Paginas Fecha de aprobacion I—
062 12 31 de Agosto de 2020

INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACION 4
Y ORS ARRGH L P SAMIERD DIRECCION DE PESQUERIAS DE INVERTEBRADOS Y AMBIENTE

AAARIMO
IVIATNTING

INFORME DE =~ oo

INVE STIGACI()N Gabinete de Biologia Molecular y Microbiologia

_.I Actividad !
Estudio de la diferenciacion sexual y la reproduccién en peces de interés
en acuicultura

SECUENCIACION, ENSAMBLAJE DE NOVO Y ANOTACION DEL GENOMA DEL

LENGUADO NEGRO

El lenguado negro (Paralichthys orbignyanus) es un pez econdmicamente importante por su gran potencial de cultivo en Argentina.
En este estudio se ha secuenciado, ensamblado y anotado el genoma completo de esta especie. La secuenciacion fue realizada
con un equipo HiSeq-4000 de lllumina. Se construyeron cuatro bibliotecas independientes (macho, hembra, pool de machos y pool
de hembras); con lecturas pareadas de 150 pb (pares de bases), longitud media de insercion de 350 pb y coberturas mayores a 35
veces cada una. Se realizd un ensamblaje de novo de las secuencias obtenidas. Cada biblioteca se ensamblé por separado
utilizando SOAPdenovo2 y los contigs resultantes se ensamblaron con SSPACES3, antes de rellenar los gaps (huecos) con
GapCloser. El tamario del genoma obtenido fue de ~550 Mbp, tanto para machos como para hembras (41,35% del contenido de GC,
0,11% de bases indeterminadas). Un analisis de ensambles a nivel de genes centrales (subconjunto de 458 familias KOG
expresadas universalmente) mostré mas del 98% de los genes centrales presentes, con mas del 78% de ellos, con una cobertura
superior al 50%. Se realiz6é una prediccion de genes basada en predictores estadisticos y predictores basados en secuencias de otra
especie estrechamente relacionada, el Paralichthys olivaceus. Se encontraron 25,231 genes codificantes de proteinas, 445 ARNt, 3
ARNr y mas de 1,500 ARNs no codificantes. Un mapa del genoma de esta especie ayudara en futuros estudios de genes
relacionados con la diferenciacion sexual, la pubertad, la ingesta de alimentos, la reproduccion y otras funciones importantes
relacionadas con el cultivo del lenguado negro.

Citar Indicando la fuente. El contenido no debe ser reproducido total o parcialmente sin la expresa conformidad del INIDEP

Institucién
SOLICITADO POR | Marcelo P&jaro Director de area
PREPARADO POR APROBADO POR
s 10 Nnll Jip
Firma: /// 0 /iy / %
MECHALY, ALEJANDRO Maria Inés Trucco

Nombre: SEBASTIAN Jefe de Programa / Gabinete
Firma:
Nombre: y colaboradores Director de area

Dra. CLAUDIA RAGUEL CARDZZA
PIREGGIGN NAGIONAL INVESTIGATION

Director Nacional de Tnvestigacion

Director del INIDEP




@ INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACION Y DESARROLLO PESQUERO

SECUENCIACION, ENSAMBLAJE DE NOVO Y ANOTACION
DEL GENOMA DEL LENGUADO NEGRO

Alejandro S. Mechaly?!, German Burguener?, Ezequiel Sosa?, Fernando Villareal?,

Adrian Turjanski?, Jordi Vifias*, Paulino Martinez®

ICONICET-INIDEP, Mar del Plata, Argentina;2UBA, Buenos Aires, Argentina;3lIB-
CONICET, Mar del Plata, Argentina;*Universitat de Girona, Girona, Espafa; *Universidad

Santiago de Compostela, Lugo, Espafia.

INTRODUCCION

El lenguado negro (Paralichthy sorbignyanus) es un pez marino que pertenece al orden
Pleuronectiformes y su distribucion esta restringida a Sudameérica (Diaz de Astarloa, 2002). Este
lenguado es un recurso pesquero importante en Brasil, Uruguay y Argentina y habita en zonas de
estuarios poco profundos y aguas costeras desde Rio de Janeiro, Brasil (Haimoviciet al., 1996)
hasta el Golfo de San Matias, Argentina (Diaz de Astarloa y Munroe, 1998; Diaz de Astarloa,
2002). En el INIDEP, se ha logrado cerrar de forma completa su ciclo reproductivo, obteniéndose la
puesta a punto de las condiciones de cultivo (Bambillet al., 2006; Ldpez et al., 2009a, 2009b;
Radonicet al., 2007; Radonic y Macchi, 2009; Boccanfuso et al., 2019). Si bien, en Argentina el
lenguado negro tiene un gran potencial econémico en acuicultura, todavia existen dificultades
técnicas para obtener una produccidn a escala industrial. Dentro de los principales objetivos en toda
industria encontramos la disponibilidad de tener un método de obtencién de planteles todo hembra,
gue por su mayor tasa de crecimiento, son de crucial importancia en los cultivos a escala industrial.
Por otro lado, en cultivo es importante disponer de conocimientos que permitan controlar el inicio
de la pubertad y con ello evitar el gasto de energia en la reproduccion. En este sentido, el
conocimiento de métodos de produccion de hembras y tener conocimientos que ayuden a controlar
la reproduccion en peces es crucial. Ambos aspectos, se han logrado controlar en otras especies de
peces de cultivo acuicola, estudiando mayormente los genes que estan involucrados en estos
procesos.

Como ya mencionamos, se han realizaron varios estudios zootécnicos en esta

especie durante las Ultimas dos décadas, sin embargo, existen pocos estudios genéticos.
Por ejemplo, al buscar en la base de datos de GenBank, solo hay 12 secuencias de
proteinas disponibles a Mayo del 2020. Aspectos importantes, como la determinacién y
diferenciacion sexual, la proporcidén de sexos, la nutricién, la reproduccion y otras, pueden
estudiarse desde un punto de vista genético. Por lo tanto, disponer del genoma de esta

especie es de gran ventaja para lograr estudios genéticos en esta especie. Durante la
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tltima década, la revolucién que ha experimentado la genémica en el mundo, ha ayudado
a que actualmente existan una gran cantidad genomas secuenciados en peces. En lo que
respecta a peces planos, actualmente existen disponible los genomas de cuatro especies;
tonguesole (Cynoglossussemilaevis) (Chenet al., 2014), rodaballo
(Scophthalmusmaximus) (Figueras et al.,, 2016), lenguado senegalés (Solea
senegalensis) (Manchado et al., 2016) y hirame (Paralichthysolivaceus) (Shaoet al.,
2017). En este sentido, el disponer de genomas de otros peces planos permitira realizar

estudios de biologia comparativa entre especies.

En este contexto, y con el objetivo a mediano termino de avanzar sobre el
conocimiento de los mecanismos de diferenciaciéon sexual y regulacion del inicio de la
pubertad en lenguado, nos hemos propuesto en el presente estudio secuenciar y
ensamblar el genoma lenguado negro mediante la utilizacion de nuevas tecnologias de
secuenciacion masiva o High throughputsequencing a partir de distintas plataformas de

secuenciacion (NextGenerationSequencing-NGS).

MATERIALES Y METODOS
1. Obtencién de muestra para secuenciar.

En un muestreo rutinario de biometrias del stock de reproductores de lenguados
(Paralichthysorbignyanus) del INIDEP se diseccionaron fragmentos de 1 x 1 cm de aleta
caudal de 22 individuos salvajes. Las muestras fueron conservados en etanol al 96% en
viales criogénicos de 1.8 mly posteriormente almacenados a 4°C. Los peces fueron
anestesiados por inmersion en el MS-222 (Sigma-Aldrich). Todo el procedimiento de
trabajo con peces se realizo bajo las normas del Comité Institucional para cuidado y uso
de animales de experimentacion (CICUAE) del IIB-INTECH.

2. Extraccion y comprobacion de la cantidad y la calidad del ADN gendémico (ADNQ).
La extraccion del ADN se realiz6 en la Universidad de Santiago de Compostela,
Espafia utilizando el protocolo de NaCl. A fin de comprobar la calidad del ADN purificado,

se llevo a cabo una electroforesis en gel de agarosa al 1% (Figura 1).
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Figura 1. Foto del gel con las cuatro muestras de ADNg. Calle 1, Marcador de ADN, Calle
2: Hembra, Calle 3: Macho, Calle 4, Pool de Hembras, Calle 5: Pool de Machos.

Por dltimo, las concentraciones se midieron en un espectrofotometro (NanoDrop

Technologies Inc.) y un fluorémetroQubit (Life Technologies) (Tabla 1).

Tabla 1. Control de calidad de las cuatro muestras de ADN por Nanodrop y Qubit.

Muestra Nanod. ng/ul A260 A280 260/280 260/230 Qubit. ng/ul

Hembra 48.41 0.968 0.526 1.84 2.02 41.8

Macho 57.99 1,160 0.631 1.84 1.99 49.8
Pool de Hembras 56.55 1,131 0.601 1.88 2.09 46.3
Pool de Machos 55.64 1,113 0.587 1.89 1.98 45.2

3. Secuenciacion del genoma.
Para la secuenciacion del ADNg recurrimos a los servicios de la empresa Oxford

Genomics Centre (https://www.well.ox.ac.uk/ogc/) (Oxford, Inglaterra), que dispone de un

secuenciador Illumina HiSeq-4000. Los fragmentos se secuenciaron por ambos extremos

con lecturas de 150 nucledtidos de longitud (paired-endreads).

4. Ensamblado del genoma.

El andlisis de los datos de la secuenciacion masiva comenzaron a partir de los
datos crudos (raw data) desde un formato de archivo FASTQ que fueron normalizados
para obtener la informacion final. El ensamblado del organismo comenzé con; 1) Analisis

de los reads (Fastqc). Para ver los requerimientos de filtrado y presencia de posibles
4
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artefactos, filtrado y corte por calidad (con Prinseq y Trimomatic). 2) Correccién de los

reads, mediante andlisis estadisticos (Quake), se probaran distintos ensamblados con
diferentes parametros (tamafio de Kmer, bibliotecasinput, etc.), utilizando diversos
programas segun requerimiento (Soapdenovo, Abyss, etc.). 3) Se selecciond el mejor
ensamblado en base a estadisticas generales y especificas del organismo (Quast,
Assemblaton y bases de datos de KOG y DEG y homologos al organismo), 4) Filtrado de

contaminacion (Deconseq) y separacion de genoma nuclear y mitocondria.

5. Busqueda y anotacion de genes.

Para la anotacién de los genes se siguieron los siguientes pasos: 1) Prediccion de
ARNs (tRNAscan, RNAmmer, Infernal), 2) entrenamiento de predictores de genes
(pipeline propio CEBAR), 3) prediccién de genes de novo (Geneld y GeneMark), por
homologia (Exonerate en base a proteinas cercanas o ESTs segun disponibilidad), 4)
generacion de set consenso, 5) finalmente se realizO una anotacion funcional
(hmmer/Pfam para dominios, rpsblast/priam, lipoP,SignalP, THMM, TargetP, blast/KOG y
asignacion de GO). Los genes de interés identificados serdn anotados en cuanto a

nombre, estructura del gen, traduccidn a proteina y otras caracteristicas.

Nota: En la Tabla suplementaria 1 se indican definiciones de la terminologia basica
utilizada en este estudio y en la Tabla suplementaria 2 se enumeran los Software

utilizados para analisis de datos.

RESULTADOS
1. Ensamblado de novo del genoma.

Se construyeron cuatro bibliotecas (hembra, macho, pool de 10 hembras y pool de
10 machos) de extremos pareados -pairedend- con una longitud de lectura de 150 pb y un

tamafo de fragmento promedio de 350 pb (Tabla 2).

Tabla 2. Secuenciado del genoma (post-filtrado).

Muestra Biblioteca Longitud de lectura Tamario del Inserto  Cobertura

Macho pair-end 150 ~350bp 35.7X

Hembra pair-end 150 ~350bp 38.7X
o)
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Pool Machos pair-end 150 ~350bp 36.1X
Pool Hembras  pair-end 150 ~350bp 35.5X

Las lecturas se filtraron primero para eliminar los adaptadores y las lecturas de baja
calidad usando Trimmomatic (Bolgeret al., 2014) y PrinSeq (Schmieder y Edwards, 2011)
y luego se corrigié el error usando Quake (Kelleyet al., 2010). Después del filtrado, se
obtuvo una cobertura de mas de 35X (Tabla 2). Las bibliotecas se ensamblaron
individualmente utilizando SOAPdenovo 2.04 (Xieet al., 2014) con un tamafo de kmer de
29, luego se completaron los gaps con GapFiller (Boetzer y Pirovano, 2012) y finalmente
se realizé un scaffolding con SSPACE3 con los parametros predeterminados (Boetzeret

al., 2011). Las ensamblados finales fueron de alrededor de 550 mb (Tabla 3).

Tabla 3. Estadistica del ensamblado del genoma del lenguado negro.

Ensamblado Macho Hembra
# contigs 65,765 63,308
Tamafio Scaffold N50 (pb) 16.747 17.509
Scaffold mas largo (pb) 191795 194365
Longitud total de Scaffold (pb) 540288577 538587025
GC Content (%) 41.38 41.39
%N 0.14 0.13

2. Anotado del genoma.

En una primera instancia se enmascararon los genomas utilizando el programa
Repeatmasker (Hancock, 2004) y usando las bases de datos de Repbase (Tempel, 2008)
y DFam (Hubleyet al., 2016). En una segunda etapa y utilizando el genoma enmascarado
se buscaron moléculas de ARN no codificante: ARNt, ARN de transferencia, ARNr, ARN
ribosémicos y ARNnc, ARN no codificantes, usando los programas tRNAScan-SE (Zouet
al., 2015), RNAmmer (Lagesenet al., 2007) e Infernal (Nawrockiet al., 2009) y la base de
datos RFAM (Griffiths-Jones, 2003), respectivamente. En la tercera etapa se realizo una
prediccion de genes utilizando Geneld (Blanco y Abril, 2009) y Exonerate (Slater y Birney,
2005), entrenados con Uniprot / Swissprot (Pundiret al.,, 2017) y el genoma del hirame
(Paralichthysolivaceus) (Shaoet al., 2017). Por ultimo, todas las proteinas se anotaron

usando InterProScan (Hancock y Bishop, 2004). Para evaluar la calidad de los
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ensamblados, se realinearon las lecturas filtradas de cada biblioteca a ambos genomas y

se verificd que la mayoria de las lecturas estén asignadas (Tabla 4).

Tabla 4.Realineamiento de lecturas.

Macho (% alineado) Hembra(% alineado)
Hembra 99,5 -
Pool de machos 99,9 99,4
Pool de hembras 99,5 99,9

Para verificar la integridad de la anotacion del genoma se verificaron los ortélogos
por KOG (Tatusovet al., 2003) y BUSCO (Siméoet al., 2015) (Tabla 5).

Tabla 5. Resultados de la anotacién del genoma. BUSCO completos [C], BUSCO fragmentados
(F), BUSCO faltantes (M). Total de grupos BUSCO buscados: 3640.

Machos Hembras
Proteinas 25,193 25,231
KOG 458 458
BUSCO [C]: 37.9% [C]: 37.9%
[F]: 20.5% [F]: 20.5%
[M]: 41.6% [M]: 41.6%
sin caracterizar ~4% ~4%
ARNt 474 (todos los tipos) 466 (todos los tipos)
ARNTr 15 15
Otros ARNNc 1432 1435

DISCUSION

La secuenciacion completa del genomadel lenguado negro es la primera especie
de un pez marino secuenciado hasta la actualidad en Argentina. El genoma del lenguado
negro ha resultado ser muy parecido en tamafio y contenido de genes al genoma
delhirame (Shaoet al., 2017), especie del mismo género que el lenguado negro.La
secuenciacion del genoma utilizando tecnologias de NSG tienen muchas ventajas en
comparacién con otras metodologias de clonacién de genes de la forma convencional.
Dentro de sus principales ventajas encontramos que disponer del genoma del lenguado
negro, una especie donde existen muy pocos estudios genéticos y secuencias de genes

disponibles, permite no tener que clonar genes de forma individual.
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La anotacion del genoma, comprende la tarea de identificar y asignar funciones a
los distintos elementos presentes en la secuencia genética de un organismo (Stein, 2001).
Esta anotacion puede realizarse de forma automatica o manual. En el presente trabajo se
realizd la anotacion automatica, sin embargo, si bien la anotacion manual es mas
laboriosa para el estudio de genes de interés es recomendable valerse de ella a futuro por
ser, en muchos casos, mas precisa. El lograr caracterizar genes in silico dentro del
genoma abre un importante camino para futuros estudios que busquen comprender y
dilucidar los mecanismos moleculares y bioquimicos que regulan el eje reproductivo
durante el proceso de determinacion/diferenciacion sexual, el inicio de la pubertad y la
madurez sexual en el lenguado argentino, asi como otros estudios que ayuden a mejorar
el cultivo. Por otro lado, es importante remarcar que la informacién generada en este
estudio, brindara la posibilidad de realizar futuros estudios de mejoramiento genético en el

lenguado negro.
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Tabla Suplementaria 1.Secuenciacion masiva: terminologia basica.

Término o sigla

Definicién

ADN
Anotacion
CEBAR
Contig

De novoassembly

Ensamblado
EST

GAP
k-mers

Library
NGS

PCR

Paired-endsequencing

Pipeline
Read

Sequencecoverage
Sequencedepth

Scaffold

Acido desoxirribonucleico.

Asignacion de una funcidén a un gen conocido.

Centro de Bioinformatica Argentina.

Secuencia de ADN que procede de dos 0 mas secuencias que se
superponen en sus extremos y se pueden juntar en una sola secuencia
no redundante.

Ensamblado de un genoma basado Unicamente en la informacion que
contienen las reads, sin necesidad de comparacion con un genoma de
referencia.

Proceso por el cual los fragmentos cortos del ADN secuenciados se
juntan en fragmentos mas grandes hasta reconstruir el genoma.
Acrénimo en inglés: ExpressedSequenceTag.

Ausencia de una o méas bases en una de las hebras del DNA duplex.
Subcadenas de caracteres en las que se compone cada secuencia y que
son utilizadas por distintos procesos bioinformaticos, como el ensamblado
de novo basado en gréficos de Bruijn por SPAdes o la asignacion
taxonémica de Kraken.

Es una biblioteca de ADN.

Nextgenerationsequencing es la tecnologia de secuenciacién masiva que
surgié después de la de Sanger.

Reaccion en cadena de la polimerasa.

Secuenciacion de lectura pareada que consiste en la secuenciacion de
fragmentos del ADN en ambos sentidos 5'y 3.

Es una serie de multiples software que se combinan para llevar a cabo un
analisis automatico determinado de forma secuencial o en paralelo.
Lecturas o secuencia del ADN continua obtenida de un secuenciador.

Es la cobertura o la parte estimada del genoma que ha sido secuenciada.
Profundidad de cobertura es la media del nUmero de veces que cada
base de un genomasecuenciando tiene una read que alinea en esa
posicion.

Serie de contigs ordenados, pero no necesariamente conectados en una
secuencia sin huecos.
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Tabla Suplementaria 2. Software para analisis de datos de secuenciacion masiva.

Accién Programa Sitio web

Calidad de secuencia FastQC www.bioinformatics.babraham.ac.uk

TRIMMOMATIC http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic
PRINSEQ http://prinseq.sourceforge.net/
DECONSEQ http://deconseq.sourceforge.net
Identificacion K-merFinder www.genomicepidemiology.org
BLAST www.nchi.nlm.nih.gov/blast
hmmer http://hmmer.org
PFAM https://pfam.xfam.org
rpsblast http://nebc.nox.ac.uk/bioinformatics/docs/rpsblast.html
PRIAM http://priam.prabi.fr
Alineamiento lipoP http://www.cbs.dtu.dk/services/LipoP/
SignalP http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
THMM http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM/
TargetP http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/
BLAST www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
QUAKE http://www.cbcb.umd.edu/software/quake/
SOAPDENOVO http://soap.genomics.org.cn/soapdenovo.htmi
Ensamblado ABYSS https://www.bcgsc.ca/resources/software/abyss
QUAST http://quast.sourceforge.net
ASSEMBLATHON https://assemblathon.org
GapFiller https://sourceforge.net/projects/qapfiller/
SSPACE3 http://www.baseclear.com
Repeatmasker http://www.repeatmasker.org
Repbase https://www.girinst.org/repbase/
DFam https://dfam.org/home
tRNAScan-SE http://lowelab.ucsc.edu/tRNAscan-SE/
RNAmmer https://services.healthtech.dtu.dk/
INFERNAL http://eddylab.org/infernal/
GENEID https://genome.crg.cat/software/geneid/
GENEMARK http://exon.gatech.edu/GeneMark/
Anotado EXONERATE https://www.eb@.ac.uk/about/vertebrate-
UNIPROT https://www.uniprot.org
SWISSPROT https://web.expasy.org/docs/swiss-prot_guideline.html
InterProScan http://www.ebi.ac.uk/interpro/search/sequence/
KOG https://mycocosm.jgi.doe.gov/Tutorial/tutorial/kog.html
DEG http://tubic.tju.edu.cn/deqg/
BUSCO https://busco.ezlab.org
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