, se generd una versiéon del genoma de Moringa a
escala cromosdmica casi completa. Primero, se realizd una anotacion funcional completa
empleando términos de la Ontologia de Genes (GO), codigos de la Comisién de Enzimas (EC),
dominios funcionales INTERPRO y nimeros de Ortologia KEGG (KO). Esta version del genoma de
Moringa fue aprovechada para investigar los principales mecanismos responsables de la
evolucion de familias génicas que pueden estar en el origen de innovaciones bioldgicas
relevantes, incluyendo caracteres agrondmicos favorables. Para ello, se generaron dos
clasificaciones: i) una clasificacidon de ortogrupos/familias génicas basada en la comparacién del
conjunto completo de proteinas codificadas por el genoma de la moringa y los de 10 especies
que representan los principales linajes de angiospermas; ii) una clasificacion de genes duplicados
basada en mecanismos de duplicacion (genoma completo/WGD, en tandem, proximal,
disperso). Los resultados revelan que los duplicados WGD en Moringa estan enriquecidos para
funciones sensibles al balance de dosis. Ademas, los duplicados en tdndem parecen haber
desempenado un papel destacado en la formacién de familias génicas especificas de Moringa y
en la evolucién de rutas especificas de metabolismo secundario, incluidas las implicadas en la
biosintesis de compuestos glucosinolatos, flavonoides y alcaloides bioactivos, asi como de rutas
de respuesta de defensa. Algunos de estos genes implicados en el metabolismo secundario se
encontraron dispuestos como clusteres génicos formados por genes homdlogos y no homélogos
gue ocupan posiciones vecinas del genoma. Ademas, la adquisicién de estas rutas podria
explicar, al menos en parte, la destacada plasticidad fenotipica atribuida a esta especie. Este
estudio proporciona una hoja de ruta genética para guiar futuros programas de mejora genética,
especialmente los destinados a mejorar los caracteres relacionados con el metabolismo
secundario en Moringa.

Palabras clave: Moringa, Evolucién, Genoma, Genes Duplicados, Duplicaciones en Tandem,
Plasticidad, Metabolitos Secundarios
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Summary

Moringa oleifera (Moringa) is a highly nutritious, fast growing and drought tolerant tree crop,
often referred to as the multipurpose tree. For this study, and given the extensive uses and
culture of Moringa, a nearly complete chromosome-scale version of the Moringa genome was
generated. Firstly, a complete functional annotation was performed employing Gene Ontology
(GO) terms, Enzyme Commission (EC) codes, INTERPRO functional domains and KEGG Orthology
(KO) numbers. This version of the Moringa genoma was leveraged to investigate main
mechanisms of gene family evolution that may be at the origin of relevant biological innovations
including agronomical favorable traits. For this purpose, two classifications were generated: i)
an orthogroup/gene family classification based on the comparison of the complete set of
proteins encoded by the moringa genome and those of 10 species representing the main
angiosperm lineages; ii) a gene duplicate classification based on mechanisms of duplication
(whole genome, tandem, proximal, dispersed). The results reveal that whole genome duplicates
in Moringa are enriched for dosage balance-sensitive functions. Furthermore, tandem
duplicates seem to have played a prominent role in the formation of Moringa specific gene
families and in the evolution of specific secondary metabolism pathways, including those
involved in the biosynthesis of bioactive glucosinolate, flavonoid and alkaloid compounds, as
well as of defense response pathways. Some of these genes involved in secondary metabolism
were found arranged as gene clusters formed by homologous and non-homologous genes
occupying neighboring positions of the genome. Moreover, the acquisition of these pathways
might, at least partially, explain the outstanding phenotypic plasticity attributed to this species.
This study provides a genetic roadmap to guide future breeding programs, especially those
aimed at improving secondary metabolism related traits in Moringa.

Keywords: Moringa, Evolution, Genome, Gene Duplicates, Tandem Duplications, Plasticity,
Secondary Metabolites
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1. Introduccion

1.1. Antecedentes, motivacion y enfoque del estudio

Moringa oleifera (Moringa en lenguaje vulgar) es un cultivo que ha ganado relevancia en las
ultimas décadas por sus multiples cualidades y propiedades, las cuales han llegado a ser
promocionadas por la Food and Agriculture Organization (FAO) para diversos usos
(https://www.fao.org/traditional-crops/moringa/en/). Es considerado un cultivo altamente
nutritivo y de rapido crecimiento; se le atribuye una gran plasticidad morfoldgica y bioquimica
gue le permite adaptarse a entornos locales muy diferentes y tolerar distintas condiciones de
estrés (Araujo et al., 2016; Brunetti et al., 2018, 2020).

Un primer ensamblaje de su genoma fue publicado en 2015 (Tian et al., 2015). Posteriormente,
se publicaron otras dos versiones mas en los afios 2019 y 2021, respectivamente (Chang et al.,
2019; Shyamli et al., 2021). Sin embargo, la identificaciéon inequivoca de genes de interés
agrondmico y de marcadores moleculares asociados y, en ultima instancia, el desarrollo de
programas de mejora vegetal asistidos por gendmica enfocados en Moringa, requiere de
ensamblajes gendmicos que capturen la completitud de su genoma. Para satisfacer esta
demanda, se generd una nueva versidén a escala cromosdmica casi completa del genoma de
Moringa (cuyo nombre oficial es AOCC v2) que sera caracterizada en el presente estudio.

Asimismo, el estudio de los mecanismos evolutivos que moldean la estructura y funcién de un
genoma es esencial para explicar el origen de adaptaciones a factores ambientales y caracteres
fenotipicos relevantes que, a nivel genético, supone la formacidon de nuevos genes y nuevas
familias génicas que originan funciones especializadas (Panchy et al., 2016). Los mas importantes
son las duplicaciones del genoma completo (Whole Genome Duplications, WGD) vy las
duplicaciones a pequefia escala (Small Scale Duplications, SSD). Son la principal fuente de nuevos
genes nucleares. Aunque la mayoria de los genes duplicados son eliminados o se convierten en
pseudogenes (es decir, genes que han perdido la capacidad de codificar para un producto
funcional), algunos duplicados se subespecializan (subespecializaciéon) o adquieren nuevas
funciones (neofuncionalizacién) mientras que otros retienen la funcién de sus respectivos
paralogos (Panchy et al., 2016). Para esta ultima situacién se ha reportado un patrén diferencial
de pérdida y retencién de genes duplicados segin el mecanismo de duplicacién que ha
intentado ser explicado con distintos modelos como la hipétesis del balance de dosis (Freeling,
2009; Tasdighian et al., 2017).

En la literatura se puede encontrar una amplia variedad de estudios de gendmica que, aplicando

distintas metodologia, han podido estudiar estos mecanismos evolutivos (duplicaciones WGD y
SSD) como es el caso de (Denoeud et al., 2014), el cual reveld el origen polifilético de la ruta
biosintética de la cafeina y su disposicion como grupos de genes metabdlicos duplicados en
tandem (un tipo de duplicacién SSD) y la existencia expansiones significativas en genes
relacionados con la defensa frente a patégenos y enzimas involucradas en la sintesis de
alcaloides y flavonoides.

Por ello, también se investigardn mediante aproximaciones de gendmica evolutiva y
comparativa los principales mecanismos responsables de la evolucién de familias génicas
(duplicaciones WGD y SSD), los cuales pueden estar en el origen de innovaciones bioldgicas
relevantes y de caracteres agrondmicos favorables en Moringa.
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1.2. Presentacién de Moringa oleifera

1.2.1. Biologia

Moringa es un drbol perenne que suele presentar un habito de ramificacion baja con una copa
extendida (Figura 1A); puede identificarse por sus hojas parcial o totalmente tripinnadas
(aunque también produce hojas alternas o bipinnadas) (Figuras 1B y 1C) y sus largos frutos
(Figura 1B). La corteza del arbol es lisa, el tronco exuda una goma blanca opaca cuando estd
herido.

La inflorescencia de Moringa es un racimo terminal de 10-15 cm de longitud, que nace en la
base de la hoja y se dispersa en los extremos de las ramas. Las flores son fragantes y
hermafroditas; se producen en forma de racimos extendidos o caidos sobre tallos delgados y
peludos y con cinco sépalos y cinco pétalos desiguales doblados o curvados (Figura 1D). La
floracién comienza seis meses después de la plantacién. Cuando hay un patrén estacional
uniforme de temperaturas y precipitaciones, el pico de floracién se produce dos veces al afio
mientras que en climas frios solo se produce una vez, aunque en algunos lugares se ha reportado
la formacion de flores durante todo el afio (Raja et al., 2013).

Los frutos de Moringa son colgantes, alargados (miden entre 30 y 50 cm), lineales con una
seccién transversal triangular y su color puede ser marrén o beige a grisdceo cuando estan
completamente maduros (Figura 1E). Las semillas son esféricas, negras (a veces marrones), de
7-8 mm de didametro, con tres o cuatro alas que facilitan la dispersidn por viento y agua (Figura
1F).

Moringa es posiblemente originaria de las tierras bajas de las colinas subhimalayas en el
noroeste de la India (Olson, 2017). Junto a las otras 12 especies pertenecientes al género
Moringa, conforma la familia taxonémica monogenérica Moringaceae (Olson, 2002). A su vez,
Moringaceae forma un clado hermano con Caricaceae (Figura 2), la familia a la que pertenece
Carica papaya (papaya), en base a analisis filogenéticos y ontogenéticos (Edger et al., 2018;
Olson, 2003). Ambas familias forman parte del orden Brassicales (Figura 2) en base a los dos
estudios anteriormente citados y por su capacidad de sintetizar glucésidos de aceite de mostaza
(Rodman et al., 1998).

Se ha reportado una extensa variabilidad genética en Moringa como consecuencia de la
polinizacién cruzada, las diversas condiciones agroecoldgicas a las que ha estado expuesta, la
migracion de material genético debido a la deriva genética, el flujo de genes, la
introduccidén/intercambio de reservas genéticas (genetic stocks) a nivel nacional e internacional,
y de la seleccién artificial adoptiva e intensiva. Por consiguiente, presenta una alta
heterogeneidad acompafiada de una alta diversificacion en muchos caracteres (como la
floracién) lo cual implica una amplia diversidad de propiedades morfoldgicas y bioquimicas que
sirven de recursos para su mejora genética (Godino et al., 2017). En la India ha sido posible
identificar hasta nueve ecotipos (A. Kumar et al., 2014), ocho cultivares (Ram et al., 2020) y 36
genotipos los cuales fueron agrupados en cinco grupos segun el contenido en vitamina C,
proteinas, nitrégeno, fésforo, potasio, calcio, hierro y magnesio (Tak & Maurya, 2017).
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Figura 1. Aspecto general de Moringa y de sus partes. A. Vista del arbol desde lejos. B. Vista del
arbol desde su base. C. Hojas. D. Flores. E. Fruto (vaina). F. Semillas.
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— Arabidopsis thaliana

— Cleoserrata speciosa

Crateva religiosa

Tovaria pendula

Reseda lutea

Gyrostemon ramulosus

Pentadiplandra brazzeana

Emblingia calceoliflora
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Moringa oleifera
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b—— Akania bidwillii

Figura 2. Filogenia del orden Brassicales. Arbol filogenético ultramétrico de 17 especies basado
en los resultados de Edger et al., 2018 donde se analizaron 72 genes plastidicos de distintas
especies de cada familia perteneciente al orden Brassicales. El clado formado por M. oleifera y
C. papaya esta indicado.

1.2.2. Cultivo, propiedades y usos

Moringa es cultivada ampliamente desde la antiglledad en todas las zonas tropicales y
subtropicales calidas y semiaridas del mundo, concretamente en Africa, Asia, América, el Caribe
y el Pacifico (Gandji et al., 2018). Asimismo, su cultivo se esta extendiendo a otras zonas
caracterizadas por la escasa disponibilidad de nutrientes y agua en el suelo y las altas
temperaturas, incluida la cuenca del mediterraneo (Trigo et al., 2020; Vaknin & Mishal, 2017).

Conocida por distintos apodos (arbol multipropésito, arbol milagroso, arbol de baquetas...),
diferentes partes de la planta de Moringa (hojas, flores, vainas, semillas) poseen un alto
contenido nutricional (Olson et al.,, 2016), destacando las hojas que contienen varios
aminodcidos esenciales, proporcionando una fuente de proteinas alternativa para satisfacer la
demanda habitual de las personas desnutridas; vitaminas A, B, C, D y E, suministrando las
cantidades dietéticas requeridas y minerales como Ca, Fe, K, Se, Zn o Mg entre otros (Tabla 1)
(Islam et al., 2021; Leone et al., 2015; Trigo et al., 2020). Por ello, tiene una alta valoracién como
alimento para consumo humano y animal (Tabla 2).

Ademas, la composicidon quimica de sus distintas partes también incluye una amplia y diversa
gama de metabolitos secundarios para los que se estan estudiando diversas funciones
farmacoldgicas como compuestos bioactivos, encontrandose flavonoides, carbamatos, fenoles,
carotenoides, esteroides, y glucosinolatos. Otros compuestos de interés son alcaloides,
isoprenoides, saponinas, taninos, acidos fendlicos, acidos clorogénicos y acidos grasos (Tabla 1).
Esta extensa coleccion de metabolitos secundarios le confiere a Moringa (especialmente los
glucosinolatos) actividades farmacolédgicas muy diversas (Tabla 2).
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Tabla 1. Componentes quimicos y contenido nutricional de Moringa. Fuente: (Liu et al., 2022)

Parte Componentes quimicos Macronutrientes Micronutrientes

’ ;‘ "\’ IProteinas, carbohidratos,|Proteinas  (35%), fibrajAminoacidos: histidina (0,730% * 0,03%),
# 7- llaminodacidos, minerales,[(23%), grasas  (16%),|isoleucina (1,155% + 0,03%), leucina
ML 3 e . [flavonoides, carbamatos,|cenizas (12%),/(2,070% + 0,15%), lisina (1,540% + 0,14%),

;1 fenoles, glucosinolatos,|carbohidratos (7%),|metonina...

‘carotenoides, humedad (7%).

. 'terpenoides, esteroides, Vitaminas: B-caroteno, VA, VB-1 (0,006%),
flacidos organicos, aceites VB-2 (0,005%), VB-3 (0,08%), VB-5, VB-6,

¥lvoldtiles, alcaloides. VB-9, VB-12, VC (22%), VE (44,8%).

Minerales: Ca (11 g/kg), Fe (132 mg/kg), K
(29,60 g/kg), Zn (30,10 mg/kg), Se (1,570
mg/kg), Mg (3,73 g/kg)...

Proteinas, vitaminas,|Proteinas, acidos|]Aminoacidos (31%): alanina, argenina,
aminodcidos, minerales,|organicos (6,42% tlacido glutamico, glicina, serina, treonina,
flavonoides, alcaloides,|0,01%). valina, lisina.

polifenoles, taninos,
terpenoides (B-amirina), Vitaminas: VC, VA.
esteroides (B-sitosterol),
saponinas, inhibidores Minerales: Ca, K, antioxidantes de calcio
de la tripsina, acidos (a-y y-tocoferol).

organicos.

% |Proteinas, vitaminas,|Proteinas, acidos|Aminodcidos (31%): alanina, arginina,
4 [minerales, aminoacidos,jorganicos  (6,42%  #acido glutamico, glicina, serina, treonina,
¥ [flavonoides, carbamatos,|0,01%). valina, lisina.

fenoles, glucosinolatos,
&% (taninos, esteroides, Vitaminas: VC, VA.
{|carotenoides, acidos
organicos,

B [carbohidratos, fibras,
"W (crasas.

Minerales: Ca, K, antioxidantes del calcio
(a-y y-tocoferol).

Proteinas, carbohidratos,|Proteinas (35%), hidratos|/Aminoacidos: acido glutamico (3,724% +
vitaminas, aminoacidos,|de carbono (25%), grasas|0,18%), dcido aspartico (3,059% + 0,02%),
minerales, grasa bruta,|(16%), fibra (16%),|leucina (2,898% + 0,22%), arginina (2,548%
fibra, cenizas, aceite de humedad (7%), cenizaslt 0,08%), alanina (2,247% + 0,46%)...
behen, acidos organicos, (1%).
flavonoides, carbamatos,
fenoles, glucosinolatos,
esteroides,

carotenoides, alcaloides.

Vitaminas: VB-1 (0,005%), provitamina A
(~2%), VB-2 (0,006%), VB-3 (0,02%), VC
(0,45% + 0,017%), VE (75,167% + 0,441%),
tocoferoles (a-, B-, y-y 6)
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Tabla 2. Usos atribuidos a Moringa. Fuente:

(Liu et al., 2022)

Aparte de sus usos para la alimentacidn humana, el forraje y como fuente de compuestos
farmacolégicos activos, otras muchas utilidades son atribuidas a alguna parte o producto de
Moringa: desde fertilizante hasta productor de biodiesel pasando por biopesticida o lubricante
para maquinaria fina (Tabla 2).

Alimentacion

Usos médicos

Usos en la agricultura y en la industria

humano:
sopas,

“& |Alimento
® lverduras,
- [condimentos,
complementos
‘[alimenticios/fortificacion

de alimentos (galletas,
llyogur), alimentos de
destete.

|

|[Forraje.

artritis, fiebre,
de la piel,
bronquitis, antibacteriano,
antifdngico, tumores,
inflamaciones, helmintiasis,
purgante, infecciones
oculares y de oido...

Anemia,
cicatrizacion

Fertilizante, biopesticida, biogds, crema
hidratante y acondicionador de la piel,
balsamo labial, cremas, promotores del
crecimiento (zeatina), agente de
limpieza doméstico, locidn hidratante a
base de hierbas/téner facial/jabdn.

Alimento humano: vegetal,
pasteles, miel (néctar de
flor), enriquecimiento de
alimentos, alimentos de
destete.

Artritis, garganta, infeccion,
inhibidor de la tripsina,
antiparasitario,
antiinflamatorio,
antihipertensivo, diurético...

Biopesticida.

&/Alimento humano: vegetal,
&i[fortificacion de

Artritis, antiparasitario,
tonifica el bazo y elimina la
humedad, antiviral,
antitumoral, hipotensor,
hipocolesterolemia,
obesidad, diarrea y dolor
articular, antiinflamatorio,
antioxidante y
desintoxicante.

Alimento humano: vegetal,
aceite de cocina, alimentos
funcionales/fortificacién de
alimentos (pan),

nutracéuticos.

Forraje.

Tonifica el bazo y elimina la
humedad, antipirético,
antihipertensivo,
antiinflamatorio,
antitumoral,
anticardiovascular.

Fertilizante organico, biodiésel,
biosorbente, perfumes, locidn para la
piel, peluqueria, cosméticos, lubricante
para maquinaria fina, purificaciéon del
agua, clarificador de miel y zumo de
cafia de azucar, agentes insecticidas.
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Moringa puede crecer de forma excepcionalmente rapida a temperaturas que oscilan entre los
25 y 35°C; cuenta con un sistema radicular profundo y puede alcanzar hasta los tres metros de
altura en solo tres meses y hasta 12-15 metros en pocos anos (Devkota & Bhusal, 2020; Y. Kumar
et al., 2017). Crece bien en suelos semisecos, calidos y himedos o franco-arenosos (Prajapati et
al., 2022). Es especialmente tolerante a la sequia, el calor y la radiacion UV-B, factores de estrés
que se agravaran previsiblemente con el cambio climatico global (Aradjo et al., 2016; Brunetti
et al., 2018, 2020).

1.2.3. Genoma

Moringa es una especie diploide; su genoma esta formado por 14 pares de cromosomas
(2n=28). Se estima que su tamafio total oscila entre 278 y 315 Mpb en base a anilisis de
distribucion de k-mers (Chang et al., 2019) y de citometria de flujo (Tian et al., 2015) por lo que
se trata de un genoma pequeiio dentro del grupo de plantas arbdreas. La version del genoma
desarrollada para este estudio (AOCC v2) es la primera de las cuatro versiones existentes en la
gue ha sido posible ensamblar 14 pseudomoléculas equivalentes a sus cromosomas que, en
conjunto, representan el 92,8% del ensamblaje gendmico (en total, se ensamblaron 748
scaffolds). El ensamblaje tiene un tamafio de 236 Mpb, representando entre un 84,89 y un
74,92% del tamafio total estimado.

En este ensamblaje se identificaron mediante tres estrategias (prediccidn ab initio, busqueda
por homologia, evidencia basada en experimentos de RNA-seq) 22.714 genes estructurales (es
decir, genes que codifican para proteinas), 5.121 genes no estructurales (es decir, genes que
codifican para moléculas de RNA distintas a mRNA) y 213.796 secuencias repetitivas
(mayoritariamente, elementos transponibles) que representan un 32,09, un 1,46 y un 38,72%
del mismo, respectivamente. Cuenta con unos indicadores de calidad mucho mas altos que los
de las tres versiones anteriores tal y como se puede observar en la Tabla 3.

Tabla 3. Estadisticas de los ensamblajes del genoma de Moringa. Los ensamblajes estan
ordenados de izquierda a derecha segun su aio de publicacion.

Parametro Tian et al., 2015 AOCC v1 (Chang et al., 2019) | Shyamli et al., 2021 AOCC v2
Plataforma de secuenciacién [lllumina Hiseq2500TM Illumina HiSeq 2000 Pachio sequel Oxford Nanopore
Tamano del ensamblaje, pb 289.241.074 216.759.177 281.946.330 236.366.566
Numero de scaffolds 33.332 22.329 915 748
Scaffold N50, pb 114.476 957.246 4.719.167 14.962.574
Scaffold L50 61 56 17 7
Scaffold N90O, pb 5.792 57.837 225.696 13.210.789
Scaffold L90 1.382 366 115 13
Scaffold mas grande, pb 6.788.971 4.637.711 13,807,473 30.079.500
Scaffold mas corto, pb 200 150 1.056 13
Longitud media de los 8.678 9.707,52 308.103,9 315.998,1
scaffolds, pb
Contenido en GC (%) 36,5 36,5 37,82 35,7
Numero total de 1.821.349 3.014.085 700 346.401
nucleétidos no identificados
(N)
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En la Tabla 3 puede observarse, por ejemplo, un valor de N50 (un valor que proporciona la
longitud minima necesaria del contig o scaffold a partir del cual es posible cubrir el 50% del
genoma juntando contigs o scaffolds de igual o mayor tamafio que este) muy alto para AOCC v2
lo cual indica que su grado de fragmentacion es bajo. Otro valor Util es el L90 que indica el menor
numero de contigs o scaffolds necesarios para cubrir el 90% del genoma que en el caso de AOCC
v2 es 13 correspondiendo a 13 de los 14 cromosomas.

Por otro lado, una medida util para comprobar el grado de completitud de un genoma
secuenciado en términos de anotacidn estructural (esto es, la identificacién de genes y otros
elementos gendmicos) consiste en examinar la completitud de los genes predichos. Para ello, se
empleé el programa Benchmarking Universal Single-Copy Orthologs (BUSCO) v4.1.4 (Manni et
al.,, 2021) que llevé a cabo una comparacién con una base de datos de core genes (genes
homdlogos de una sola copia que estdn presentes en la mayoria de las especies conocidas de un
grupo de organismos) de embriofitas. Las cifras registradas por BUSCO representan una mejora
significativa en comparacion a las otras versiones (Tabla 4).

Tabla 4. Estadisticas de la calidad de las anotaciones estructurales de los ensamblajes del
genoma de Moringa. Los ensamblajes estan ordenados de izquierda a derecha segun su afo de
publiacion.

Core genes de BUSCO | Tian et al., AOCCv1 Shyamli et al., AOCC v2
(1.440) 2015 (Chang et al., 2019) 2021
Completos (%) - 83 95,9 99,8
Unicos (%) - 82,1 94,4 98,8
Duplicados (%) - 0,9 1,5 1,0
Fragmentados (%) - 5,3 1,3 0,1
No encontrados (%) - 11,7 2,8 0,1
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2. Objetivos

El presente estudio esta articulado en cuatro objetivos:

2.1. Realizar la anotacion funcional del genoma de Moringa

Se llevara a cabo la asignacion de hipotéticas funciones moleculares y biolégica a cada uno de
los genes estructurales de Moringa identificados en AOCC v2 mediante términos funcionales
para caracterizar sus respectivas identidades bioldgicas.

2.2. Generar clasificaciones de ortogrupos/familias génicas y de genes duplicados

en Moringa

Se estudiard la evolucion de familias génicas mediante una clasificacion de ortogrupos que
agrupa genes estructurales del genoma Moringa (AOCC v2) y de los genomas de otras 10
especies vegetales que representan los principales linajes evolutivos de plantas angiospermas.
Asimismo, dado que la principal fuente de nuevos genes y nuevas familias génicas son genes
resultantes de duplicaciones, también se generara una clasificacion de genes duplicados en base
a mecanismos de duplicacion.

2.3. Determinar la contribucion de las duplicaciones WGD y SSD a la expansién y/o

retencion de determinadas funciones bioldgicas

El destino evolutivo y funcional de un gen duplicado varia notablemente segin el mecanismo
de duplicacién. Se estudiaran las funciones moleculares de los genes resultantes de
duplicaciones WGD y SSD para determinar qué tipos de funciones biolégicas son expandidas y/o
retenidas segun el tipo de evento de duplicacidon que los origina.

2.4. Investigar el rol de las duplicaciones en tandem en la evolucién de la respuesta

de defensay las rutas del metabolismo secundario vegetal

Diversos estudios (Carretero-Paulet & Fares, 2012; Chae et al., 2014; Denoeud et al., 2014) han
reportado el rol de las duplicaciones en tdndem en la promocidn de la plasticidad gendmica. Por
ello, se examinard su papel en la evoluciéon de la respuesta de defensa al estrés y del
metabolismo secundario, relevantes para explicar la destacada plasticidad fenotipica de
Moringa.
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3. Materiales y métodos

3.1. Genoma y transcriptoma

El material de partida de este estudio fue el propio ensamblaje gendmico AOCC v2, el cual fue
generado en el Seed Biotechnology Center, afincado en la Universidad de Davis (California), por
miembros del grupo de investigacion dirigido por el Director Cientifico del Consorcio de Cultivos
Africanos Huérfanos (https://africanorphancrops.org/), el Dr. Allen Van Deynze
(http://africanorphancrops.org/allen-van-deynze/), quien ejercié de supervisor. EI DNA
gendmico fue extraido de una accesién de Moringa (la accesion Mtongwel) recolectada en
Mtongwe (Kenia) el 26-8-16 por el Instituto de Investigacién Forestal de Kenia. La plataforma de
secuenciacién empleada fue Oxford Nanopore (Tabla 3).

El otro material de partida utilizado fueron datos de anotacién estructural y datos de expresion

génica en cinco tejidos (tallo, hoja, flor, semilla y raiz) medidos en transcritos por millén (TPM)
y obtenidos a partir de experimentos de RNA-seq almacenados en un repositorio publico
administardo por el National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRINA394193). Sendos datos fueron generados en
el Centro para Biologia de Sistemas Vegetales (https://vib.be/vib-ugent-center-plant-systems-
biology), afincado en Gante (Bélgica), por miembros del grupo de investigacion dirigido por el
Prof. Dr. Yves Van de Peer, quien ejercid de supervisor. Los datos se encuentran disponibles en
la base de datos Online Resource for Community Annotation of Eukaryotes (ORCAE) a través del
siguiente enlace: https://bioinformatics.psb.ugent.be/gdb/aocc/morolbgi/Moringa version2/.
En esta base de datos también se encuentra depositado el material generado durante la
realizacion de este estudio.

3.2. Anotacién funcional del genoma

La anotacién funcional de los genes estructurales identificados en AOCC v2 fue realizada
mediante analisis comparativo (alineamiento) de secuencias proteicas empleando bases de
datos de acceso publico que resultd en la asignacion de los siguientes términos funcionales:

e Términos de la Ontologia de Genes (Gene Ontology, GO): la Ontologia de Genes es un
vocabulario controlado y estandarizado de términos numerados 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, Componente Celular, Funciéon Molecular).

e Términos INTERPRO: son los identificadores que emplea la base de datos InterPro,
administrada por el InterPro Consortium (http://www.ebi.ac.uk/interpro/) (Mitchell et
al., 2019). Describen los dominios funcionales de una proteina; también se usan para
agrupar proteinas en clasificaciones precomputadas de familias y superfamilias.

e (Cddigos de la Comisién de Enzimas (Enzyme Commission, EC): son cédigos numéricos
gue describen distintos aspectos de una enzima como su sustrato.

e Numeros de Ortologia del KEGG (KEGG Orthology. KO): son los identificadores que
emplea la base de datos KEGG Orthology, administrada por la Enciclopedia Kyoto de
Genes y Genomas (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, KEGG). Describen
funciones moleculares representadas en términos de ortdlogos funcionales definidos a
partir de genes y proteinas caracterizados experimentalmente en organismos
especificos.
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Las proteinas codificadas por el genoma de Moringa fueron anotadas con términos GO
mediante BLAST2GO version 6.0.1 (Conesa & Gotz, 2008). BLAST2GO genera una anotacion
funcional en tres pasos: inferencia de homologia basada en la similitud de la secuencia de
consulta (la proteina problema) con respecto a las proteinas de la base de datos non-redundant
(nr) administrada por el NCBI, la extraccién de los términos GO asociados a las hipotéticas
proteinas homaélogas (hits) identificadas (mapeo) y la anotacién de dichos términos GO a la
proteina problema. BLAST2GO permite ampliar los términos GO con dominios funcionales
INTERPRO y cddigos EC representados en rutas bioquimicas identificadas en el KEGG. En este
estudio, se utilizaron Diamond versién 2.0.11 con un valor E de 1x107'° como umbral (Buchfink
et al., 2015) e INTERPROSCAN versién 5.52-86.0 con los parametros por defecto (P. Jones et al.,
2014) para identificar los hits y los dominios funcionales, respectivamente.

Para la anotacion con numeros KO, se utilizdo el programa BlastKOALA
(https://www.kegg.ip/blastkoala/) (Kanehisa et al., 2016). Solo se asigné a cada gen el nimero
KO con mejor puntuacion, lo que dio como resultado un maximo de un término de KO por gen,
excepto para aquellos anotados con dos o mas niumeros KO que obtuvieron la puntacién mas
alta. Sin embargo, el mismo nimero KO puede estar implicado en varias rutas KEGG y también
puede encontrarse anotando mds de un gen.

3.3. Clasificacion de ortogrupos/familias génicas

Las secuencias proteicas de Moringa y de otras 10 especies de plantas angiospermas (Tabla 5)
fueron comparadas todas contra todas empleando Diamond (Buchfink et al., 2015) con un
umbral bajo (valor E de 1x103) para no filtrar secuencias muy cortas. A continuacion, se
clasificaron en ortogrupos utilizando el algoritmo de agrupacién implementado en OrthoFinder
version 2.5.2 bajo la configuracion predeterminada (Emms & Kelly, 2019). Se utilizé el método
de clasificacion de ortogrupos basado en la inferencia de ortogrupos jerarquicos a partir de
andlisis de arboles enraizados de genes usando un arbol ultramétrico de especies como
referencia, el cual es considerado mucho mas preciso que el método basado en similitud de
genes/grafos utilizado anteriormente por OrthoFinder (Emms & Kelly, 2019).

Cada planta seleccionada representa un linaje evolutivo dentro del grupo de las plantas con
flores. Fueron incluidas las brasicales Arabidopsis thaliana (Arabidopsis) y Carica papaya
(papaya), la legumbre Medicago truncatula, la rdsida basal Vitis vinifera (uva), la astérida
Solanum lycopersicum (tomate), la dicot basal Nelumbo nucifera, las monocots Oryza sativa cv.
Japonica (arroz) y Zea mays (maiz), la magndlida Persea americana (aguacate) y el arbusto
perennifolio Amborella trichopoda. Para dotar de raiz al arbol de especies, se utilizé como grupo
externo (outgroup) a A. trichopoda por su condicién de angiosperma basal a todas las plantas
con flores (Albert et al., 2013). La topologia y los tiempos de divergencia del arbol filogenético
se obtuvieron de TimeTree (S. Kumar et al., 2017), a excepcién de la posicidon de la rama
correspondiente a P. americana que fue asignada manualmente debido a la existencia de
hipdtesis evolutivas contradictorias con respecto a la posicion de las magndlidas dentro de la
filogenia de las plantas angiosperma. Se utilizé la hipdtesis evolutiva propuesta en (Renddn-
Anaya et al.,, 2019) que favorecia la ubicacién taxondmica de las magndlidas como clado
hermano al superclado formado por dicotileddneas y monocotileddneas.
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Tabla 5. Versiones de los genomas de las especies seleccionadas para generar la clasificacién de
ortogrupos. A cada especie se le asigné una abreviatura.

Especie Version del Tamaro del ensamblaje | Numero de genes
genoma genomico (Mpb) identificados
Arabidopsis Araportll 120 27.655
thaliana (Ath)
Amborella JGIv1.0 706 26.846
trichopoda (Atr)
Carica papaya ASGPB v0.4 342 27.768
(Cpa)
Moringa oleifera AOCCv2 236 22.714
(Mol)
Medicago JGI Mt4.0 vl 412 50.894
truncatula (Mtr)
Nelumbo nucifera | LOTUS-DBv1.1 1.075 26.685
(Nnu)
Oryza sativa ssp. JGIv7.0 374 42.189
Japonica (Osj)
Persea americana | COGE (Genome 913 24.616
cv. Hass (Pah) Id: 29302)
Scolanum ITAG v2.4 824 34.725
lycopersicum (Sly)
Vitis vinifera (Vvi) JGlv2.1 486 26.346
Zea mays (Zma) AGP v4.0 2.135 39.498

3.4. Clasificacion de genes duplicados en base a modos de duplicaciéon

El programa Duplicate_gene_classifier del kit de herramientas Multiple collinearity Scan
(MCScanX, https://github.com/wyp1125/MCScanX) (Wang et al., 2012) fue empleado usando
los parametros por defecto para clasificar los genes duplicados en el genoma de Moringa segin
su posicidn lo que permite identificar a su vez el mecanismo de duplicacién: WGD/segmental o
SSD. A su vez, las duplicaciones SSD agrupan duplicaciones en tandem, proximales y dipersas.

Duplicacidn WGD/segmental: todo el genoma experimentd una duplicacién o grandes
blogues gendmicos experimentaron duplicaciones. Cualquiera de estas dos situaciones
da lugar a genes colineales en bloques sinténicos.

Duplicacidn en tandem: es el resultado de entrecruzamientos desiguales de alelos no
homdlogos, entre otros mecanismos. El gen duplicado ocupa una posicién adyacente
con respecto a su paralogo.

Duplicacidn proximal: se origind posiblemente a través de actividades de transposones
localizados o a partir de antiguos duplicados en tandem que fueron separados por la
insercion de otros genes. El gen duplicado ocupa una posicién cercana pero no
adyacente con respecto a su paralogo (20 genes o menos los separan; este umbral es
arbitrario y puede ser fijado en MCScanX).

Duplicacion dispersa: ocurrié a través de patrones impredecibles y aleatorios por
mecanismos aun no esclarecidos. El gen no ocupa una posicién adyacente o cercana a
su paralogo.
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Para generar la clasificacién, primero hubo que identificar pares de proteinas paralogas. La
identificacion se realizé mediante una busqueda de todos contra todos (esto es, se llevaron a
cabo alineamientos entre todas las proteinas de Moringa) en Diamond con un valor E de corte
de 1x10?%°, Una vez obtenida, se realizaron tests de enriquecimiento de conjuntos de genes
mediante prueba exacta de Fisher en los genes duplicados con el objeto de encontrar funciones
moleculares y bioldgicas sobrerrepresentadas, asi como detectar sobrerrepresentacién en
ortogrupos especificos y genes del metabolismo secundario de Moringa. Los valores p (P)
resultantes fueron corregidos con método de Bonferroni (Bonferroni, 1936) para resolver el
problema mas comun del testeo de multiples hipétesis (family-wise error rate): que la hipdtesis
nula sea verdadera para todas las comparaciones simultadneamente o, alternativamente, que la
hipdtesis nula sea falsa para al menos una prueba. Solo se consideraron estadisticamente
significativos aquellos P corregidos por método de Bonferroni con un valor inferior o igual a 0,05.

3.5. Identificacién y caracterizacion de rutas biosintéticas y de clusteres de genes

de metabolismo secundario.

Se intentd reconstruir el conjunto completo de genes presuntamente implicados en la
biosintesis de glucosinolatos y su regulacidn, especialmente aquellos que codifican actividades
enzimaticas, en el genoma de Moringay los otros dos representantes de Brassicales examinados
en este estudio, es decir, Arabidopsis y papaya. Para ello, se fusionaron los términos GO, KEGG
y EC obtenidos de la anotacién funcional de los genes estructurales de Moringa que estan
relacionados con el metabolismo de glucosinolatos.

Asimismo, para detectar posibles clisteres de genes biosintéticos en el genoma de Moringa que
estuvieran asociados a la biosintesis de metabolitos secundarios, se utilizé la herramienta online
plantiSMASH v1.0 (http://plantismash.secondarymetabolites.org/) con los pardmetros por
defecto (Kautsar et al.,, 2017). La definicién arbitraria de un clister de genes metabdlicos
requiere que el clster contenga genes de al menos tres genes de dos tipos diferentes (los genes
duplicados estrechamente relacionados solo son contados una vez). Posteriormente, ciertos
genes encontrados en cllsteres biosintéticos que codifican para reacciones clave en la
biosintesis de metabolitos secundarios importantes para las propiedades farmacoldgicas y
nutricionales de Moringa fueron seleccionados para estudiar los ortogrupos que formaron junto
con los hipotéticos genes ortélogos de las otras 10 especies vegetales escogidas para la
clasificacion de OrthoFinder (en concreto, los ortogrupos HOG0001451, HOGO0003249 y
HOGO0000748). Por un lado, se examinaron los genes ortdlogos de Arabidopsis y, por otro, se
realizd un andlisis filogenético de los ortogrupos seleccionados a partir de alineamientos
multiples de secuencias proteicas ejecutados mediante el algoritmo MUSCLE (Edgar, 2004) a
través del programa SeaView version 4.6.4 (Gouy et al., 2010). A continuacién, se obtuvieron
arboles filogenéticos hechos mediante un método de maxima verosimilitud usando la version
online 1.6.12 del programa IQ-TREE (http://igtree.cibiv.univie.ac.at/) (Trifinopoulos et al., 2016).
Antes del analisis, IQ-TREE realiza una seleccién automatizada del modelo de sustitucion de
aminodcidos que mejor se ajusta segun el criterio de informacién bayesiano. JTTDCMut+l+G4,
JTT+G4 y JTT+F+1+G4 fueron elegidos como los modelos de sustitucién de aminodcidos que
mejor se ajustan para los ortogrupos HOGO0001451, HOGO0003249 y HOGO000074882,
respectivamente (D. T. Jones et al., 1992). JTT se refiere a los autores de los modelos (Jones-
Taylor-Thornton); | a la proporcidn de sitios invariantes; F a las frecuencias empiricas de
aminodcidos y G4 a la heterogeneidad en las tasas de sustitucion modelada mediante una
distribucion gamma con cuatro categorias. Se emplearon tres analisis independientes de
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soporte de rama (analisis bootstrap ultrarrapido con 1.000 réplicas, prueba de ramas SH-aLRT y
prueba de Bayes aproximada) para evaluar la fiabilidad de las ramas internas.

3.6. Representaciones graficas y tests estadisticos

El lenguaje de programacion R versidn 4.2.0 (R Core Team, 2020) fue utilizado para generar la
mayoria de las figuras. El cédigo para generar cada figura fue redactado y editado en el entorno
de desarrollo integrado RStudio version 2022.02.0+443 (RStudio Team, 2019). Asimismo, fueron
empleadas las siguientes extensiones de R (también llamadas paquetes):

e ggplot2 (Wickham, 2016): Figuras 3, 4A (subpanel derecho), 5y 6.
e ggpubr (Kassambara, 2020): Figura 6.

e scales (Wickham & Seidel, 2020): Figura 6.

e UpSetR (Gehlenborg, 2019): Figura 4B.

e ComplexHeatmap (Gu et al., 2016): Figuras 8, 9C, 10Cy 11C.

Para los diagramas de burbuja de la Figura 6, el cddigo base fue proporcionado por REVIGO
(Supek et al., 2011), un servidor web (http://ReViGo.irb.hr/) para la visualizacién y reduccion de
listas de términos GO. REVIGO realiza la simplificacién 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 seleccién una lista de valores p proveida por el usuario.
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 utilizara una medida de similitud semantica también
elegida por el usuario (REVIGO ofrece las siguientes: SimRel, Lin, Resnik, Jiang y Conrath) quien
también puede seleccionar 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 opcidn por defecto). En este caso, fueron selecionados el
valor y la medida que emplea el programa por defecto (0,7 y SimRel) y las entradas de UniProt
para Arabidopsis como base de datos.

Para editar los arboles de especies y de genes de las Figuras 4A (subpanel izquierdo), 9B, 10B y
11B se utilizo el programa online iTol versidn 5 (https://itol.embl.de/) (Letunic & Bork, 2021)
mientras que para generar el arbol filogenético de especies de la Figura 2 se empled Mesquite
version 3.70 (https://github.com/MesquiteProject/MesquiteCore) (Maddison & Maddison,
2021). Por otro lado, las representaciones graficas de clusteres de genes (Figuras 9A, 10Ay 11A)
fueron hechas en la herramienta online Gene Graphics (https://katlabs.cc/genegraphics/)
(Harrison et al., 2018).

Por ultimo, los tests de enriquecimiento para funciones moleculares y bioldgicas en genes
duplicados se realizaron con cddigos del lenguaje de programacién PERL versidon 5 (Wall et al.,
2000) mientras que los otros tests para detectar enriquecimiento de duplicados en genes del
metabolismo secundario y ortogrupos especificos de Moringa se realizaron en R version 4.2.0 (R
Core Team, 2020) mediante el paquete GeneOverlap (Shen & Icahn School of Medicine at Mount
Sinai, 2021)

14



Ensamblaje a escala cromosdmica del genoma de “Moringa oleifera” |Juan Pablo Marczuk Rojas

4. Resultados y discusion

4.1. Anotacion funcional del genoma de Moringa cubre mas del 80% de sus genes
Las busquedas en la base de datos de proteinas nr del NCBI de hipotéticos genes homdlogos
con respecto a los 22.714 genes estructurales identificados en AOCC v2 mediante Diamond
permitié identificar al menos un hit para 19.374 genes, el 85,30%. En cuanto a la anotacidn con
términos funcionales, 18.460 genes (81,27%) fueron anotados con alguno de los siguientes
términos:

e 17.736 proteinas (78,08%) mostraron al menos un dominio funcional INTERPRO
sumando un total de 98.325 términos INTERPRO (de los cuales 13.779 son Unicos)
(Figura 3) lo que representa un promedio de seis términos INTERPRO por proteina.

e A 8.414 genes (37,04%) que codifican enzimas se les fue asignado al menos un cédigo
EC de un total de 10.306 (de los cuales 1.139 son unicos) (Figura 3), lo que representa
un cédigo EC por enzima.

e 16.929 genes (74,53%) fueron anotados con al menos un término GO, sumando un total
de 66.271 términos GO (de los cuales 6.757 son Unicos) (Figura 3), lo que representa un
promedio de tres términos GO por gen anotado.

e 7.878 genes (34,68%) fueron mapeados en un total de 3.821 grupos de ortologia
funcional (nimeros KO) del KEGG unicos (Figura 3).

100,000
Annotated genes
N Total terms’
[ Unique terms
75,000
:
£ 50,000
=
=
25,000
17,736 16,929
8.414 L 7878 .
0 ;
INTERPRO EC GO KEGG number

Functional terms
Figura 3. Resumen de los resultados de la anotacion funcional del genoma de Moringa.

4.2. Clasificaciones de ortogrupos/familias génicas y de genes duplicados en

Moringa abarcan mas del 85% y del 65% de sus genes, respectivamente

Para estudiar la evolucién de familias génicas en Moringa, se generd una clasificaciéon de
ortogrupos para AOCCv2 y los genomas de otras 10 plantas angiospermas (Tabla 5) (Figura 4A).
299.745 proteinas de un total de 349.936 procedentes de Moringa y de las 10 especies vegetales
seleccionadas (Figura 4A) pudieron clasificarse en 28.161 ortogrupos que contenian al menos
dos genes (Anexo 1); 5.185 de estos ortogrupos agruparon genes de las 11 especies (Anexo 1)
(Figura 4B). Los 50.191 genes restantes, incluidos 2.668 genes de Moringa, se clasificaron como
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no asignados a ningun ortogrupo (Anexo 1), correspondiendo probablemente a secuencias
huérfanas Unicas sin homdlogos detectados en ninguna especie. 20.046 genes del genoma de la
Moringa, es decir, casi el 88,25% del total, fueron asignados a 13.597 ortogrupos (Anexo 1)
(Figura 4B) de los cuales 148 ortogrupos, que agrupan 941 genes, son exclusivos de Moringa
(Anexo 1) (Figura 4B).
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Figura 4. Clasificacién de ortogrupos/familias génicas en Moringa y otras 10 especies de
plantas que representan los principales linajes de plantas con flores. A. Arbol ultramétrico que
representa las relaciones evolutivas entre Moringa y otras 10 especies de plantas (panel
izquierdo) e histograma que representa en porcentajes la distribuciéon de genes por especie
resultante de la clasificacion de familias génicas (panel derecho). B. Grafico UpSet que
representa el nimero de familias (barras) que contienen genes de una especie o un conjunto de
especies especifico (puntos). Las especies tienen asignados identificadores que corresponden a
las abreviaturas usadas en la Tabla 5. Sélo se muestran las intersecciones que abarcan mas de
60 familias. Los ortogrupos formados por miembros de las 11 especies se muestran con barras
y puntos grises, mientras que las barras y los puntos correspondientes a los ortogrupos
especificos de especie estan coloreados segln el esquema de colores del arbol de especies del
panel A. El histograma de la izquierda representa el nimero total de familias de genes para cada
especie.
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Asimismo, también se generd una clasificacion de genes duplicados en base a mecanismos de
duplicacidon donde un total de 15.323 genes (el 67,46% de los genes estructurales de Moringa)
fueron identificados como duplicados: 4.638 son duplicados WGD, 2.118 son duplicados en
tandem, 997 son duplicados proximales y 7.570 son duplicados dispersos (Figura 5).
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(3333%)
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(20.42%)

4,000

Number of genes

2,000

0 l

WGD Tandem Proximal Dispersed
Mechanism of duplication

Figura 5. Distribucion de los duplicados de genes por mecanismo de duplicacién en el genoma
de Moringa.

4.3. Analisis de la evolucion de familias génicas en Moringa

4.3.1. El patron diferencial de retencién funcional de genes duplicados clasificados por
mecanismos de duplicacion en Moringa es compatible con la hipdtesis de balance de
dosis

Estudios previos han reportado que genes con ciertas funciones bioldgicas (regulacion
transcripcional, transduccidn de sefiales, transporte de proteinas y la modificacidn de proteinas)
se conservan preferentemente después de duplicaciones WGD, mientras que rara vez se
conservan después de duplicaciones SSD (en tandem, proximales y dispersas), y viceversa
(Maere et al., 2005) puesto que estas funciones involucran redes de regulacién de genes y
complejos multiproteicos (entre otros sistemas complejos) que solo son operativas si se expresa
el conjunto completo de genes responsables. Entre los diferentes modelos propuestos para
explicar el patron diferencial de pérdida y retencién de genes observado después de una
duplicacidn, solo la hipétesis del balance de dosis predice tal reciprocidad entre duplicados WGD
y SSD (Freeling, 2009; Tasdighian et al., 2017). Para comprobar si las predicciones de esta
hipdtesis son aplicables a Moringa, se realizaron tests de enriquecimiento funcional de términos
GO en genes duplicados categorizados por mecanismo de duplicacién. Los términos GO mas
significativamente enriquecidos entre los duplicados WGD estaban relacionados con la
regulacién transcripcional, seguidos de diferentes formas de modificacion de proteinas,
incluyendo las actividades de fosforilacion/quinasa o la dimerizacidon de proteinas, funciones
comunmente consideradas como sensibles al equilibrio de dosis (Anexo 2) (Figuras 6A, B).
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Asimismo, los duplicados en tandem de Moringa estaban enriquecidos en términos GO
correspondientes a enzimas especificas del metabolismo secundario, como isoprenoides
(actividad lanosterol sintasa, actividad beta-amirina sintasa), alcaloides (reticulina oxidasa,
estrictosidina  sintasa) fenilpropanopidos/flavonoides/glucosinolatos  (metiltransferasa
dependiente de S-adenosilmetionina), flavonoles glicosilados (quercetina  3-O-
glucosiltransferasa, quercetina 7-O-glucosiltransferasa) y glutatién (glutation transferasa)
(Anexo 3) (Figuras 6C, D) o rutas especificas del metabolismo secundario (por ejemplo, proceso
biosintético de compuestos que contienen antocianina, proceso biosintético de compuestos
aromaticos, proceso biosintético de triterpenoides) (Anexo 3) (Figuras 6C, D). Para reforzar este
resultado (también anticipado por la hipdtesis del balance de dosis), se mapearon 395 grupos
de ortologia del KEGG correspondientes a un total de 1.181 genes (de los cuales 810 son Unicos)
en el genoma de Moringa en 50 rutas de metabolismo secundario (Anexo 4) utilizando la
anotacién de rutas KEGG (numeros KO). También se consideraron las rutas bioquimicas
implicadas en el metabolismo de los aminoacidos, puesto que sirven como precursores de una
amplia gama de metabolitos secundarios, incluyendo compuestos fendlicos, alcaloides o
glucosinolatos. 121 de estos genes correspondian a duplicados en tandem, lo que es
significativamente mayor de lo esperado por el azar (Tabla 6). Ademas, los duplicados dispersos,
gue representan 324 de los genes del metabolismo secundario, también se encontraron en una
proporcién mayor de la esperada por el azar, aunque de forma menos significativa En cambio,
los duplicados gendmicos (183 genes) o proximales (39 genes) no parecian estar ni
infrarrepresentados ni sobrerrepresentados entre los genes del metabolismo secundario (Tabla
6). Por consiguiente, las predicciones hechas por la hipdtesis del balance de dosis se cumplen en
Moringa.

Tabla 6. Resultados del test de enriquecimiento para genes duplicados clasificados en base a
mecanismos de duplicacion en genes del metabolismo secundario.

Tipo de Genes duplicados | Genes duplicados | Genes no duplicados | Genes no duplicados | P resultante
gen presentes en rutas | ausentes en rutas | presentes en rutas ausentes en rutas de prueba
duplicado del metabolismo | del metabolismo del metabolismo del metabolismo exacta de
secundario secundario secundario secundario Fisher
WGD 183 4.455 627 17.449 0,066
En tdndem 121 1.997 689 19.907 1,2 x 107
Proximal 39 958 771 20.946 0,3
Disperso 324 7.246 486 14.658 3x10°

Aparte, varios términos GO asociados con la respuesta de defensa de las plantas contra las
sefiales ambientales bidticas y abidticas se encontraron como enriquecidos entre los duplicados
en tandem, incluyendo la respuesta de defensa, la desintoxicacion de xenobidticos por la
exportacion transmembrana a través de la membrana plasmatica, la respuesta a la sustancia
téxica, la respuesta de defensa a otro organismo, la muerte de las células de otro organismo y
la respuesta al estimulo bidtico (Anexo 4) (Figuras 5C, D). Este aparente enriquecimiento de
funciones bioldgicas relacionadas con la respuesta al estrés podria ayudar a explicar la retencién
de duplicados en tandem en genomas vegetales, a pesar de que se espera que alteren el balance
de dosis inmediatamente después de la duplicacidn -al menos cuando forman parte de redes de
regulacién de genes o complejos multiproteicos- y den lugar a defectos de aptitud (fitness).
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Figura 6. Diagramas de burbuja hechos en ReViGo para representar funciones bioldgicas
significativamente enriquecidas entre duplicados WGD y en tandem de Moringa. Los
resultados se muestran para los genes resultantes de duplicaciones gendmicas (A, B) y los
duplicados en tandem (C, D) para los términos GO de proceso bioldgico (A, C) y funcidn
molecular (B, D). Los términos GO encontrados como significativamente enriquecidos estan
representados como circulos, con didmetros proporcionales al tamafio de la muestra (nimero
de genes con el término correspondiente en comparacion con la base de datos de proteinas de
referencia escogida) y valores p resultantes de tests de Fisher corregidos con método de
Bonferroni, transformados en logaritmos de base 10 y codificados en una escala de colores.
REVIGO agrupa los términos GO funcionalmente similares en un espacio semadntico
bidimensional.

4.3.2. Las duplicaciones SSD (en tandem y proximales) son la principal fuente de genes
especificos de Moringa

Comunmente, se ha observado que los genes resultantes de duplicaciones en tandem se
conservan de forma especifica para cada linaje y se enriquecen en categorias funcionales
relacionadas con la respuesta al estrés y con el metabolismo secundario (esto ultimo ya
comprobado para Moringa en el apartado anterior) (Carretero-Paulet & Fares, 2012; Chae et al.,
2014; Denoeud et al., 2014).

Aunque sé6lo 108 de los 941 genes agrupados en los ortogrupos especificos de Moringa fueron
anotados con términos GO, tests de enriquecimiento identificaron como enriquecidos procesos
de desarrollo especificos, incluyendo el desarrollo de las plantulas, el crecimiento del meristemo
y la generacién de gametos masculinos y femeninos, y respuestas de defensa como la respuesta
a proteinas mal plegadas (Anexo 5). Asimismo, la mayoria de los genes anotados con ambos
conjuntos de términos GO pertenecen al mismo ortogrupo HOG0020145, que estd compuesto
por tres genes de Moringa anotados como codificantes para componentes reguladores del
sistema ubiquitina/26S proteosoma (Anexo 5) incluyendo dominios ATPasa (EC:5.6.1.5),
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especificamente implicados en la apertura de canales y el despliegue de polipéptidos antes de
la protedlisis. Esto podria indicar que el sistema ubiquitina/26S proteosoma en Moringa esta
contribuyendo a la plasticidad protedmica necesaria para vincular el crecimiento y el desarrollo
de la planta con la adaptacidn al estrés ambiental, como la sequia, el calor y el estrés UV (Xu &
Xue, 2019).

A continuacion, se investigd si algin mecanismo de duplicacién prevalecia en la expansion de
los ortogrupos especificos de Moringa. De acuerdo con los tests de enriquecimiento, los
ortogrupos especificos de Moringa estaban fuertemente enriquecidos en duplicados en tdndem
(200 genes) y proximales (145 genes), mientras que no estaban ni enriquecidos ni empobrecidos
en duplicados dispersos (271 genes) y duplicados WGD (106 genes) (Tabla 7). Por lo tanto, las
duplicaciones en tandem y proximales parecen ser los mecanismos prevalentes detras de la
expansion de los ortogrupos especificos de Moringa.

Tabla 7. Resultados del test de enriquecimiento para genes duplicados clasificados en base a
mecanismos de duplicacion en genes de ortogrupos especificos de Moringa.

Tipo de Genes duplicados | Genes duplicados | Genes no duplicados | Genes no duplicados | P resultante
gen presentes en ausentes en presentes en ausentes en de prueba
duplicado ortogrupos ortogrupos ortogrupos ortogrupos exacta de
especificos especificos especificos especificos Fisher
WGD 106 4.532 835 17.241 1
En tdndem 200 1.918 741 19.855 1,1x10%
Proximal 145 852 796 20.921 2x10%
Disperso 271 7.299 670 14.474 1

4.4, Rutas y clusteres biosintéticos de metabolitos secundarios en el genoma de
Moringa

Dada la importancia de los metabolitos secundarios para el contenido nutricional, las
propiedades organolépticas y la actividad farmacolégica de las hojas y las semillas de Moringa,
se realizé la identificacion y la caracterizacidn molecular evolutiva de familias génicas
presuntamente implicadas en el metabolismo secundario, dirigiendo el enfoque a los dos
motores principales de la evolucién de las rutas del metabolismo vegetal que implican grupos
de genes duplicados en tdndem, es decir, la neofuncionalizacién de los duplicados en tandem y
los clusteres de genes biosintéticos (Tohge & Fernie, 2020).

La neofuncionalizacién de genes duplicados en tdndem se ha identificado como un mecanismo
importante que impulsa la evolucién de las rutas especificas del metabolismo secundario debido
a que podria proveer una especificidad de sustrato diferencial a las copias. Ese fue el caso de la
ruta de biosintesis de glucosinolatos en Arabidopsis (Tohge & Fernie, 2020). Por ello, se procedié
a reconstruir todas las rutas de relacionadas con el metabolismo de glucosinolatos en Moringa
usando términos funcionales relacionados que fueron asignados a los genes estructurales
detectados en su genoma (AOCC v2), asi como a los genes de Arabidopsis y papaya (Anexo 6).
Diversas rutas para la biosintesis de determinados tipos de glucosinolatos fueron identificadas
en Moringa, asi como actividades enzimaticas para la sintesis de ciertos precursores de otros
tipos (Figura 7). En total, se encontraron 104 genes de Moringa probablemente implicados en
el metabolismo de glucosinolatos, los cuales fueron agrupados en 28 de los 33 ortogrupos
detectados, incluyendo 11 con al menos un par de duplicados en tandem (Anexo 6). Dos casos
interesantes fueron los ortogrupos HOG0000588 y HOG0009822. El ortogrupo HOG0000588
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incluia 15 genes de Moringa dispuestos en dos grupos de duplicados en tandem localizados en
los cromosomas 1y 5, junto con 18 y 14 en Arabidopsis y papaya, respectivamente, y de cero a
24 (uva) en el resto de especies. Los genes de HOG0000588 fueron anotados como codificantes
para hidroxilasas de indol-3-ilmetilglucosinolato. El ortogrupo HOG0009822 agrupa siete genes
de Moringa dispuestos en tdndem en posiciones consecutivas del cromosoma 10, por cinco y
tres en Arabidopsis y papaya, respectivamente, y cero en el resto de especies. Los genes de
HOG0009849 estan anotados como codificantes para esterasas/lipasas de tipo GDSL, una familia
de enzimas hidroliticas de lipidos con propiedades multifuncionales (como una amplia
especificidad de sustrato y regioespecificidad) que estd implicada en diversas rutas del
metabolismo secundario, incluidas las rutas de glucosinolatos (Lai et al., 2017). En cambio, no se
pudieron detectar ortélogos de Moringa para los genes de Arabidopsis relacionados con
glucosinolatos en los ortogrupos HOG0016593, HOG0022085, HOG0017508, HOG0008572,
HOG0004358 y HOGO0019714, los cuales codifican para la aminotransferasa de cadena
ramificada (EC:2.6.1.42), la homometionina N-monooxigenasa (EC:1.14.14.42), la glucosinolato
alifatico S-oxigenasa (EC:1.14.13.237), el transportador de magnesio, la beta-glucosidasa
(EC:3.2.1.21) y la mirosinasa (E3.2.1.147), respectivamente (Anexo 6). Sin embargo, los genes
de Moringa anotados con tales actividades enzimaticas se encontraron en otros ortogrupos de
glucosinolatos, excepto la homometionina N-monooxigenasa y la glucosinolato alifatico S-
oxigenasa (Anexo 6). En particular, el ortogrupo HOG0000577, anotado como codificante para
una clase especifica de beta glucosidasas (mirosinasas) implicadas en la produccion de
glucosinolatos biolégicamente activos, se encontré como fuertemente expandido en Moringa,
con 14 genes, por cuatro y cinco en Arabidopsis y papaya, respectivamente, y de cero a seis en
el resto de especies. También se encuentra un Unico representante de Moringa en los
ortogrupos HOG0002947 y HOG0006126, los cuales codifican para la gamma-glutamil hidrolasa
de glucosinolato (EC:3.4.19.16) y la metiltilmalato sintasa (EC:2.3.3.17), respectivamente (Anexo
6); ambas familias de enzimas habian sido reportadas como ejemplos de diversificacion en el
metabolismo secundario de Arabidopsis a través de la neofuncionalizacidon de duplicados en
tandem (Kliebenstein et al., 2001; Petersen et al., 2019).

A continuacién, se utilizaron datos de expresidon basados en RNA-seq de cinco tejidos para
examinar la expresién de los 104 genes de Moringa identificados en el andlisis como
presuntamente implicados en la biosintesis de glucosinolatos. De los 104 genes, 84 y 88 se
expresaron en las semillas y las hojas, respectivamente, donde la biosintesis de glucosinolatos
es mas abundante (Figura 8). Los genes de Moringa duplicados en tdndem y pertenecientes a
los ortogrupos relacionados con los glucosinolatos mostraron niveles de expresion diversificados
en los cinco tejidos, con un gen del ortogrupo HOG0O000588 (Morol01g14150), dos genes
pertenecientes al ortogrupo HOG0009822 (Morol10g15130 y Morol10g15170) y otros dos
pertenecientes al ortogrupo HOG0000577 (Morol03g00630, Morol04g12880) mostrando una
notable expresion en hojas y semillas (Figura 8). Es tentador especular que la rapida
especializacion funcional después de la duplicacidon en tdndem detectada en estas dos familias
génicas (HOG0009822 y HOGO0000577) podria haber contribuido a la diversidad de
glucosinolatos entre los tejidos y entre la variedad silvestre y las accesiones domesticadas de
Moringa, asi como entre esta y otras especies de la familia Moringaceae (Chodur et al., 2018;
Fahey et al., 2018).

21



Ensamblaje a escala cromosdmica del genoma de “Moringa oleifera” |Juan Pablo Marczuk Rojas

GLUCOSINOLATE BIOSYNTHESIS

From meihionine

2-Or0-4-methylthio-
butanoic ac
MAMI
MAMS g

2-Oxo-5-methyithio-
pentanoic aci
HIAML
MAMS ¥

2-Or0-6-methylthio-
hexancic acid

VAN
r

Sie chain elongation

VAN,
w

MAMS
v

MAM3
b4

00966 1211917
(c) Karehisa Laboratories

BCATS

BCATZ

20x0-8-ethylthio- } CYFRL
octanoic acid OO OO
CYPIFL
2-0x0-9-ethyithio- EVFER
nonanoic asid FO——BO——O——#O
2.0x0-10-methylihio- % SRR
deranor acid EO——»O——BO—BO

Iethionine

Gluosinolate core pathway

BCATS Wéocm SURL UGTT4B=1 STab e 3. Methylthio-

Homo- propyl-glueosinolate
e thioning

mé()—b()—b( —O—s0 d—]\/[ethfflt_hm.
Dihomo- bty glicosinolats
me thionine

2.0x0-T-methyithi %
fornoi gitio R e O w0 O S

rlthio-
Tabezao- pentylzlucosinalate
methicmine

é-Meﬂ\Tlﬂm-
Tetrahomo- hexyl-glucosinolate
e thioning

20 T-Methylthio-
Fentahomo- heplyglucosinolate

0z thaon e

=0 S-h/[ethfflt_hm.
Hexahomo- octyl-gheosinolate
e fhiorine

From hranched-chain amino acids

Valine Jeugine and
isoleucine biosynthesis

|
! »O——wO——RO——»O——PO——»0 2 Methylpopi
| 2Oxo-dmethte  LLeusine ghcoanokte
| pentano aci
|
|
|
} CYFID4
e ——— O B O—»O——»O——»O——BO L-Myilgﬂwl'
200 Fmethd  Lsoleucine ghosnokte
pentanoic acic
From aromatic amino acid
LPhengi.
anine” CYEBAD CYFER,
Phongislunins, tmopin el |- — £ e 3R JOTERL ST 6 Byt
tryplophan bicsymthe a5 ! gluccanokte
| | Gluosinolate core pathway
| |
| |
|
| O——wO—O 2-Phenyle thyi-
| J— glucosnolate
| phenylalanine
|
|
|
R
_________ = =O—»C =C O Indolylmethyl-
i L Tryptoghen glucoanokte
|
|
|
‘ CYPBAL
L BHO—BC 2O0—mC +0——»O phydorgbensy.
L Torosive ginfosinglate

20003 nethnt C¥FRDIL
T S s ) OO | Mottt
| L Valine ghuosnolte

v

Glucasinalate core pathway

I\—Do:

Figura 7. Ruta del KEGG para la biosintesis de glucosinolatos (entrada del mapa 00966). Las
actividades enzimaticas que se encuentran codificadas en el genoma de la Moringa estan
mapeadas como flechas verdes sobre la reaccion bioquimica correspondiente.
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Figura 8. Representacion en forma de mapa de calor de los patrones de expresion de 104
hipotéticos genes de Moringa relacionados con los glucosinolatos en cinco tejidos, ademas de
la expresidon media. Los colores del mapa de calor representan los valores de expresion medidos
en transcritos por millén y transformados en logaritmos en base 2. Las bandas de colores en la
izquierda indican la hipotética familia génica/ortogrupo a la que pertenece cada gen.
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Asimismo, hay cada vez mas pruebas de que los genes no homdlogos que codifican enzimas
biosintéticas especificas implicadas en la misma ruta de metabolismo secundario evolucionan
como clusteres que ocupan regiones vecinas de los genomas vegetales, de forma similar a lo
observado anteriormente en bacterias y hongos (Rokas et al., 2018). Por ello, se realizd una
busqueda de clisteres de genes de metabolitos secundarios (CGMSs).

Se identificaron 18 hipotéticos clusteres relacionados con varias rutas metabdlicas secundarias
de las plantas, que incluian dos alcaloides, dos lighan-policétidos, nueve sacaridos, tres terpenos
y dos clusteres sin funcion biosintética especifica (Anexo 7). Algunos de estos metabolitos
secundarios podrian estar relacionados con las respuestas y adaptaciones de las plantas a
diferentes estreses ambientales, incluyendo el déficit de agua y la radiacidon UV-B (Bandurska et
al., 2013). Las regiones gendmicas que ocupan estos clusteres de genes biosintéticos abarcaban
desde 28,9 hasta 339,26 Kpb y contenian entre seis y 19 genes. Estos CGMSs parecian estar
distribuidos uniformemente a lo largo del genoma de Moringa, con cada cromosoma albergando
al menos un CGMS, excepto los cromosomas 1y 14 (Anexo 7). Tres CGMSs recibieron especial
atencion:

e CGMS uno (Figura 9A): contiene ocho genes de Moringa situados en el cromosoma 10.
Seis de ellos estaban anotados como dioxigenasas, cuatro de los cuales pertenecian al
ortogrupo HOG0001451. HOG0001451 incluye nueve ortdlogos de Arabidopsis, cinco de
los cuales formaban un clado bien soportado en un arbol filogenético que representaba
las relaciones evolutivas entre las 56 secuencias pertenecientes al ortogrupo (Figura
9B). Este clado esta incluido en un clado mayor que contenia dos genes de papaya y un
gen de Moringa (Morol10g02100). Tres de estos cinco genes de Arabidopsis
(AT4G03050, AT4G03060, ATAG03070) habian sido reportados como dioxigenasas
dependientes de 2-oxoglutarato involucradas en la biosintesis de glucosinolatos
(Kliebenstein et al., 2001), los cuales no fueron detectados en el estudio de los
ortogrupos relacionados con los glucosinolatos. Morol10g02100 mostrd expresion en
las raices y, en menor medida, en las semillas (Figura 9C).

e CGMS cinco (Figura 10A): anotado como de tipo lignan-policético, incluye un gen
anotado como cetosintasa perteneciente al ortogrupo HOG0003249, que a su vez incluia
cuatro genes adicionales dispuestos en tandem en posiciones vecinas del cromosoma
mas un sexto gen localizado en otra parte del genoma (Figura 10A). Los tres ortélogos
de Arabidopsis pertenecientes al ortogrupo HOG0003249 (AT5G04530.1, AT2G28630.1
y AT1G07720.2) habian sido reportados como miembros de la familia de la 3-cetoacil-
CoA sintasa involucrada en la biosintesis de acidos grasos de cadena muy larga como
precursores de compuestos de cera, participando en la limitacién de la pérdida de agua
no estomatica durante la adaptacién a la sequia y en la prevencién de ataques de
patogenos (Li-Beisson et al., 2013). Con seis genes en HOG0003249 por dos a cinco en
los restantes 10 genomas vegetales comparados en este estudio, Moringa fue
encontrada como ligeramente expandida en esta familia. Cinco de los seis genes,
incluyendo el encontrado en el SMGC, fueron agrupados en un arbol filogenético dentro
de un clado bien apoyado junto con sus homélogos de la papaya (Figura 10B). La
mayoria de los miembros de la familia en Moringa mostraron una baja expresién,
excepto Morol13g04770, que se expresa fuertemente en las hojas (Figura 10C).
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CGMS 10 (Figura 11A): relacionado con la biosintesis de sacaridos, esta formado por 15
genes, entre los que se encontraban cinco anotados como UDP-glicosiltransferasas, uno
como metiltransferasa, otro como citocromo P450, otro como dioxigenasa, mientras
que el resto estaba anotado como codificantes para funciones no relacionadas (Figura
11A). Las cinco UDP-glicosiltransferasas se agruparon junto con 10 secuencias
adicionales en el ortogrupo HOG0000748, incluyendo dos también detectadas en el
cluster con secuencias significativamente mas cortas y anotadas como codificantes para
funciones no relacionadas. HOG0000748 también incluia 13 y 11 genes en las Brassicales
Arabidopsis y papaya, respectivamente. El analisis filogenético de maxima verosimilitud
basado en el alineamiento multiple de las 117 secuencias de aminoacidos incluidas en
HOG0000748 agrupd cinco genes de Moringa en un clado bien soportado, incluyendo
tres de los encontrados en el CGMS, el cual es hermano de un clado formado por siete
genes de papaya (Figura 11B). El clado resultante mostrd a su vez una relacién de
hermandad con un clado compuesto por siete genes de Arabidopsis (Figura 11B). Los
dos genes restantes del CGMS se encontraban en posiciones dispares en el drbol. Estos
genes fueron anotados como codificantes para UDP-glucosiltransferasas v,
especificamente, antocianidinas 3-O-glucosiltransferasas (EC:2.4.1.115). Se ha
reportado que los ortélogos en Arabidopsis estan implicados en la glicosilacién de
flavonoles especificos, pero también de fenilpropanoides especificos, esteroides o
citoquininas como la zeatina, comuUnmente en respuesta a estreses especificos. En
general, los genes de Moringa encontrados en el clUster mostraron, de forma similar,
patrones de expresién bajos, con la excepcién de Morol04g07740, Morol04g07730 y
Morol04g07710, que mostraron niveles de expresidon moderados (Figura 11C).
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Figura 9. Caracterizacidn del cluster unos de genes del metabolismo secundario en el genoma
de Moringa. A, Organizacidn gendmica de un clister de genes relacionado con el metabolismo
secundario en Moringa formado por seis dioxigenasas, una aminotransferasa y un gen que
codifica para otra actividad enzimatica. B, Arbol filogenético de maxima verosimilitud de la
familia de genes de dioxigenasa HOG0001451. Los valores de soporte estadistico para los clados
resultantes del analisis bootstrap ultrarrdpido se muestran junto a los nodos correspondientes
en forma de circulos purpura, con el didmetro proporcional a los valores resultantes. Sélo se
muestran los valores superiores a 70. Las ramas estan coloreadas segun el esquema de colores
del arbol de especies de la Figura 4A. Las ramas de los arboles son proporcionales al tiempo
evolutivo, con longitudes que reflejan el nimero de cambios de aminodcidos. Los genes de
Moringa incluidos en el cluster estan indicados con asteriscos de colores. C, Representacion en
mapa de calor de los patrones de expresion en diferentes tejidos mas la expresion media de los
genes incluidos en el cluster y los genes pardlogos identificados en la clasificacién de ortogrupos.
Los colores del mapa de calor representan los valores de expresién medidos en transcritos por
millon y transformados en logaritmos de base 2. Las bandas coloreadas de la izquierda indican
la familia de genes a la que pertenecen. También se indican los genes incluidos en el cluster (in

cluster) o en otra parte del genoma (off cluster).
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Figura 10. Caracterizacion del cluster cinco de genes del metabolismo secundario en el genoma
de Moringa. A, Organizacién gendmica de un cluster de genes relacionados con la biosintesis de
lignan-policétidos en Moringa, formado por dos enzimas dirigentes, una cetosintasa y seis genes
que codifican para otras actividades anzimaticas. B, Arbol filogenético de méxima verosimilitud
de la familia de genes de cetosintasa HOG0003249. Los valores de soporte estadistico para los
clados resultantes del andlisis bootstrap ultrarrdpido se muestran junto a los nodos
correspondientes en forma de circulos morados, con el didmetro proporcional a los valores
resultantes. SAlo se representan los valores superiores a 70. Las ramas estan coloreadas segun
el esquema de colores del arbol de especies de la Figura 4A. Las ramas de los arboles son
proporcionales al tiempo evolutivo, con longitudes que reflejan el nimero de cambios de
aminoacidos. Los genes de Moringa incluidos en el cluster estadn indicados con asteriscos de
colores. C, Representacion en mapa de calor de los patrones de expresion en diferentes tejidos
mas la expresiéon media de los genes incluidos en el cluster y los genes paralogos identificados
en la clasificacion de ortogrupos. Los colores del mapa de calor representan los valores de
expresion medidos en transcritos por milléon y transformados en logaritmos de base 2. Las
bandas coloreadas de la izquierda indican la familia de genes a la que pertenecen. También se
indican los genes incluidos en el cluster (in cluster) o en otra parte del genoma (off cluster).
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Figura 11. Caracterizacion del clister 10 de genes del metabolismo secundario en el genoma
de la Moringa. A, Organizacion gendmica de un grupo de genes relacionados con la biosintesis
de sacaridos en Moringa, que incluye cinco glucosiltransferasas, una metiltransferasa, un
citocromo P450, una dioxigenasa y siete genes que codifican para otras actividades enzimaticas.
B, Arbol filogenético de maxima verosimilitud de la familia de genes de UDP-glicosiltransferasa
HOGO0000748. Los valores de soporte estadistico para los clados resultantes del andlisis
bootstrap ultrarrdpido se muestran junto a los nodos correspondientes en forma de circulos
morados, con el diametro proporcional a los valores resultantes. Sélo se representan los valores
superiores a 70. Las ramas estdn coloreadas segln el esquema de colores del arbol de especies
de la Figura 4A. Las ramas de los drboles son proporcionales al tiempo evolutivo, con longitudes
que reflejan el numero de cambios de aminodacidos. Los genes de Moringa incluidos en el clister
estan indicados con asteriscos de colores. C, Representacion en mapa de calor de los patrones
de expresion en diferentes tejidos mds la expresidn media de los genes incluidos en el cluster
los genes paralogos identificados en la clasificacién de ortogrupos. Los colores del mapa de calor
representan los valores de expresién medidos en transcritos por millén y transformados en
logaritmos de base 2. Las bandas coloreadas de la izquierda indican la familia de genes a la que
pertenecen. También se indican los genes incluidos en el cluster (in cluster) o en otra parte del
genoma (off cluster).
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5. Conclusiones
Las principales conclusiones de este estudio fueron:

1.

Se obtuvo una anotacidn funcional completa del genoma de Moringa donde, de un total
de 22.714 genes estructurales, 18.460 (81,27%) fueron anotados con al menos un
término funcional. Asimismo, las anotaciones KEGG, EC, GO e INTREPRO cubrieron entre
el 34,68 y el 78,08% de los genes abarcando entre 7.780 y 98.325 términos totales.

Se generd una clasificacidn de ortogrupos/familias génicas donde, de un total de 22.714
genes estructurales de Moringa, 20.046 fueron asignados a 13.597 ortogrupos/familias
(88,25%) quedando unos 2.668 genes huérfanos (11,75%). Ademas, unos 941 genes
fueron repartidos en 148 ortogrupos especificos de Moringa.

También se obtuvo una clasificacion de genes duplicados que representan mas de la
mitad de los genes estructurales del genoma de Moringa (67,46%), siendo los mas
abundantes los duplicados dispersos (7.570) seguidos por duplicados WGD (4.638),
representando un 33.33 y un 20.42%, respectivamente.

La caracterizacién funcional de duplicados WGD en Moringa mediante términos GO
asociados revela un enriquecimiento en la regulaciéon transcripcional y la modificacién
de proteinas, como factores de transcripcidn o actividades de fosforilacién/dimerizacién
de proteinas. Estas funciones son cominmente consideradas sensibles al balance de
dosis (Papp et al., 2003; Tasdighian et al., 2017) y, por lo tanto, se espera que se
retengan preferentemente después de eventos de duplicacién WGD (Freeling, 2009). A
su vez, los duplicados SSD, especialmente los duplicados en tdandem y, en menor
medida, los duplicados dispersos, se encontraron enriquecidos para enzimas especificas
del metabolismo secundario. Por lo tanto, el patrén diferencial de retencién reciproco
de duplicados WGD contra duplicados SSD para clases funcionales anticipado por la
hipdtesis del balance de dosis (Freeling, 2009) también puede ser verificado en Moringa.

Las duplicaciones en tandem, junto con las duplicaciones proximales, son el modo
preferente de duplicacién que condujo a la expansidn de 148 familias de genes
especificos de Moringa. Asimismo, el enriquecimiento en funciones del metabolismo
secundario y de respuestas de defensa observado en las duplicaciones en tandem
corrobora su implicacidn en las adaptaciones rapidas a estimulos ambientales locales
(Hanada et al., 2008) y puede estar relacionado con la alta plasticidad fenotipica y la
adaptabilidad de Moringa a diferentes limitaciones ambientales, especialmente el
estrés hidrico (Brunetti et al., 2020; Brunetti et al., 2018) o la radiacién UV-B (Araujo et
al., 2016).

En resumen, la version actual y la anotacién del genoma de Moringa que se presenta en este
estudio facilitara la identificacion de los genes que estan en el origen de las propiedades
bioldgicas, agrondmicas, nutricionales o farmacoldgicas en esta especie y ayudara en gran
medida al desarrollo de programas de mejora de plantas asistidos por gendmica, especialmente
aquellos relacionados con los caracteres del metabolismo secundario de interés.
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6. Anexos

Anexo 1. Resumen de las estadisticas de la clasificacion de ortogrupos de Orthofinder para el
genoma de Moringa y los de otras 10 especies de plantas con flores.

Anexo 2. Categorizacion funcional con términos GO genéricos asignados a los genes duplicados
WGD en Moringa. Se muestran los términos GO significativamente sobrerrepresentados tras la
correccion de Bonferroni. A continuacidon, se muestra la lista de genes duplicados WGD
clasificados por pertenencia a un ortogrupo junto con sus anotaciones GO y EC.

Anexo 3. Categorizacion funcional con términos GO genéricos asigandos a los los genes
duplicados en tandem en Moringa. Se muestran los términos GO significativamente
sobrerrepresentados tras la correccidon de Bonferroni. La lista de genes duplicados en tdndem
clasificados por pertenencia a un ortogrupo junto con sus anotaciones GO y EC se muestra a
continuacién.

Anexo 4. Numero de genes de Moringa, Arabidopsis y papaya implicados en las rutas de
metabolismo secundario del KEGG resultantes de las anotaciones hechas por BlastKOALA.

Anexo 5. Categorizacion funcional con términos GO genéricos asignados a los genes
pertenecientes a las familias especificas de Moringa. Se muestran los términos GO
significativamente sobrerrepresentados tras la correccién de Bonferroni. La lista de familias de
genes especificos de Moringa se muestra a continuacién junto con sus anotaciones GOy EC.

Anexo 6. Resumen de los ortogrupos de Moringa involucrados en la biosintesis de
glucosinolatos y su regulaciéon en Moringa, Arabidopsis y papaya. Resumen de los ortogrupos
de Moringa involucrados en la biosintesis de glucosinolatos y su regulacion en Moringa,
Arabidopsis y papaya. Los identificadores de genes en negrita indican su agrupacidn dentro del
correspondiente grupo de ortologia funcional KEGG como resultado de la anotacién BlastKOALA
(numero KO) en el caso de los genes de Moringa y papaya. Los términos GO y los cddigos EC en
negrita indican la anotacidn GO y las enzimas del correspondiente grupo de ortologia funcional
KEGG, mientras que el resto corresponde a la anotacién GO y EC de BLAST2GO para los genes
de Moringa. Los grupos de ortologia de Moringa que incluyen al menos un representante de
duplicados en tandem estan resaltados con una sombra gris.

Anexo 7. Resumen de los 18 clusteres de genes de metabolitos secundarios identificados en el
genoma de Moringa.
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