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Notas del Director

La palmicultura colombiana ha estado afectada por la
Pudricién del cogollo (PC) desde hace mas de cuatro dé-
cadas. Podemos decir que esta enfermedad es la limitante
mds grande para la agroindustria en la regién. Por ello, la
investigacién cientifica en diferentes frentes es importante,
de cara a encontrar soluciones permanentes a esta grave
enfermedad. En el afio 2008, Cenipalma logré estable-
cer y confirmar a Phytophthora palmivora como el agente
causal de la Pudriciéon del cogollo. Desde entonces, se han
abierto nuevas rutas de investigacién para desarrollar
métodos efectivos de manejo y control. Sin embargo, en
diferentes cultivos se ha visto que la solucién efectiva y
permanente contra los patégenos del género Phytophtho-
ra esté en desarrollar cultivares resistentes al patégeno.
Asi, Cenipalma se encuentra inmerso en un programa in-
tensivo de mejoramiento genético con miras a entregar en
el menor tiempo posible los cultivares resistentes a la PC
que la palmicultura colombiana requiere y demanda.

El desarrollo de cultivares resistentes a la PC exige un co-
nocimiento profundo del patégeno y de las relaciones pal-
ma de aceite-P. palmivora. Por ello, Cenipalma, pionera
en el mundo, se ha embarcado en obtener la secuencia
del genoma completo de aislamientos de P. palmivora que
atacan a la palma de aceite. En este trabajo, presenta-
mos a los palmicultores, los avances de esta investigacion,
que va a permitir entre otras cosas, determinar cudles son
los mecanismos que utiliza el patégeno para romper las
defensas de la palma y causar la enfermedad; asi mismo,
encontrar puntos débiles o susceptibles de utilizar para
generar métodos de manejo y control del patégeno. Fi-
nalmente, con el genoma completo, podremos entender los
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mecanismos de resistencia que puede tener la palma de
aceite, frente a los ataques de P. palmivora, lo cual va a
redundar en la obtencién de los cultivares resistentes a la
PC necesarios para mantener la agroindustria de la pal-
ma de aceite como un puntal de desarrollo econémico de
las zonas rurales de Colombia.

Alexandre Cooman, PhD.
Director General, Cenipalma

Introduccidn

La enfermedad de la Pudricién del cogollo (PC), causa-
da por el patégeno Phytophthora palmivora, es una de
las principales limitantes de la produccién de aceite de
palma en Colombia (Torres et al., 2016). Aunque la en-
fermedad se ha reportado en Colombia desde los afios
60, la identificacién de P. palmivora como el agente causal
fue confirmada hace alrededor de una década gracias a
los avances realizados por investigadores de Cenipalma

(Sarria et al., 2008; Torres et al., 2010).

P. palmivora es una especie importante dentro del géne-
ro Phytophthora, dada su capacidad de infectar diferen-
tes tejidos y hospederos, causando multiples enfermedades
y convirtiéndola en una de las especies mds interesantes
para estudiar ciclos de enfermedades complejas (Drenth &
Guest, 2004). La infeccién con P. palmivora en palma de
aceite es devastadora pues causa necrosis (muerte celular)
en las hojas flechas y tejidos mds tiernos cercanos al me-
ristemo Yy, bajo condiciones que favorecen su desarrollo o
la tardia deteccién de sintomas y su control, el patégeno
puede colonizar el tejido en desarrollo y llegar muy cerca
al meristemo, favoreciendo la llegada de Rhynchophorus
palmarum, quien es el causante de la muerte de la planta
(Torres et al., 2016) (Figura 1).
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Figura 1. Representaciéon gréfica del lugar de la infeccidon de palma de aceite con P. palmivora, agente causal de la PC.

Gracias a los avances en las tecnologias de secuenciacion
y el desarrollo de herramientas bioinformaticas y molecula-
res es posible entender las interacciones planta-patégeno
desde diferentes perspectivas, de tal forma que se pue-
dan identificar factores claves de dicha interaccién, como
proteinas de virulencia en el patégeno (también conocidas
como efectores) o de resistencia en el hospedero. Conocer
estas interacciones permitird desarrollar estrategias para
el control de enfermedades en diferentes cultivos, en este
caso la PC en la palma de aceite. De esta manera, una
de las estrategias es el mejoramiento asistido por efectores
para la identificacion de germoplasma resistente, el cual

ha sido exitoso en cultivos como papa, maiz y trigo (Vlees-
houwers & Oliver, 2014). Esta es una estrategia reciente-
mente desarrollada y consiste en utilizar las proteinas de
virulencia producidas por el patégeno como herramientas
para acelerar la clonacién, introgresiéon o piramidacién de
genes de resistencia en los cultivos (Fawke et al., 2015).
Para esto, el primer paso es la identificacion de efectores.
La manera mdés eficiente de obtenerlos hoy en dia es la
secuenciacion del genoma completo del patégeno (Figura
2). Una vez identificados, se seleccionan efectores para la
caracterizacién funcional sobre diferentes materiales de la
planta hospedero y asi identificar fuentes de resistencia.
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Figura 2. Pasos para la secuenciacién y ensamblaje de un genoma. El ADN se extrae de las células, se purifica y se procesa
para la preparaciéon de la libreria de secuenciacién. El secuenciador produce un conjunto de lecturas aleatorias, de longitud
determinada por la plataforma y metodologia de secuenciacién, las cuales son procesadas a través de herramientas bioin-

formaticas para generar el ensamblaje del genoma.

1110119 7:06 p.m. ‘



Tecnologias actuales de secuenciacion de lecturas largas
proveen la informacién necesaria para producir ensam-
blajes de genomas completos de alta calidad, permitien-
do la anotacién exhaustiva de efectores. Ademdés de la
identificacién de genes, la obtencién del genoma completo
de P. palmivora permite caracterizar variaciones y otras
caracteristicas genéticas importantes involucradas en pro-
cesos de adaptacién, evolucién e infeccién en este patéd-
geno (Thomma et al., 2015). El objetivo de este trabajo es
presentar los avances relacionados con la caracterizacion
del genoma del agente causal de la PC, P. palmivora, con
el fin de generar nuevas herramientas genémicas que per-
mitan entender e identificar los procesos de infeccién de
este patégeno y puedan contribuir al desarrollo de estra-
tegias alternativas para el control de esta enfermedad.

Materiales y métodos

Aislamiento referencia de Phytophthora
palmivora, extraccién de ADN y secuenciacién

El aislamiento CPPhZCO5 de Puerto Wilches (Santander)
fue seleccionado para ensamblar el genoma de refe-
rencia. Este aislamiento fue secuenciado por medio de
dos tecnologias: lllumina para la obtencién de lecturas
cortas, y PacBio para la obtencién de lecturas largas. La
extraccién de ADN gendmico de alta calidad se realizé
a partir de micelio crecido en medio liquido V8 clarifi-
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cado (20 % jugo V8, 5 g/L CaCOs, 50 mg/L B-sitoste-
rol, 1,5 % agar, 50 PJg/mlL carbenicillina y 25 pgg/mL
vancomicina). Para secuenciaciéon por lllumina (secuen-
ciador HiSeq2000) se extrajo ADN segun el protocolo
de Goodwin et al., 1992. Para secuenciacién por PacBio
(instrumento Sequel) se usé un kit comercial de extraccién
de ADN (GenelET Plant Genomic DNA Purification Mini
Kit de Thermo Scientific). La calidad y cantidad del ADN
obtenido se verificé en un gel de agarosa al 1 % y por
espectrofotometria. El proceso de extraccién de ADN y
secuenciaciéon para obtener el ensamblaje se describen
en la Figura 2.

Ensamblaje del genoma de P. palmivora

El ensamblaje del genoma de P. palmivora se realizé con
el programa Canu v1.7 (Koren et al.,, 2017), el cual fue
desarrollado especialmente para el ensamblaje de lec-
turas largas. El algoritmo empleado en este programa
corresponde al Overlap-Layout-Consensus (OLC), el cual
busca generar un ensamblaje contiguo de las secuencias a
partir de lecturas que se sobrelapen entre si (Figura 3). El
ensamblaje se realizé inicialmente con las lecturas obteni-
das por secuenciacion PacBio, que por su mayor longitud
son las que dan mds informacién para generar un ensam-
blaje contiguo y ademds permiten una mejor resolucién
de regiones complejas del genoma, por ejemplo, regiones
altamente repetitivas.

Secuencias aleatorias

“Consensus”

“Overlaps”

“Layout”

Figura 3. Algoritmo OLC para ensamblaje de lecturas larga

s. A partir de lecturas aleatorias obtenidas de la secuenciacién,

el programa encuentra primero regiones que se sobrelapan entre las secuencias (1), luego genera un grafo en el que se

representan las secuencias y la informacién de las regiones
que corresponde al ensamblaje (3).
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A través del programa NGSEP v3.2.0 (Duitama et dal,,
2014) se usaron las lecturas cortas proporcionadas
por la secuenciacién por lllumina para la correccién
de errores en el ensamblaje. Primero se alinearon las
lecturas de lllumina al ensamblaje de las lecturas de
PacBio generando un archivo de alineamientos, los
cuales son usados posteriormente para la identificacién
de variantes o cambios Unicos en una base nitrogenada.
Luego se procedié a hacer el alineamiento de lecturas a
un genoma de referencia lo cual consiste en comparar las
secuencias una a una y decidir a qué parte del genoma
pertenecen. Una vez se tienen las lecturas alineadas y
debidamente ordenadas segun su origen y posicidon en
el genoma de referencia, el programa encargado de
identificar variantes revisa, base a base, cada una de las
posiciones de los alineamientos, la compara con la misma
base en el genoma de referencia y determina si es la
misma o se trata de un cambio. A partir de las variantes
Unicas de las secuencias alineadas, es decir, las bases que
son completamente diferentes en las lecturas de lllumina
con respecto al ensamblaje de PacBio, se corrigen las
bases erréneas, las cuales corresponden a errores de
secuenciacién de la técnica. El alineamiento de las lecturas
de lllumina fue realizado con el programa Bowtie2
v2.3.4.1 (Langmead & Salzberg, 2012) y la identificacién
de variantes con NGSEP v3.2.0.

Anotacién del genoma de P. palmivora

La anotacién de un genoma es la identificaciéon de re-
giones que corresponden a genes. Estos se identifican y
anotan segun su estructura y funcién. Para la anotacién se
utilizaron los programas MAKER (Cantarel et al., 2008)
y Trinnotate (Bryant et al., 2017), los cuales delimitan las
regiones gendmicas que corresponden a los genes y se
consultan bases de datos publicas para identificar y asig-
nar funcién a los genes por medio de homologias.

Resultados y discusion

La secuenciacién por lllumina del aislamiento CPPhZCO5
generd secuencias “paired-end” de 101 pares de bases
(pb) con un cubrimiento promedio de 70X. A través de
la secuenciacién por PacBio se obtuvieron lecturas con un
cubrimiento promedio sobre el genoma de 68X y una dis-
tribucién de longitudes entre 1.000 y 25.000 pb, siendo
10.000 pb la moda de la longitud de las lecturas. La ca-
lidad de las lecturas obtenidas de la secuenciacién por
Illumina se verificé usando el programa FastQC v0.11.5
(Andrews, 2010). El puntaje de calidad de secuenciacién
reportado por FastQC es el ideal (Q>30) y no se eviden-
cié contenido de adaptadores en las lecturas. Dados los
resultados del control de calidad de las secuencias no fue
necesario realizar ningin paso de limpieza y las lecturas
fueron utilizadas directamente para el proceso de ensam-
blaje. Con relacién a las lecturas obtenidas por PacBio,

para estas no se realizé una estimacién previa de la cali-
dad de la secuenciacion, ya que estos pasos de limpieza
de las lecturas estdn directamente integrados en el pro-
grama de ensamblaie.

El ensamblaje del genoma de P. palmivora tiene una longitud
total de 165,55 Mbp (millones de pares de bases), la
cual es similar al tamafio esperado para este organismo
(151,23 Mbp) segin publicaciones previas (Ali et al.,
2017). Este ensamblaje se obtuvo en 2.322 contigs con
un N50 de 220.825 pb, se identificaron 45.416 genes
de los cuales el 44 % (19.398 genes) tienen asociada
una funcién y los genes restantes son considerados
putativos o sin funcién conocida (Tabla 1). Gracias al tipo
de secuencias usadas para generar el ensamblaje aqui
reportado es posible que algunas regiones hayan sido
mejor ensambladas, lo cual explicaria la diferencia de
tamanos entre los dos ensamblajes, la calidad total del
ensamblaje asi como la identificaciéon de mayor nimero
de genes. Entre los genes anotados se identificaron
efectores y otros genes asociados a patogenicidad como
proteinas de degradacién de pared celular vegetal,
importantes para entender mecanismos de infeccién de
P. palmivora.

Tabla 1. Caracteristicas del ensamblaje del genoma de P.
palmivora aislado en palma de aceite.

Tamafio estimado del genoma (Mpb)
(Ali et al., 2017) 151,23
Tamafio total del ensamblaje (Mpb) 165,55
Numero de contigs 2.322
Contig N50 (pb) 220.825
Numero de genes 45.416
Numero de genes con anotacién funcional 19.398
CuSO,.5H,0 0,00077
H,BO, 0,00032

Finalmente, a manera de validacién de calidad se com-
paré el ensamblaje resultado de este estudio con otros
ensamblajes publicos de los genomas de algunas espe-
cies de Phytophthora, con el fin de obtener valores pe-
quefios en nimero de scaffolds y valores altos de N50
para considerar un ensamblaje de alta calidad. De las
comparaciones resulté que solo tres genomas fueron en-
samblados en menos de 1.000 scaffolds y con valores de
N50 superiores a los obtenidos para P. palmivora, pero
con la diferencia que estas especies tienen genomas de
mucho menor tamafo. Las comparaciones incluyen espe-
cies de Phytophthora relevantes para la agricultura y la
economia (Tabla 2).
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Tabla 2. Comparacién de caracteristicas de los ensamblajes de genomas para algunas de las especies de Phytophthora.

Especie de Scaffolds Scaffold Tamaiio del Principales Referencias
Phytophthora N50 (pb) ensamblaje (Mpb) hospederos
P. palmivora (palma) 2.322 220.825 165,5 Palma, cacao, caucho Cenipalma
P. ramorum 295 687.183 60,2 Roble Tyler et al., 2006
P. sojae 82 7°609.242 82,5 Soya Tyler et al., 2006
P. parasitica 708 888.348 82,3 Multiples Meng et al., 2014
P. palmivora (cacao) 24.809 6.694 107,7 Palma, cacao, caucho | Ali et al., 2017
P. infestans 4.921 1'588.622 228,5 Papa, tomate Haas et al.,, 2009
P. megakarya 24.039 7.094 101,5 Cacao Ali ef al., 2017
P. nicotianae 5.317 30.705 71,4 Tabaco Liv et al., 2016
P. cinnamonmi 5777 24.869 53,7 Aguacate L°"9r2”5"1r 8"* a.
P. capsici 10.750 34.615 56,0 Pimentén Lamour ef al.
2012
P. cactorum 5.449 30.670 121.5 Manzanag, fresa Yang et al., 2018
Conclusiones y perspectivas Glosario
El ensamblaje del genoma de P. palmivora reportado en Adathdor

esta publicacién es de alta calidad y al compararlo con
el ensamblaje publico para la misma especie es mucho
mds completo y menos fragmentado. Esto se evidencia
en una menor cantidad de contigs y un alto valor N50.
La caracterizacién del genoma de P. palmivora no solo
contribuye a la comprensién del funcionamiento a nivel
gendémico de este patdgeno, sino también a la rdpida
identificacién de efectores y su diversidad, lo cual podria
indicar la emergencia de nuevas variantes de patégeno
que potencialmente puedan sobrepasar la respuesta de
defensa en las plantas. De esta manera, cobran espe-
cial interés los trabajos de secuenciacién y bioinformati-
ca como herramientas de monitoreo de la diversidad de
efectores y posterior desarrollo de plantas con genes de
resistencia para el manejo de cultivos.
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Secuencia corta que se liga a los fragmentos de ADN
que se van a secuenciar. Los adaptadores son impor-
tantes pues a partir de estos inicia todo el proceso de
secuenciacion.

ADN genoémico
ADN presente en los nicleos de las células, el cual codi-
fica el genoma de un organismo.

Algoritmo

Conjunto ordenado y finito de operaciones sistemdticas
que permite hacer un cdlculo y hallar la solucién de un
tipo de problemas.

Base nitrogenada
Unidad bdsica que conforma el ADN. Estas son: A (ade-
nina), C (citosina), G (guanina) y T (tirosina).

Bioinformadtica

Campo interdisciplinario que integra biologia, estadis-
tica, matemdticas e informdtica para el desarrollo de
herramientas que permitan el andlisis, interpretacion y
entendimiento de datos biolégicos.

.
Contig

Conjunto de lecturas obtenidas por secuenciacién que se
superponen entre si formando una Unica secuencia.
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Cubrimiento (profundidad)

Representa el nimero promedio de veces que una base
del genoma es secuenciada. Se expresa como 1x, 2x,
3x,... (es decir 1, 2, o 3 veces).

Ensamblaje de genoma

Proceso por medio del cual se vuelven a juntar secuencias
de ADN que habian sido previamente fragmentadas y
secuenciadas.

Genoma

Es el set completo de la informacién genética de un orga-
nismo, es decir el ADN, incluyendo todos los genes. Esta es
la informacién necesaria para el funcionamiento de cual-
quier organismo. El genoma de un organismo en forma de
ADN estd contenido en el nicleo de todas las células.

Grafo

Estructura abstracta que permite el almacenamiento de
informacién, como colecciones de datos, y la relacién en-
tre ellos. La informacién se representa en vértices y ejes,
donde los vértices son los datos y los ejes las relaciones
entre los datos.

Lectura
Secuencia de pares de bases que corresponden a una re-
gién determinada del ADN.

N50

Medida estadistica que se usa para determinar la calidad
de un ensamblaje. El N50 es la longitud tal que contigs o
scaffolds de este tamafio o mayores representan el 50 %
del ensamblaije.

Pares de bases (pb)

Unidad que representa dos bases nitrogenadas comple-
mentarias unidas por puentes de hidrégeno, formando la
doble cadena del ADN.

Scaffold

Conjunto de contigs o secuencias contiguas que pueden o
no sobrelaparse entre si.

Secuenciacion

Metodologia que permite conocer el orden exacto de las
bases (A, C, G, T) que conforman el ADN, siendo esta la
molécula que contiene la informacién y las instrucciones
necesarias para el desarrollo y funcionamiento de cual-
quier organismo.

Secuenciacion paired-end
Método de secuenciacién en el que un fragmento del ge-
noma es secuenciado por sus dos extremos.
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