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RESUMEN
La antracnosis es una enfermedad causada por hongos del género Colletotrichum, que impacta
gravemente cultivos de interés agricola y econémico en Ecuador, como el tomate de arbol y
naranijilla, limitando su rendimiento y vida poscosecha. En este estudio se realiz6 el ensamblaje
a escala cromosomica y la anotacion de tres aislados locales de Colletotrichum como base
para una caracterizacion funcional mas precisa. Se procesaron lecturas de lllumina mediante el
control de calidad y filtrado, luego, se generd un borrador de novo con SPAdes, v,
posteriormente, se efectud el reordenamiento cromosoémico por sintenia frente a una referencia
cercana (C. scovillei) mediante Ragout. La calidad estructural se evalu6é con QUAST y BUSCO.
La anotacion estructural se realizé con BRAKER3, se depuré a una isoforma por gen (AGAT +
gffread) y se extrajeron las proteinas y CDS correspondientes. La anotacién funcional combin6

homologia curada (DIAMOND/Swiss-Prot) y deteccién de dominios (Pfam/HMMER).

Los ensamblajes resultantes se consolidaron en 14-16 scaffolds por aislado, con N50 = 4.5-5.0
Mb, L50 = 5 y completitud BUSCO = 99.6-99.7%, compatibles con borradores a escala
cromosémica (pseudocromosomas). BRAKERS predijo ~13,700-13,900 genes por aislado, y los
conjuntos de proteinas no redundantes mostraron completitud BUSCO ~99.9%. La anotacion
funcional alcanzé 59% de cobertura por homologia y 70% por dominios, recuperando un nucleo
funcional consistente (transportadores MFS/ABC, reguladores Zn_clus/Fungal_trans,
P450/SDR, quinasas, proteinas HET), congruente con la biologia hemibiotrofa del género
Colletotrichum. En comparacion con ensamblajes a nivel de contigs, el ordenamiento
cromosdémico redujo la fragmentacion, mejord continuidad y favorecié modelos génicos mas

integros e interpretables.



ABSTRACT
Anthracnose is a disease caused by fungi of the genus Colletotrichum which severely affects
crops of agricultural and economic importance in Ecuador, such as tree tomato and naraniilla,
limiting yield and postharvest life. In this study, chromosome-scale assembly and annotation
were performed for three local Colletotrichum isolates as a basis for more precise functional
characterization. lllumina reads were subjected to quality control and filtering; a de novo draft
assembly was then generated with SPAdes, and subsequently chromosome-scale synteny-
guided reordering against a closely related reference (C. scovillei) was carried out using
Ragout. Structural quality was assessed with QUAST and BUSCO. Structural annotation was
performed with BRAKERS3, pruned to one isoform per gene (AGAT + gffread), and the
corresponding proteins and CDS were extracted. Functional annotation combined curated

homology (DIAMOND/Swiss-Prot) and domain detection (Pfam/HMMER).

The resulting assemblies were consolidated into 14-16 scaffolds per isolate, with N50 = 4.5-5.0
Mb, L50 = 5, and BUSCO completeness = 99.6—99.7%, consistent with chromosome-scale
drafts (pseudochromosomes). BRAKERS3 predicted ~13,700-13,900 genes per isolate, and the
non-redundant protein sets showed BUSCO completeness of ~99.9%. Functional annotation
achieved 59% coverage by homology and 70% by domains, recovering a consistent functional
core (MFS/ABC transporters, Zn_clus/Fungal_trans regulators, P450/SDR, kinases, HET
protein), in line with the hemibiotrophic biology of Colletotrichum. Compared with contig-level
assemblies, chromosome-scale ordering reduced fragmentation, improved continuity, and

favored more complete and interpretable gene models.



CAPITULO I: INTRODUCCION

1.1 Planteamiento del problema

La antracnosis, conocida comunmente como “ojo de pollo”, es una enfermedad
causada por hongos del género Colletotrichum. Afecta tallos, hojas e inflorescencias, aunque
el mayor impacto se observa en los frutos, donde, segun las condiciones ambientales, puede
provocar su momificacion o pudricién (Castro-Quezada et al., 2019; Ochoa et al., 2010). Este
patégeno se encuentra entre los diez hongos fitopatbgenos de mayor relevancia a nivel

mundial (Ciofini et al., 2022).

La caracterizacion de Colletotrichum representa un desafio debido a su alta
variabilidad morfolégica, patogénica y genética, lo que dificulta el desarrollo de estrategias de
manejo efectivas y sostenibles (Casarrubias Carillo et al., 2003; Rodriguez-Ortega et al., 2018;
Ruiz-Campos et al., 2022). Tradicionalmente, su identificacion se ha basado en criterios
morfologicos, pruebas de patogenicidad y sensibilidad a fungicidas. Sin embargo, estos
métodos no siempre permiten diferenciar con precision especies estrechamente relacionadas

(Casarrubias Carillo et al., 2003).

A pesar de los avances en gendmica, en Ecuador no se han desarrollado estudios de
ensamblaje y anotacién del genoma de Colletotrichum a nivel de cromosomas en aislados
locales. Esto limita la identificacion de genes asociados con virulencia, patogenicidad y
adaptacion al hospedero; lo cual restringe el alcanzar una comprensién profunda sobre el

patdgeno, obstaculizando el disefio de estrategias de control mas efectivas. Como

10

consecuencia, persisten pérdidas considerables en la produccion de cultivos de interés agricola

como el tomate de arbol y la naranijilla.



1.2 Justificacion del problema

En Ecuador, el cultivo y la comercializacién de tomate de arbol y naranijilla son parte
fundamental del sector agricola, tanto por su valor econémico como por su relevancia social.
Se estima que alrededor de 10,000 productores dependen de estas cadenas productivas.
Ademas, su exportacion representa cerca del 5.3% del Valor Agregado Bruto Agropecuario,
con destinos principales en Estados Unidos, Espafia, Reino Unido y Paises Bajos (Ministerio

de Agricultura y Ganaderia, 2024a, 2024b).

En 2023, las exportaciones de tomate de arbol alcanzaron 1,145 toneladas,
generando USD 3 millones, representando 0.03% de las exportaciones agropecuarias del
pais. Sin embargo, se reporto la pérdida de 34 hectareas de cultivos, de las cuales, el 82%
fueron afectadas por plagas y enfermedades (Ministerio de Agricultura y Ganaderia, 2024b).
En el caso de la naranjilla, se exportaron 110 toneladas, generando USD 332,000 (0.004%
de las exportaciones agropecuarias); sus pérdidas alcanzaron las 29 hectareas, con un 22%

atribuidas a plagas (Ministerio de Agricultura y Ganaderia, 2024a).

Entre los principales problemas fitosanitarios que enfrentan estos cultivos se
encuentra la antracnosis, con pérdidas de rendimiento estimadas entre el 60 y el 80%
(Castro-Quezada et al., 2019; Ochoa et al., 2010). Aungue se han realizado estudios sobre
su aislamiento, caracterizacion morfolégica y comportamiento patogénico (Guevara-Suarez

et al., 2022), el conocimiento gendémico del patdégeno en Ecuador sigue siendo limitado.

El analisis genémico a nivel de cromosomas de aislados locales de Colletotrichum
podria proporcionar informacion de gran interés sobre su diversidad genética, mecanismos
de infeccién y estrategias de adaptacién (Garcia Romero, 2019). Esto permitiria optimizar la
identificacidn de genes clave y respaldar el desarrollo de estrategias de control mas

precisas, contribuyendo a la sostenibilidad de cultivos de alto valor agricola y econémico.

11
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1.3 Objetivos de la investigacion
1.3.1 Objetivo General

Realizar el ensamblaje a nivel cromosdmico y la anotacidén del genoma de aislados
de Colletotrichum sp., causante de antracnosis en Solanum betaceum (tomate de arbol) y

Solanum quitoense (naranijilla).

1.3.2 Objetivos Especificos

e Ensamblar a nivel cromosémico el genoma de aislados de Colletotrichum sp. utilizando
herramientas bioinformaticas.

e Anotar los genomas ensamblados de Colletotrichum sp. mediante la identificacion de genes
codificantes, elementos repetitivos y/o regiones funcionales.

e Evaluar la calidad y precision del ensamblaje a nivel cromos6mico y anotacion de los
genomas de Colletotrichum sp. por comparaciéon con un ensamblaje convencional

descrito en estudios previos.



13

CAPITULO II: REVISION DE LA LITERATURA

2.1 Cultivos de tomate de arbol y naranjilla en Ecuador

El tomate de arbol (Solanum betaceum; Figura 1A) es una solanacea originaria de los
Andes sudamericanos, cultivada principalmente en Colombia, Ecuador y Peru. En Ecuador, su
produccion esta mayoritariamente en manos de pequefios y medianos agricultores,
concentrados en la region Sierra, especialmente en las provincias de Carchi, Imbabura,
Pichincha, Tungurahua, Cotopaxi, Chimborazo y Azuay (Marcial Acosta et al., 2023; Ministerio

de Agricultura y Ganaderia, 2024b).

La naranijilla (Solanum quitoense; Figura 1B), también perteneciente a la familia
Solanaceae, es originaria de los bosques subtropicales hiumedos de la cordillera de los Andes
en Ecuador, Colombia y Peru. En el pais, su cultivo comercial se desarrolla principalmente en
provincias como Napo, Pastaza y Morona Santiago; y en menor escala en Tungurahua,
Pichincha, Imbabura, Carchi y Santo Domingo de los Tsachilas (Ministerio de Agricultura 'y

Ganaderia, 2024a; Revelo M. et al., 2010).

Figural

Cultivo de Tomate de Arbol y Naranijilla en Ecuador

A

Nota. Tomate de arbol (A). Naranjilla (B). Tomado de Fichas técnicas INIAP, por INIAP, 2024.
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Ambos cultivos son parte esencial de la agrobiodiversidad ecuatoriana y constituyen
una fuente importante de ingresos y sustento para miles de familias, lo que resalta su

relevancia econdmica y social.

2.1.1 Importancia econ6micay social

El tomate de arbol es uno de los cultivos mas relevantes de la Sierra ecuatoriana, con
una produccién anual estimada de 39,725 toneladas. De esta cifra, aproximadamente 30,500
toneladas se destinan a la industria agricola y la exportacion, mientras que unas 8,600
toneladas se comercializan en mercados locales y regionales. En los Ultimos afios, sus
exportaciones han incrementado, generando ingresos significativos para las provincias
productoras. Este cultivo impulsa la economia familiar agricola, fomenta la creacion de empleo
y contribuye a la economia local al mejorar las condiciones productivas y comerciales de los

agricultores (Diaz Granda et al., 2017; Ministerio de Agricultura y Ganaderia, 2024b).

La naranijilla, por otro lado, presenta una produccion cercana a 28,000 toneladas
anuales. Es una fruta de alto valor para la agroindustria y se estima que su cultivo beneficia
directamente a unas 12,000 familias, en su mayoria pequefios agricultores que emplean mano
de obra familiar, reforzando su papel como generador de empleo rural. Ademas, al ser un
cultivo tradicional, posee un valor cultural significativo en las regiones productoras, aunque
enfrenta retos asociados al manejo fitosanitario y a la limitada incorporacién de tecnologias
para mejorar la productividad (Castro Lopez & Herrera, 2019; Ministerio de Agricultura 'y

Ganaderia, 2024a).

2.1.2 Principales problemas fitosanitarios

La productividad de los cultivos de tomate de arbol y naranijilla se ve amenazada por
diversas plagas y enfermedades. Entre estas, la antracnosis, causada por hongos del género
Colletotrichum, se considera una de las mas perjudiciales, con pérdidas de rendimiento

estimadas entre el 60 y el 80% en Ecuador. Su impacto es grave porque compromete tanto la
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produccién en campo como la calidad poscosecha, y esto reduce la competitividad en los
mercados y pone en riesgo la sostenibilidad de las plantaciones (Castro-Quezada et al., 2019;

Dofuor et al., 2023).

2.2 El género Colletotrichum

El género Colletotrichum comprende un amplio nimero de hongos fitopatégenos que
afectan una gran diversidad de cultivos, incluyendo hortalizas, legumbres, cereales y
especies tropicales y subtropicales en todo el mundo (Guevara-Suarez et al., 2022;
O’Connell et al., 2012). En la region norte de Sudamérica, especialmente en Colombia,
Ecuador, Pert y Venezuela, estos patdgenos han ocasionado pérdidas significativas en
cultivos de alto valor agricola y comercial, generando un impacto considerable (Castro-

Quezada et al., 2019).

2.2.1 Taxonomiay clasificacién

Taxonémicamente, Colletotrichum es un género complejo y de dificil clasificacion.
Desde su primera descripcion en 1,831, se han registrado 942 especies, aunque estudios
recientes sugieren que solo alrededor de 257 son aceptadas (Guevara-Suarez et al., 2022).
En la dltima década, su taxonomia ha experimentado cambios significativos debido al uso de
datos moleculares y analisis filogenéticos, ya que las caracteristicas fenotipicas por si solas

no son suficientemente precisas para su identificacion (Ruiz-Campos et al., 2022).

Los estudios moleculares han revelado la existencia de al menos once complejos de
especies, definidos como grupos morfolégicamente indistinguibles, pero genéticamente
diferenciados (Ruiz-Campos et al., 2022). Actualmente, la clasificacion integra la evaluacion
morfoldgica con el analisis multilocus de marcadores moleculares como ITS para separar
taxones a nivel de complejos; ademas, genes como GAPDH facilitan una identificacion

preliminar entre especies (Guevara-Suarez et al., 2022; F. Liu et al., 2013; Weir et al., 2012).
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2.2.2 Morfologiay ciclo de vida

El cultivo, Colletotrichum forma colonias planas con margenes definidos y micelio aéreo
de densidad variable, con tonalidades que van del blanco al gris o rosado, dependiendo del
medio y las condiciones ambientales. El reverso puede mostrar pigmentaciones grisaceas,
verdosas o anaranjadas por la esporulacion. Microscopicamente, presenta conidiéforos
hialinos, cortos y no ramificados, que producen conidios unicelulares, hialinos y de forma
cilindrica a fusiforme, dispuestos en masas de color salmén o rosado (Castro-Quezada et al.,

2019; Prada & Basto, 2011).

Los conidios son las estructuras reproductivas responsables de la generacion y
dispersion del in6culo, estos marcan el inicio de su ciclo de vida en el hospedero (Figura 2). El
ciclo comienza cuando estos entran en contacto con la superficie vegetal, germinan y forman
apresorios (estructuras especializadas que facilitan la penetraciéon mediante presion mecénica y
la secrecién de enzimas degradativas). Una vez dentro de los tejidos, el hongo desarrolla una
fase biotrofica inicial, caracterizada por hifas bulbosas que colonizan células vivas sin
destruirlas. Posteriormente, se dirige a una fase necrotréfica, en la que crecen hifas delgadas y
ramificadas que degradan rdpidamente los tejidos, provocando necrosis y el desarrollo de

sintomas visibles en la planta (Ma et al., 2022; O’'Connell et al., 2012).

2.2.3 Estrategias de infeccion y adaptacion al hospedero

Colletotrichum utiliza una estrategia de infeccién hemibiotréfica en la que alterna
fases biotroficas y necrotréficas (Ma et al., 2022; O’'Connell et al., 2012). La eficacia de este
proceso radica en su capacidad para modular la respuesta inmune de la planta mediante
genes efectores, que facilitan la colonizacion y expansion del patdégeno (Rodriguez—L6pez et
al., 2009). Algunos aislados muestran una marcada especificidad hacia ciertos hospederos,

mientras que otros presentan un amplio rango de plantas susceptibles, lo que influye



directamente en su distribucion, virulencia y dificultad de control (Casarrubias Carillo et al.,

2003; Falconi et al., 2013; Gan et al., 2021).

Figura 2

Ciclo de Vida General de Colletotrichum spp.

erminacion de los conidios i g
9 a Qi deilc .z penetracion y colonizacion

biotrofica del tejido del hospedero

— ",/ D o ) @

fase necrotroéfica y

@

acérvulo

micelio o esclerocios

invernantes en restos
de cultivo, frutos

momificados y yemas

formacion de acérvulos
en las lesiones

Nota. El hongo sobrevive como micelio o esclerocios en restos vegetales y produce conidios

gue, tras germinar y formar apresorios, penetran al hospedero. La infeccion progresa de una

17

desarrollo de sintomas

base biotréfica a una necrotréfica, generando lesiones que original nuevos acérvulos y conidios

responsables de ciclos secundarios de infeccién. Adaptado de “Development of a model for
Colletotrichum diseases with calibration for phylogenetic clades on different host plants”, por

Salotti, et al., 2023, Frontiers in Plant Sciences.

2.2.4 Variabilidad genética y plasticidad fenotipica
La variabilidad genética en Colletotrichum se manifiesta tanto en diferencias
moleculares como en la capacidad de las poblaciones para adaptarse a condiciones

ambientales diversas. Esta plasticidad fenotipica se refleja en variaciones de agresividad,
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resistencia a fungicidas y capacidad de infectar multiples especies vegetales. Estos factores
favorecen su supervivencia, ademas de que dificultan el manejo integrado y la implementacion
de programas de control sostenibles (Casarrubias Carillo et al., 2003; Falconi et al., 2013; Gan

et al., 2021).

2.3 Antracnosis

La antracnosis, también conocida como “ojo de pollo”, es considerada por muchos
productores como la enfermedad mas importante del tomate de arbol y una de las de mayor
incidencia en la naranjilla en Ecuador. Se encuentra ampliamente distribuida en las zonas
productoras y puede ocasionar pérdidas significativas tanto en campo como en poscosecha
(Castro-Quezada et al., 2019; Leo6n F. et al., 2004). Ademas de reducir el rendimiento, impacta
negativamente en la calidad comercial del fruto, limitando su vida util y su valor en el mercado
(Dofuor et al., 2023; Revelo M. et al., 2010). La enfermedad presenta mayor incidencia durante
la época lluviosa, bajo condiciones de temperatura promedio entre 13 a 15 °C y humedad
relativa superior al 90%, que favorecen la germinacion y dispersién del patégeno (Castro-

Quezada et al., 2019; Ledn F. et al., 2004).

2.3.1 Sintomatologia

Los sintomas de la antracnosis de observan principalmente en los frutos (Figura 3),
aunque también pueden afectar tallos, ramas, hojas e inflorescencias (Castro-Quezada et
al., 2019; Ochoa et al., 2010). En frutos en desarrollo, las primeras manifestaciones son
decoloraciones y pequerfias lesiones de aspecto aceitoso, que progresivamente evolucionan
a manchas oscuras, hundidas y de bordes bien definidos. En el centro de estas lesiones se
forma un polvillo de color rosado o salmén, caracteristico de la esporulacién del hongo. A
medida que la infeccidn avanza, las lesiones se juntan hasta cubrir gran parte de la

superficie, provocando la momificacion del fruto (Ledn F. et al., 2004).
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En frutos maduros o cercanos a la cosecha, las lesiones se expanden rapidamente,
comprometiendo el aspecto y la textura del fruto (Castro-Quezada et al., 2019). En hojas, la
enfermedad se presenta como manchas con anillos concéntricos oscuros y bordes bien
definidos, mientras que en inflorescencias provoca la caida prematura de flores y manchas
en los pétalos (Ochoa et al., 2010). La infeccion puede permanecer latente hasta después
de la cosecha, manifestandose durante el transporte y almacenamiento, lo que compromete
la calidad, clasificacion, empaque y comercializacién del producto (Castro-Quezada et al.,

2019; Dofuor et al., 2023; Ochoa et al., 2010).

Figura3

Sintomas de Antracnosis en Frutos de Tomate de Arbol y Naranjilla

Nota. Tomate de arbol (A). Naranjilla (B). Tomado de “Ojo de pollo y su control”, por Instituto

Nacional Autbnomo de Investigaciones Agropecuarias (INIAP), 2010.

2.3.2 Métodos de control y manejo actuales

El manejo de la antracnosis se basa en la deteccidon temprana y la reduccién de fuentes
de inéculo. ElI monitoreo frecuente de la plantacion permite identificar focos iniciales y retirar
manualmente los frutos afectados, evitando que actien como reservorios del patégeno. En

zonas humedas o durante la época lluviosa, la aplicacion de fungicidas puede disminuir la
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incidencia, sin embargo, su efectividad rara vez supera el 60%, por lo que se recomienda

integrarlos en un manejo integrado para lograr un control mas sostenible (Leén F. et al., 2004).

Dentro de este enfoque, las estrategias tradicionalmente aplicadas incluyen
tratamientos fisicos y el uso de fungicidas quimicos. Entre los métodos fisicos se encuentran el
calentamiento por vapor, el secado con aire forzado y la inmersion en agua caliente, capaces
de inhibir el desarrollo de Colletotrichum, aunque con riesgo de afectar la calidad organoléptica
y nutricional del fruto. El control quimico emplea compuestos cupricos, estrobilurinas,
ditiocarbamatos, benzimidazoles y triazoles. Si bien estos productos reducen el in6culo y
retrasan el desarrollo fingico, el uso repetido de moléculas con el mismo modo de accién ha se
relaciona con la aparicion de cepas resistentes y supone riesgos para la salud humanay el

medio ambiente (Ciofini et al., 2022).

Las regulaciones internacionales sobre limites maximos de residuos han registrado o
prohibido ciertos fungicidas, obligando a los productores a invertir en tecnologias y préacticas
gue cumplan con dichos estandares (Ciofini et al., 2022). Esto ha impulsado la busqueda de
alternativas innovadoras y sostenibles, con menor toxicidad y bajo impacto ambiental. Entre
ellas, el control biolégico mediante bacterias, hongos antagonistas y levaduras ha mostrado
reducciones considerables en la incidencia y severidad de la enfermedad. Asi mismo, extractos
vegetales y aceites esenciales de especies han evidenciado actividad antifingica, aunque

requieren optimizacién para su uso a escala comercial (Ciofini et al., 2022).

Otras alternativas incluyen el desarrollo estrategias basadas en biotecnologia, como la
edicion génica mediante “Nuevas Tecnologia de Mejoramiento” (NBT), que emplean sistemas
como CRISPR-Cas9 y nucleasas especificas para introducir modificaciones genémicas
precisas gue incrementen la resistencia de las plantas. Sin embargo, su aplicacién contra
Colletotrichum esta limitada por el conocimiento incompleto sobre los mecanismos genéticos

gue regulan la respuesta de las plantas a este patégeno (Ciofini et al., 2022).
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A pesar de los avances en el desarrollo de estrategias de control quimicas, biolégicas y
biotecnoldgicas, su eficacia a largo plazo depende de una identificacion precisa del agente
causal. Dada la complejidad taxonémica y la alta variabilidad genética de Colletotrichum,
comprender su diversidad y mecanismos de patogenicidad es clave para disefiar medidas de
manejo mas efectivas (Casarrubias Carillo et al., 2003; Castro-Quezada et al., 2019; Falconi et

al., 2013).

Dado que la efectividad de estas estrategias depende en gran medida de una correcta
identificacion del agente causal, los avances en la caracterizacién de Colletotrichum resultan

esenciales para un manejo mas preciso y sostenible de la antracnosis.

2.4 Avances en la caracterizacion de Colletotrichum

En la region interandina de Ecuador, Colletotrichum acutatum y C. gloeosporioides se
han identificado como los principales agentes causales de la antracnosis en tomate de arbol y
naranijilla, mientras que en la zona sur también se ha reportado C. tamarilloi, perteneciente al
complejo C. acutatum (Caicedo et al., 2017; Castro-Quezada et al., 2019; Guevara-Suarez et
al., 2022). Ademas, se ha registrado la presencia de C. fructicola, C. scovillei y C. coccodes en

cultivos de otras especies de solanaceas del pais (Cajas Salazar, 2020).

2.4.1 Métodos tradicionales de identificacion

Tradicionalmente, la identificacion de Colletotrichum se ha basado en la caracterizacion
morfolégica, como la observacion del crecimiento de las colonias, la forma y tamafio de los
conidios, y la presencia de setas; asi como en la evaluacién de la reaccion de diferentes
hospederos (Casarrubias Carillo et al., 2003; Castro-Quezada et al., 2019; Falconi et al., 2013).
Sin embargo, la alta variabilidad fenotipica entre aislados y la existencia de especies
morfolégicamente indistinguibles limitan la precision de este enfoque (Casarrubias Carillo et al.,

2003). Por ejemplo, el complejo C. acutatum puede ser o no patdgeno, mientras que C.
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asianum, C. boninense, C. tamarilloi y C. theobromicola son patégenos no especificos y

pueden infectar diversos hospederos (Castro-Quezada et al., 2019).

2.4.2 Métodos moleculares

El uso de secuencias de regiones como ITS y genes como GAPDH, ACT y TUB2 ha
permitido diferenciar complejos de especies e identificar aislados a nivel molecular. En
Colombia, estos marcadores han confirmado la presencia de especies pertenecientes a los
complejos C. acutatum, C. boninense y C. gloeosporioides en frutos tropicales (Castro-
Quezada et al., 2019). En Ecuador, estudios combinados de morfologia y secuencias genéticas
han confirmado la prevalencia de C. acutatum en la Sierra Norte (Pichincha, Cotopaxi,
Imbabura) y de C. tamarilloi en la Sierra Sur (Azuay, Loja) (Caicedo et al., 2017; Falconi et al.,

2013).

2.4.3 Andlisis gendémicos

Aunqgue los marcadores moleculares han representado un avance importante, resultan
insuficientes para caracterizar completamente la diversidad genética y los factores asociados a
la patogenicidad (Falconi et al., 2013). El andlisis gendémico ofrece una resolucion superior para
identificar genes asociados a virulencia y adaptacién. En Ecuador, Bermeo (2024) analiz6
genomas de aislados locales de Colletotrichum patégenos de tomate de arbol y naranjilla;
identificando 11,623 genes codificantes, de los cuales solo seis fueron clasificados como
posibles efectores. El alto porcentaje de genes hipotéticos evidencia la necesidad de optimizar

los procesos de ensamblaje y anotacion para mejorar la clasificacion funcional.

El ensamblaje a nivel cromosémico en especies de Colletotrichum ha demostrado ser
Gtil para detectar reorganizaciones gendmicas asociadas a la evolucion y patogenicidad,
como se ha documentado den C. higginsianum y C. gloeosporioides (Dallery et al., 2017;

Gan et al., 2021; H. Wang et al., 2023). Este enfoque podria permitir una mejor anotacion
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genomica de aislados ecuatorianos, la identificacion de genes clave y el disefio de

estrategias mas eficaces para el manejo de la antracnosis.

2.4.4 GenOmica de Colletotrichum

Los estudios gendmicos en especies del género Colletotrichum han evidenciado una
notable diversidad en el tamafio, la organizacion cromosémica y el contenido génico, atribuida
a la plasticidad evolutiva de este grupo de hongos fitopatégenos (Casarrubias Carillo et al.,
2003; Falconi et al., 2013; Gan et al., 2021). En general, los genomas nucleares de especies
representativas como C. higginsianum, C. gloeosporioides y C. scovillei presentan tamafios
comprendidos entre 45 y 60 Mb, con un contenido de GC cercano al 50-54% (Adhikari et al.,
2025; Dallery et al., 2017; Hsieh et al., 2022; Huo et al., 2021). El nUmero de cromosomas
suele oscilar entre 11 y 13, dentro de los cuales suelen incluirse minicromosomas de menos de
1 Mb, ademas de un genoma mitocondrial independiente de entre 30 y 35 Kb (Baroncelli et al.,

2021; Becerra et al., 2023; H. Wang et al., 2023).

La anotaciéon de genomas en distintas especies de Colletotrichum ha reportado entre
11,000 y 16,000 genes codificantes (Adhikari et al., 2025; Lu et al., 2022; Y. Wang et al., 2023).
Entre estos se destacan familias de genes efectores, enzimas degradadoras de pared celular y
proteinas involucradas en la detoxificacion, que participan en la colonizacién y adaptacion a
diferentes hospederos (Lu et al., 2022). Asimismo, la abundancia de elementos transponibles y
la ocurrencia de reordenamientos cromosomicos son considerados factores clave en la
evolucién del género, pues favorecen la rapida diversificacién de especies, la adquisicion de

nuevos rangos de hospederos y la aparicion de resistencia a fungicidas (Y. Wang et al., 2023)
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2.5 Herramientas bioinforméticas y gendémica aplicada a hongos fitopatégenos

2.5.1 Importancia del andlisis genémico

La gendémica juega un papel fundamental en el estudio de la variabilidad y
patogenicidad de los hongos fitopatdgenos. Permite identificar la diversidad genética
derivada de elementos transponibles y secuencias repetitivas, que contribuyen a la
adaptacion del hongo y a su capacidad para evadir las defensas del hospedero (Garcia
Romero, 2019). También posibilita la caracterizacién de genes asociados a patogenicidad,
como los que intervienen en la formacién de apresorios y la produccién de toxinas, claves

para comprender los mecanismos de virulencia (Rodriguez—Lo6pez et al., 2009).

En Colletotrichum, este tipo de andlisis han facilitado la identificacién de genes
efectores y reorganizaciones cromosémicas asociadas a la adaptacion a distintos
hospederos, aportando informacién fundamental para el desarrollo de estrategias de control

(Dallery et al., 2017; Gan et al., 2021; Y. Wang et al., 2023).

2.5.2 Secuenciacion de nueva generacion (NGS)

La secuenciacion gendmica ha evolucionado desde el método de Sanger hacia
tecnologias de nueva generacion (NGS) (Figura 4), que permiten generar grandes volimenes
de datos con mayor rapidez y menor costo. Las plataformas de lectura corta, como lllumina e
lon Torrent, ofrecen alta precision, mientras que las de lectura larga, como Oxford Nanopore y
PacBio, facilitan la resolucion de regiones repetitivas y estructuralmente complejas (Brenes-
Guillén, 2019). En hongos fitopatégenos, la combinacién de lecturas cortas y largas ha
demostrado mejorar la continuidad y calidad de los ensamblajes, favoreciendo el analisis

detallado de su organizacién genémica (Dallery et al., 2017; Tsushima & Shirasu, 2022).
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Figura4

Esquema General del Flujo de la Secuenciacion de Nueva Generacion (NGS)
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Nota. El proceso incluye: (1) preparacion de la libreria mediante fragmentacion del ADN e
incorporaciéon de adaptadores; (2) amplificacion en puente de la libreria; (3) secuenciacion de
nucleotidos marcados con fluorescencia durante multiples ciclos; y (4) andlisis bioinformético,
en el que las lecturas se alinean y ensamblan en contigs para la reconstruccién de la secuencia
gendmica. Adaptado de “Next Generation Sequencing (NGS) and its application in genomics”

por Aseem, 2023.
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2.5.3 Ensamblaje genémico

El ensamblaje genémico consiste en la reconstruccidn de la secuencia de un genoma a
partir de fragmentos de ADN obtenidos mediante secuenciacion masiva (Brenes-Guillén, 2019).
Existen dos estrategias principales: de novo, que no requiere informacién previa, y la basada
en referencia, que utiliza un genoma previamente ensamblado como guia (Aguilar-Bultet &
Falquet, 2015). A nivel computacional, los ensamblajes se basan en algoritmos como los
grafos de Bruijn, empleados en lecturas cortas de lllumina, como SPAdes (Prjibelski et al.,
2020) o Velvet (Zerbino & Birney, 2008); o los modelos overlap-layout-consensus (OLC),
utilizados en lecturas largas de PacBio y Nanopore, como CANU (Koren et al., 2017) o Flye

(Kolmogorov et al., 2019; Pallarés Zazo, 2021; Prjibelski et al., 2020; Rivas & Mcewen, 2011).

2.5.3.1 Construccién de pseudocromosomas.

Tradicionalmente, el ensamblaje gendmico a partir de lecturas cortas como lllumina,
alcanza el nivel de contigs o scaffolds. Esto se debe a que las lecturas, de tan solo 100-300 pb,
no logran resolver adecuadamente regiones altamente repetitivas o estructuralmente complejas
del genoma, lo que genera fragmentacion y limita la obtencién de secuencias continuas a

escala cromosomica (Dida & Yi, 2021a; Treangen & Salzberg, 2012).

El salto hacia pseudocromosomas puede lograrse mediante el uso de datos adicionales
(ej. Hi-C, mapas opticos) o por el ordenamiento por sintenia con genomas de referencia
cercanos, utilizando herramientas como Ragout o RaGOO (Alonge et al., 2019; Kolmogorov et
al., 2018). Los bloques de sintenia (Figura 5) se definen como regiones cromosémicas que
conservan un orden comun de genes homadlogos derivados de un ancestro compartido (D. Liu
et al., 2018). Este principio es utilizado por algoritmos de ordenamiento que colocan y orientan
scaffolds fragmentados en funcién de la organizaciéon cromosdémica de un genoma de

referencia filogenéticamente cercano (Alonge et al., 2019; Kolmogorov et al., 2014, 2018).
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En hongos como Colletotrichum, la aplicacion de la sintenia resulta Gtil para construir
pseudocromosomas confiables para identificar regiones divergentes asociadas con la

patogenicidad y adaptacion al hospedero (Gan et al., 2021).

Figura5

Bloques de sintenia entre cromosomas homélogos de especies cercanas
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Nota. Ejemplo general de sintenia entre dos cromosomas de especies distintas que comparten
un gen en comun (recuadro rojo). Los marcadores homadlogos (flechas de colores), conectados
por lineas, ilustran regiones conservadas entre genomas, denominados bloques de sintenia,

que sirven de base para ordenar scaffolds en pseudocromosomas. Tomado de (Sinha & Meller,

2007).

2.5.4 Anotacion genGmica

La anotacién gendmica es el proceso de identificar y caracterizar los elementos
funcionales de un genoma ensamblado (Figura 6). Se clasifica en anotacién estructural, que
delimita genes, exones, intrones y regiones reguladoras; y anotacion funcional, que asigna
posibles funciones bioldgicas a las secuencias predichas (Aguilar-Bultet & Falquet, 2015;

Brenes-Guillén, 2019; Yandell & Ence, 2012).



La anotacién estructural combina predicciones ab initio mediante modelos

estadisticos (ej. AUGUSTUS, GeneMark), junto con alineamiento con proteinas homoélogas y

datos transcriptémicos (RNA-Seq), que validan y refinan los modelos génicos (Brlna et al.,
2021; Yandell & Ence, 2012). La anotacion funcional complementa este proceso al asignar
roles bioldgicos a las secuencias identificadas. Para ello se emplea la comparacion con
bases de datos de proteinas y dominios, como UniProtKB, eggNOG, Pfam e InterPro, que
permiten inferir homologia y funcién (Yandell & Ence, 2012). Ademas, se utilizan
clasificaciones jerarquicas como Gene Ontology (GO) para describir procesos bioldgicos,
funciones moleculares y componentes celulares, junto con la integracion en rutas
metabdlicas a través de KEGG, lo que facilita el estudio de la organizacion funcional y

metabdlica del genoma (Huerta-Cepas et al., 2019; Kanehisa & Goto, 2000; Thomas, 2017).

Figura 6

Proceso de ensamblaje y anotacion de un genoma
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Nota. Representacion general del flujo en genémica: el ADN se fragmenta y las lecturas
obtenidas se ensamblan en secuencias mas largas, que posteriormente son anotadas para
identificar genes, regiones no codificantes y repeticiones. Adaptado de “Whole-genome
sequencing approaches for conservation biology: Advantages, limitations and practical

recommendations” por (Fuentes-Pardo & Ruzzante, 2017).
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CAPITULO Ill: METODOLOGIA

El flujo general de trabajo (Figura 7), partié del control de calidad y filtrado de lecturas
lllumina (FastQC, Trimmomatic), se generé un ensamblaje de novo con SPAdes y luego se
ordenaron y orientaron los fragmentos a escala cromosémica mediante Ragout por sintenia con
una referencia cercana (Colletotrichum scovillei). Se evalué la continuidad y estructura con
QUAST/Bandage y la completitud génica con BUSCO. Se realizé la anotacion estructural con
BRAKERS3 guiada por proteinas de OrthoDB, se depuré a una isoforma por gen y se extrajeron
los CDS/proteinas (AGAT/gffread). Finalmente, se efectud la anotacién funcional por homologia
(DIAMOND/ Swiss-Prot) y por dominios (Pfam/HMMER), y se compar6 la calidad estructural y
funcional frente a un ensamblaje convencional a nivel de contigs reportado en un estudio

previo.

Figura7

Pipeline metodolégico empleado en el presente estudio

Obtencién de lecturas Ordenamiento a nivel ., .
(lllumina) cromosémico Depuracion a una isoforma
FASTQ crudos Ragout AGAT/gffread

Control de calidad y Anotacién funcional por

reprocesamiento Evaluacién de ensamblaje homologia y dominios
F apsropc i Quast, BUSCO, Bandage DIAMOND/Swiss-Prot:
’ Pfam/HMMER

Comparacion estructural
y funcional de los
ensamblajes

Ensamblaje de novo Anotacién
SPAdes estructural BRAKER3

3.1 Obtencién de las secuencias
Las secuencias analizadas corresponden a tres aislados de Colletotrichum recolectados

en diferentes localidades de la regién interandina del Ecuador, en funcién del cultivo
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hospedero: tomate de arbol y/o naranjilla. La secuenciacién fue realizada por la empresa
BMKGENE, utilizando la plataforma de lllumina, la cual generé lecturas paired-end (forward y
reverse) en formato FASTQ. La informacion de procedencia y hospedero de los aislados se

presentan en la Tabla 1.

Tabla 1

Aislados de Colletotrichum analizados

Cddigo de identificacion

. Procedencia Hospedero infectado
del aislado
Col_ToNa GET-Tumbaco Tomate de arbol y naranijilla
Col_To Tandapi Tomate de arbol
Col_Na Rio Verde-Bafios Naranijilla

3.2 Procesamiento de Secuencias Crudas
Las secuencias crudas de los tres aislados de Colletotrichum (Col_ToNa, Col_To,

Col_Na) fueron importadas en la plataforma KBase (https://www.kbase.us/) en formato non-

interleaved paired-end.

El control de calidad inicial se realizé6 mediante la herramienta FastQC 0.12.1 (Andrews,
2010), evaluando parametros como la calidad promedio por base (Phred score), contenido GC,

la presencia de adaptadores y la presencia de nucleétidos indefinidos (N).

Posteriormente, se aplico un filtrado con Trimmomatic v0.39 (Bolger et al., 2014),
aplicando parametros para eliminar bases de baja calidad y lecturas excesivamente cortas,
manteniendo la cobertura adecuada para el ensamblaje (Leading minimum quality: 3, Trailing
minimum quality: 3, minimum read length: 75, sliding window: 4:20). El recorte de adaptadores

no fue necesario, ya que el reporte de calidad inicial no evidenci6 su presencia.

Finalmente, se aplicé nuevamente FastQC sobre las lecturas filtradas, para confirmar la

mejora en la calidad y cobertura adecuada para el ensamblaje.


https://www.kbase.us/
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3.3 Ensamblaje a Nivel Cromosomico del Genoma

3.3.1 Ensamblaje de novo con SPAdes

El ensamblaje preliminar se llevé a cabo con SPAdes Genome Assembler v3.15.5
(Prjibelski et al., 2020) en la plataforma KBase. Este ensamblador, basado en grafos de Bruijn,
esta optimizado para lecturas cortas de lllumina y permite generar contigs y scaffolds a partir de
datos se secuenciacion de novo. Se obtuvo un borrador genémico en formato FASTA que
constituyo6 el target para en ensamblaje asistido por referencia Ragout, dado que esta
herramienta no trabaja con lecturas crudas, sino con ensamblajes preliminares ya construidos

(Kolmogorov et al., 2018).

3.3.2 Seleccion y preparacion de la referencia
Como genoma de referencia, se emple6 Colletotrichum scovillei (NCBI RefSeq

Assembly: GCF 011075155.1), identificado como especie filogenéticamente cerca a los

aislados de interés (Col_To, Col_Na, Col_ToNa) de acuerdo con andlisis previos (Bermeo
Salazar, 2024). Para garantizar la compatibilidad con los algoritmos de deteccién de bloques de

sintenia, tanto la referencia como el target fueron preprocesados mediante:

e Conversion de secuencias a mayusculas.
e Sustitucidon de caracteres no estandar (# A,C,T,G,N) por “N”.

¢ Simplificacién de encabezados FASTA, eliminando espacios y caracteres especiales.

3.3.3 Ensamblaje a Nivel Cromosémico con Ragout

El ensamblaje a nivel cromosoémico se realizé con Ragout v2.3 (Reference-Assisted
Genome Ordering UTility) (Kolmogorov et al., 2018), herramienta que ordena y orienta contigs
en cromosomas mediante grafos de adyacencia de bloques de sintenia entre la referencia y el
ensamblaje target. El proceso se ejecutd en un entorno Linux a través de la consola de

comandos de Visual Code Studio (VCS).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCA_011075155.1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCA_011075155.1/
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Se ejecuto el modo “legacy recipe” definiendo una referencia (.references = cscov) y el
ensamblaje objetivo o target (.target = tona). Para la deteccién de bloques de sintenia, se
empled el backend Sibelia (Pham et al., 2013) con tres escalas de resolucion (5 kb, 500 pb y
100 pb). Ragout infiri6 el orden y orientacion de los fragmentos, generando scaffolds

cromosomicos en formato FASTA (Kolmogorov et al., 2018).

3.3.4 Evaluacion del ensamblaje

La evaluacion se realizé con un conjunto de herramientas complementarias. Se utilizo
QUAST v5.2.0 (Mikheenko et al., 2018) para obtener métricas de continuidad (N50, L50,
namero de scaffolds, longitudes totales, %GC, bases N), y estadisticas de alineamiento
respecto al genoma de referencia (genome fraction, misassemblies, mismatches). Ademas, se
ejecuté BUSCO v5.0.0 (Manni et al., 2021) para evaluar la completitud génica usando el linaje
Sordariomycetes (sordariomycetes_odb10), ya que el género Colletotrichum pertenece a esta
clase (Schoch et al., 2020). Por ultimo, se emple6 Bandage v0.8.1 (Wick et al., 2015) para la

visualizacién de los grafos de ensamblaje producidos por SPAdes y Ragout.

El procedimiento completo de ensamblaje asistido por referencia y evaluacion fue

replicado para los tres aislados (Col_To, Col_Na, Col_ToNa).

3.4 Anotacion del Genoma

3.4.1 Anotacion Estructural del Genoma

La anotacién estructural de los genomas ensamblados se realiz6 con BRAKER3
(Gabriel et al., 2024), un pipeline automatizado que integra evidencias ab initio y basadas en
homologia para la prediccion de genes. Este software combina tres componentes principales:
GeneMark-ETP, que utiliza modelos probabilisticos entrenados con evidencia externa para la
prediccion de genes; AUGUSTUS, que refina los modelos y produce anotaciones génicas
completas; y ProtHint, que genera pistas de alineamientos proteina-genoma a partir de bases

de datos de proteinas de referencia. La integracion de estas herramientas permite identificar de
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manera precisa exones, intrones y marcos de lectura abiertos en genomas fungicos. Dado que
el proceso es altamente demandante en recursos computacionales, la ejecucién se realizé en

una supercomputadora.

Como evidencia proteica se utilizé la particion Fungi.fa.gz de OrthoDB v12

(https://bioinf.uni-greifswald.de/bioinf/partitioned odb12/) (Tegenfeldt et al., 2025), una base de

datos de ort6logos curada y ampliamente utilizada para anotacion gendémica y evaluaciéon de
completitud con BUSCO (Manni et al., 2021). Esta particion contiene proteinas representativas
de especies fungicas y proporciona alineamientos de alta calidad que incrementan la

sensibilidad y precision en la deteccion de genes homologos (Tegenfeldt et al., 2025).

Como resultado, BRAKER3 gener6 archivos de anotacion en formato GTF
(coordenadas génicas y estructura de transcritos), asi como secuencias CDS y proteinas en
formato FASTA, los cuales fueron empleados para la anotacién funcional y analisis

comparativo.

A partir de los archivos de prediccion generados por BRAKER en formato GTF, se
realizo una conversion a formato GFF3 utilizando AGAT (Herramienta de Anotacion Genomica).
Posteriormente se aplico el script agat_sp_keep_longest_isoform.pl para conservar Gnicamente
la isoforma mas larga por locus génico, evitando redundancias en la prediccion de transcritos
alternativos. Con el archivo resultante se emple6 gffread para extraer las secuencias de las
regiones codificantes (CDS) y sus respectivas traducciones proteicas en formato FASTA. Este
procedimiento generd dos conjuntos depurados: un archivo CDS y un archivo de proteinas, no

redundantes y representativos de una isoforma por gen.

La calidad y completitud de la anotacién estructural se evalué con BUSCO (Manni et al.,
2021), empleando el modo protein sobre las secuencias de aminoacidos predichas. Se utilizo el

dataset fungi_odb10, que contiene 758 genes ortélogos altamente conservados, grupo


https://bioinf.uni-greifswald.de/bioinf/partitioned_odb12/
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taxonomico al que pertenece Colletotrichum. BUSCO clasifico cada ortologo en categorias de
completo (de copia Unica o duplicado), fragmentado o ausente, permitiendo estimar la
completitud y precision de la anotacién generada por BRAKER3. Este procedimiento se realizd

antes y después de la depuracién de las anotaciones con AGAT+gffread.

3.4.2 Anotacién Funcional del Genoma

La anotacién funcional de los conjuntos proteicos no redundantes (~13,000 proteinas
por aislado) se abord6 mediante dos enfoques complementarios. En primer lugar, se realizé la
busqueda de homologias utilizando DIAMOND BLASTp v2.1.10 (Buchfink et al., 2021) contra la
base de datos UniProt/SwissProt (Boutet et al., 2007), empleando el parametro -k 1 para
recuperar Unicamente el mejor alineamiento por proteina. Este procedimiento permitio
cuantificar el nUmero de secuencias con anotacion por similitud y obtener descripciones

funcionales a partir de proteinas homoélogas caracterizadas en bases de datos curadas.

Para la identificacion de dominios conservados se empleo la base de datos Pfam-A
(Finn et al., 2013), ampliamente utilizada en la anotacion de proteinas fungicas. El andlisis se
ejecutd mediante el script pfam_scan.pl en combinacion con HMMER v3.4 (Finn et al., 2011),
aplicando un nivel de significancia de e-value < 1e-5 tanto a nivel de secuencia como de
dominio. Este enfoque permitié detectar dominios y motivos estructurales que aportan

informacién funcional independiente de la anotacién por homologia.

3.5 Comparacion de los Ensamblajes a Nivel Cromosémico vs. Nivel Contigs
3.5.1 Comparacion Estructural de los Ensamblajes

Los ensamblajes obtenidos por SPAdes y Ragout fueron comparados mediante
métricas reportadas por QUAST y BUSCO, visualizacién de grafos en Bandage y la distribucion

de longitudes de contigs con Compare Assembled Contig Distribution.
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En primer lugar, se analizaron los reportes generados por QUAST v5.2.0 (Mikheenko et
al., 2018), contrastando las métricas clasicas de ensamblaje: nimero de contigs, longitudes,
N50/L50, porcentaje de GC y bases indefinidas “N”; obtenidas tanto en el ensamblaje
convencional de novo con SPAdes como en el ensamblaje asistido por referencia con Ragout.
Esto permitié establecer diferencias en la continuidad y estructuraciébn cromosémica alcanzada

entre ambos enfoques.

Posteriormente, se realizé una inspeccion visual de la organizacion de los grafos de
ensamblaje en Bandage v0.8.1 (Wick et al., 2015). Para ello, se cargaron los archivos FASTA
resultantes de cada ensamblaje. Esta comparacion cualitativa permitié evidenciar diferencias
en la complejidad del grafo y continuidad de contigs, proporcionando una validacién visual del

impacto del reordenamiento cromosémico.

Finalmente, se empledé Compare Assembled Contig Distribution v1.1.2 disponible en la
plataforma KBase. Esta herramienta permiti6 comparar de manera grafica la distribucion de
longitudes de contigs entre ensamblajes, facilitando la identificacién de mejoras en continuidad

y reduccion en el nimero de fragmentos tras la aplicacion de Ragout.

3.5.2 Comparacion Funcional

La comparacion se plante6 para contrastar los resultados funcionales del pipeline
empleado en el presente estudio (que partié de un ensamblaje a nivel cromosdémico y una
anotacion estructural/funcional estandarizada), con los resultados obtenidos en un estudio
previo realizado por Bermeo Salazar (2024), en el que los aislados fueron ensamblados de
novo con SPAdes y anotados con funannotate. La comparacion se disefié como un modelo
descriptivo basado en métricas reportadas por cada trabajo. Toda la informacion se organizé
posteriormente en una tabla de resumen por aislado y por tipo de métrica, acompafnada de una

descripcién de coincidencias y diferencias entre estudios.
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CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Procesamiento de Secuencias Crudas

El control de calidad con FastQC mostrd lecturas de alta calidad en los tres aislados
(Col_To, Col_Na, Col_ToNa), con valores promedio de Phred ~39, sin adaptadores, ni
secuencias sobrerrepresentadas y con un contenido de GC estable dentro del rango esperado
para hongos como Colletotrichum (40-50%) (Adhikari et al., 2025; Huo et al., 2021). Tras el
recorte, los cambios fueron minimos: se observé una ligera reduccion en la longitud de algunos
extremos (ajuste del rango 100-150 pb a 75-150 pb) sin deterioro de la calidad por base ni del
GC, lo que confirma que el preprocesamiento no comprometio la informacion util para en

ensamblaje (Figura 8).

Figura 8

Graficos de calidad de lecturas después del filtrado
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Nota. Resultados de la calidad de las lecturas para las secuencias Forward y Reverse

respectivamente del aislado Col_ToNa. Phred Score ~39. Gréficas generadas por FastQC.

La Tabla 2 resume el leve descenso en bases totales (2.9-3.0 — 2.8—2.9 Gpb) tras el
filtrado, manteniéndose Phred =39 y GC~=49-50%. Esto indica que el trimming removié

fragmentos deteriorados sin afectar la calidad global ni la cobertura efectiva, condicién clave
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para la construccion de grafos de ensamblaje robustos que sirven de base tanto para

ensamblajes de novo como para los basados en referencia (Bolger et al., 2014).

Tabla 2

Resumen por aislado del control de calidad y filtrado de lecturas

Aislado Total de bases Tptal de bases GC (%) Calidad media
crudas (Gpb) filtradas (Gpb) (Phred Score)
Col_ToNa 3.0 2.9 50 ~39
Col_To 2.9 2.8 49 ~39
Col_Na 3.0 2.8 49 ~39

Nota. Los valores reportados en la tabla son el promedio de los datos de las lecturas forward y reverse

para cada aislado. Los valores de GC y Phred se mantuvieron constantes antes y después del filtrado.
4.2 Ensamblaje a Nivel Cromosdmico del Genoma

4.2.1 Ensamblaje de novo con SPAdes

El ensamblaje inicial con SPAdes presentd tamafios gendmicos de 52.4-54.2 Mb,
acordes con lo descrito para especies de Colletotrichum (O’Connell et al., 2012), aunque con
un nivel elevado de fragmentacion: Col_ToNa 1,170 contigs (N50=0.93; L50=19), Col_To 430
contigs (N50=0.44; L50=39) y Col_Na 1,027 contigs (N50=0,46; L50=36) (Tabla 3). A pesar de
gue el %GC (~51%) y el nimero de N por 100 kb (3.6-6.7) fueron bajos, la fragmentacion limita
la reconstruccion de genes largos y la evaluacion de la sintenia, lo que hace necesario

optimizar el ensamblaje mediante estrategias de asistencia por referencia (Dida & Yi, 2021b).

Tabla 3

Métricas de ensamblaje de novo (SPAdes) por aislado

. # Contig Longitud GC N/
Aislado Contigs mas largo total NS0 L50 (%) 100 kpb
Col_ToNa 1170 2,246,602 52,697,920 929,323 19 50.92 5.89

Col_To 430 1,262,157 52,414,135 444,786 39 51.02 3.75
Col_Na 1027 1,807,121 54,179,120 464,458 36 50.89 6.7

Nota. Los datos fueron obtenidos de los reportes de QUAST.
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4.2.2 Ensamblaje a Nivel Cromosomico con Ragout

El ensamblaje preliminar de novo con SPAdes se ordend y orientd con Ragout,
generando scaffolds de escala cromosomica a partir de bloques de sintenia con una referencia
cercana. Ragout implementa un enfoque de reordenamiento genémico que aprovecha multiples
referencias, y deduce el orden y la orientacién de los fragmentos para producir ensamblajes a

nivel de cromosomas (Kolmogorov et al., 2014, 2018).

En este caso, el ensamblaje con Ragout consolidé el genoma en 14-16 scaffolds por
aislado (Figuras 9-11), con scaffolds maximos de 6.5-6.6 Mb, N50 de 4.5-5 Mb y L50 = 5 (Tabla
4). Estos valores indican que la mitad del genoma queda contenida en solo cinco fragmentos,
un patrén consistente con ensamblajes a escala cromosdmica (Dallery et al., 2017; Kolmogorov
et al., 2018). Ademas, menos del 2% de la secuencia total quedo6 en fragmentos no ubicados

(<1Mb), lo que refleja que practicamente todo el genoma fue organizado en megascaffolds.

Figura9

Representacion visual de los scaffolds ensamblados de Col ToNa
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Nota. Grafico obtenido del Software Geneious Prime.



Figura 10

Representacion visual de los scaffolds ensamblados de Col To
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Nota. Gréfico obtenido del Software Geneious Prime.

Figura1l

Representacion visual de los scaffolds ensamblados de Col_Na

. chr_NW_023336259.1
. chr_NW_023336260.1

. chr_NW_023336261.1

. chr_NW_023336262.1
. chr_NW_023336263.1
. chr_NW_023336264.1

6,519,681

. chr_NW_023336265.1
. chr_NW_023336266.1
. chr_NW_023336267.1

WoONOUL S WN—

10. chr_NW_023336268.1

11. chr_NW_023336269.1
12. chr_NW_023336270.1
13. chr_NW_023336271.1 —
14. chr_NW_023336272.1 =———
15. chr_NW_023336273.1 =

16. chr_NW_023336274.1 *

Nota. Grafico obtenido del Software Geneious Prime.

4.2.3 Evaluacion del Ensamblaje

Para la valoracion estructural se empleé QUAST, que resume contigtiidad (N50/L50),

tamafo y composicién (longitud total, %GC) y gaps (N por 100 kpb) (Mikheenko et al., 2018).

Las métricas reportadas para el ensamblaje asistido por referencia (Tabla 4) muestran valores
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de N50/L50 y scaffold maximo consistentes con ensamblajes cromosomicos (Dallery et al.,
2017; Kolmogorov et al., 2018; Mikheenko et al., 2018). El incremento de N por 100 kpb refleja
gaps generados por el scaffolding y no necesariamente pérdidas de informacion. Esto debido a
gue, las métricas basadas en alineamiento, calculan solo sobre las regiones alineadas a la

referencia y dependen de su cercania filogenética (Mikheenko et al., 2018).

Tabla4

Métricas de ensamblaje asistido por referencia (Ragout) por aislado

. # Scaffold Longitud GC N/
Alslado Scaffolds mas largo total NS0 LS50 (%) 100 kpb
Col_ToNa 14 6,571,457 52,129,356 4,559,604 5 50.89 694.98
Col_To 15 6,543,026 52,883,064 4,953,199 5 51.14  2206.49
Col_Na 16 6,519,681 53,865,182 5,000,376 5 51.09 2897.77

Nota. Los datos fueron obtenidos de los reportes de QUAST de los ensamblajes cromosémicos

con Ragout contra la secuencia de referencia C. scovillei.

Tablab

Contigs no anclados y N'’s incorporadas después de Ragout

Aislado Genoma Contigs no Longitud no N’s N’s por
alineado (%) anclados anclada (pb) introducidas evento
Col_ToNa 99.97 17 175,099 360,118 2,058
Col_To 99.98 20 450,617 1,164,924 4,289
Col_Na 99.95 90 988,718 1,557,658 4,955

Nota. Los datos fueron obtenidos de los reportes de QUAST de los ensamblajes de novo con

SPAdes contra los ensamblajes cromosdmicos con Ragout.

Los indicadores basados en alineamiento de QUAST muestran que los tres
ensamblajes muestran una fraccion del genoma alineada de 19.70-20.35%, con O
reensamblajes erréneos y un radio de duplicaciéon de 1.00 en todos los casos, lo que indica una
estructura general coherente respecto a la referencia. La baja fraccion de alineamiento no

implica un ensamblaje incompleto, sino que refleja la divergencia interespecifica con la
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referencia utilizada (C. scovillei), dado que QUAST se basa en alineamientos nucleotidicos
estrictos, solo las regiones conservadas se contabilizan (Mikheenko et al., 2018). Esto se
contrasta con los registros de Ragout, que evidenciaron una cobertura de bloques de sintenia
cercana al 80%, suficiente para guiar el reordenamiento de pseudocromosomas (Kolmogorov et

al., 2018).

La Tabla 5 cuantifica el contenido del ensamblaje de novo que no fue incorporado en los
pseudocromosomas y el contenido de N’s introducido durante el ensamblaje con Ragout. En
los tres aislados, los fragmentos no anclados fueron escasos (17-90 contigs) y su longitud
acumulada fue <2% del genoma, mientras que las N’s introducidas variaron entre 360,118 y
1,557,658, valores esperados en un ordenamiento por bloques de sintenia (Kolmogorov et al.,
2018). Ademas, la métrica de N’s por evento (total de N’s dividido para el numero de gaps)
resume el tamafio promedio de las brechas: ~2.06 kb en Col_ToNay ~4.29-4.96 kb en Col_To
y Col_Na. Estos resultados indican que Ragout integré la mayor parte del contenido de SPAdes
y que las discrepancias se limitan a regiones dificiles (como gaps), sin comprometer la

estructura general del genoma reportada en la Tabla 4.

En las regiones alineadas, las tasas por base tienen un valor aproximado de 3,800
mismatches/100 kpb y 390 indels/100 kpb. El bloque de alineamiento mas largo tiene un valor
medio de 122 kb y la longitud total alineada de 10.4 Mb. Estas cifras describen el grado de
alienabilidad frente a la referencia elegida y dependen de su proximidad filogenética y del

contenido repetitivo compartido (Mikheenko et al., 2018).

La completitud génica evaluada con BUSCO (dataset Sordariomycetes_odb10,
n=3,817) refuerza lo observado en las métricas estructurales: un ensamblaje contiguo y
completo. Los tres ensamblajes presentan una completitud muy alta (C = 99.6-99.7%), con casi
todos los ortdlogos en copia Unica (S = 99.5-99.6%) y duplicacién minima (D = 0.1%). Los

fragmentados (F = 0.1%) y faltantes son minimos (M = 0.2-0.3%) (Tabla 6). Este patrén (C/S
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altos + D/F/M bajos) es el esperado en ensamblajes de calidad cromosdmica y favorecen una

anotacion fiable debido a una menor cantidad de genes partidos (Manni et al., 2021).

Tabla 6

Evaluacion de completitud génica mediante BUSCO

Aislado Completo Dg copia Duplicados Fragmentados Faltantes
(C %) Gnica (S%) (D%) (F%) (M%)
Col_ToNa 99.7 99.6 0.1 0.1 0.3
Col_To 99.6 99.5 0.1 0.1 0.3
Col_Na 99.6 99.5 0.1 0.1 0.3

Nota. Los datos fueron obtenidos de los reportes de BUSCO.

Los resultados sostienen que los ensamblajes obtenidos corresponden a borradores de
calidad cromosémica (pseudocromosémicos). El numero de scaffolds (14-16) coinciden con el
rango de cromosomas descrito para especies del género Colletotrichum (Dallery et al., 2017,
O’Connell et al., 2012). Aunque la fraccion de alineamiento nucleotidico frente a C. scovillei fue
relativamente baja (~20%), esto refleja divergencia interespecifica mas que deficiencias del
ensamblaje. De hecho, los reportes de Ragout muestran que cerca del 80% del genoma fue
cubierto por bloques de sintenia, suficiente para guiar un reordenamiento robusto. Por lo tanto,
aun sin alcanzar resolucion telémero a telémero, los resultados capturan la organizacion

cromosdémica global y constituyen una base confiable para la posterior anotacion.

4.3 Anotacién del Genoma
4.3.1 Anotacion Estructural del Genoma

Prediccién inicial (BRAKERS3) (Tabla 7). BRAKER3 predijo entre 13,702y 13,877
genes por aislado, valores que se encuentran dentro del rango reportado para especies de
Colletotrichum (12,000-15,000 genes) (Dallery et al., 2017; Gan et al., 2021; O’Connell et al.,
2012). Se obtuvieron ~26,400-26,700 transcritos (~1.9 isoformas por gen). El nimero de

proteinas fue equivalente al nimero de transcritos, lo que indica que no hubo pérdida en la
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traduccion de ORFs. La longitud promedio de las proteinas fue de ~505 aminoacidos, valor

consistente entre aislados y congruente con lo descrito en otros genomas del género. Es

Tabla7

Resumen de la anotacion estructural y el efecto del filtrado de isoformas

Proteinas/ Proteinas/ . )
. Genes . . Longitud media
Aislado redichos Transcritos Transcritos roteina (aa)
P (antes) (después) P
Col_ToNa 13,702 26,486 13,702 505.08
Col_To 13,802 26,711 13,802 504.61
Col_Na 13,877 26,757 13,877 505.01

Nota. “antes/después” se refiere al proceso de depuracion de isoformas manteniendo una isoforma por
locus. Tras el filtrado: # transcritos = # proteinas = # genes.

Completitud inicial (BUSCO) (Tabla 8). La evaluacién de la completitud de las
anotaciones estructurales mediante BUSCO (dataset fungi_odb10; 758 ortélogos universales),
evidencio valores de 99.9-100% en los tres aislados. Este nivel de completitud es consistente al
reportado en otros genomas de referencia del género, como C. higginsianum y C. graminicola
(Gan et al., 2021; H. Wang et al., 2023). En cuanto al tipo de ortélogos detectados, se observo
un alto porcentaje de genes duplicados (92.9-93.9%), y un bajo nimero de ortélogos en copia
Unica (6.1-7.0%). Esto puede deberse, por un lado, a redundancias introducidas por BRAKERS,
dado que la herramienta tiende a predecir multiples isoformas por gen (Brana et al., 2021;

Gabriel et al., 2024).

Tabla 8

Completitud de la anotacién estructural con BUSCO antes de depurar isoformas

Aislado Completo De copia Duplicados  Fragmentados Faltantes
(C %) Gnica (S%) (D%) (F%) (M%)
Col_ToNa 99.9 6.6 93.3 0.1 0.0
Col_To 100.0 6.1 93.9 0.0 0.0
Col_Na 99.9 7.0 92.9 0.0 0.1

Nota. Los datos fueron obtenidos de los reportes de BUSCO.



44

Efecto del filtrado de isoformas. Tras la depuracion de las isoformas, el nimero de
genes se mantuvo constante (Col_ToNa=13,702; Col _T0=13,802; Col_Na=13,877), mientras
gue los transcritos y proteinas se redujeron a uno por gen, quedando iguales al nimero de loci.
Antes del filtrado, BRAKER predijo ~1.93 isoformas por gen, después del filtrado, una isoforma.
Los conjuntos de proteinas mantuvieron una completitud superior al 99.9%, con una drastica
reduccién de duplicados (0.3%, Tabla 9), confirmando que las duplicaciones iniciales

correspondian a isoformas redundantes generadas por BRAKERS3.

Tabla9

Completitud de la anotacion estructural con BUSCO tras depurar isoformas

Aislado Completo Dg copia Duplicados  Fragmentados Faltantes
(C %) Gnica (S%) (D%) (F%) (M%)
Col_ToNa 99.9 99.6 0.3 0.1 0.0
Col_To 100.0 99.7 0.3 0.0 0.0
Col_Na 99.9 99.6 0.3 0.0 0.1

Nota. Los datos fueron obtenidos de los reportes de BUSCO.

Consideracién sobre el enmascaramiento. En este estudio no aplicamos
enmascaramiento previo. En Colletotrichum, el contenido repetitivo suele ser bajo a moderado
(~4% para C. scovillei y ~7% en C, higginsianum), por lo que, sumado al alto valor de
completitud obtenido con BUSCO, se infirié que el omitir el enmascaramiento no afecté la

calidad de la anotacién (Dallery et al., 2017; H. Wang et al., 2023).

4.3.2 Anotacién Funcional del Genoma

Anotacion por homologia con DIAMOND (UniProt/Swiss-Prot).

Se compar6 el conjunto proteico no redundante (la isoforma mas larga por gen) de cada
aislado contra UniProtkKB/Swiss-Prot mediante DIAMOND en modo top-hit. En los tres
genomas, ~59% de proteinas tuvieron al menos un hit curado, con valores muy similares entre

aislados (Tabla 10). Este rendimiento es consistente con el uso de Swiss-Prot como referencia
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confiable y curada, y con la sensibilidad de DIAMOND para asignaciones rapidas y exactas a

nivel de proteina (Bateman et al., 2023; Buchfink et al., 2014).

La fraccién restante (~41%) carecié de homologia detectable a nivel de proteina en
Swiss-Prot, lo cual resulta esperado en hongos fitopatégenos por la presencia de proteinas
especificas de linaje y secuencias muy divergentes. En estos casos, la evidencia por dominios
(por ejemplo, Pfam con HMMER) es una opcién viable para inferir funcién a partir de firmas

conservadas (Eddy, 2011; Mistry et al., 2021).

A nivel funcional, los tres conjuntos proteicos comparten un nacleo metabdlico y de
interaccion hospedero-patégeno dominado por enzimas redox del metabolismo secundario
(monooxigenasas citocromo P450, oxidorreductasas y deshidrogenadas) (Shin et al., 2018);
transferasas (metiltransferasas y glicosiltransferasas), que modifican metabolitos propios y del
hospedero; trasportadores (superfamilias MFS y ABC), vinculados con el intercambio
nutrimental y la tolerancia a compuestos del medio (Costa et al., 2014; Perlin et al., 2014);
hidrolasas/proteasas asociadas a remodelacién de la pared celular y colonizacion; y
componentes de sefializacion (quinasas) (Fu et al., 2022). Adicionalmente, se detectd un
subconjunto de proteinas HET (incompatibilidad heterocariética) asociado con compatibilidad

vegetativa (Paoletti, 2016).

La abundancia de P450 y enzimas redox concuerda con la biologia hemibiétrofa de
Colletotrichum, que requiere ajustar finamente el metabolismo secundario para neutralizar
defensas del hospedero y producir metabolitos durante la infeccion. Se han descrito P450 con
roles en virulencia, desarrollo y degradacion de xenobiéticos en hongos filamentosos (Gan et
al., 2021; O’Connell et al., 2012; Shin et al., 2018). Los transportadores MFS y ABC se alinean
con estrategias de adquisicion de recursos y tolerancia de fitoquimicos y antimicrobianos,
funciones implicadas en la interaccion planta-patogeno (Costa et al., 2014; Perlin et al., 2014).

Las hidrolasas/proteasas respaldan la capacidad de acceder a polimeros de la pared vegetal y
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modular la inmunidad del hospedero, mientras que las quinasas regulan la diferenciacion
infecciosa y la patogenicidad en Colletotrichum (Bradley et al., 2022; Fu et al., 2022; Jashni et
al., 2015). Finalmente, la presencia de proteinas HET sugiere mecanismos de compatibilidad
vegetativa con impacto potencial en la estructura poblacional y la estabilidad de linajes

(Daskalov, 2023; Paoletti, 2016).

Tabla 10

Anotacion funcional por homologia (DIAMOND/Swiss-Prot) por aislado

. . Proteinas
. Proteinas  UniProtKB/ o . .
Aislado . . anotadas Principales funciones/hits
analizadas Swiss-Prot
(%)
Metiltransferasas, proteinas HET
Col_ToNa 13,702 8082 59.0

(compatibilidad vegetativa),
Col_To 13,802 8105 58.7 transportadores MFS, enzimas de
biosintesis secundaria, factores de

Col_Na 13,877 8130 58.6 L . .
- transcripcion y enzimas regulatorias

Nota. Proteinas anotadas por DIAMOND/Swiss-Prot, usando la isoforma mas larga por gen. Se

reportan proteinas con 21 hit (coincidencias).

Anotacion por dominios Pfam con HMMER.

Se identificaron dominios conservados en los tres conjuntos proteicos usando Pfam-A
mediante pfam_scan.pl y HMMER. Este enfoque, basado en perfiles HMM curados, es
ampliamente aceptado para inferir funcion a partir de dominios y motivos conservadas incluso
cuando no hay homologia clara a nivel de proteina completa. En los tres aislados, ~70% de las
proteinas presento = dominio Pfam y se obtuvieron ~14,000 asignaciones por aislado,

evidenciando una cobertura uniforme por dominios (Tabla 11).

Las familias Pfam dominantes son consistentes entre aislados y definen un nucleo
funcional conservado para la biologia del patdogeno: transporte (MFS_1, Sugar_tr, ABC_tran),

regulacién transcripcional especifica de hongos (Zn_clus, Fungal_trans, Fungal_trans2),
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sefializacion (Pkinase), y alorreconocimiento/compatibilidad vegetativa (HET) (Figuras 12-14).
Este perfil sugiere funciones comunes para la adquisicion de nutrientes, manejo de compuestos
del hospedero y el control fino de la expresion génica durante la infeccion (MacPherson et al.,

2006; Paoletti, 2016; Perlin et al., 2014; Shin et al., 2018).

Tabla 11

Anotacion funcional por dominios (Pfam/HMMER) por aislado

Aislado Gepes Proteinas con  Cobertura Pfam Pfam hits
predichos 21 Pfam (%)
Col _ToNa 13,702 9,608 70.1 14,179
Col_To 13,802 9,637 69.8 14,204
Col_Na 13,877 9,697 69.9 14,308

Nota. Anotacién por dominios pfam_scan.pl/HMMER contra Pfam-A (isoforma mas larga por

gen). Se reportan proteinas con =21 dominio y el total de dominios detectados (Pfam hits).

Figura 12

Familias Pfam mas abundantes en Col_ToNa

Top-10 familias Pfam (Col_ToNa)
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Fung_rhodopsin 155
Sugar_fr 146
adh_short 135
HET 125
Pkinase 122
Fungal trans 2 109

0 100 200 300 400
Numero de anotaciones (hits)



Figura 13

Familias Pfam mas abundantes en Col To
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Transportadores (MFS_1, Sugar_tr, ABC_tran). Los MFS y ABC son las superfamilias
de transporte con mayor presencia en hongos, median la importacién de nutrientes y eflujo de
xenobiéticos/fitoquimicos, funciones clave para tolerar la defensa del hospedero. Su
abundancia es comun en fitopatdgenos y se asocia a virulencia y supervivencia en ambientes

hostiles (Costa et al., 2014; Perlin et al., 2014).

Regulacién transcripcional fungica (Zn_clus, Fungal_trans, Fungal_trans?2). Estos
factores son exclusivos en hongos y controlan numerosos clisteres biosintéticos y vias
metabdlicas. Su representacion alta concuerda con la necesidad de modular dinAmicamente el
metabolismo secundario y la expresion de efectores a lo largo del ciclo infectivo (X. Liu et al.,

2023; MacPherson et al., 2006; Zhang et al., 2023).

Metabolismo secundario y redox (p450, adh_short). Las monooxigenasas citocromo
P450 y enzimas SDR (adh_short) participan en biosintesis y modificacion de metabolitos,
homeostasis redox y degradacion de compuestos del hospedero. Varias de estas enzimas se
han visto implicadas directamente en virulencia y adaptacion ecoldgica (Chen et al., 2014; Shin

et al., 2018).

Sefializacién (Pkinase). La expansion de quinasas concuerda con el control de
diferenciacién infecciosa (como la formacion de apresorios) y de la patogenicidad en
Colletotrichum. Homoélogos de la quinasa PMK1 han demostrado ser reguladores centrales en
la virulencia de distintas especies del género (Jiang et al., 2022; Lian et al., 2019; Takano et al.,

2007).

Compatibilidad vegetativa (HET). Los dominios HET median incompatibilidad
vegetativa (alorreconocimiento) y pueden limitar la fusion de hifas entre genotipos no
compatibles, con efectos sobre estructura poblacional, flujo citoplasmatico y estabilidad de

linajes (Daskalov, 2023; Paoletti, 2016; Paoletti & Clavé, 2007).
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El conjunto de dominios predominantes (MFS_1, Sugar_tr, ABC_tran, P450 y SDR)
indica funciones de intercambio con el hospedero y manejo de compuestos bioactivos. Una
mayor presencia de MFS_1/Sugar_tr y trasportadores ABC se asocia con mayor capacidad de
captura de nutrientes y eflujo de moléculas téxicas (xenobioticos y fitoquimicos), rasgos
vinculados a virulencia y tolerancia a estrés quimico (Costa et al., 2014; Perlin et al., 2014). A
su vez, mas P450/SDR sugiere mayor potencial de detoxificacion y biosintesis/modificacién de
metabolitos secundarios, asociados a mecanismos de respuesta a ROS durante la infeccién

(Chen et al., 2014; Shin et al., 2018).

En cuanto a la regulacion y sefializacion (Zn_clus, Fungal_trans, Pkinase), la
abundancia observada respalda un ajuste adaptativo de la transcripcién en clUsteres
biosintéticos y efectores, y un control de vias MAPK asociadas a diferenciacion infecciosa
(Jiang et al., 2022; X. Liu et al., 2023; MacPherson et al., 2006; Takano et al., 2007; Zhang et
al., 2023). Este perfil resulta acorde al modo hemibiotréfico del género, que alterna una fase
biotréfica (crecimiento en células vivas) y una fase necrotrofa (degradacion de tejidos), donde
se requiere neutralizar fitoquimicos, reciclar ROS y ajustar el intercambio de metabolitos a lo

largo del ciclo infectivo (Gan et al., 2013; O’Connell et al., 2012).

El perfil descrito es coherente con lo descrito para Colletotrichum y Sordariomycetes
fitopatdbgenos cercanos, por lo que lo interpretamos como sefial biolégica y no como ruido de
base porque se produje en los tres aislados, aparece con dos enfoques independientes de
anotacion (Pfam/HMMER y DIAMOND/Swiss-Port), ademas, involucra familias funcionalmente
congruentes para el modo hemibiotréfico del género (Gan et al., 2013; O’Connell et al., 2012;

Perlin et al., 2014).
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4.4 Comparacion de los Ensamblajes

4.4.1 Comparacion Estructural de los Ensamblajes

La comparacién entre el ensamblaje de novo (SPAdes) y el ensamblaje asistido por
referencia (Ragout) evidencia mejoras sustanciales en la continuidad y organizacion a escala
cromosdémica de los tres aislados de Colletotrichum. Ragout reduce drasticamente el nimero
de fragmentos y concentra la longitud genémica en pocos scaffolds multimegabase, mientras

gue SPAdes mantiene cientos a miles de contigs de menor tamafo.

La comparacion de métricas (Tabla 12) muestra esta tendencia: en Col_ToNa, Ragout
alcanz6 un N50 de 4.55 Mb y un L50 de 5, mientras que SPAdes presentdé un N50 de 0.92 Mb y
un L50 de 19; es decir, la mitad del genoma quedo contenida en solo cinco scaffolds, en
contraste con los diecinueve necesarios en SPAdes. Asi mismo, Ragout present6 un fragmento
mas largo de 6.57 Mb, aproximadamente el triple del valor de 2.24 Mb obtenido con SPAdes.
Resultados similares se observaron en Col_To y Col_Na, donde Ragout increment6 el N50
hasta ~5 Mb y redujo el L50 a 5, frente a valores inferiores a 0.5 Mb y L50 de 36-39 en
SPAdes, lo que confirma la superioridad estructural del ensamblaje cromosomico en los tres

aislados.

El contenido de N aumenta tras Ragout (de 0.006 — 0.007% en SPAdes a 0.69-2.90%
en Ragout). Este incremento es el comportamiento esperado del scaffolding: en los estandares
de NCBI/AGP, las N representan brechas explicitas cuando el orden y orientacion estan
resueltos pero la secuencia intermedia aun es desconocida (NCBI, 2021). Ademas,
herramientas de scaffolding cromosémico como Ragout, unen contigs y colocan cadenas de N
entre ellos para identificar secuencias faltantes, sin alterar la secuencia conocida o “inventar”
bases (Kolmogorov et al., 2014). Por lo tanto, un mayor % de N no supone pérdidas de
informacién, sino zonas a cerrar con herramientas complementarias que permitan resolver los

gaps y acercar el numero de scaffolds al recuento cromosémico (Elbers et al., 2019).
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Tabla 12

Comparacion de métricas de ensamblaje (SPAdes vs. Ragout) entre aislados

# Longitud Conti
Aislado Ensamblaje Contigs/ togt]al mas Iarggo (I:ASIS L50 G(?/SS (?/S
Scaffolds (Mb) (Mb)
Col_ToNa SPAdes 1,170 52.69 2.25 0.92 19 0.006 50.92
Ragout 14 52.13 6.57 4.55 5 0.69 50.89
Col_To SPAdes 430 52.41 2.25 0.44 39 0.004 51.02
Ragout 15 52.88 6.54 4.95 5 221 51.14
Col_Na SPAdes 1,027 54.17 2.25 0.46 36 0.007 50.89
Ragout 16 53.87 6.52 5.00 5 290 51.09

Nota. Comparacion resumida de métricas de ensamblaje obtenidas con SPAdes (ensamblaje de novo) y

Ragout (ensamblaje asistido por referencia). Los datos fueron obtenidos de los reportes de QUAST.

Las curvas de suma acumulada de longitudes obtenidas en Compare Assembled Contig
Distribution (Figura 15), evidencian que Ragout (linea azul), alcanza la longitud total del
genoma con muy pocos fragmentos, mientras que SPAdes (linea naranja) requiere centenares
para aproximarse a la misma longitud. En Bandage, los grafos pasan de distribuciones
dispersas con SPAdes (Figura 16) a trayectorias lineales y continuas con Ragout (Figura 17),
en concordancia con la mejora en N50/L50. Los histogramas de longitudes (>10 Kb) (Figura 18)

confirman el desplazamiento hacia scaffolds multimegabase tras del ordenamiento

Estos resultados confirman Ragout permitio reorganiza el ensamblaje preliminar de
SPAdes en un ensamblaje a nivel cromosémico, reduce la fragmentacion y mejora la
continuidad del genoma en los tres aislados. El aumento de N es intrinseco al proceso de
scaffolding y no implica pérdida de contenido, mas bien, delimita brechas que pueden

abordarse en futuros estudios.



Figura 15

Suma acumulada de las longitudes de los contigs por ensamblaje de Col_ToNa
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Nota. Gréfica obtenida del analisis con Compare Assembled Contig Distribution en KBase.

Figura 16

Grafo de ensamblaje de novo con SPAdes del aislado Col_ToNa

Nota. Gréfica obtenida del software Bandage.



Figura 17

Grafo de ensamblaje cromosémico con Ragout del aislado Col_ToNa

Nota. Gréfica obtenida del software Bandage.

Figura 18

Histograma de longitudes de contigs (>10 Kb) de los ensamblajes de Col_ToNa
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Nota. Gréficas obtenidas de Compare Assembled Contig Distribution.
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4.4.2 Comparacion Funcional de los Ensamblajes

La comparacién se orientd a valorar si partir de un ensamblaje a nivel cromosémico
(Ragout) permitié obtener una anotacién funcional mas informativa e interpretable que la
lograda sobre un ensamblaje de contigs con SPAdes (Bermeo Salazar, 2024). Este enfoque se
plante6 porque la continuidad del ensamblaje condiciona la integridad de los modelos génicos,
y por lo tanto, la deteccién de dominios y la asignacién de funciones. En genomas eucariotas,
ensamblajes mas continuos reducen la fragmentacion de genes entre scaffolds y mejoran la
calidad de la anotacion resultante (Yandell & Ence, 2012). Ademas, Ragout ordeno y orientd los
fragmentos guiados por sintenia con referencias cercanas, lo que elevé la continuidad del
genoma antes de la anotacion (Kolmogorov et al., 2014, 2018). La Tabla 13 resume el nimero

de genes codificantes por aislado en ambos pipelines.

Tabla 13

Genes codificantes por aislado (Ragout vs. SPAdes)

Aislado Ensamblaje a nivel cromosémico Ensamblaje de novo
(Presente estudio) (Bermeo Salazar, 2024)
Col_ToNa 13,702 11,623
Col_To 13,802 11,953
Col_Na 13,877 12,658

Nota. Los recuentos del presente estudio corresponden a modelos depurados a una isoforma
por gen tras el ensamblaje a nivel cromosémico (Ragout). Los valores de Bermeo provienen de
ensamblajes de novo con SPAdes y reflejan los genes finales tras la depuracion de

contaminacion.

En este estudio, tras depurar isoformas a una por gen, los conjuntos proteicos
mantuvieron completitud BUSCO ~99.9% con duplicados ~0.3%, lo que sugiere que la
depuracién eliminé redundancias técnicas sin sacrificar ortélogos esenciales y dejoé un conjunto
proteico no redundante adecuado para la anotacion funcional. Este comportamiento respalda

gue las diferencias observadas en la Tabla 1 derivaron de mejoras en continuidad y coherencia
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estructural previas a la anotacién. A nivel de contenido, las anotaciones en este estudio
mostraron un nucleo funcional consistente (transportadores MFS/ABC, reguladores
Zn_clus/Fungal_trans, enzimas P450/SDR, quinasas y HET), que repitié entre aislados y es

congruente con la biologia hemibiétrofa de Colletotrichum.’

La Figura 19 ilustra la cobertura de anotacion funcional en Col_ToNa. Se observa que la
anotacion basada en dominios (Pfam/HMMER) y en homologia curada (Swiss-Prot/DIAMOND)
cubrié una fraccion amplia del conjunto proteico (59-70%), mientras que en el estudio de
Bermeo solo se informé la cobertura KEGG (36%). Aunque estas métricas no son estrictamente
equivalentes (Pfam y Swiss-Prot evalldan dominios y similitud de proteina completa; KEGG
asigna ortélogos a rutas), el contraste indicé que los perfiles HMM de Pfam aportaron evidencia
funcional cuando la homologia de longitud completa fue insuficiente y que una mayor
continuidad en el ensamblaje favorecié modelos génicos mas integros, y en consecuencia, una

interpretacion funcional mas clara (Buchfink et al., 2021; Finn et al., 2013; Mistry et al., 2021).

Por otra parte, en el reporte de Bermeo se describié una presencia marcada de
proteinas hipotéticas, incluyendo casos en los que no se detectaron dominios conservados, lo
gue limit6 la inferencia funcional pese al cribado con herramientas de efectores (Bermeo
Salazar, 2024). Este patron se reportd con ejemplos puntuales (por ejemplo, una proteina
hipotética con dominio NPP1, otra con dominio de union a celulosa y una sin dominios
detectables), destacandose la dificultad de anotar efectores y proteinas especificas de linaje
cuando las secuencias quedan parcialmente representadas o poco conservadas (Bermeo
Salazar, 2024). Dado que su ensamblaje permanecié a nivel de contigs, es probable que esa
fraccidon de genes hipotéticos correspondiera a ORFs incompletos o fragmentados debido a

cortes entre scaffolds o anotacién menos informada (Yandell & Ence, 2012).

En este estudio, el uso de perfiles HMM de Pfam aport6 evidencia funcional basada en

dominios a gran parte del conjunto proteico, precisamente donde la homologia a nivel proteina
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completa resulta limitante por divergencia de secuencias o especificidad del linaje (Eddy, 2011;
Mistry et al., 2021). La deteccién sistematica de dominios (como MFS_1, Zn_clus, P450,
adh_short, Pkinase y HET), permiti6é asignar funciones generales y dar soporta a
interpretaciones biolégicas aun cuando ciertos genes carecieron de top-hits curados en Swiss-

Prot. (Finn et al., 2013; Mistry et al., 2021).

Figura 19

Cobertura de anotacion funcional en Col_ToNa
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Nota. Porcentaje de proteinas con 21 dominios Pfam y con top-hit en Swiss-Prot (presente
estudio, ensamblaje cromosémico) y cobertura KEGG (estudio previo, ensamblaje de novo) en
Col_ToNa. Las métricas no son equivalentes, se muestran como complementos para comparar

la cobertura de los pipelines.

En general, los resultados indican que valié la pena introducir el paso adicional de
reordenamiento cromosoémico previo a la anotacion, ya que produjo modelos génicos mas
integros, facilité la deteccion de dominios y la descripcién de un nucleo funcional repetible entre
aislados, ademas, redujo la cantidad de etiquetas inespecificas (“hipotéticas”) como resultado

de ORFs truncados o poco informativos. Este resultado se alinea con buenas préacticas de
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anotacion que recomiendan maximizar la continuidad del ensamblaje antes de ejecutar

predictores y flujos funcionales (Bruna et al., 2021; Gabriel et al., 2024; Yandell & Ence, 2012).

Finalmente, es importante sefalar que parte de las diferencias entre ambos trabajos
pudo atribuirse a elecciones de pipeline (por ejemplo, predictores y bases consultadas), por lo
gue la comparacion se interpreté de forma descriptiva. Mientras que en este estudio se
documenté de manera uniforme un perfil funcional sustentado por dominios, en el de (Bermeo
Salazar, 2024), se enfatizo la dificultad de asignar funciéon a un subconjunto amplio de
proteinas hipotéticas. Aun asi, el conjunto de los resultados reportados sugiere que, para
Colletotrichum, el salto a ensamblajes de escala cromosdmica constituye una inversion

metodoldgica rentable para mejorar la calidad y la interpretabilidad de la anotacién funcional.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES
El reordenamiento cromosOmico con Ragout reorganiz6 el ensamblaje de novo con
SPAdes en 14-16 scaffolds por aislado, con N50 = 4.5-5.0 Mb y L50 = 5; la completitud
del ensamblaje (BUSCO) fue C = 99.6-99.7%, sustentando calidad cercana a escala
cromosomica.
La concordancia entre métricas (N50/L50, BUSCO) y visualizaciones (grafos lineales en
Bandage y curvas acumuladas en QUAST) respalda la validez del pseudoensamblaje a
escala cromosémica y su consistencia entre aislados.
La anotacion estructural con BRAKER3 y la depuracion a una isoforma por gen con
AGAT + gffread, predijo ~13,700-13,900 genes por aislado. Los conjuntos proteicos
resultantes alcanzaron ~99.9% de completitud (BUSCO).
La anotacion funcional alcanz6 el 59% de cobertura por homologia (DIAMOND/Swiss-
Prot) y 70% por dominios (Pfam/HMMER), recuperando un nlcleo funcional consistente
entre aislados (transportadores MFS/ABC, reguladores Zn_clus, Fungal_trans,
P450/SDR, quinasas, HET), congruente con la biologia hemibiétrofa del género
Colletotrichum.
En comparacion con el ensamblaje a nivel de contigs, el enfoque cromosdmico redujo la
fragmentacién, mejoré la continuidad y favorecié modelos génicos mas integros y
comparables, aumentando la interpretabilidad de la anotacion.
Los recursos generados (ensamblajes cromosoémicos FASTA, anotaciones GFF/GTF)
habilitan analisis posteriores (efectores, CAZymes, rutas metabdlicas y variacion

estructural), y constituyen una base técnica para estudios de estrategias fitosanitarias.
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CAPITULO VI: RECOMENDACIONES
Incorporar lecturas largas (Oxford Nanopore/PacBio) o Hi-C y realizar un ensamblaje
hibrido para refinar la captura de la conformacion cromos6mica y alcanzar ensamblajes
telomero a telémero (T2T), facilitando una caracterizacién funcional mas robusta.
Enmascarar el contenido repetitivo antes de la anotacion estructural, reportar el
porcentaje de repeticiones y documentar el impacto de este paso adicional sobre el
namero de genes y la cobertura de la anotacion funcional.
Completar la anotacion funcional combinando homologia y dominios, como la
integracion de InterProScan y el mapeo a rutas en KEGG para facilitar comparaciones
consistentes entre aislados.
Profundizar el perfilado de funciones clave asociadas a patogenicidad, enfocandose en
metabolitos secundarios, secretoma y efectores.
Realizar ortologia comparativa y construir un pangenoma entre los tres aislados y
referencias cercanas, relacionando la variacion en el contenido de efectores y CAZymes
con el hospedero y los fenotipos de virulencia reportados.
Implementar control de contaminacion sistematico antes y después del ensamblaje,
documentando el material removido y su impacto en las métricas generales (tamafio del
genoma, N50, L50, BUSCO, niumero de genes y proteinas).
Fortalecer la reproducibilidad de este estudio mediante la fijacion de versiones y
parametros del pipeline, unificando la nomenclatura de los archivos resultantes, y

dejando disponibles los datos en repositorios para su verificacion y reuso.
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CAPITULO IX;: ANEXOS
Anexo A

Descarga del genoma de referencia de Colletotrichum scovillei (NCBI dataset)

# Descarga genoma de referencia NCBI

datasets download genome accession GCF 011075155.1 --include genome --

filename cscov.zip

# Descomprimir el archivo descargado
unzip -o cscov.zip

# Copiar el FASTA a ~/tesis/data/ como cscov.fasta

mkdir -p ~/tesis/data

cp "$(find ncbi dataset -type f -name '*.fna' | head -nl)"
~/tesis/data/cscov.fasta

#Verificar
ls -1h ~/tesis/data/cscov.fasta

Anexo B
Preprocesamiento de secuencias

cd ~/tesis/data/ # directorio de las secuencias FASTA

# ACGTN en mayusculas

awk '/">/{print;next}{gsub(/["ACGTNacgtn]/,"N"); print toupper ($0)}"'

input.fasta > input.clean.fasta

# Simplificacié de encabezados (quitar todo tras el primer espacio)
awk 'BEGIN{FS=" "}{if(/">/){sub(/ .*/,""); print $1} else {print}}’'

input.clean.fasta > input.simple.fasta
Anexo C

Ensamblaje asistido por referencia con Ragout: receta .rcp y ejecucion

# Definicién de rutas
REF="/home/sofia/tesis/data/cscov.simple.fasta"
TGT="/home/sofia/tesis/data/coltona spades.fasta"

# Crear la receta .rcp

cat > coltona cscov.rcp <<'EOF'
.references = cscov

.target = coltona

cscov.fasta = /home/sofia/tesis/data/cscov.simple.fasta
coltona.fasta = /home/sofia/tesis/data/coltona spades.fasta
EOF

# Ejecutar Ragout
rm -rf ragout/coltona cscov
ragout coltona cscov.rcp -o ragout/coltona cscov -t 8 --refine

-—-overwrite
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Anexo D

Evaluacién del ensamblaje cromosémico frente a la referencia con QUAST

# Definicidén de rutas y carpeta de salida
REF="/home/sofia/tesis/data/cscov.simple.fasta"
ASM="/home/sofia/tesis/ragout/coltona cscov/coltona scaffolds.fasta"
OUT="/home/sofia/tesis/quast/coltona cscov"

THREADS=8

MINCONTIG=5000

mkdir -p "S$OUT"

# QUAST Ragout vs Referencia
quast.py "SASM" \
-r nsREFn \
-o "s$ouT" \
-t "STHREADS" \
-m "S$MINCONTIG" \
-—-eukaryote

Anexo E

Comparacion de ensamblajes SPAdes vs. Ragout con QUAST

# Definicidén de rutas y carpeta de salida
REF="/home/sofia/tesis/ragout/coltona cscov/coltona scaffolds.fasta"
ASM="/home/sofia/tesis/data/coltona spades.fasta"
OUT="/home/sofia/tesis/quast/spades vs coltona ragout"

THREADS=8

MINCONTIG=5000

mkdir -p "$OUT"

# QUAST SPAdes vs Ragout
quast.py "SASM" \
-r "SREF" \
-0 "SOUT" \
-t "STHREADS" \
-m "S$MINCONTIG" \
-—-eukaryote

Anexo F

Evaluacion de completitud del ensamblaje con BUSCO

# modo genome; sordariomycetes odblO
busco \
-i /home/sofia/tesis/ragout/coltona cscov/coltona scaffolds.fasta \
-0 coltona cscov_busco \
-1 sordariomycetes odbl0 \
-m genome \
-c 8



Anexo G

Comparacion de métricas (SPAdes vs. Ragout) - Aislado Col_ToNa
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Anexo H

Comparacion de métricas (SPAdes vs. Ragout) - Aislado Col_To
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Anexo |

Curva de suma acumulada de las longitudes de los contigs - Aislado Col_To
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Anexo J

Histograma de longitudes de contigs (>10 Kb) - Aislado Col_To
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Anexo K

Grafo de ensamblaje de novo (SPAdes) - Aislado Col_To
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Anexo M

Comparacion de métricas (SPAdes vs. Ragout) - Aislado Col_Na
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Anexo N

Curva de suma acumulada de las longitudes de los contigs - Aislado Col_Na
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Anexo O

Histograma de longitudes de contigs (>10 Kb) - Aislado Col_Na
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Anexo Q

Grafo de ensamblaje cromosdmico (Ragout) - Aislado Col_Na

Anexo R

Ejecucion de la anotacién estructural con BRAKER3

# BRAKER3

braker.pl \
--threads 35 \
--species=col tona \
--workingdir=$ (pwd) \
--genome=/home/jovyan/execution/sofia/coltona scaffolds.fasta \
--prot_seqg=/home/jovyan/data/sofia/fungi.fa \
--verbosity 3

Anexo S

Métricas de la anotacion estructural: genes, transcritos y proteinas (GTF/FAA)
# NOTA: Ubicarse en el directorio del archivo GTF de BRAKER

# numero de genes anotados en el GTF
awk '$3=="gene"{n++} END{print n+0}' braker.gtf

# numero de transcritos anotados en el GTF
awk '$3=="transcript"{n++} END{print n+0}' braker.gtf

# numero de proteinas predichas (cuentas de cabeceras en FASTA)
grep -c '*>' braker.aa

# longitud media de proteinas predichas (aa)

awk 'BEGIN{L=0;N=0} /*>/{if(N>0) print L; L=0; N++; next} {gsub(/\r/,"");
L+=length ($0) } END{if (N>0) print L}' braker.aa \

| awk '{s+=$1;c++} END{print s/c}'
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Anexo T

Completitud de la anotacién estructural con BUSCO

# BUSCO en modo proteina para varios aislados

# modo protein; fungi odbl0

for iso in coltona colto colna; do busco -i "${iso} braker.aa" -m protein -1
fungi odbl0 -o "busco ${iso} fungilO" -c 8; done

Anexo U

Seleccién de la isoforma mas larga por gen (AGAT)

# Conservar solo la isoforma més larga por gen
agat sp keep longest isoform.pl \
-gff ~/tesis/annotation/agat out/colna braker gff3 \
-o ~/tesis/annotation/agat out/colna braker.longest.gff3

Anexo V

Extraccion de CDS y proteinas a partir de GFF3 y genoma (gffread)

# Extraer CDS (fna) y proteinas (faa) desde GFF3 y genoma
gffread \
~/tesis/annotation/agat out/coltona braker.longest.gff3 \
-g /home/bflores/braker run/sofia/coltona scaffolds.fasta \
-x ~/tesis/annotation/gffread out/coltona CDS longest.fna \
-y ~/tesis/annotation/gffread out/coltona proteins longest.faa \
-F -Z

Anexo W

Anotacion por homologia (DIAMOND BLASTp vs UniProt/Swiss-Prot)

# Busqueda de homologias contra Swiss-Prot
diamond blastp \
-q ~/tesis/annotation/gffread out/coltona proteins longest.faa \
-d ~/tesis/databases/uniprot sprot \
-0 ~/tesis/annotation/diamond out/coltona vs uniprot.tsv \
-f 6 gseqgid sseqgid pident length evalue bitscore stitle \
-k 1 -e le-5 -p 8 \
--tmpdir /tmp/diamond tmp

Anexo X

Anotacion de dominios proteicos (Pfam-A; pfam_scan.p/HMMER)

# Busqueda de dominios Pfam-A con HMMER
pfam scan.pl \
-fasta ~/tesis/annotation/gffread out/coltona proteins longest.faa \
-dir ~/tesis/pfam \
-e seq le-5 \
-cpu 12 \
-outfile ~/tesis/annotation/interproscan out/coltona Pfam.tsv



