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RESUMEN

El género Opuntia, es de gran importancia socioecondmica y ecologica en el Peru,
destacando Opuntia ficus-indica por su cultivo y la produccion de cochinilla, un tinte
natural fundamental para la industria. A pesar de su relevancia, los estudios genémicos en
Opuntia en Peri son escasos y se han enfocado principalmente en caracteres
morfoldgicos, lo cual es insuficiente para delimitar especies y genotipos. Avances en las
tecnologias de secuenciacion de proxima generacion (NGS) permiten analizar genomas
de cloroplastos, que son una herramienta valiosa para la conservacion y el mejoramiento
genético, dado su tamafo relativamente pequefio, estructura simple y alta conservacion
en plantas. En este contexto, el objetivo general de esta investigacion fue caracterizar y
comparar el genoma cloroplastico de Opuntia ficus-indica y Opuntia pubescens, y
reconstruir su filogenia en relacioén con otras especies del género Opuntia. Los resultados
de la investigacion incluyen el ensamblaje y la anotacion exitosa de los genomas
cloroplasticos de O. ficus-indica (152,730 pb) y O. pubescens (150,927 pb), ambos con
alta calidad y cobertura de secuenciacion. Se identificaron 139 genes en O. ficus-indica y
137 en O. pubescens, que incluyen genes codificantes de proteinas, ARNt y ARNT, asi
como pseudogenes. El analisis filogenético confirmé que el género Opuntia es
monofilético con alto soporte, agrupando a O. pubescens con especies centroamericanas
y a O. ficus-indica con otras especies nativas de México. En conclusion, la caracterizacion
de los genomas cloroplasticos de Opuntia ficus-indica y Opuntia pubescens proporciond
una vision integral de la diversificacion del género al identificar sus tipos y estructuras
genomicas. Los genomas de cloroplastos ofrecen una base s6lida para futuros estudios de

diversidad genética y para el desarrollo de programas de mejoramiento en estas especies.

Palabras clave: Opuntia ficus-indica, genoma del cloroplasto, reconstruccion
filogenética.
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ABSTRACT

The Opuntia genus, known as prickly pear, is of great socioeconomic and
ecological importance in Peru, with Opuntia ficus-indica standing out for its cultivation
and the production of cochineal, a natural dye that is essential for industry. Despite its
relevance, genomic studies on Opuntia in Peru are scarce and have focused mainly on
morphological characteristics, which is insufficient to delimit species and genotypes.
Advances in next-generation sequencing (NGS) technologies allow the analysis of
chloroplast genomes, which are a valuable tool for conservation and genetic
improvement, given their relatively small size, simple structure, and high conservation in
plants. In this context, the overall objective of this research was to characterize and
compare the chloroplast genomes of Opuntia ficus-indica and Opuntia pubescens, and to
reconstruct their phylogeny in relation to other species of the genus Opuntia. The results
of the research include the successful assembly and annotation of the chloroplast genomes
of O. ficus-indica (152,730 bp) and O. pubescens (150,927 bp), both with high quality
and sequencing coverage. A total of 139 genes were identified in O. ficus-indica and 137
in O. pubescens, including protein-coding genes, tRNA, and rRNA genes, as well as
pseudogenes. Phylogenetic analysis confirmed that the genus Opuntia is monophyletic
with high support, grouping O. pubescens with Central American species and O. ficus-
indica with other species native to Mexico. In conclusion, the characterization of the
chloroplast genomes of Opuntia ficus-indica and Opuntia pubescens provided a
comprehensive view of the diversification of the genus by identifying its genomic types
and structures. Chloroplast genomes provide a solid basis for future studies of genetic

diversity and for the development of breeding programs in these species.

Keywords: Opuntia ficus-indica, chloroplast genome, phylogenetic reconstruction.
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INTRODUCCION

El género Opuntia pertenece a la familia Cactacea, es nativo de América y se ha
distribuido ampliamente en las regiones de todo el mundo. Debido a su eficiente uso del
agua, se adapta perfectamente en regiones aridas y semiaridas. Actualmente, el género
Opuntia forma parte del sistema agricola y del entorno paisajistico de muchos paises,
principalmente de México, Argentina, Bolivia, Pert, Brasil, Estados Unidos, Italia,
Espafia, Marruecos, Ttnez, Israel y Sudafrica. En los que se encuentra disponible como:
plantaciones comerciales, huertos familiares y comunidades silvestres (Mohamed et al.,

1996; Saenz et al., 2004; Mannai et al., 2024).

En el Peru, los matorrales de Opuntia forman parte de uno de los socioecosistemas
mas importantes de la costa y valles andinos, proporcionando productos diversos como
frutas, compuestos quimicos farmacéuticos, forrajes suculentos para alimento de
animales y materia prima para la fabricacion de trabajos ornamentales. Historicamente,
los matorrales de Opuntia han sido de gran importancia para la crianza de Dactylopius
coccus (cochinilla del carmin) para la obtencion de acido carminico, un tinte natural,
empleado en la industria alimentaria, farmacéutica y textil (Guevara et al., 1996;
Rodriguez & Pascual, 2004; Yanqui et al., 2024). Actualmente, Peru es el mayor
productor comercial del mundo de cochinilla del carmin, empleando entre 60% y 70% de
la superficie de los matorrales de Opuntia para satisfacer la demanda mundial (Almora et

al., 2018; Berhe et al., 2023).

En las dos ultimas décadas, se han visto avances revolucionarios en las
tecnologias de secuenciacion masiva de ADN, sobre todo, respecto a la aparicion de las
técnicas de secuenciacion de proxima generacion (NGS: Next-Generation Sequencing),
permitiendo secuenciar millones de bases de ADN en una sola ronda, ya que, cada vez

estas plataformas NGS se vuelven mas optimas y asequibles (Egan et al., 2012). A medida



que los costos y capacidades de estas tecnologias continian mejorando, se seguird
facilitando la aparicion y el avance de nuevos campos de estudio, resolviendo diversas
cuestiones que nunca habrian sido posibles de responder antes, para asi generar
conocimiento en el area de la Biologia, pero especialmente de la gendmica (Sanger et al.,

1977).

Las herramientas NGS disponibles en mercado son lo suficientemente capaces
para proporcionar analisis de alta resolucion de genomas de plantas. Esta herramienta ha
permitido generar grandes cantidades de datos secuenciados, facilitando la elaboracion
del perfil gendémico (Singh et al., 2015; Nguyen et al., 2019). Hasta la fecha, se ha
secuenciado aproximadamente 800 genomas completos y mas de 4 235 genomas de
cloroplastos completos en plantas, los cuales estdn publicados oficialmente y son de
acceso publico. La informacidon gendémica varia entre especies, poblaciones e incluso
individuos (Zhou et al., 2021; Hong et al., 2023; Song et al., 2023). Por esta razén, la
abundante informacion sobre los genomas de cloroplastos de plantas obtenida, a lo largo
del tiempo, mediante el uso de herramientas de NGS ha permitido alcanzar una
comprension detallada de la estructura del genoma de los cloroplastos, asi como de su
composicion genética, funcionalidad y procesos evolutivos en diversas especies. Este
avance también ha facilitado el progreso en ingenieria genética en plantas superiores, lo
que ha llevado a la obtencion de cultivos genéticamente mejorados. Esta informacion
crucial ha sido fundamental para impulsar la investigacion y el desarrollo en la agricultura

(Green, 2011; L. Gao et al., 2010; Bansal & Saha, 2012; Llorente et al., 2021).



CAPITULO I. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1.  Descripcion de la realidad problematica

El género Opuntia cuenta con mas de 300 especies existentes, destacando en el
Pertt Opuntia macbridei, Opuntia ficus-indica, opuntia pubescens y opuntia quitensis,
siendo ficus-indica una de las especies con mayor presencia, ventajas comparativas y
competitivas de importancia socioeconémica para los departamentos productores como
Ayacucho, Cusco, Huancavelica, Apurimac y Lima. Ademas. Esta especies cuenta con
cinco variedades: blanca, amarilla, morada, colorada y forrajera. Durante el afio 2020, la
produccion de los frutos de Opuntia ficus-indica (tuna) superd las 62 000 toneladas,
provenientes de una superficie cosechada de 12 000 hectareas, con un rendimiento
promedio de 5.3 toneladas por hectarea. Por otro lado, la produccion de tuna en el Peru
esta destinada principalmente al consumo local, ya que mas del 98% de la produccion
total se destina al mercado fresco, siendo Lima el principal mercado, donde las variedades
mas demandadas son la blanca, la amarilla y la morada (Arenas et al., 2017; Almora et

al., 2018; MIDAGRI, 2022).

A pesar de su importancia, la Opuntia en el Pert ha sido poco estudiada. Hasta la
fecha de elaboracion de este texto no existen investigaciones sobre la filogenia, la
delimitacion de especies ni la diversidad genética de Opuntia que empleen codigos de
barras de ADN. No obstante, se han realizado estudios parciales, como el libro Opuntia
del Peru de Ostolaza (2019), que describe las caracteristicas morfologicas de diversas
especies, y la investigacion de Tineo (2019) sobre caracterizacion morfologica y
diversidad genética, en la que se identificaron 26 morfotipos entre las accesiones de la
Estacion de Canadn del INIA (Ayacucho). El escaso niimero de estudios constituye un
obstaculo para abordar investigaciones de mayor envergadura, por ejemplo, genética de

poblaciones e mejoramiento; por ello, resulta prioritario generar al menos un genoma de



referencia del cloroplasto que permita disefiar marcadores moleculares para estudios de

filogenia y delimitacion de especies.

Actualmente, las investigaciones donde se ensambla y se caracteriza nuevos
genomas de cloroplasto amplian atin mas las fronteras de la investigacion sobre biologia
del cloroplasto, analizado a profundidad las funciones de las secuencias del genoma del
cloroplasto para mejorar nuestra comprension de la transferencia de genes intracelulares,
conservacion, diversidad y mejorar los rasgos agronémicos de las plantas. Por estas
razones ensamblar, analizar y comparar el genoma de cloroplasto de especies del género
Opuntia es crucial para desarrollar programas de mejoramiento genética y conservacion.
Tradicionalmente se consideraba que los genomas de cloroplasto estaban altamente
conservados en estructura, pero estudios recientes en Cactacea han revelado una notable
variacion estructural del genoma, incluyendo reordenamientos estructurales, pérdidas de
genes y cambios en la estructura de las regiones repetidas (Kohler et all., 2023). En este
contexto, el proyecto tiene el proposito de caracterizar el genoma del cloroplasto de la
especie cultivada O. ficus-indica y la especie silvestre O. pubescens, para proporcionar
informacion crucial para entender la historia evolutiva de genoma cloroplasto y la
filogenia del género Opuntia.

1.2. Formulacion del problema

1.2.1. Formulacion del problema general

(Quée aportes para la filogenia y la historia evolutiva del género Opuntia puede
proporcionar la caracterizacion detallada del genoma cloroplastico de O. ficus-indica y

O. pubescens?

1.2.2. Formulacion del problema especifico



(Es posible obtener genoma de cloroplasto mediante ensamblaje de novo y

anotacion de O. ficus-indica y O. pubescens adecuados para analisis comparativos?

(Qué variaciones estructurales presentan el genoma de cloroplasto de O. ficus-

indica y O. pubescens respecto a otras especies de Opuntia?

(Qué tipos y abundancia de secuencias repetitivas contienen el genoma de
cloroplasto de O. ficus-indica y O. pubescens y cémo difieren de otras especies de

Opuntia?

(Qué topologia filogenética se obtiene al utilizar genomas de cloroplasto de O.

ficus-indica, O. pubescens 'y otras especies del género Opuntia?

1.3.  Objetivo de la investigacion

1.3.1. Objetivo general

Caracterizar el genoma del cloroplasto de la especie cultivada O. ficus-indica y la
especie silvestre O. pubescens, para entender la historia evolutiva de genoma cloroplasto

y la filogenia del género Opuntia.

1.3.2. Objetivo especifico

Ensamblar de novo y anotar el genoma del cloroplasto de O. ficus-indica y O.

pubescens.

Comprar las variaciones estructurales del genoma del cloroplasto de O. ficus-

indica'y O. pubescens, asi como en otras especies de Opuntia.

Identificar y caracterizar secuencias repetitivas en los genomas del cloroplasto de

Opuntia ficus-indica y Opuntia pubescens, asi como en otras especies de Opuntia,



Realizar una reconstruccion filogenética utilizando secuencias del genoma de
cloroplasto de O. ficus-indica, O. pubescens y todas las especies de Opuntia disponibles

en el NCBI.

1.4.  Justificacion de la investigacion

La importancia econdomica y ecoldgica que tiene el género Opuntia, radica a sus
multiples usos y beneficios; ademads, sus metabolitos han demostrado diversas actividades
farmacoldgicas, entre las que se incluyen efectos antimicrobianos, antioxidantes,
antiinflamatorios, antitumorales, neuroprotectores, hepatoprotectores e hipotensores
(Lopez et al., 2014; Shirazinia et al., 2019) ha llamado la atencién de su investigacion en
diferentes partes de mundo. Sin embargo, en Pert alin son escasos los estudios genéticos
y gendmicos dentro de este grupo. Tanto asi que existen investigaciones de analisis de la
variabilidad genética en Opuntia que solamente se basan en caracterizacion morfologica
(Tineo, 2019), cuando en otras partes del mundo se usan marcadores moleculares de
ADN. Ademas, en el Pert algunas especies endémicas de género Opuntia se encuentran
categorizadas como vulnerables y otras en peligro de extincion (Ostolaza, 2019). No se
sabe el origen de este problema, pero se tiene algunas hipdtesis como factores abidticos
debido al cambio climatico y factores bidticos como la presencia de insectos fitofagos y

enfermedades.

Los estudios sobre diversidad genética en el género Opuntia son escasos y aun no
se han realizado estudios gendmicos de este género en Peru, segun la literatura disponible.
La investigacion existente se ha centrado principalmente en la taxonomia y la variabilidad
fenotipica de O. ficus-indica (tuna), con algunos trabajos que exploran la diversidad
genética intraespecifica entre las diferentes variedades principalmente por caracteristicas

morfologico (Sejuro, 1988; Tineo, 2019; Ostolaza, 2019). Pero no obstante Kohler et al.,



(2023), ha empezado a investigar y publicar investigaciones en genoma cloroplastidiales
en los de la tribu Opuntieae. La falta de interés en comprender este grupo de plantas, que
es de gran importancia para el Peru, ha impedido el desarrollo de estrategias adecuadas
para su conservacion y mejora genética. Esta falta de atencion podria resultar en la pérdida

de recursos genéticos en las especies silvestres en el género de Opuntia.

La informacion genomica de cloroplasto, puede ser una herramienta valiosa para
la conservacion de especies vegetales. El genoma del cloroplasto es relativamente
pequetio entre 20 a 25 Kb y presenta una estructura simple cuatripartita conformada por
la region larga tnica (LSC) la region corta tnica (SSC), y las dos regiones repetidas
invertidas (IRa y IRb), asi mismo se encuentran en multiples copias en cada célula
vegetal, lo que facilita su secuenciacion y andlisis. A partir de esta informacion, se pueden
desarrollar estrategias de conservacion y el rescate genético (Caycho, 2023). Ademas, la
informacion del genoma del cloroplasto permite realizar investigaciones en diversidad
genética de poblaciones, genotipado, fenotipado e ingenieria genética, todas ellos

importantes para desarrollar fitomejoramiento (Daniell et al., 2016).

Este proyecto se tiene propdsito de caracterizar el genoma del cloroplasto de la
especie cultivada O. ficus-indica (tuna) y la especie silvestre O. pubescens, para
proporcionar informaciéon crucial para entender la historia evolutiva de genoma

cloroplasto y la filogenia del género Opuntia.

1.5. Delimitacion del estudio

El estudio se centrara en describir y comparar la informaciéon del genoma
cloropléstidial de O. ficus-indica y O. pubescens, y en reconstruir sus relaciones
filogenéticas con otras especies del género Opuntia. Para ello se emplearan herramientas
bioinformaticas de ensamblaje de novo, anotacion gendmica, deteccion de variaciones

estructurales, analisis de secuencias repetitivas y analisis filogenético.
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Este proyecto se realizard el Laboratorio de Gendmica y Bioinformatica para la
Biodiversidad (FCB), en la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima — Per.
Donde se realizara las extracciones de ADN y los andlisis bioinforméticos. Asi mismo se
tendra soporte de otros laboratorios como el Laboratorio de Biotecnologia de la
Produccion, de la Facultad Ingenieria Agraria, Industrias Alimentarias y Ambiental de la
Universidad Nacional José Faustino Sanchez Carriéon, Huacho - Pert.

1.6.  Viabilidad del estudio

Este estudio es viable dado que el Instituto Nacional de Innovacion Agraria (INIA)
cuenta con un banco de germoplasma de Opuntia ficus-indica, y se cuenta con las
coordenadas de colecta para Opuntia pubescens. Asimismo, se cuenta con las
experiencias del grupo de investigacion del Laboratorio de Gendmica y Bioinformdtica
para la Biodiversidad (LGBB) de la Facultad de Ciencias Biologicas, UNMSM. Por otra
parte, este proyecto cuenta con financiamiento para el secuenciamiento del genoma de
dos especies y los kits de extraccion de ADN por parte de proyecto titulado
Caracterizacion y analisis comparativo del genoma de cloroplasto de la tuna (Opuntia
ficus-indica) y su pariente silvestre (Opuntia pubescens). Los gastos faltantes seran
cubiertos seran cubiertos por el Laboratorio de Gendmica y Bioinformatica para la

Biodiversidad (LGBB).

CAPITULO II. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la investigacion

2.1.1. Antecedentes internacionales

En la actualidad existe diversas investigaciones relacionadas con caracterizacion
genomica de cloroplasto en género Opuntia, pero muy pocas en O. ficus-indica, y ninguna

en O. pubescens.



La caracterizacion de los genomas organelares ha permitido comprender mejor la
evolucion y plasticidad genética en Cactaceae. Opuntia cochenillifera, una especie de
reproduccion clonal con relevancia agricola e industrial, ha sido objeto de estudios
recientes que han revelado una gran dindmica en sus genomas mitocondrial y
cloroplastidial. Liu et al. (2024) secuenciaron y ensamblaron el genoma mitocondrial de
esta especie, identificando su compleja organizacion y la presencia de fragmentos
homologos compartidos entre ambos organelos. Estos hallazgos resaltan la importancia
de la variabilidad estructural en la evolucion de los genomas organelares y su potencial
aplicacion en programas de mejoramiento genético. En este contexto, el analisis del
genoma cloroplastidial de O. ficus-indica y O. pubescens permitira ampliar el
conocimiento sobre la evolucion estructural de los genomas cloroplastidiales en Opuntia

y su impacto en la filogenia del grupo.

Matias Kohler ef all., demostro que los genomas cloroplastidiales suelen ser
altamente conservados en plantas, pero en algunas lineas evolutivas, como Cactaceae, se
han identificado modificaciones estructurales significativas. Estudios recientes han
demostrado que los genomas cloroplastidiales en Opuntia, presentan una notable
variabilidad en tamafio, estructura y contenido génico, con eventos de expansion y
contraccion de la region de repeticiones invertidas (IR), asi como la pérdida o
pseudogenizacion de ciertos genes. Kohler et all. (2023) analizaron los genomas
cloroplastidiales de 43 especies de Opuntieae, los cuales fueron agrupados en base a su
estructura en nueve tipos distintos, lo que evidencia la dindmica evolucion de estos
genomas en el grupo. A pesar de que los datos cloroplastidiales han permitido esclarecer
relaciones filogenéticas dentro de la tribu, algunos nodos contintian siendo conflictivos y

requieren mas estudios.



Majure et al., (2023) estudiaron la biogeografia del clado Xerocarpa de Opuntia,
compuesto por especies adaptadas a ambientes desérticos del oeste de América del Norte.
Este grupo se origind en el Plioceno medio-tardio, probablemente en el altiplano del
Colorado, y posteriormente se dispersé hacia los desiertos de Mojave, Sonora y
Chihuahua, asi como regiones montafiosas de California. El clado presenta adaptaciones
morfologicas notables que han facilitado su éxito ecologico: O. basilaris desarrolld una
epidermis pubescente para tolerar condiciones mas célidas y aridas, mientras que O.
polyacantha, con tallos cubiertos de espinas, logré expandirse hacia ambientes mas frios
del norte. Asimismo, la sinapomorfia de frutos secos influyo en la capacidad de dispersion
de las especies, limitando a unas como O. basilaris y favoreciendo a otras como O.
polyacantha. Estos cambios reflejan como el género Opuntia ha evolucionado para
adaptarse a habitats contrastantes, mostrando patrones complejos de diversificacion

influenciados por la geografia y el clima.

Majure et al., (2012), sostienen que género Opuntia. constituye un clado bien
sustentado que se origind en el suroeste de América del Sur, diversificdndose rapidamente
tras una migracion hacia el norte o un evento de dispersion a larga distancia hacia las
zonas aridas del oeste de América del Norte. En este proceso, la evolucion reticulada y la
poliploidizacién han desempefiado un papel crucial, al generar fenotipos novedosos e
incrementar la riqueza especifica. La presencia de multiples niveles de ploidia entre
especies ha dificultado la resolucion de relaciones filogenéticas dentro del grupo,
resaltando la necesidad de determinar el nivel de ploidia de todos los taxones para
reconstruir con precision su historia evolutiva. En este contexto, la caracterizacion el
genoma del cloroplasto de la especie cultivada O. ficus-indica (tuna)y la especie silvestre
O. pubescens proporcionara informacion crucial para entender la historia evolutiva de

genoma cloroplasto y la filogenia del género Opuntia.
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2.1.2. Antecedentes nacionales

En la actualidad al momento que se escribe el presente trabajo, no existe trabajos
en sobre caracterizacion gendmica usando el genoma cloroplasdial para especies nativas
delgénero Opuntia en Per. Asi mismo tampoco existen trabajos empleando técnica de

Codigo de barras de ADN para identificacion de especies nativas de Opuntia.

En el contexto de la diversidad de cactaceas del sur del Peru, Pauca & Quipuscoa
(2020) abordaron la taxonomia del género Cumulopuntia en el departamento de Arequipa,
realizando una revision sistematica de 12 especies registradas en esta region. En este
estudio, se designaron neotipos para varias especies originalmente descritas bajo el
género Opuntia, como O. dimorpha, O. unguispina, O. ignota y O. rauppiana, lo que
evidencia la importancia histérica y taxondmica del género Opuntia en la region andina.
Las redefiniciones nomenclaturales y tipificaciones efectuadas contribuyen
significativamente a la estabilizacion del conocimiento sistematico de este grupo,
aportando a la correcta identificacion y clasificacion dentro de la subfamilia

Opuntioideae.

Por otra parte, existe un trabajo en caracterizacion morfoldgica y andlisis de la
variabilidad genética de la coleccion nacional de germoplasma de tuna (Opuntia spp) del
Perti. Tineo (2016) realiz6 la caracterizacion de 183 accesiones del género Opuntia o de
O. ficus-indica (tuna) en la coleccion nacional de germoplasma del Perq, identificando
26 morfotipos de fruto y 20 morfotipos de planta mediante el analisis de caracteres
morfoldgicos. Mediante andlisis de componentes principales, se determiné que variables
como el peso y tamafio del fruto, asi como el didmetro de la semilla, son altamente
discriminantes en la variabilidad genética del germoplasma. Ademas, se identificaron

accesiones promisorias con caracteristicas comerciales destacadas, lo que resalta la
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importancia de la caracterizacion genética para el mejoramiento y conservacion de las

especies del género Opuntia.

En esta linea, Garcia-Godos (2015) evalu6 la variabilidad genética de Opuntia
ficus-indica en 40 accesiones conservadas en el banco de germoplasma del Instituto
Nacional de Innovacion Agraria (INIA) de Ayacucho, utilizando marcadores moleculares
AFLP. El andlisis molecular revel6 un alto nivel de polimorfismo, con 208 loci
polimorficos sobre un total de 233 bandas generadas por cinco combinaciones de primers.
La variacion genética promedio fue de 0,276, y el indice de informaciéon de Shannon
alcanz6 0,426, indicando una considerable diversidad genética. El agrupamiento de las
accesiones mediante analisis de distancia con el coeficiente Simple Matching permitio
identificar cuatro grupos claramente diferenciados, sin evidenciar duplicados, lo que
resalta la riqueza genética del material conservado. Estos resultados demuestran la
utilidad de los marcadores moleculares en la caracterizacion genética y ofrecen criterios

valiosos para programas de mejoramiento y conservacion del germoplasma.

Rafael-Ramirez et al., (2012) describe detalladamente la morfologia O. ficus-
indica, sehalando que presenta un sistema radical extenso y superficial, alcanzando
profundidades de hasta 80 cm. Sus tallos modificados, denominados cladodios o pencas,
tienen forma ovoide, eliptica u oblonga, y pueden medir entre 33-60 cm de largo por 18-
25 cm de ancho, con un grosor de 1.8-2.3 cm. Estos 6rganos fotosintéticos pueden ser
espinosos o no, dependiendo de la variedad, y poseen areolas con espinas grandes (hojas
modificadas) y gloquidios. Las flores, hermafroditas y sésiles, miden entre 6 y 7 cm y se
desarrollan en la parte apical del cladodio. Ademas, se resalta la fisiologia CAM de la
planta, que le permite optimizar el uso del agua en condiciones aridas mediante un

intercambio gaseoso nocturno.
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No obstante, estos estudios se han enfocado principalmente en caracteristicas
morfoldgicas, que resulta ser insuficiente para delimitar especies y genotipos. En este
contexto, la caracterizacion del genoma cloroplastico de O. ficus-indica y O. pubescens
complementard dichas investigaciones al proporcionar informacion relevante sobre la
arquitectura gendmica, los patrones evolutivos y la filogenia del género Opuntia,
aportando nuevas perspectivas para su conservacion y mejoramiento genético.

2.2. Bases teoricas

2.2.1. Generalidades de las dos especies perteneciente al género Opuntia
a. Opuntia ficus-indica (L.) Mill.

O. ficus-indica conocido como tuna es la especie de mayor importancia
agrondmica historica, debido al sabor dulce del fruto, pero también debido a su tallos, que
se utiliza como forraje para el ganado y en la produccion de insecto escamoso Dactylopius

sp. para obtencion de carmin (Inglese, 2017).

El cultivo de O. ficus-indica histéricamente esta relacionado con las antiguas
civilizaciones mesoamericanas, especificamente en las regiones semidridas y llevado a
otras partes del mundo mediante el cultivo y el comercio como a Africa, Europa y Asia
(Sidney Novoa, 2006; Yahia & Sdenz, 2011). En los sistemas agropastoriles de los Andes
peruanos esta especie representa un recurso de gran importancia agronomica. Esta
cactdcea se encuentra ampliamente distribuida en los valles interandinos, donde ha
logrado establecerse debido a las condiciones favorables. Su principal uso se centra en la
cria de un insecto llamado cochinilla, cuyo pigmento natural, conocido como carmin, es
ampliamente utilizado en diversas industrias, incluyendo la alimentaria, farmacéutica y
textil (Rodriguez etal., 2006; Novoa, 2006). El Peri continua siendo uno de los
principales productores mundiales de carmin, satisfaciendo alrededor del 80% de la
demanda global de este pigmento. La actividad productiva se sustenta en la acopio

artesanal de cochinilla productores de carmin, principalmente en los departamentos de
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Apurimac , Ayacucho, Cusco y Huancavelica (Rodriguez & Pascual, 2004;

AGRARIA.PE, 2022).

Areolas

Figura 1. Plata entera de Opuntia ficus-indica mostrando las principales caracteristicas

morfologicas.
(Abbas et al., 2022)

O. ficus-indica (L.) Mill. es un arbusto erguido y extendido que alcanza una altura
de 3 a 5 metros. Sus cladodios, que son las estructuras similares a las hojas, son suculentos
y tipicamente tienen forma eliptica, especificamente espatulado-oblongos, con
dimensiones que varian entre 25 y 60 cm de largo y 20 a 40 cm de ancho (Figura 1). Las
areolas son ovaladas, se encuentran a 2 mm por debajo de la superficie de la piel y se
distribuyen en forma helicoidal. Pueden desarrollar espinas cortas parecidas a pelos
llamadas gloquidias. Por lo general, las espinas se encuentran en las primeras etapas del
crecimiento de los cladodios, y el aumentar la temperatura hace que, la mayoria se caigan.
Las espinas tienen una superficie rugosa, mientras que los gloquidias la tienen lisa. Las
espinas son blancas y estan presentes como una o dos espinas largas acompanadas de dos
mas pequeiias, mientras que los gloquidias se encuentran en grupos de 7 a 12. Las flores
son hermafroditas y actinomorfo con pétalos de color amarillo brillante, aunque en

ocasiones también pueden tener colores naranjas, rosa, morado, rojo o blanco (Figura 1).
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Las frutas tienen diferentes formas, tamafios y colores (verde, amarillo, naranja, rojo y
morado) segun la variedad, ademas tienen forma de barril de 5 a 10 cm de largo y de 4 a
9 cm de didmetro, mostrando areolas que pueden tener espinas, pero siempre tienen
gloquidias. Las semillas estan incrustadas en la pulpa carnosa y tiene formas redondeados
de color marrén palido con 5 mm de diametro (Galati et al., 2003; Abbas et al., 2022; F.

J. Barba et al., 2022).

b. Opuntia pubescens

Opuntia pubescens (Cariofilales: Cactaceas; Opuntiea: Opuntia) es una planta
subarbustiva y suberecta que puede alcanzar hasta 30 cm de altura, caracterizada por tener
una epidermis pubescente. Sus cladodios son verdes y de forma cilindrica a ligeramente
aplanada, con dimensiones que oscilan entre 10 y 26 cm de largo y de 1 a 2.7 cm de ancho,
con una superficie tuberculada que se desprende facilmente. Presenta gloquidios
amarillos con espinas de 1 a 4 barbas. Las flores son amarillo-verdosas y tienen una
longitud de 3 a 5 cm, con un didmetro proporcional. Los frutos son de color verde con un

ligero tinte rojizo y tienen un tamafio aproximado de 2 a 2.5 cm de largo (Ostolaza, 2019).

2.2.2. Importancia economica y ecologica de Opuntia en el Peru

La Opuntia cominmente conocida como tuna, tiene un notable valor econémico
y ecoldgico en el Peru. Su cultivo y comercializacion generan ingresos importantes para
los agricultores, particularmente en regiones aridas donde otros cultivos tienen
dificultades para crecer. La Opuntia sirve como ingrediente valioso en diversos productos
alimenticios, medicinales y cosméticos, contribuyendo a la diversificacion econémica y
la creacion de empleo. La produccion de tuna en el peruano ha superado las 62 000
toneladas, con una superficie cosechada de 12 000 hectareas y un rendimiento promedio

de 5,3 toneladas por hectarea. Si bien la tendencia ha sido negativa en los tltimos afos,
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es evidente una recuperacion, con rendimientos superiores al promedio histérico (Novoa,

2006; Arenas et al., 2017; MIDAGRI, 2022).

Ecolégicamente, Opuntia juega un papel crucial en la conservacion del suelo y la
preservacion de la biodiversidad y riqueza genética. Sus raices profundas ayudan a
prevenir la erosion del suelo, mientras que su capacidad para prosperar en condiciones
aridas contribuye a estabilizar los ecosistemas afectados por la desertificacion. Ademas,
Opuntia proporciona alimento y refugio a una amplia gama de especies silvestre, lo que
ayuda a mantener la diversidad bioldgica en los habitats donde esta presente (Berhe et al.,

2023; Ostolaza, 2019; Yanqui et al., 2024).

2.2.3. Los cloroplastos
a. Origen y funciones de los cloroplastos

Los cloroplastos son organulos unicamente de las plantas y no se hallan de forma
natural en otros grupos eucariotas desde su aparicion. Su origen se remonta hace unos
3.500 millones de afios, cuando surgié a partir de una endosimbiosis entre una célula
ancestral y una cianobacteria. Esta cianobacteria que poseia una forma ancestral del
fotosistema (fotosistema anoxigénico), las cuales no generan oxigeno durante el proceso
fotosintético. Necesito unos mil millones de afios para que sucede una reelaboracion del
nuevo aparato fotosintético con la capacidad de utilizar el agua como fuente de
electrones, dando lugar asi a la fotosintesis que libera oxigeno (Rascio, 2013).
Posteriormente estas procariotas similares a las cianobacterias fueron engullidas por un
protoeucariota heterdtrofo aerdbico, esta endosimbiosis dio origen a los cloroplastos, los

organoides en las células vegetales responsables de la fotosintesis.

Los cloroplastos realizan muchas funciones metabdlicas importantes para la
planta, participando en fotocinesis, sintesis de carbohidratos, respiracion, sintesis de

lipidos y otras rutas metabolicas. Asi mismo, los cloroplastos preservan su propio genoma
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altamente reducido, con genes propios que no se localizan en el genoma nuclear. El
genoma del cloroplasto opera de manera armonizada con el genoma nuclear para la

biogénesis y funcidn de los cloroplastos (Liebers et al., 2022; H. Gao et al., 2023).

b. Estructura del cloroplasto

La estructura de los cloroplastos tiene una serie de estructuras clave, que permiten
su funcionalidad. La estructura estd definida por tres sistemas: las membranas
envolventes exterior e interior y el sistema de tilacoides (Figura 2) (Staechelin, 1986;
Kirchhoff, 2019). La membrana externa es una capa envolvente suave que constituye una
bicapa de fosfolipidos y permeable a pequefias moléculas orgédnicas. Dentro de la
membrana externa existe una membrana interna mas compleja y menos permeable a estas
mismas moléculas, pero que atraviesan a través de las proteinas transportadoras de
membrana especificos (Krupinska et al., 2013). Al interior del cloroplasto se encuentra el
estroma, espacio donde se encuentra el sistema genético del cloroplasto y una variedad
de enzimas metabdlicas, asimismo alberga reacciones metabolicas independientes de la
luz e incluidas las responsables de la conversion critica de CO2 en carbohidratos mediante

la fotosintesis (Cooper, 2000; Nevo et al., 2012; Kirchhoft, 2019).

Los tilacoides se encuentran en el estroma del cloroplasto, como se muestra en la
Figura 2. Estos tilacoides estdn organizados en pilas, formando sacos aplanados que
pueden estar aislados o conectados entre si. En estos tilacoides se lleva a cabo la
fotosintesis, gracias a la presencia de complejos multiproteicos y clorofilas involucradas
en las reacciones luminosas. Ademas de la fotosintesis, en los tilacoides también tienen
lugar otros procesos metabodlicos propios del cloroplasto (Rascio, 2013; Pribil et al.,
2014). El ADN de cloroplasto esta organizado en conglomerados de ADN y proteinas
llamados nucleoides de cloroplasto, que se encuentran dentro del estroma del cloroplasto

(Figura 2). Los nucleoides presentan 8 numerosas copias del genoma del cloroplasto y se

17



cree que los nucleoides de los cloroplastos son la unidad funcional de diversos procesos,
incluida la herencia, recombinacion, replicacion, reparacion y transcripcion del ADN

(Kuroiwa, 1991; Sakai et al., 2004; Kamimura et al., 2018).

ADN del cloroplasto

Membrana externa Saculos

Espacio
intermembrana

Figura 2. Un diagrama que muestra la estructura general de los cloroplastos de plantas

superiores.

(Kirchhoft, 2019)

¢. Estructura del genoma cloroplastidial

El genoma del cloroplasto (cpDNA) es una molécula de ADN bicatenaria en
forma circular y su longitud varia aproximadamente entre 120 y 200 Kb. Los cloroplastos
presenta su sistema genético reducido lo que evidencia sus origenes evolutivos a partir de
bacterias fotosintéticas, pero preservado genes indispensables para la fotosintesis y la
biogénesis de los cloroplastos e plastidios (Wicke et al., 2011; Kamimura et al., 2018;
Turudi¢ et al., 2021). En la estructura del cpDNA esta mayormente constituido por cuatro
partes (Figura 3): una region larga de copia unica (LSC), una region corta de copia inica
(SSC) y dos regiones repetidas invertidas (IR). Existe dos regiones IR que estan separados
por la region LSC y una seccion corta de SSC (Schwarz et al., 2015; Morley et al., 2019;

Wang & Lanfear, 2019; Turudi¢ et al., 2022).
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Las regiones IR estan altamente conservadas en diferentes especies de plantas y
tienen una longitud aproximadamente de 20 000 a 25 000 pb, ademas la recombinacion
homologa (flip-flop) origind la aparicién de dos haplotipos estructurales, manifestandose
como la invertida la orientacion de la secuencias (Palmer, 1983; Sloan et al., 2012; Wang
& Lanfear, 2019). Se ha informado la existencia de especies que han perdido las regiones
IRs o una copia de la repeticion invertida en los genomas de sus cloroplastos, estos caso
se encuentran en leguminosas, coniferas, Cactaceae, Arecaceae, y la mayoria de las
plantas parésitas y no fotosintéticas de la familia Orobanchaceae (Tangphatsornruang

et al., 2010; Wicke et al., 2011; Wu & Chaw, 2014; Barrett et al., 2016).

Biaae = =

Figura 3. Presentacion clasica del mapa del genoma cloroplastidial, donde se muestran
las cuatro regiones: Dos secuencias de repeticiones invertidas (IR), una secuencia larga

de copia tnica (LSC) y secuencia de corta copia tnica (SSC).

(Dobrogojski et al., 2020)

El genoma del cloroplasto es rico en adenina (A) y timina (T) y una concentracién
mas baja de guanina (G) y citosina (C) en comparacion con el ADN nuclear. EI cpDNA

tiene regiones codificantes y no codificantes. Estas regiones codificantes son
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responsables de la sintesis de proteinas indispensables para el funcionamiento del
cloroplasto. El niimero de genes codificados en cpDNA se encuentra aproximadamente
en 9 100 genes (Wicke et al., 2011), y en nimero de genes codificados que varia entre
diferentes especies de plantas puede ir de 0 hasta 315 segiin Dobrogojski et al., (2020).
Ademas, en el genoma del cloroplasto se encuentran codificados diversos tipos de ARN,
entre ellos genes que contienen informacion para la sintesis de ARN de transferencia

(ARNt) y ARN ribosomal (ARNr).

2.2.4. Secuenciacion de ADN de ultima generacion

La secuenciacion de proxima generacion (NGS) son un grupo de tecnologias que
permite secuenciacion de ADN y ARN. NGS ofrecen una gama diversa de métodos, lo
que brinda a los investigadores la capacidad de abordar practicamente cualquier pregunta
relacionada con el genoma, transcriptoma o epigenoma de cualquier organismo. Las
técnicas de secuenciacion varian principalmente en como se adquieren las muestras de
ADN o ARN, asi como en las opciones de analisis de datos empleadas. Aunque el nimero
de métodos de NGS estd en constante crecimiento, se presenta aqui un breve resumen de

los métodos mas comunes.

2.2.4.1. Tecnologia de primera generacion: Sanger y Maxam & Gilbert

Los primeros esfuerzos para secuenciar el ADN y el ARN se basaron en técnicas
de degradacion quimica de las moléculas, lo que permitia generar fragmentos que podian
ser analizados individualmente. Uno de los hitos importantes en este proceso fue el logro
de Robert Holley en 1964, cuando secuencié una molécula de 4cido nucleico, el ARNt de
alanina, utilizando la ribonucleasa de S. cerevisiae (Holley et al., 1965). Y la secuenci¢ el
ARNt de alanina usando ribonucleasa. Luego Walter Gilbert y Allan Maxam
desarrollaron una técnica de degradacion quimica para secuenciar PhiX174. Sin embargo,

el verdadero avance llegd con la introduccion del método de secuenciacion basado en
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terminacion de cadena por parte de Frederick Sanger. Este método, conocido como
secuenciacion de Sanger, utilizaba didesoxinucleétidos (ddNTP) que interrumpian el
alargamiento de la cadena de ADN durante la replicacion, permitiendo la obtencion de
produccion de secuencia de hasta unos pocos cientos de nucleétidos de longitud (Sanger

et al., 1977).

La técnica de Sanger fue ampliamente adoptada y revoluciono6 el campo de la
biologia molecular al permitir la secuenciacion rapida y precisa de ADN y ARN. En 1987,
se lanzo6 en los Estados Unidos la primera maquina comercial de secuenciacion
automatizada denominado Applied Biosystems ABI 370. Esta méaquina utilizaba ddNTP
marcados con fluorescencia y electroforesis capilar para automatizar el método de
secuenciacion de Sanger, aumentando significativamente la velocidad y precision de la
secuenciacion del ADN (Schuster, 2008; M. Barba etal., 2014). Esta tecnologia
proporciono importantes descubrimientos y avances en nuestra comprension de la
genética y la biologia molecular, asi como en la diagnosis y tratamiento de enfermedades

genéticas y otras condiciones médicas.

2.24.2. Tecnologia de secuenciacion de segunda generacion
a. Tecnologia Illumina

Las plataformas de secuenciacion de Illumina utilizan la fluorescencia para
secuenciar moléculas individuales de ADN, tras una amplificacion clonal en un soporte
solido. La secuenciacion ocurre en una celda de flujo con multiples canales que pueden
contener varias muestras. El ADN se une a la celda y se amplifica en puentes clonales
(Ptoski, 2016). Después, la secuenciacion procede mediante sintesis con ciclos de
polimerizacion y deteccion de fluorescencia. Se eliminan las cadenas complementarias y
se procede a secuenciar el otro extremo del ADN. Esta técnica es altamente confiable,

con un margen de error inferior al 0.1%, y rapida. Sin embargo, puede enfrentar
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dificultades al secuenciar regiones con secuencias repetidas de un solo nucleétido,
conocidas como regiones homopoliméricas. La tecnologia de Illumina ha sido
fundamental en la secuenciacién de proxima generacion (NGS), revolucionando la
genética y la biologia molecular. Su capacidad para secuenciar ADN y ARN ha permitido
avances significativos en la investigacion cientifica, medicina y diagnostico

genético(Adey et al., 2010; Ploski, 2016).

b. Tecnologia Ion Torrent

La metodologia de Ion Torrent basadas en semiconductores emplea la deteccion
de cambios de pH durante la sintesis de ADN para la secuenciacion. Este proceso,
conocido como PCR en emulsion, amplifica moléculas de ADN individuales (Dressman
et al., 2003; Rothberg et al., 2011). La preparacion de la biblioteca comienza con la
fragmentacion del ADN vy la ligacion de adaptadores, seguida de PCR en emulsion, donde
la biblioteca se mezcla con microperlas en una emulsion de aceite y solucion acuosa.
Después de la PCR, las perlas se separan, se enriquecen y se preparan para la
secuenciacion. Las perlas se colocan en pozos de un chip especializado (Ion Chip) y se
someten a ciclos de sintesis de ADN, donde la incorporacidon de nucleotidos libera iones
H+, detectados por sensores. La secuenciacion es rapida, con una sola ejecucion que toma
aproximadamente 2 horas y altamente confiable con error (<0.1%). El sistema lon Torrent
fue el primero en utilizar esta tecnologia en 2010, capaz de secuenciar exomas (Ptoski,

2016).

2.2.43. Tecnologia de Secuenciacion de tercera generacion
a. Tecnologia de secuenciacion SMRT de Pacific Biosciences

La técnica mas conocida de SMS es la secuenciacion en tiempo real de molécula
unica (SMRT) de (PacBio). SMRT utiliza una quimica de secuenciacion por sintesis

similar a la de la segunda generacion, pero con menos material inicial y sin PCR, lo que
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reduce los errores y produce lecturas largas en menos tiempo. Durante el proceso de
secuenciacion, estd la preparacion de la biblioteca de ADN, sintesis de ADN a partir
ADNSs circular, después las sefiales de fluorescencia se activan mediante un laser tan
pronto como se incorpora un dNTP marcado al ADN. Luego, un sistema de camara
registra el color y la duracion de la luz emitida en tiempo real en la celda de flujo equipada
con guias de onda de modo cero (ZMV) (Xiao & Zhou, 2020; Athanasopoulou et al.,
2022). Todas las plataformas de PacBio se basan en la tecnologia de secuenciacion en
tiempo real de molécula unica. Por ejemplo, el ultimo secuenciador de SMRTbell
template (SMRTbell) puede producir 4 millones de lecturas con mas del 99% de precision
en solo 30 horas (Garrido-Cardenas et al., 2017; Slatko et al., 2018). Todas plataformas
ofrecen lecturas contiguas, largas y rapidas, pero presenta una tasa de error (>5%) y

ademas costos elevados.

b. Tecnologia de secuenciacion de nanoporos de Oxford Technologies

La tecnologia de Oxford Nanopore es utilizado para secuenciacion de ADN en
tiempo real desde una sola molécula, empleando nanosensores que forman estructuras de
canales y transportan la muestra a un sensor que permite la deteccion de cada residuo
nucleotidico presente en la cadena de ADN. Esta tecnologia se basa en creacion de poros
para separar dos compartimentos. La molécula de ADN cruza el poro gracias a la accion
de una proteina motora, produciendo una alteracion corriente idnica entre ambos lados
del poro, lo que permite su identificacion por la proteina lectora (Wick et al., 2019). Esta
plataforma no solo detecta la composicion de una plantilla de ADN, sino que también
puede interpretar secuencias k-mer. Esta tecnologia utiliza ADN no modificado, lo que
ofrece resultados rapidos a partir de cantidades minimas de muestra. Sin embargo, a pesar

del potencial prometedor de estas plataformas de secuenciacion de moléculas simples en
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tiempo real, alin tienen la gran desventaja de baja precision (Y. Yang et al., 2013; Garrido-

Cardenas et al., 2017).

2.2.5. Metodologias de ensamblaje y anotacion de genoma de cloroplasto
2.2.5.1. Método de ensamblaje

Para el ensamblaje del genoma cloroplastidial, existen diversas metodologias,
como sefiala Turudi¢ et al., (2021), identifican tres enfoques distintos. Sin embargo, estos
se pueden agrupar en dos categorias principales: Las rutas bioinformaéticas, también
conocidas como pipelines, y el uso de ensambladores especializados. En este trabajo uso
ensambladores especializados, dado que el primer método implica una combinacion
extensa de varios programas que realizan funciones diversas en el proceso, lo que resulta

en una menor flexibilidad en la entrada de datos.

La metodologia que utiliza ensambladores especializados para este proposito
surgi6 hace unos afios. Freudenthal et al. (2020), llevaron a cabo una comparacion
exhaustiva de siete programas especializados en el ensamblaje de genomas cloroplésticos,
ademas menciona que estas herramientas extraen datos rapidos correspondiente al
genoma cloroplastidial y permitiendo ensamblar y solucionar el genoma circular del

cloroplasto. GetOrganelle (https://github.com/Kinggerm/GetOrganelle) es un grupo de

herramientas que permite ensamblar genomas de orgdnulos precisos a partir de datos
NGS. Ademads, superd significativamente a todos los demés ensambladores
especializados en consistencia, precision y tasa de éxito (Freudenthal et al., 2020; Jin
et al., 2020). Este conjunto de herramientas recluta lecturas utilizando un enfoque
modificado de cebo y mapeo iterativo, realiza un ensamblaje de novo, filtra y desenreda
el grafico de ensamblaje y produce todas las configuraciones posibles de genomas de

organulos circulares. Ademas, GetOrganelle pueden producir configuraciones flip-flop u
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otros isomeros de ensamblaje mediados por repeticiones (Guo et al., 2014; Qu et al.,

2017; Tsumura et al., 2000).

2.2.5.2. Método de anotacion

Para la anotacion de los genomas cloroplastidiales, la herramienta mas utilizada

es GeSeq (https://clorobox.mpimp-golm.mpg.de/geseq.html) para la anotacion rapida y

precisa de secuencias de genomas de organelos, en particular genomas de cloroplastos. A
diferencia de las herramientas existentes, GeSeq combina el procesamiento por lotes con
una seleccion de secuencias de referencia totalmente personalizable de registros del
genoma organelar del NCBI y/o referencias cargadas por el usuario. Por otra parte, GeSeq
permite identifica genes u otras regiones que codifican caracteristicas mediante
busquedas de homologia basadas en BLAT y busquedas de perfil HMM de genes
codificantes de proteinas y ARNr (Tillich et al., 2017). Debido a su capacidad para
manejar diferentes tipos de genes, esta herramienta se ha convertido en la mas popular
para la anotacion de genomas cloroplasticos en los ultimos 5 afios.
2.3.  Definicion de términos basicos

ADN genémico: El material genético que contiene la informacion hereditaria de
un organismo. Se encuentra en el nicleo de las células eucariotas y en el citoplasma de
las células procariotas. El ADN genomico incluye todos los genes y secuencias no
codificantes que conforman el genoma de un organismo. Su estructura y organizacion
varian entre diferentes organismos, pero su funcion principal es almacenar y transmitir la
informacion genética necesaria para el desarrollo, funcionamiento y reproduccion del

organismo.

Anotacion del genoma: La anotacion del genoma es el proceso de identificar y
marcar los elementos funcionales dentro de una secuencia de ADN. Esto incluye la

identificacion de genes, exones, intrones, regiones regulatorias, y otros elementos
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relevantes. La anotacion del genoma es crucial para comprender las funciones de
diferentes partes del genoma y cdmo contribuyen al organismo en su totalidad. Este
proceso generalmente implica el uso de software bioinformdtico y bases de datos

genéticas para predecir y categorizar las caracteristicas gendmicas.

Analisis bioinformatico: Disciplina que combina la biologia, la informatica y la
estadistica para analizar y comprender datos bioldgicos. Este campo implica el uso de
herramientas y técnicas computacionales para procesar grandes volumenes de datos
biologicos, como secuencias de ADN, proteinas y metabolitos. El objetivo del anélisis
bioinformatico es extraer informacion valiosa y generar hipdtesis sobre la estructura,
funcion y evolucion de los organismos. Las aplicaciones tipicas incluyen la anotacion de
genes, el estudio de interacciones proteina-proteina, la reconstruccion de arboles

filogenéticos, y la identificacion de biomarcadores.

Las secuencias repetitivas simples (SSR): También conocidos como
microsatélites, son secuencias cortas de ADN que se repiten de manera consecutiva en el
genoma. Cada repeticion suele tener una longitud de 1 a 6 pares de bases. Por ejemplo,
una secuencia de repeticion podria ser "ACACACAC", donde "AC" se repite cuatro

VECCES.

Analisis gendmico: El analisis genomico es el estudio exhaustivo del genoma
completo de un organismo, lo que incluye la secuenciacion, la anotacion y la
interpretacion de todas las secuencias de ADN. Este andlisis permite identificar los genes
y sus funciones, asi como las variaciones genéticas que pueden estar asociadas con

enfermedades o rasgos especificos.

Filogenia: Estudio de las relaciones evolutivas entre diferentes especies o grupos

de organismos. Este campo de estudio se centra en la reconstruccion de los arboles
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filogenéticos, que representan las hipdtesis sobre las relaciones de parentesco basadas en
caracteristicas heredadas. Los andlisis filogenéticos utilizan datos genéticos,
morfoldgicos y moleculares para entender como las especies estan relacionadas y como

han evolucionado a lo largo del tiempo.
2.4. Hipotesis de investigacion
2.4.1. Hipotesis general
Los genomas de cloroplasto de O. ficus-indica y O. pubescens presentan
diferencias en su estructura, contenido génico y secuencias repetitivas, las cuales reflejan

su historia evolutiva y permiten esclarecer las relaciones filogenéticas dentro del género

Opuntia.

2.4.2. Hipotesis especifico

Es posible ensamblar y anotar el genoma de cloroplasto de O. ficus-indica y O.

pubescens mediante metodologias bioinformaticas actuales.

Los genomas de cloroplasto de O. ficus-indica y O. pubescens presentan
expansiones/contracciones de IR, pérdidas/duplicaciones génicas detectables en

comparacion con otras especies del género Opuntia.

Lo genoma de cloroplasto de O. ficus-indica y O. pubescens difieren en la

composicion y abundancia de secuencias repetitivas con otros opuntias

La reconstruccion filogenética basada en genomas completos de cloroplasto
generard topologias mas resolutivas y ubicara de forma consistente a O. ficus-indica'y O.

pubescens dentro del género Opuntia.
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2.5.

Operacionalizacion de variables e indicadores

Tabla 1. Tabla de la operacionalizacion de las variables estudiadas.

Definicion

Variables Operacional Indicadores Escala de Medicién
- N° de contigs. — N° de contigs
- Tamafio total (~120-160 kb). — Tamafio
- Cobertura media (> 50%). — Cobertura
- N° de k-mers. — k-mers
- Numero total de genes anotados (esperado: — N° genes
Ensambla y ~110-130). — Concordancia
anotar - Presencia y correcta ubicacion de regiones
IR, LSCy SSC.
- Concordancia con genomas cloroplasticos de
. referencia (>80% identidad).
Variables: -y . .
., - Anotacion funcional completa y sin errores
- Datos de secuenciacion de .
(genes codificantes, tRNAs, rRNAs).
ADN de lecturas cortas (151 ; - : - : - -
b) - Existencia de inversiones, deleciones, — Existencia de eventos
pY). L duplicaciones, translocaciones. — Tamatfio
- Genoma cloroplastico i - dio de cad b o fectad
ensamblado y anotado Anq izar - Taman(? medio de cada eventq ( p). . — % genoma afectado
. . variaciones - Ubicacion (LSC/SSC/IR; génica/intergénica) | — N° genes afectados
- Secuencias de cloroplasto N ; .
. : - N° de genes afectados por inversiones o
propias y otras especies .
relacionadas reordenamientos
. - Numero total de secuencias repetitivas. — N° total
- Identificacion y . o
. . - Porcentaje del genoma ocupado por — % ocupado
caracterizacion de variaciones O .
repeticiones. — Densidad
estructurales. . .. .
. - . - Tipos de repeticiones detectadas — Tipos
- Secuencias repetitivas Identificar e . . .
. . .. (palindrémicas, tindem, dispersas,
identificadas. repeticiones . -
) . microsatélites).
- Relaciones filogenéticas entre s, , -
) . . - Comparacion del patron de repeticiones
as especies de Opuntia . .
entre las especies analizadas.
- Soporte estadistico de las ramas (valores — Soporte
bootstrap o posterior probabilities > 70%) — N° especies
- Numero total de especies incluidas en el — Coherencia
Reconstruir arbol. topoldgica
filogenia - Concordancia con clasificaciones

taxonOmicas previas.
- Topologia coherente con datos moleculares
previos por literatura.

Fuente propia

CAPITULO III. METODOLOGIA

3.1.

Disefio metodologico

El tipo de investigacion fue descriptivo y no experimental, lo que implic6 observar

y describir el fenomeno del genoma del cloroplasto de O. ficus-indica 'y O. pubescens, sin

influir sobre ellos de ninguna manera.

Esta investigacion se enfoco en caracterizar la informacion generada a partir de la

secuenciacion masiva de ADN, el ensamblaje y la anotaciéon de los genomas de
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cloroplasto de O. ficus-indica y O. pubescens; asimismo, estos genomas de cloroplasto
obtenidos fueron comparados con genomas de taxones filogenéticamente relacionados.

3.2. Poblacion y muestra
3.2.1. Poblacion

La poblacion esté constituida por un espécimen para cada especie (O. ficus-indica
y O. pubescens). La muestra de cladodios de O. ficus-indica se realiza fueron obtenidos
de la Estacion Experimental Canaan del INIA (Instituto Nacional de Innovacion Agraria).
La muestra de cladodios de O. pubescens se colecto en las afueras de Santa Eulalia, Lima
con coordenadas -11.83330°S, -76.62657°0, a 1517 m s. n. m. Antes de la colecta se llevo
a cabo un reconocimiento morfoldgico detallado para garantizar la correcta identificacion

de la especie y evitar posibles confusiones.

3.2.2. Muestra

Las muestras para la extraccion de ADN estuvieron constituidas por epidermis de
cladodios secos de O. ficus-indica y O. pubescens. Para su obtencion, se separd la

epidermis de los cladodios y luego se deseco a 50 °C empleando perlas de gel de silice.

3.3. Técnicas de recoleccion de datos

Se muestra el diagrama de flujo de la investigacion propuesta (Figura 4).
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Figura 4. Diagrama de flujo del trabajo del proyecto de investigacion.

Fuente propia
3.3.1. Métodos de campo

Se llevo a cabo la blusqueda de las especies Opuntia pubescens, en la que se
indicaron las ubicaciones geograficas de referencias sobre el avistamiento de estas
especies (Tabla 2). Una vez encontradas, se realizo el reconocimiento morfologico de
especies para evitar algiin tipo de confusion, como se muestra en la Figura 5. Luego se
extrajeron cladodios jovenes de cada uno de los individuos identificados y se guardaron
con perlas de silicagel. Por otra parte, las muestras biologicas de tunas (Opuntia ficus-

indica) fueron compradas en la Estacion Experimental Canaan del INIA, Ayacucho.
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Posteriormente, los cladodios obtenidos fueron transportados a las instalaciones del
Laboratorio de Biotecnologia de la Produccion de la Universidad Nacional José Faustino
Sanchez Carrion, donde fueron disecados obteniéndose la epidermis y secando 50 °C en

estufa.

Figura 5. (A) Muestras de O. ficus-indica c6digo de accesion PTI 003 INIA. (B) Colecta

de O. pubescens.

Fuente propia

Tabla 2. Ubicacion de referencias para Opuntia pubescens.

Especies Lugar Referencias geograficas

-11.83330°8S, -76.62657°0, 1517

Opuntia pubescens  Santa Eulalia
ms. n. m.

Fuente propia

3.3.2. Método de laboratorio
3.3.2.1. Extraccion y purificacion de ADN genémico

La extraccion del ADN se realizd en las instalaciones del Laboratorio de
Gendmica y Bioinformatica para la Biodiversidad (FCB-UNMSM), para ello se empled
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el kit Plant Genomic DNA (Tiangen, China), siguiendo el protocolo GDP305-Plant
Genomic DNA Kit-240514

(https://en.tiangen.com/upload/file/20240712/20240712135931 23071.pdf), con wuna

modificacion en el Paso 1, en el que se afiadieron 20 pl de proteinasa K y 4 pl de RNase

A.

El ADN total purificado se almacend entre —25°C y —50 °C durante los dias

siguientes, hasta que se evaluo su calidad y concentracion.

3.3.2.2. Determinacion de concentracion y calidad del ADN obtenido

La calidad y cantidad del ADN extraido se evalu6 utilizando el espectrofotometro
Nanodrop™ One C de Thermo Scientific y el fluorometro Qubit™ 4 de Invitrogen
empleando el kit Qubit™ dsDNA Quantification Assay. Para ambas mediciones se
utilizaron 2 ul. de ADN por muestra. Ademas, la integridad del ADN fue verificada
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 %, utilizando el tinte de acido nucleico
Diamond™ de Promega. La visualizacion de los resultados se realiz6 mediante

iluminacioén UV con un foto-documentador.

La secuenciacion del ADN se realizo utilizando la plataforma NovaSeq 6000 de
[llumina, a través de los servicios del laboratorio externo Macrogen (Macrogen Inc., Setl,
Republica de Corea). Para la preparacion de la biblioteca se empled el kit TruSeq DNA
PCR-Free de Illumina. Durante el proceso de secuenciacion se generaron lecturas paired-

end en ambas direcciones (forward 5’3 y reverse 3’-5’), con una longitud de 151 pb.

Los reportes de control de calidad asociados al proceso fueron los siguientes:

o FEvaluacion de la muestra original — Reporte 1

o Evaluacion de la muestra original — Reporte 2
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e Control de calidad de la biblioteca NGS

o Reporte final de secuenciamiento NGS

3.3.3. Método bioinformatico
3.3.3.1.  Analisis de calidad de datos de secuenciacion de ADN y filtrado

A partir de este punto, se llevaron a cabo analisis bioinformaticos utilizando una
Workstation PC con las siguientes caracteristicas: Intel Xeon Gold 5115 (20) @
3.200 GHz, 3038 MiB / 127427 MiB de memoria y sistema operativo Ubuntu 22.04.4

LTS x86_64.

Para cada una de las especies, se realizo por separado un analisis de calidad de los
datos de secuenciacion y un proceso de filtrado. La evaluacion de la calidad de los datos
obtenidos a través de la secuenciacion por Illumina se llevo a cabo utilizando FastQC

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Posteriormente, se

escanearon las secuencias con una ventana de desplazamiento de 30 nucledtidos,
eliminando aquellas con una calidad promedio inferior a Q = 33; este proceso de
eliminacion se llevé a cabo utilizando Trimmomatic

(http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic). Una vez completado el proceso de

filtrado, se procedid a realizar una nueva evaluacion de la calidad de las lecturas
utilizando FastQC, con el objetivo de asegurar que los datos filtrados cumplieran con los

criterios de calidad establecidos previamente (Bolger et al., 2014).

3.3.3.2. Ensamblaje del genoma cloroplastidial de O. ficus-indica y O. pubescens

La secuencia consenso del genoma de cloroplasto de Opuntia ficus-indica y

Opuntia pubescens se obtuvo por separado para cada especie.
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El ensamblaje de novo se llevo a cabo utilizando el software GetOrganelle,

disponible en el enlace https://github.com/Kinggerm/GetOrganelle. Este software integro

varias herramientas, incluyendo Bowtie2 (Langmead & Salzberg, 2012), BLAST
(Camacho et al., 2009), SPAdes (Bankevich et al., 2012), asi como librerias de Python.
Su funcién principal fue identificar las secuencias relacionadas con el genoma

cloroplastidial (cpDNA) y ensamblarlas.

El flujo de trabajo de GetOrganelle comenz6 con la identificacion de una
secuencia semilla en sus librerias, la cual se mapeo con las lecturas proporcionadas por
Bowtie2, actuando como “carnadas”. Luego, SPAdes buscod lecturas superpuestas,
extendiendo la secuencia hasta completar el ensamblaje de contigs. Estos contigs se
guardaron como archivos de grafico de ensamblaje (GFA). Posteriormente, se eliminaron
los contigs ensamblados que no estaban relacionados con la semilla inicial, y se
etiquetaron las regiones del ensamblaje segin la base de datos de etiquetas de

GetOrganelle.

El archivo filtrado y etiquetado se empled para obtener los mejores resultados de
un genoma circular, los cuales fueron sometidos a andlisis posterior. Se especifico en
GetOrganelle el uso de los datos filtrados previamente (lecturas forward y reverse), se
emplearon 15 rondas de iteraciones de extension y se buscd un plastidio de planta. Los

demas parametros se mantuvieron por defecto.

El archivo grafico de ensamblaje obtenido se visualizd utilizando Bandage

(https://rrwick.github.io/Bandage/) para comprender la estructura del cpDNA vy

determinar la profundidad de la secuenciacién (Wick et al., 2015).

A partir del ensamblaje realizado por GetOrganelle se generaron archivos FASTA

por cada especie. Las secuencias obtenidas en el caso de O. ficus-indica fueron analizadas
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empleando  EMBOSS http://emboss.open-bio.org/, con la opcién stretcher, para
determinar la secuencia con mayor identidad a los genomas de referencia existentes de

esta misma especie mediante alineamiento global (Rice et al., 2000).

3.3.3.3.  Anotacion del genoma cloroplastidial

La anotacion del genoma del cloroplastidial se realizd por separado para cada
especie, empleando la herramienta GeSeq (Tillich et al., 2017), siguiendo flujograma
desarrollada por Caycho (2023) con algunas modificaciones. GeSeq, disponible en el
servidor web Chlorobox, permiti6 realizar la anotacion a partir de los archivos FASTA

obtenidos en el ensamblaje anterior, utilizando las opciones por defecto del software.

El software genero dos resultados de anotacion, los cuales fueron comparados con
las secuencias génicas de los genomas de Arabidopsis thaliana (NC _000932), y Opuntia
macbridei (NC_085762), disponibles en NCBI. Esta comparacion permitié determinar

cudl de los dos resultados era més adecuado para los andlisis posteriores.

Una vez seleccionada una de las dos versiones del ensamblaje, se especificd que
la secuencia correspondia a un genoma de cloroplastidial de plantas terrestres. Se
procedi6 a la anotacion de diversas caracteristicas, incluyendo las repeticiones invertidas
(IR), las secuencias codificantes de proteinas (CDS), ARN ribosomales (ARNr), ARN de
transferencia (ARNt) y las secuencias génicas interespaciadas rps/2. Para la anotacion,

se establecieron umbrales del 25 % de identidad para proteinas y del 85 % para ARN.

Se emple6 tRNAscan-SE como segundo anotador de ARNt y se utilizo el anotador

externo Chlo€ v0.1.0 (https:/github.com/ian-small/chloe), disponible en el mismo
servidor web (Chan & Lowe, 2019). El servidor devolvioé archivos en formato GenBank

con los genes identificados.
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Posteriormente, se realizd una correccion manual de cada gen identificado,
comparandolos con sus homologos en otros cpDNA de especies del género Opuntia, con

el fin de completar la anotacion de manera precisa y exhaustiva.

Del mismo modo, el reconocimiento y la anotacion de las regiones LSC, SSC, IRa
e IRb se llevaron a cabo utilizando Geneious Prime® v1.3, en funcion de los resultados

obtenidos con GeSeq.

3.3.3.4.  Analisis estructural del genoma cloroplastidial

Para el analisis del cpDNA, se utilizaron los datos obtenidos de la anotacion y
otros genomas de Opuntia como se muestra en la Tabla 3. Para el analisis se empled

Geneious Prime® (https://www.geneious.com/), lo cual permitié extraer el orden de los

genes y clasificarlos por tipo, en funcion de las configuraciones cuatripartitas de los

genomas (Nhat et al., 2023).

Tabla 3. Numeros de acceso de GenBank de referencias e incluyendo nuestros 2 genomas

de Opuntia.
Especies Tamaiio del GenBank
genoma pb

Opuntia ficus-indica (L.) Mill. 150,927 PV849967
Opuntia pachyrrhiza H.M.Hern., Goémez- 152,690 0Q613397
Hin. & Barcenas

Opuntia stenopetala Engelm. 152,717 0Q613406
Opuntia pycnantha Engelm. 152,441 0Q613399
Opuntia quimilo K.Schum. 150,374 0Q613400
Opuntia arechavaletae Speg. 149,275 0Q613377
Opuntia colubrina A.Cast. 147,853 0Q613385
Opuntia retrorsa Speg. 147,640 00Q613402
Opuntia macbridei Britton & Rose 148,031 0Q613392
Opuntia quitensis F.A.C.Weber 148,114 0Q613401
Opuntia auberi Pfeiff. 138,379 0Q613378
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Opuntia dejecta Salm-Dyck 137,452 0Q613387
Opuntia gaumeri (Britton & Rose) R.Puente 137,818 0Q613389
& Majure

Opuntia caracassana Salm-Dyck 138,141 0Q613382
Opuntia jamaicensis Britton & Harris 137,596 0Q613391
Opuntia guatemalensis Britton & Rose 137,494 0Q613390
Opuntia scheeri F.A.C.Weber 151,001 0Q613404
Opuntia pubescens H.L.Wendl. ex Pfeiff. 152,730 PV849966

Fuente propia

3.3.3.5. Analisis genomico comparativo del genoma cloroplastidial

Los genomas de anotados de O. ficus-indica y O. pubescens se compararon con
los de dieciséis especies del género Opuntia (Tabla 3) mediante el programa mVISTA

(https://genome.lbl.gov/vista/index.shtml), empleando el modo Shuffle-LAGAN (Frazer

et al., 2004), identificando regiones divergentes.

3.3.3.6. Identificacion de secuencias repetitivas

Para la identificacion de secuencias repetitivas, se empled varios programas. Se
identific6 secuencias SSR (Short Sequence Repeat) empleando el programa software
MISA (Beier etal.,, 2017), aplicando los siguientes parametros de busqueda: diez
repeticiones para mononucleotidos, ocho para dinucleétidos, cuatro para trinucleétidos y

tetranucleotidos, y tres para pentanucleotidos y hexanucleotidos.

Para identificar las repeticiones en tandem (forward, palindromic, reverse y
complementarias) en estas especies, utilizamos REPuter (Kurtz & Schleiermacher, 1999)
con los siguientes parametros: distancia de Hamming igual a 3, tamafio minimo de

repeticion establecido en 30 pb y tamafio maximo de repeticion calculado en 300 pb.

3.3.3.7. Reconstruccion filogenética

Para la reconstruccion filogenética se emplearon los genomas cloroplastidiales de

O. ficus-indica y O. pubescens anotados en el presente trabajo y 39 genomas
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cloroplastidiales del género Opuntia disponibles en el NCBI (Anexo 2). Previamente se
realiz6 un alineamiento multiple utilizando MAFFT v7 (Katoh & Standley, 2013). Luego
se empled trimAl v1.5 para realizar el recorte de las alineaciones con un umbral de

cobertura global del 80 % para eliminar posiciones no conservadas (Capella-Gutiérrez et

all., 2009).

La reconstruccion filogenética se llevo a cabo mediante tres enfoques: Maxima
Verosimilitud (ML) usando el software IQ-TREE (Nguyen et al., 2015; Minh et al., 2020),
empleando 10,000 réplicas de Bootstrap; Maxima Parsimonia (MP) usando MPBoot
v.1.1.1 (Hoang et al., 2018) empleando 10,000 réplicas de Bootstrap; e Inferencia
Bayesiana (BI) usando MrBayes v.3.2.7 (Ronquist et al., 2012), empleando algoritmo
Markov Chain Monte Carlo (MCMC) para 200,000 generaciones, con una frecuencia de
muestreo de arboles cada 200,000 generaciones y un burn-in del 20% , utilizando el
modelo de sustitucion GTR+F+I. El algoritmo Markov Chain Monte Carlo (MCMC) se
calcul6 para 200,000 generaciones, y el arbol de muestreo para cada 10,000 generaciones.
El 20% de las generaciones se descartdé como burn-in.

3.4. Técnicas para el procesamiento de informacion

Para el procesamiento de la informacion, se emplearon técnicas de ensamblaje de
novo mediante GetOrganelle, seguido de la anotacion del genoma cloroplastidial con
GeSeq. Las variaciones estructurales se analizaron mediante alineamientos multiples en
MAFFT y Geneious Prime ®, para la identificacion de SSR se emplearé software MISA.
Para la reconstruccion filogenética, se utilizaron herramientas de inferencia bayesiana y
maxima verosimilitud (MrBayes, MPBoot y IQ-TREE), permitiendo establecer
relaciones evolutivas entre O. ficus-indica, O. pubescens y otras especies del género

Opuntia disponibles en NCBI.
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3.5.

Matriz de consistencia

Tabla 4. En este punto se aprecia el cuadro de la operacionalizacion de las variables estudiadas.

género Opuntia?

ficus-indica, O. pubescens y todas

las especies de Opuntia disponibles
en el NCBL

generara topologias mas resolutivas y
ubicara de forma consistente a O. ficus-
indica'y O. pubescens dentro del género
Opuntia.

- Topologia coherente con datos
moleculares previos por literatura.

. DISENO DE
PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLE DIMENSIONES INDICADORES INVESTIGACION
Problema general Objetivo general Hipotesis general Datos de - N° de contigs.
secuenciacion de - Tamaiio total (~120-160 kb). INVESTIGACION
{Qué aportes para la filogenia y la historia Caracterizar y comparar el genoma | Los genomas de cloroplasto de O. ficus- ADN de lecturas - Cobertura media (> 50x). Descriptiva
evolutiva del género Opuntia puede cloroplastico de Opuntia ficus- indica 'y O. pubescens presentan cortas (151 pb). - N° de k-mers.
proporcionar la caracterizacion detallada del indica 'y Opuntia pubescens,y diferencias en su estructura, contenido Genoma cloroplastico - Numero total de genes anotados
genoma cloroplastico de O. ficus-indica'y O. | reconstruir su filogenia en relacion génico y secuencias repetitivas, las ensamblado y (esperado: ~110-130). TIPO DE
pubescens? con otras especies del género cuales reflejan su historia evolutiva y anotado. Ensambla y - Presencia y correcta ubicacion de INVESTIGACION
Opuntia permiten esclarecer las relaciones Secuencias de anotar regiones IR, LSC y SSC. Basica
filogenéticas dentro del género Opuntia. cloroplasto propias y - Concordancia con genomas
otras especies cloroplasticos de referencia (>80%
relacionadas. identidad). DISENO
Identificacion y - Anotacion funcional completa y sin No experimental
caracterizacion de errores (genes codificantes, tRNAs,
variaciones rRNAs).
estructurales. - Existencia de inversiones, deleciones,
Secuencias repetitivas duplicaciones, translocaciones.
identificadas. - Tamailo medio de cada evento (bp).
Relaciones Analizar - Ubicacion (LSC/SSC/IR;
filogenéticas entre las variaciones génica/intergénica)
especies de Opuntia - N° de genes afectados por inversiones o
reordenamientos
Problema especifico Objetivos especificos Hipotesis especifico - Numero total de secuencias repetitivas.
- (Es posible obtener genoma de cloroplasto - Ensamblar de novo y anotar el - Es posible ensamblar y anotar el - Porcentaje del genoma ocupado por
mediante ensamblaje de novo y anotacion de | genoma del cloroplasto de O. ficus- | genoma de cloroplasto de O. ficus-indica repeticiones.
O. ficus-indica 'y O. pubescens adecuados indica y O. pubescens. y O. pubescens mediante metodologias - Tipos de repeticiones detectadas
para analisis comparativos? - Comprar las variaciones bioinformaticas actuales. Identificar (palindrémicas, taindem, dispersas,
- {Qué variaciones estructurales presentan el | estructurales del genoma del - Los genomas de cloroplasto de O. ficus- repeticiones microsatélites).
genoma de cloroplasto de O. ficus-indica y cloroplasto de O. ficus-indica 'y O. indica y O. pubescens presentan - Comparacion del patrén de repeticiones
O. pubescens respecto a otras especies de pubescens, asi como en otras expansiones/contracciones de IR, entre las especies analizadas.
Opuntia? especies de Opuntia. pérdidas/duplicaciones génicas
- {Qué tipos y abundancia de secuencias - Identificar y caracterizar detectables en comparacion con otras
repetitivas contienen el genoma de secuencias repetitivas en los especies del género Opuntia. - Soporte estadistico de las ramas
cloroplasto de O. ficus-indica'y O. genomas del cloroplasto de O. - Lo genoma de cloroplasto de O. ficus- (valores bootstrap o posterior
pubescens y como difieren de otras especies | ficus-indica'y O.pubescens, asi indica 'y O. pubescens difieren en la probabilities > 70%)
de Opuntia? como en otras especies de Opuntia, | composicion y abundancia de secuencias - Numero total de especies incluidas en el
- {Qué topologia filogenética se obtiene al - Realizar una reconstruccion repetitivas con otros opuntias . arbol.
utilizar genomas de cloroplasto de O. ficus- filogenética utilizando secuencias - La reconstruccion filogenética basada Reconstruir - Concorf]ancia con clasificaciones
indica, O. pubescens y otras especies del del genoma de cloroplasto de O. en genomas completos de cloroplasto filogenia taxonémicas previas.
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CAPITULO IV. RESULTADOS
4.1. Extraccion y purificacion de ADN total

La extraccion de ADN total se realizd con el kti Plant Genomic DNA el cual est4
basado en el protocolo publicado por Doyle y Doyle (1990). Para la extraccion se necesito
0.1 g de cladodios jovenes deshidrados y triturado. Al terminar la extraccion de ADN se
realizd la cuantificacion con Nandodrop para determinar las concentraciones de muestras
extraidas, si las concentraciones eran muy bajas se concentraban con el centrifugador
Concentrador Plus (Eppendorf) se juntaba en un solo tubo de 1.5 ml, y se volvia a
cuantificar por Nandodrop y fluorometro Qubit. Los resultados de esta evaluacion
mostraron que se obtuvo ADN en concentraciones y calidades (A260/280 >1.80) en valor
adecuadas para ser secuenciadas (Tabla 5). También se corri6 un gel de agarosa 1% con
2 uL de cada muestra, encontrando que el ADN se encontraba mayormente integro como

una sola banda, con un tamafio mayor de 10 000 pb como se muestra en la (Figura 6).

Tabla 5. Concentracion y calidad del ADN extraido de cladodios jévenes de Opuntia

ficus-indica y Opuntia pubescens.

Codigo de Concentra en Nanododrop Concentra en Qubit
A260/280
muestra (ng/pL) (ng/pL)
OF1 177.0 81.1 1.9
OFIB 69.5 65.8 1.8
OP1 63.0 53.2 1.9
OPIB 130.0 65.8 1.9

A260/A280: relacion entre los valores de absorbancia a 260 nm y 280 nm.
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Figura 6. Electroforesis de ADN extraido de O. ficus-indica y O. pubescens en un gel de
agarosa 1% (M: marcador de pesor molecular de 1kb, OP1: O. pubescens, OF1: O. ficus-

indica), la muestras OP1B y OF1B son respaldo de muestras OP1 y OF1.

Los mejores valores de DIN (Numero de integridad del ADN) fueron las muestras
OP1 y OF1B. asi mismo las muestras OF1 y OP1B tienen una mayor fragmentacion de
ADN gendmico las cuales fueron obtuvieron mediante la concentracion por
centrifugacion empleando Concentrador Plus a partir de varias muestras extraidas de

bajas concentraciones de ADN (Anexo 1).

La secuenciacion del ADN produjo un total de 593909978 lecturas (83.56 Gb)

para O. ficus-indica'y 592026904 lecturas (83.33 Gb) para O. pubescens, con una longitud
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de lectura de 151 pares de bases (pb). Los datos exactos de la distribucion de base y

calidad de lecturas obtenidos por secuenciacion de ADN se encuentran en la Tabla 6.

Tabla 6. Datos de cantidad y calidad obtenidos por el secuenciamiento de ADN por el

laboratorio externo.

Codigo de Total de pares Total de GC% AT% Q20% Q30%

muestra de bases (bp) lecturas
OF1B 89 680 406 678 593 909 978 37.8 62.2 96.2 90.6
OP1 89396 062 504 592 026 904 383 61.7 96.1 90.4

4.2.  Analisis de calidad y filtrado de lecturas

Los datos obtenidos de la secuenciacion se descargaron en una estacion de trabajo
(computadora de alto rendimiento), la cual se encuentra en el LGBB de la Facultad de
Ciencias Biologicas — UNMSM. Los datos fueron analizados empelando FastQC tanto
las lecturas forward como reverse de cada uno de las especies, presentado una alta calidad
de secuenciamiento (Figura 7 y 9). Posterior se realiz6é un proceso de filtrado de lecturas
utilizando Trimmomatic, estableciendo un umbral de calidad minimo de Q = 33 en la
escala Phred para eliminar nucleo6tido o lectura cuya calidad estuviera por debajo de este

valor.

Después del filtrado, se realizé una nueva evaluacion de la calidad, confirmando
se encuentran pro encima de Q = 33. Las lecturas totales que pasaron el filtro de calidad
en O. ficus-indica son 191 787 444, lo que representa el 33.71% de las lecturas originales
y las lecturas eliminadas son 200 205 936, equivalente al 33.71% del total inicial (Figura
8). Para O. pubescens, el numero de lecturas que pasaron el filtro de calidad ascendi6 a

294,579,560 que equivale 49.76% del total inicial, mientras que 121 211 444 lecturas
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fueron descartadas, lo que corresponde al 20.47% de las lecturas originales de esta especie

(Figura 10).

4.3. Ensamblaje y anotacion de los genomas de cloroplasto

Los datos filtrados se utilizaron para realizar el ensamblaje de novo del ADN de
cloroplasto de ambas especies. Para ello, se empled el programa GetOrganelle,
configurado con parametros especificos para plantas y ejecutado con 15 rondas de

iteracion, segun las recomendaciones del desarrollador.

En el caso del ensamblaje de O. ficus-indica, se obtuvieron seis rutas posibles de
genomas candidatos. Para seleccionar el ensamblaje mas adecuado, se utilizé el paquete
EMBOSS, aplicando funciones de comparacion con un genoma de referencia (Accesion:
NC 085762). Finalmente, se selecciond la ruta que mostr6 mayor similitud con el

genoma de referencia, la cual presentd una profundidad promedio de cobertura de 550X.

Para O. pubescens se obtuvieron dos rutas posibles de ensamblaje, que diferian
principalmente en la region SSC (Copia Unica Corta) del genoma cloroplastidico. Ambas
rutas presentaron una profundidad de cobertura aproximada de 545X. Tras la
comparacion, se seleccion6 la segunda opcion por mostrar mayor coherencia estructural

con genomas de cloroplasto en Opuntia.

Los genomas seleccionados para cada especie fueron invertidos y convertidos a
su reverso complementario, ya que el ensamblaje original se encontraba en esa
orientacion. Posteriormente, se asignaron los nombres genome OF 12 para O. ficus-
indica y genome_OP_2 para O. pubescens. El tamafio de los genomas ensamblados fue
de 152,730 pb y 150,927 pb, respectivamente. Estos genomas correspondieron a la

version final, sobre la cual se procedio a realizar la anotacion genética (Figura 11).
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Opuntia ficus-indica

Quality scores across all bases (Sanger / llumina 1.8 encoding} Quality scores across all bases {Sanger / llumina 1.9 encoding)

Valor
Phred

1234567889 1518 3034 4549 6064 7579 9004 105109 120-124 135139 150-151 1234567809 1519 3030 4549 6064 7579

Pasition in read (bp) Position in read (bp)

Posicion en la lectura (pb) Posicion en la lectura (pb)

8094 105-108 120124 135139 150151

Figura 7. Calidad de las lecturas forward (A) y reverse (B) del ADN secuenciado de Opuntia ficus-indica.



Opuntia ficus-indica

Quality scores across all bases (Sanger / llumina 1.9 encoding) Quality seores across ail bases {Sanger / lluminz 1.9 encoding)

Valor
Phred

1234586789 1518

3034 45-49 6064 7579 90-94 105108 120124 135139 150151 ° 1 2 3 &4 5 6 7 8 & 1518 3034 4549 G064 7579 80.84 105109 120124 135138 150151
Fasition In read {bp) Fosition in read {bp)
Posicion en la lectura (pb) Posicion en la lectura (pb)

Figura 8. Evaluacion de la calidad de las lecturas forward (A) y reverse (B) del ADN secuenciado de Opuntia ficus-indica tras el proceso de

filtrado, donde se eliminaron aquellas con un valor de calidad inferior a Q = 33.
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Opuntia pubescens

Quality scores across all bases (Sanger / llumina 1.9 encoding) Quality scores across all bases (Sanger / Hlumina 1.9 encoding)

Valor
Phred

L 12345678898 1518 3034 2549 6064 7570 9094 105109 120124 135139 150151 © 1 2 3 &4 3 6 7 8 © 1519 30-34 4540 G064 7579 00-84 105109 120124 135139 150151
FPosition in read {(bp) Pesition in read (bp)
Posicion en la lectura (pb) Posicion en la lectura (pb)

Figura 9. Calidad de las lecturas forward (A) y reverse (B) del ADN secuenciado de Opuntia pubescens.



Opuntia pubescens

Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding)

Quality scores across all bases {Sanger / lumina 1.9 encoding)

2B e8ee

Valor
Phred

1234567809 1519 3034 4548 60464 7578 9064 105100 120-124 135139 150451 1 2 3 4 5 6 7 8 8 1519 3034 4549 6064 7578 9004 105100 120124 135135 150151
Position In read {bp) Pasition in read (bp)

Posicién en la lectura (pb) Posicion en la lectura (pb)

Figura 10. Evaluacion de la calidad de las lecturas forward (A) y reverse (B) del ADN secuenciado de Opuntia pubescens tras el proceso de

filtrado, donde se eliminaron aquellas con un valor de calidad inferior a Q = 33.
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En O. ficus-indica se identificaron un total de 139 genes, de los cuales 25
corresponden a genes duplicados. Este conjunto incluye 89 genes codificantes de
proteinas, que abarcan una longitud total de 67 188 pb, 37 genes de ARN de transferencia
(ARNt), con una longitud combinada de 2 786 pb, y 8 genes de ARN ribosomal (ARNr),

que suman 9 108 pb (Tabla 7).

En O. pubescens se identificaron 137 genes totales, de cuales procese 22 genes
duplicados. Se identificaron 87 genes codificantes de proteina, que corresponde a 67 086
pb de longitud, 37 genes de ARN de transferencia (ARNt), con una longitud combinada

de 2786 pb, y 8 genes de ARN ribosomal (ARNr) a 9 106 pb (Tabla 7).

En O. ficus-indica y O. pubescens se identificaron los siguientes genes
funcionales: 15 genes (psb) relacionados con el Fotosistema II, 5 genes (psa) del
Fotosistema I, 6 genes (atp) codificantes de ATP sintasa, 17 genes (ndh) asociados a la
NADH deshidrogenasa, 6 genes (pet) del complejo citocromo b6/f, 1 gen (rbcL)
correspondiente a la Rubisco, 12 genes (rp/) en O. ficus-indica y 11 genes (rpl) en O.
pubescens, los cuales codifican para las subunidades grandes de las proteinas
ribosomales, 4 genes (7po) asociado polimerasa de ARN dependiente de ADN, 16 gene
(rps) en O. ficus-indica y 15 genes (rps) en O. pubescens asociados a las subunidades
pequenas de proteinas ribosomales. También se hallaron genes asociados a funciones
especificas como el de la subunidad de la Acetil-CoA carboxilasa (accD), el gen de
sintesis del citocromo tipo ¢ (ccsA), la proteina de membrana del sobre del cloroplasto
(cemA), la subunidad proteolitica de la proteasa Clp (clpP), la maturasa K (matK), el
factor de inicio de la traduccion 1 (infA), y seis genes (ycf) codificantes de proteinas
hipotéticas de funcidon desconocida. Asimismo, se observo que O. pubescens presenta una
copia adicional de los genes rpl2, rp/23 y rps19, y cuatro seudogenes, en comparacion
con O. ficus-indica, que posee cinco seudogenes (Tabla 8).
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Figura 11. Mapas de version final de los genomas cloroplastidiales de Opuntia ficus-indica (A) y Opuntia pubescens (B). Se muestra las 4 regiones
de genoma: LSC, SSC, IRA ¢ IRB. Los genes ubicados en la parte interna del circulo se transcriben en sentido horario, mientras que los localizados
en la parte externa lo hacen en sentido antihorario. Los genes estan representados con colores que indican sus respectivos grupos funcionales.
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Tabla 7. Principales caracteristicas del genoma cloroplastidial de O. ficus-indica 'y O.

pubescens ensamblado a partir del ADN obtenido de cladodios jovenes mediante

secuenciacion de alto rendimiento.

Caracteristicas Valor Valor
Especie Opuntia pubescens Opuntia ficus-indica
Origen del genoma Cloroplasto Cloroplasto
Tamafio (pb) 150927 152730
Contenido de GC total (%) 36.6 36.6
Tamaiio LSC (pb) 88850 87373
Tamaiio SSC (pb) 4108 4109
Tamaiio IR (pb) 28985 30673
Regiones codificantes de proteinas (pb) 67086 67188
Regiones codificantes de ARNt (pb) 2786 2786
Regiones codificantes de ARNr (pb) 9106 9108
Numero de genes 137 139
Numero de genes codificantes de proteinas 87 89
Numero de ARNr 8 8
Numero de ARNt 37 37
Genes con intrones 23 23
Seudogenes 5 5

Fuente propia
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Tabla 8. Composicion genética del genoma cloroplastidial de O. ficus-indica 'y O. pubescens.

Categoria de genes

Grupo funcional

Genes de Opuntia pubescens

Genes de Opuntia ficus-indica

Fotosintesis

Fotosistema II

psbA, psbB, psbC, psbD, psbE, psbF, psbH,
psbl, psbl, psbK, psbL, psbM, psbN, psbT,
psbZ

psbA, psbB, psbC, psbD, psbE, psbF, psbH,
psbl, psbl, psbK, psbL, psbM, psbN, psbT,
psbZ

Fotosistema I

psaA, psaB, psaC, psal, psal

psaA, psaB, psaC, psal, psal

ATP sintasa

atpA, atpB, atpE, atpF®, atpH, atpl

atpA, atpB, atpE, atpF®, atpH, atpl

NADH deshidrogenasa

ndhA?, ndhB?’, ndhC, ndhD, ndhE, ndhF?,
ndhG?, ndhH?, ndhI?, ndhJ, ndhK

ndhA?, ndhB?’, ndhC, ndhD, ndhE, ndhF?,
ndhG?, ndhH?, ndhI?, ndhJ, ndhK

Complejo Citocromo b6/f

petA, petBP, petD®, petG, petL, petN

petA, petBP, petD®, petG, petL, petN

Rubisco

rbcL

rbcL

Sintesis de proteinas y

replicacion del ADN

ARN de transferencia

trnA-UGC®, trnC-GCA, trnD-GUC, trE-
UUC, trnF-GAA, trnG-GCC, trnG-UCC®,
trnH-GUG, trnl-GAU®, trnl-CAU?, trnK -
UUU®, trnL-CAA?, trnL-UAAP®, trnL-UAG,
trnfM-CAU, trnM-CAU, trnN-GUU?, trnP-
UGG, trnQ-UUG, trnR-ACG?, trnR-UCU,
trnS-GCU, trnS-GGA, trnS-UGA, trnT-GGU,
trnT-UGU, trnV-GAC?, trnV-UACP, trnW-
CCA, tmY-GUA

trnA-UGC®, trnC-GCA, trnD-GUC, trE-
UUC, trnF-GAA, trnG-GCC, trnG-UCC?,
trnH-GUG, trnl-GAU®, trnI-CAU?, trnK-
UUU®, trnL-CAA?, trnL-UAAP®, trnL-UAG,
trnfM-CAU, trnM-CAU, trnN-GUU?, trnP-
UGG, trnQ-UUG, trnR-ACG?, trnR-UCU,
trnS-GCU, trnS-GGA, trnS-UGA, trnT-GGU,
trnT-UGU, trnV-GAC?, trnV-UACP, trnW-
CCA, tmY-GUA
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Categoria de genes

Grupo funcional

Genes de Opuntia pubescens

Genes de Opuntia ficus-indica

Sintesis de proteinas y

replicacion del ADN

ARN ribosomal

rrn4.5¢ rrn5¢, rrnl 6%, rrn23¢

rrn4.5¢ rrn5¢, rrnl 6, rrm23¢

Subunidades grandes de proteinas

ribosomales

rpl2, rpll4, rpll6°, rpl20, rpl22, rpl23, rpl23Y,
rpl32¢, rpl33, rpl36

rpl24, rpll4, rpll6P, rpl20, rpl22, rpl23°,
rpl32¢ rpl33, rpl36

Polimerasa de ARN dependiente de ADN

rpoA, rpoB, rpoC1°, rpoC2

rpoA, rpoB, rpoC1°, rpoC2

Subunidades pequenias de proteinas

rps2, rps3, rpsd, rps7°, rps8, rpsll, rps12?,

rps2, rps3, rpsd, rps7°, rps8, rpsll, rps12?,

Otras funciones

ribosomales rpsl4, rpsl5¢, rpsl16®, rpsl8, rpsl9 rpsl4, rps15¢, rpsl6®, rpsl8, rpsl19¥, rpsl9
Subunidad Acetil-CoA Carboxilato accD accD

Gen de sintesis del Citocromo tipo C cesA cesA

Proteina de envoltura de membrana cemA cemA

Proteasa clpP clpP

Maturasa K matK matK

Traduccion infA infA

Desconocida

Marcos de lectura conservados

yef1™, yef2", yef3’, yef4

yef1™, yef2", yef3’, yef4

2 genes duplicados, ® genes con intrén(es), ¥ pseudogenes.
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4.4. Tipos, estructuras y patrones evolutivos de los genomas de cloroplasto

Para analizar los tipos, estructuras y patrones evolutivos de los genomas
cloroplastidiales en el género Opuntia, seleccionamos aquellos genomas que presentan la
tipica estructura cuatripartita (LSC, SSC e IR). Estos genomas se detallan en la Tabla 3,
la cual incluye tanto nuestras anotaciones como las de otras especies del género. El
analisis comparativo de su arquitectura reveld cuatro configuraciones cuatripartitas
diferentes (Tipos 1-4), tal como se muestra en la Figura 12. El tamafio de los cloroplastos
vario6 entre 137 y 162 kb y contenia de 126 a 139 genes en total: 83—89 codificantes de

proteinas, 32—37 de ARNt y 7-8 de ARNTr.

Figura 12. Configuraciones cuatripartitas de los genomas cloroplastidiales linealizados

en el género Opuntia. Se muestran los cuatro tipos (1—4) identificados de arreglo LSC—
IRb—SSC-IRa. Cada gen aparece como un recuadro situado por encima o por debajo de
la linea central seglin su direccion de transcripcion (+/-). Las regiones invertidas (IRa e
IRb) estan coloreadas en rojo. El tridngulo punteado sefiala la reubicacion del bloque

génico trnA-UGC — trnV-GAC en la configuracion del Tipo 3.

El Tipo 1 es el mas completo, con 139 genes totales, y exhibe la LSC extendida
desde trnH-GUG hasta rpl22. Las regiones invertidas IRb e IRa abarcan simétricamente

el bloque génico rps19-ndhG, flanqueando una SSC de trnL-UAG a ndhE. Esta simetria
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sugiere una alta conservacion estructural y funcional, probablemente asociada a una

estabilidad replicativa y reparativa Optima de las IR.

El Tipo 2, de tamafio moderado (130 genes totales), muestra una LSC algo mas
acotada, que va de trnH-GUG a rps12. Las IR parten de trnV-GAC y terminan en ndhG,
mientras que la SSC mantiene el mismo rango de #rnL-UAG a ndhE. La compresion del
limite IR podrian reflejar procesos de contraccion selectiva en regiones no criticas para

la expresion génica esencial con respecto a genomas de tipo 1 y 4.

El Tipo 3 se caracteriza por su minimalismo genético, con so6lo 126 genes totales,
y por una reubicacion notable de un conjunto de ARNt y ARNr: el bloque trnA-UGC/trnl-
GAU/rrnl6/trnV-GAC, originalmente en la IRs, migra a la LSC. Su LSC tiene un
intervalo trnH-GUG-rpl22, las IR abarcan de rrn23 a ndhG, y la SSC, de ndhE a trnL-

UAG.

El Tipo 4, intermedio (137 genes totales), presenta LSC de trnH-GUG a rpl2, IR

delimitadas por rp/23 y ndhG, y la tradicional SSC entre ndhE y trnL-UAG.

4.5. Comparacion de los genomas de los cloroplastos

Se examinaron dieciocho genomas cloroplastidiales dentro del género Opuntia
(O. ficus-indica, O. pachyrrhiza, O. stenopetala, O pycnantha, O. quimilo, O.
arechavaletae, O. colubrina, O. retrorsa, O. macbridei, O. quitensis, O. auberi, O.
dejecta, O. gaumeri, O. caracasana, O. jamaicensis, O. guatemalensis, O. scheeri 'y O.
pubescens) utilizando mVISTA para identificar regiones divergentes dentro los genomas

como se muestra en la Figura 13. El analisis revelo una baja sintenia en las regiones IR,
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acompafiada de una notable reorganizacion génica, lo que sugiere una divergencia

evolutiva significativa a nivel estructural del genoma, evidenciada en las Figuras 12y 13.

Opuntia ficus-indica
Opuntia pachyrrhiza
Opuntia stenopetaia
Opuntia pyenantia
Opunbia quimite
Opuntia arechavaletag
Cpuntia colubrina
Opuntia retrorsa
Qpuntia macbnde:
Opuntia quitensis
Opuntia auberi
Opurtia dejecta
Opunlia gaumert
Opuntia caracassana
Opuntia jamaicensis
Opuntia guatemalensis
QOpuntia scheeri
Opuntia pubescens

Non-coding
region
Coding
reglon

— Gene

— | SC

Figura 13. Visualizacion de 18 genomas de los cloroplastos de genero Opuntia, mediante

mVISTA. Cada banda horizontal representa uno de los genomas analizados. Rojo:
regiones no codificantes. Azul: regiones codificantes. Blanco: ausencia de alineacion bajo
el umbral minimo de identidad del 70% similitud. Las flechas verdes son genes que se
transcriben en sentido 5’ a 3’ (+) y en sentido 3’ a 5’ (-). Amarillo: regiones comparadas

con alta diversidad.

En general, los resultados revelaron una mayor divergencia en las regiones no
codificantes en comparacion con las codificantes. Las regiones IRa e IRb mostraron una
baja identidad de secuencia e incluso ausencia de alineamiento en algunos casos, lo que
sugiere una posible erosion estructural en ciertas especies del género Opuntia. Entre las
regiones codificantes con mayor variabilidad se identificaron los genes inf4, rpoA, petD,
clpP, atpF, ycf3, rpsl8, rpl32, rps15, ndhH, ndhA, ndhl, ccsA y ndhE. Por otro lado, la

mayor diversidad en las regiones no codificantes se concentrd en varios intervalos
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intergénicos, destacando los segmentos comprendidos entre psbB—clpP, rpoB—psbD,

rps4—ndhJ, atpE—psal, psbE-rps12 'y rpl32—-rpsli5.

Por otro lado, la regiéon SSC resultd ser la mas conservada entre los genomas
analizados, seguida por la region LSC. Sin embargo, incluso dentro de estas zonas
conservadas se detectaron focos de diversidad, particularmente en regiones intergénicas.
En la regién LSC, el tramo comprendido entre psbD y ycf3 presentd una baja identidad
de secuencia en aquellas especies que exhiben la configuracion estructural Tipo 3, como

se evidencia en la Figura 13.

4.6.  Analisis de secuencias repetitivas

4.6.1. Repeticiones de secuencias simples (SSR)

Considerando el papel de secuencias repeticiones simples de genoma
cloroplastidial (cpSSRs) como marcadores filogenéticos y recursos para rastrear la
evolucion gendmica, examinamos y cuantificamos seis tipos de repeticiones (mono- a
hexanucleotidicas), que engloban dieciocho clases de motivos (Figura 14). El niimero
total de SSR identificados oscilo entre 88 en O. ficus-indica con valor maximo y 69 en

O. arechavaletae con el valor minimo como muestra en la Figura 14A.

Todas las especies compartieron repeticiones mononucleotidicas A/T, seguidas de
dinucleotidicas AT/AT y trinucleotidicas AAT/ATT. Entre las pentanucleotidicas, los
motivos AAAAC/GTTTT, AAAGT/ACTTT y ACTAG/AGTCT estuvieron presentes en
todas las muestras. El motivo C/G también fue casi universal, con la excepcion en O.
ficus-indica 'y O. quimilo, mientras que AATAT/ATATT estuvo ausente en O.
arechavaletae. Por su parte, AAAT/ATTT resulto ser exclusivo de O. quitensis (Figura

14B).

56



Namaro de SSR

s B 3 B & 5 & 8 5 B & 3 4 & & B

Motivo

W AATATTIARTATT
- - - AATAGTATTATT

Fracuancia da patrones da 53R

B a¥mE L EsaEAAEED R

W ACTAGIAGTCT
W scccoizaaar
AATATATATT
B AAGTGICTTG
B AARTTHIARTTT
W AARGTIACTTT
ARARLATTTT
B ARARGGTTTT
[
AATIATT
W ARG T
| B
W ce
5 Ll
0

b 5 7 s ) i i f ﬂ"f’g’f" g"’,ﬁ & .»"’ & f’ & ff P f‘f

c -

]

Nomero de SSR
2

WOCNEEEEE N SEEEE ]
900000000000000005 §

3 & B

Mononuclestico Dinuetestido Trinuclastido

Figura 14. Distribucion, motivos, tipo de repeticiones de secuencias simples (SSR) en
los genomas de cloroplastos de O. ficus-indica 'y O. pubescens, asi como en otras especies
de Opuntia. (A) Numero de SSR totales por especies. (B) Frecuencia de motivos SSR en
diferentes tipos de clases de repeticion identificados. (C) Numero de tipos de SSR

identificados por especies.

En O. ficus-indica se identifico 88 repeticiones de secuencias simples (SSR),
distribuidos en cinco tipos: 58 mononucledtidos, 3 dinucleodtidos, 4 trinucleotidos, 19
pentanucledtido y 4 hexanucledtido. Estas repeticiones se agrupan en diez motivos
distintos, entre los cuales destacan por su abundancia A/T con 58 repeticiones, los

AAGTG/ACTTC con 12 repeticiones y AAT/ATT con 4 repeticiones.

Por otra parte, en O. pubescens se ha identificado 75 repeticiones de secuencias
simples (SSR), distribuidos en cuatro tipos: 60 mononucledtidos, 2 dinucleodtidos, 4

trinucleotidos, 9 pentanucledtido. Estas repeticiones se agrupan en diez motivos distintos,
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entre los cuales destacan por su abundancia A/T con 59 repeticiones y AAT/ATT con 4
repeticiones. A diferencia de O. ficus-indica, O. pubescens carece de los motivos C/G,

AAAAT/ATTTT y AAATT/AATTT, y no presenta repeticiones hexanucleotidicas.

4.6.2. Secuencias de repeticion largas

Las secuencias de repeticion largas se detectaron con REPuter, identificando un
rango de 95 a 300 repeticiones entre los 18 genomas de Opuntia (Figura 15A), donde O.
ficus-indica alcanz6 el valor maximo de 300 y O. colubrina el minimo de 95. Al clasificar
los tipos de repeticiones, observamos que las repeticiones directas (Forward) son las mas
abundantes, que varia desde 178 en O. pachyrrhiza hasta 70 en O. dejecta (Figura 15B).
El segundo grupo en orden de frecuencia lo constituyen las repeticiones Palindromicas,
encabezadas por O. pachyrrhiza con 105 repeticiones y con el menor nimero en O.

retrorsa 16 repeticiones.

En cuanto a la longitud de la secuencia de repeticion, las secuencias de 31-40 pb
fueron las mas comunes, variando entre 105 en O. ficus-indica y 31 repeticiones en O.
arechavaletae como muestra en la Figura 15C. Les siguieron los intervalos de 0-30 pb y
41-60 pb. Asimismo, se detectd un elevado numero de repeticiones mayores a 90 pb en
practicamente todos los genomas analizados, con la excepcion de O. dejecta, que presentd
solo tres de este tamafio. Esta alta densidad de repeticiones > 90 pb sugiere una trayectoria
evolutiva en la que los genomas de cloroplasto de Opuntia han experimentado episodios
recurrentes de duplicacion interna o inserciones mediadas por mecanismos

recombinantes.
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Figura 15. Secuencias de repeticion largas los genomas de cloroplastos de O. ficus-indica
y O. pubescens, asi como en otras especies de Opuntia. (A) Numero de repeticiones total
por especie. (B) Numero de diferentes tipos de repeticiones. (C) Longitud de la secuencia

de repeticiones.

En O. ficus-indica se detectaron 300 repeticiones largas en el genoma de
cloroplasto, frente a 148 en O. pubescens. Al clasificarlas por tipo, las repeticiones
directas (forward) fueron las mas frecuentes (131 en O. ficus-indica y 101 en O.
pubescens), seguidas de las palindrémicas (87 y 36), las reversas (50 y 5) y las de

complemento (32 y 6) (Figura 15B).

Respecto a la longitud, el intervalo de 3140 pb concentrd la mayor proporcion
de repeticiones en ambas especies con 105 en O. ficus-indica frente y 59 en O. pubescens
(Figural5C). Esta diferencia cuantitativa se alinea con el hecho de que O. ficus-indica

posee un plastoma de mayor tamafio y un nimero superior de genes, tal como se observa
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en la Fig. 12 y la Tabla 3, lo cual podria favorecer la acumulacion de secuencias repetitivas

largas.

4.7.  Analisis filogenético del género Opuntia

Los resultados de reconstruccion filogenética se hicieron utilizado los genomas
de cloroplastos de 39 especies previamente publicadas para determinar la posicion de O.
ficus-indica'y O. pubescens. Para esto se crearon arboles de Maxima Verosimilitud (ML),
Maxima Parsimonia (MP) e Inferencia Bayesiana (BI). Los resultados muestran que
genero Opuntia es un clado monofilético con valores altos de soporte bootstrap del 100%
en ML y MP, y probabilidad posterior bayesiana de 1.0 en IB (Fig. 16). Los grupos
externos identificados en el arbol corresponden a los géneros Airampoa, Brasiliopuntia y

Salmonopuntia.
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Figura 16. Arbol filogenético de 39 especies para determinar ubicacién O. ficus-indica y

O. pubescens. El arbol fue construido empleando 3 métodos de diferentes: Maxima

Verosimilitud (ML), Méxima Parsimonia (MP) e Inferencia Bayesiana (BI). Los

asteriscos en negro representan 100 % soporte de bootstrap [BP] y 1.0 de probabilidad

posterior [PP].

Opuntia pubescens se agrupa con O. dejecta, O. jamaicensis y O. guatemalensis

en un clado respaldado por valores altos de soporte (BP=88 y 98 para ML y MP

respectivamente; y BI =1.0), mientras que O. ficus-indica forma un clado con O.

stenopetala, O. pachyrrhiza 'y O. pycnantha, con soporte de (BP=92 y 94 para ML y MP

respectivamente; y BI =1.0). La posicion mas derivada de O. ficus-indica refleja su
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historia de domesticacion y seleccion humana tras la divergencia de un ancestro comin

proximo a O. pubescens.

CAPITULO V. DISCUSION

5.1. Discusion de resultados

La investigacion gendomica empleando tecnologia NGS se ha masificado
rapidamente permitiendo la secuenciacion eficiente de genomas de cloroplasto completo
(Moore et al., 2006). Los genomas de cloroplasto tienen varias ventajas sobre el genoma
nuclear, como estructura haploide unica, herencia materna y baja tasa de evolucion
(Vadim et al., 2003); ademas permite diferenciar molécularmente especies de un mismo

género y poblaciones o variedades dentro de una misma especie (Yang et al., 2013).

En nuestra investigacion, el genoma cloroplastidial de O. ficus-indica presenta
una longitud de 152 730 pares de bases (pb), ligeramente superior a la reportada por Silva
(2021), cuyo ensamblaje alcanza los 152 387 pb, eso se podria deber a heteroplasmia o
limitaciones del ensamblaje. Por su parte, el genoma de O. pubescens posee 150 927 pb,
siendo considerablemente mayor que los tamafios observados en especies relacionadas
como O. dejecta (137 452 pb), O. jamaicensis (137 596 pb) y O. guatemalensis (137 494

pb) (Kohler et al., 2023).

En cuanto al contenido génico, el genoma de O. ficus-indica incluye un total de
139 genes, ligeramente superior los 137 genes reportados por Silva (2021). Esta
diferencia se explica por la presencia de 89 genes codificantes de proteinas, 37 genes de
ARN de transferencia (ARNt), 8 genes de ARN ribosomal (ARNr) y cinco seudogenes,
dos méas que los identificados en el estudio comparativo. Ademas, se detectaron dos
copias del gen ycf2 en nuestra anotacion. Por otra parte, O. pubescens presenta un total

de 137 genes, cantidad que coincide con la reportado para O. scheer. No obstante, existen
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diferencias en la composicion génica: O. pubescens posee 87 genes codificantes, mientras
que O. scheer cuenta con 85 genes codificantes. Asimismo, se observa una variacion en
el nimero de seudogenes, ya que O. scheer presenta 7 seudogenes, en contraste con los 5
seudogenes identificados en O. pubescens (Kohler et al., 2023). Aunque estas dos
especies comparten la misma cantidad de genes y comparten la estructura del genoma
cloroplasto no se encuentra emparentadas, esto se puede deber a que la adaptacion
convergente a ambientes extremos puede producir similitudes en la composicion de los

genes de especies no emparentadas (Xu et al., 2020).

El andlisis de las configuraciones cuatripartitas de los genomas cloroplastidiales
en Opuntia muestra una clara concordancia con los tipos estructurales descritos por
Kohler et al., (2023). Nuestra estructura tipo 1 se corresponde con su tipo 1; el tipo 2 con
su tipo 3; el tipo 3 con su tipo 6; y el tipo 4 con su tipo 9 (Figura 12). En este marco, O.

ficus-indica se ubica dentro del tipo 1, mientras que O. pubescens se asocia al tipo 9.

Un total de 69 a 88 repeticiones de secuencia simple del genoma cloroplastidial
(cpSSRs) fueron encontradas en las configuraciones cuatripartitas en género Opuntia
(Figura 14), menores que los reportado por Silva (2021), el cual identifico entre 253 y
240 SSRs para O. ficus-indica, O. monacantha y B. brasiliensis. En cuanto a la
composicion de los motivos, los mas abundantes en nuestros resultados corresponden al
tipo A/T, lo cual coincide con lo observado por Silva (2021). Esta diferencia en la cantidad
de repeticiones de secuencia simple podria deberse a que se utilizaron distinto parametro
a compresion de nosotros que utilizamos los pardmetros estandares de busqueda: diez
repeticiones para mononucleétidos, ocho para dinucleoétidos, cuatro para trinucleotidos y
tetranucleotidos, y tres para pentanucledtidos y hexanucleétidos (Contreras-Diaz et al.,

2024).
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El género Opuntia resultdé monofilético lo cual concuerda con estudios previos
Kohler et al. (2023). Los andlisis basados en secuencias completas de plastoma han
demostrado un elevado poder resolutivo para inferir las relaciones filogenéticas en este
grupo. En nuestro estudio, recuperamos diez clados principales, cifra que difiere de los
ocho clados delimitados por Kohler et al. (2023) y de los ocho clados descritos por Majure
et al. (2023a), quienes integraron datos de plastoma y caracteres morfologicos. Sin
embargo, en un andlisis posterior, Majure et al. (2023b) determinaron diez clados
principales, lo cual sugiere que las diferencias en el muestreo taxonémico y en los

criterios de delimitacion pueden influir significativamente en la resolucion filogenética.

En nuestros analisis filogenéticos se identifican dos clados con distribucion
estrictamente sudamericana: el clado Quitensis, integrado por O. macbridei y O.
quitensis; y el clado Elatae, que agrupa a O. sulphurea, O. colubrina, O. monacantha, O.
retrorsa, O. arechavaletae, O. quimilo y O. caracasana (excluyendo O. gaumeri y O.
auberi) (Majure et al., 2012). El resto de los clados estd conformado por especies

originarias de Centro y Norteamérica.

Opuntia pubescens presenta una distribuciéon que abarca desde Norteamérica
hasta Sudamérica. Filogenéticamente se asocia con especies centroamericanas como O.
Jjamaicensis, O. guatemalensis 'y O. dejecta. Ademas, en la Figura 16 nuestro estudio situa
a O. pubescens en un ancestro comun con O. engelmannii y O. basilaris, hallazgo que

coincide con lo reportado por Boudjouan et al. (2022).

Por otro lado, O. ficus-indica, especie nativa de México, se agrupa en un clado
junto a O. stenopetala, O. pachyrrhiza y O. pycnantha las cuales son nativas de norte
América. Este patron filogenético estd respaldado por los resultados de Boudjouan et al.

(2022), quienes también ubican a O. ficus-indica y O. pycnantha en el mismo clado.
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CAPITULO VI. CONCLUSION Y RECOMENDACIONES

6.1. Conclusion

Presentamos el ensamblaje y la caracterizacion de los genomas de cloroplasto de
Opuntia ficus-indica y Opuntia pubescens, aportando datos completos sobre su estructura,
contenido génico y patrones de repeticion. Estos resultados amplian el conocimiento
sobre la diversidad estructural de los plastomas en Opuntia y proporcionan recursos

moleculares ttiles para estudios comparativos y taxondémicos.

Las sefiales filogenéticas derivadas de los genomas de cloroplasto situan a O.
ficus-indica y O. pubescens dentro del clado norteamericano de Opuntia, lo que refuerza
relaciones evolutivas previamente sugeridas. La reconstruccion filogenémica basada en
los plastomas constituye un marco solido para futuros estudios sobre biogeografia,

diversidad genética y conservacion.

6.2. Recomendacion

Para asegurar un desarrollo fluido de la tesis y obtener resultados robustos,

proponemos las siguientes recomendaciones:

- Definir fases claras: muestreo, extraccion de ADN, control de calidad, ensamblaje
del genoma, anotacion y analisis comparativo.

- Estandarizacion de la extraccion de ADN: Disenar el protocolo definitivo, evaluar
de forma comparativa varios métodos o kits comerciales (CTAB modificado,
columnas de silice, kits de perlas magnéticas) con cual te permita obtener ADN (>
50 ng/uL). Y realizar pruebas piloto midiendo rendimiento (ug de ADN por g de
tejido), pureza (260/280 y 260/230) e integridad (electroforesis en gel).

- Verificar la fragmentacion y contaminacion del ADN con espectrofotometro y

Tapestation/Bioanalyzer.
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Anexo 1. Boleto de compra de muestra de Opuntia ficus-indica (tuna).

Fuente propia
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OF1 DIN=5.38

OP1 DIN=6.6

OF1B DIN=6.4

OP1B DIN=6.2

Anexo 2. Evaluacion del DIN (Numero de integridad) de ADN genomico de las muestras
mediante TapeStation por el laboratorio externo.

Fuente propia

Anexo 3. Lista de secuencias empleadas para realizar la reconstruccion filogenética en

genero Opuntia.

Cobertura
Especies base famao del GC% | GenBank
promedio genoma ph
Opuntia arechavaletae Speg. 551.6 149,275 36.6 | OQ613377
Opuntia auberi Pfeiff. 664.7 138,379 359 | 0OQ613378
Opuntia aureispina (S.Brack & K.D.Heil) 595.2 124,016 36.1 | OQ613379
Pinkava & B.D. Parfitt
Opuntia austrina Small 198.9 123,091 36.1 | OQ613380
Opuntia basilaris Engelm. & Bigelow 538.8 123,500 36.1 | 0Q613381
Opuntia caracassana Salm-Dyck 660.0 138,141 359 | 0OQ613382
Opuntia chisosensis (Anthony) D.J.Ferguson 584.5 123,987 36.1 | OQ613383
Opuntia chlorotica Engelm. & Bigelow 367.0 123,748 36.1 | OQ613384
Opuntia colubrina A.Cast. 319.8 147,853 36.7 | OQ613385
Opuntia engelmannii var. cuija 687.1 123,275 36.1 | OQ613386
Opuntia dejecta Salm-Dyck 166.2 137,452 359 | 0OQ613387
Opuntia drummondii Salm-Dyck 672.5 123,611 36.1 | OQ613388
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Opuntia gaumeri (Britton & Rose) R.Puente & 424.7 137,818 359 | 0OQ613389
Majure

Opuntia guatemalensis Britton & Rose 210.1 137,494 359 | 0Q613390
Opuntia jamaicensis Britton & Harris 114.3 137,596 359 | 0OQ613391
Opuntia macbridei Britton & Rose 284.1 148,031 36.6 | 0Q613392
Opuntia macrocentra Engelm. 596.5 123,988 36.1 | 0Q613393
Opuntia macrorhiza Engelm. 235.0 123,881 36.1 | OQ613394
Opuntia mesacantha Raf. 679.2 123,784 36.1 | OQ613395
Opuntia microdasys (Lehm.) Pfeiff. 591.8 124,337 36.2 | OQ613396
Opuntia pachyrrhiza HM.Hern., Gémez-Hin. & 196.0 152,690 36.6 | OQ613397
Barcenas

Opuntia pycnantha Engelm. 500.8 152,441 36.6 | OQ613399
Opuntia quimilo K.Schum. 301.6 150,374 36.6 | 0OQ613400
Opuntia quitensis F.A.C.Weber 376.8 148,114 36.6 | 0Q613401
Opuntia retrorsa Speg. 517.3 147,640 36.7 | 0Q613402
Opuntia rufida Engelm. 577.8 123,145 36.1 | 0Q613403
Opuntia scheeri F.A.C.Weber 210.4 151,001 36.7 | 0Q613404
Opuntia setispina Engelm. in Salm-Dyck 133.1 123,480 36.1 | 0OQ613405
Opuntia stenopetala Engelm. 477.8 152,717 36.7 | 0Q613406
Opuntia strigil Engelm. 600.7 123,994 36.1 | 0Q613407
Opuntia sulphurea Gillies ex Salm-Dyck - 147,442 - | PV464448
Opuntia monacantha - 149,076 36.6 | MZ579523
Opuntia pubescens H.L.Wendl. ex Pfeift. 545.5 152,730 36.6 | PV849966
Opuntia ficus-indica (L.) Mill. 550.0 150,927 36.6 | PV849967
Airampoa erectoclada (Backeb.) Doweld 165.3 145,686 36.6 | 0OQ613412
Airampoa soehrensii (Britton & Rose) Lodé 404.9 156,992 36.8 | 0Q613413
Salmonopuntia salmiana (Pfeiff.) P.V.Heath 308.1 147,474 36.7 | 0Q613408
Salmonopuntia schickendantii (F.A.C.Weber) 229.3 148,035 36.7 | 0Q613409
Font & M.Kéhler

Brasiliopuntia schulzii (A.Cast. & H.V.Lelong) 80.1 162,564 36.7| OQ613372

Backeb.

Fuente propia
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