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Resumen

Los auquenorrincos (chicharritas o cotorritas) son insectos exclusivamente fitéfagos, que pueden
causar importantes dafios econdmicos sobre los cultivos. Una de las enfermedades vectorizadas
por ellos es el achaparramiento del maiz o Corn Stunt Disease, potencialmente una de las
enfermedades mas serias del cultivo de maiz, capaz de causar pérdidas parciales o totales en la
produccion en las zonas afectadas. En Argentina, Dalbulusmaidis (Hemiptera: Auchenorrhyncha)
es el unico vector a campo conocido como transmisor del Spiroplasmakunkelii, patébgeno causal
del Corn Stunt. Dada su importancia como plaga en la agricultura, se secuencié el transcriptoma
de todos los estadios del ciclo de vida de este insecto (huevos, 5 estadios ninfales y dos muestras
de adultos). Se utilizé un pool de insectos para abarcar la mayor cantidad de genes expresados.
Como la informacién gendmica de Dalbulusmaidis no esta disponible, se realiz6 el ensamblado de
novo. Se compararon los ensambles realizados con 3 programas: VELVET — OASES, ABySS y
Trinity. Se evaluaron utilizando métricas (N50, longitud de contig) y medidas de cobertura (CEG,
BUSCO). En base a estosandlisis, se decidié buscar genes del desarrollo en los ensambles de
VELVET — OASES vy Trinity. El porcentaje total de genes encontrado fue mayor para el ensamble
de Trinity. Teniendo en cuenta los resultados previos, se ensamblaron el resto de las muestras con
Trinity, obteniendo valores de métricas y coberturas muy buenos. Ademas se compararon los
transcriptomas con proteomas publicados como medida de homologia entre especies. En este
trabajo se compararon distintos métodos de ensamble de novoy se seleccioné el que mejor se

adaptd a nuestros datos y experimentos.
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Introduccion
Los auquenorrincos (chicharritas o cotorritas) comprenden un grupo de insectos exclusivamente
fitéfagos, que representan un importante componente de la biodiversidad en casi todos los

habitats terrestres, tanto naturales como agroecosistemas. Varias especies de los mismos son



severas plagas de la agricultura por la transmision de patdgenos causales de enfermedades, las
cuales pueden provocar importantes pérdidas econémicas por el dafio ocasionado durante la
alimentacion o la transmisién de patégenos (Maramorosch, K. Harris, 1979; Nault&Ammar, 1989;
Virla, E.; Diaz, C.; Carpane, P.; Laguna, |.; Ramallo, J.; Geronimo Gomez, 2004)(1.

En Argentina, una de las enfermedades causadas por patdgenos transmitidos por auquenorrincos
es el achaparramiento del maiz o Corn Stunt Disease. Esta es potencialmente una de las
enfermedades més serias del cultivo de maiz y puede ser un factor limitante al causar pérdidas
parciales o totales en la produccion en las zonas afectadas (Bajet&Renfro, 1989; Bradfute, 1981).
La prevalencia y el impacto econémico de esta enfermedad han aumentado en los Ultimos afos
(Carpaneet al., 2013), desde que la enfermedad fue inicialmente descripta (Alstatt, 1945; Frazier,
1945).

Dalbulusmaidis (DeLong&Wolcott, 1923) (Hemiptera: Cicadellidae: Deltocephalinae) es uno de los
cicadélidos mas importantes hallados sobre el maiz (Zea mays) en América y el principal vector
(Kunkel, 1946) a nivel mundial del Spiroplasmakunkelii, patégeno causal del Corn Stunt

El transcriptoma es el set completo de transcriptos de una célula, para un estado de desarrollo o
condicion fisiologica especifica. Entender el transcriptoma, y como éste varia en diferentes
condiciones, es esencial para interpretar los elementos funcionales del genoma, los cuales revelan
los constituyentes moleculares de las células y tejidos. Ademas, sirve para comprender procesos
tales como el desarrollo embrionario y distintos tipos de enfermedades (Z. Wang, Gerstein,
&Snyder, 2009).

Antes de la aparicién de nuevas tecnologias, los métodos mas utilizados para analizar variantes
génicas y de expresion eran los de microarray (Boguskiet al., 1994; Gerhard et al., 2004). En
contraste, los métodos basados en secuenciacion, llamados RNA-Seq, determinan directamente
la secuencia del ADN copia (ADNCc). La secuenciacion paralela masiva de millones de secuencias
de ADNc nos brinda un método efectivo y de relativo bajo costo para obtener grandes cantidades
de datos transcriptomicos de muchos organismos y tipos de tejidos (Birolet al., 2009; Trapnell et
al., 2010). En principio, esos datos nos permiten identificar todos los transcriptos expresados,
como una secuencia continua de ARN mensajero (ARNm) desde el principio de la transcripcion
hasta el final, aun para los genes que tienen mdltiples isoformas debido al splicing alternativo
(Guttmanet al., 2010). A raiz de su creciente facil acceso, los estudios que utilizan un enfoque
gendmico o transcriptomico trascendieron su nicho inicial en ciencias biomédicas o para un
pufiado de organismos modelo, y se torné fundamental en los avances de otros campos y
disciplinas (Ekblom& Wolf, 2014).



Sin embargo, el RNA-seq tiene diversas limitaciones; como la dependencia del conocimiento
previo de secuencias genOmicas, presencia de altos niveles de ruido debido a la hibridacién
cruzada (Okoniewski& Miller, 2006; Royce, Rozowsky, &Gerstein, 2007) y también un bajo nivel de
deteccién debido al background y a la saturacion de sefales. Ademas, comparar niveles de
expresion en distintos experimentos es dificil y requiere métodos de normalizacion complejos.

En los dltimos 15 afios, se desarrollaron nuevas tecnologias de secuenciacién (Metzker, 2005),
por ejemplo,pirosecuenciacion (454 Sequencing) (Margulieset al., 2005) y secuenciacion por
sintesis (Solexa) (Bentley, 2006), que revolucionaron y expandieron el campo de la gendmica.
Comparado con los métodos tradicionales de Sanger, estas tecnologias generan reads cortos de
alta calidad (Goodwin, McPherson, &McCombie, 2016), los cuales van desde 25 pb a 500 pb en
longitud, lo cual es sustancialmente mas corto que las secuencias obtenidas por la tecnologia de
capilaridad. Estas, aplicadas a la expresion de ARNm (RNA-seq) transformaron el campo de la
transcriptomica (Blencowe, Ahmad, & Lee, 2009; Z. Wang et al., 2009).

Entre estas plataformas, lllumina se convirtié en la mas extendida a nivel mundial (Goodwinet al.,
2016),principalmente debido a una combinacién de madurez como tecnologia, junto con un bajo

costo y alta precision por base secuenciada.

Sin embargo, la reconstruccidon de un transcripto de longitud completa desde reads cortos con
considerables errores de secuenciacion tiene diversos desafios computacionales (Haas&Zody,
2010). Entre ellos, algunas de las situaciones a enfrentar son: algunos transcriptos tienen poca
cobertura, mientras que otros estan altamente expresados; la cobertura de un transcripto puede
gue no sea igual a lo largo de toda su longitud, debido a errores de secuenciacion; reads con
errores de secuenciacion derivados de un transcripto altamente expresado pueden ser mas
abundantes que reads correctos de un transcripto con baja expresion; transcriptos codificados por
loci adyacentes pueden solaparse y formar errébneamente un transcripto quimérico; las estructuras
de datos tienen que acomodar mudltiples transcriptos por locus, debido al splicing alternativo;
secuencias repetidas de genes diferentes introducen ambigiiedad.

Un método eficiente deberia poder afrontar y superar los distintos desafios, siendo util tanto para
genomas complejos de animales o pequefiosgenomas bacterianos. También, tener la capacidad
de reconstruir transcriptos de tamafios, niveles de expresion e isoformas variables.

Existen dos alternativas computacionales para la reconstruccion de un transcriptoma: mapeando a
una referencia o ensamblando de novo. La primera consiste en alinear los reads a un genoma de
referencia y unir las secuencias que se solapen, mientras que la segunda manera no requiere una
referencia. Esta Ultima es la que se utiliza cuando no hay un genoma disponible, el mismo se

encuentra altamente fragmentado o con partes faltantes (Conesaet al., 2016).



Dado que en la mayoria de los organismos no existe un genoma publicado para utilizar como
referencia, el ensamble de novo es la Unica alternativa viable para el estudio del transcriptoma.
Incluso en casos en los que se dispone de genomas de especies emparentadas, no se puede
confiar completamente en esas secuencias para ensamblar los transcriptos. Por ejemplo, a pesar
de la diversidad que presenta la clase Insecta y que tiene varios organismos modelo clave, no hay
publicada gran cantidad de secuencias gendémicas completas de alta calidad. Sumado a eso, los
transcriptomas de insectos muestran patrones de splicing complejos (Graveley, 2001). Para sumar
variabilidad a la cuestion, el ARN utilizado en la mayoria de los estudios transcriptémicos, proviene
de un pool de insectos de una poblacion.

Una solucién computacional para la estrategia de reconstruccion sin referencia, es la utilizacién de
los grafos de De Brujin (De Brujin, 1946; Good, 1946). En este tipo de gréaficos, se define un nodo
por una secuencia de un largo fijo de k nucleétidos (“kmero”, siendo k considerablemente mas
corto que el largo de la secuencia).Los hodos se conectan por sus bordes, solamente si éstos se
solapan perfectamente con un largo de k-1 y los datos de secuencia avalan esta union, se van
construyendo las secuencias mas largas, llamadas contigs. En el caso de construccion de
transcriptomas, cada camino en el grafico representa un posible transcripto. En este punto se
puede apreciar la importancia de la limpieza del set total de datos previo al ensamble, ya que
reads con errores pueden resultar en falsos nodos, llevando el grafo por caminos erréneos.
Trabajos previos mostraron que no hay un ensamblador definitivamente mejor que los demas, sino
gue depende también del set de datos y de qué se busca en cada experimento en particular
(Schulz, Zerbino, Vingron, &Birney, 2012; S. Wang &Gribskov, 2016).

Los auquenorrincos (chicharritas o cotorritas) comprenden un grupo de insectos exclusivamente
fitéfagos, que representan un importante componente de la biodiversidad en casi todos los
habitats terrestres, tanto naturales como agroecosistemas. Varias especies de los mismos son
severas plagas de la agricultura por la transmision de patdgenos causales de enfermedades, las
cuales pueden provocar importantes pérdidas econdémicas por el dafio ocasionado durante la
alimentacién o la transmision de patégenos (Maramorosch, K. Harris, 1979; Nault&Ammar, 1989;
Virla, E.; Diaz, C.; Carpane, P.; Laguna, |.; Ramallo, J.; Ger6nimo Gomez, 2004)[7.

En Argentina, una de las enfermedades causadas por patégenos transmitidos por auquenorrincos
es el achaparramiento del maiz o Corn Stunt Disease. Esta es potencialmente una de las
enfermedades més serias del cultivo de maiz y puede ser un factor limitante al causar pérdidas
parciales o totales en la produccion en las zonas afectadas (Bajet&Renfro, 1989; Bradfute, 1981).
La prevalencia y el impacto econdmico de esta enfermedad han aumentado en los Ultimos afios
(Carpaneet al., 2013), desde que la enfermedad fue inicialmente descripta (Alstatt, 1945; Frazier,
1945).



Dalbulusmaidis (DeLong&Wolcott, 1923) (Hemiptera: Cicadellidae: Deltocephalinae) es uno de los
cicadélidos mas importantes hallados sobre el maiz (Zea mays) en América.
D. maidises el principal vector (Kunkel, 1946) a nivel mundial del Spiroplasmakunkelii,

Objetivos

Dado que es un insecto sumamente relevante para la agricultura y, ante la falta de datos del
tipotranscriptomicos del mismo, planteamos como objetivo del trabajo establecer un protocolo para
ensamblar los transcriptomas de los distintos estadios del ciclo de vida de Dalbulus maidis, vy, a
partir de los ensambles, evaluar la calidad de los mismos, identificar un set de genes del

desarrollo y compararlos con proteomas de otras especies.

Materiales y Métodos

Limpiezay calidad de datos

Los datos crudos  fueron pre-procesados  con el programa  FastQCtoolkit
(www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) para evaluar la calidad de los
readsgenerados. Porotrolado, utilizando este mismo paquete de programas, se eliminaron
secuencias adaptadoras y secuencias de bajacalidad.

Para evidenciar contaminacion en los datos, se utilizé la herramienta BLAST (Altschul, Gish, Miller,
Myers, &Lipman, 1990) para, de esta forma, comparar el total de los readssecuenciados contra la
base de datosVecScreen del NCBI (ftp://ftp.ncbi.nim.nih.gov/pub/UniVec) y buscar secuencias
contaminantes como vectores y primers. Los parametros utilizados fueron: evalue= 0,00001 y
max _target_seq=1. Los reads que dieron hit fueron eliminados de nuestro set de datos, tanto en
las secuencias generadas durante la primera lectura asi como las generadas en la segunda,
utilizando un script en el lenguaje python. De esta forma se logramantener la simetria en la
secuenciacion pair end. Ademas, se realizé una busqueda similar contra una base de datos de

adaptadores de lllumina.

Ensamble transcriptémico

Dado que el genoma de D. maidis no estasecuenciadoaln, se realizé un ensambede novo. El
mismo se llevd a cabo a través de accesoremoto a un cluster computacional del Instituto de
SaludPublica de México, en Cuernavaca y otroclustercomputacional en Géttingen, Alemania. Se
utilizaron los reads de la muestra de huevos de D. maidis para realizarensambles con
distintosprogramas y determinar cual es el masadecuado para ensamblar el resto de lasmuestras.
Los softwares utilizadosfueron VELVET — OASES, AByYSS y Trinity.



En el caso del ensamblerealizado con VELVET y OASES, primero se utilizo la herramienta velveth
para partir e indexar los datos en los distintos valores de kmerosespecificados, que en este caso
fueron de 47, 49 y 51 bases de longitud. Ademds, se especificé que eran reads cortos y
apareados, dados en dos archivos separados de formato fastq.

Con los archivosgenerados en el paso anterior, se utilizé la herramientavelvetg, la cual crea los
gréficos de De Brujin y, a partir de corridas de simplificacién y correccion de errores, forma los
contigs. Se utilizé en este paso una opcion llamada read tracking, la cual tiene un alto costo de
memoria y tiempo de calculo, pero da como resultado una descripcion mas detallada del ensamble
y nos permite continuar con el software OASES.

A cada conjunto de archivos generados pertenecientes a los distintos kmeros iniciales se le aplica
el programa OASES, el cualnos genera un archivo llamado transcripts.fa para cada uno de estos
valores.

Ya con los transcripts.fa para 47, 49 y 51 pb, se procedié a repetir los pasos anteriormente
mencionados, pero ahora usando los contigs como input en vez de los reads originales. La
diferencia es que, en este caso, se unieron estos tres ensambles en uno, utilizando kmeros de 27,
como el programa lo indica.

Se realiz6 el paso de velveth, luegovelvetg y por ultimo el de OASES, obteniendo asi nuestro
archivo transcripts.fa final.

El ensamble con ABySS se realiz6 con las opciones estandares del programa, especificando que
nuestros reads son pair end. Los kmeros utilizados fueron 31, 47 y 63. Para cada uno de ellos se
generaron 3 ensambles: unitigs, contigs y scaffolds. Los primeros se establecen con informacion
de un solo end de corrida, los contigs con los dos end y los scaffoldsutilizando los
contigscomomateria prima.

Por dltimo, se utilizé el ensamblador Trinity. Este se corrié en el modo pairend, con las opciones
de memoria méxima limitada a 30 Gigas y limitando la salida final a contigs de por lo menos 200 o

100 pares de bases de longitud.

CEG y BUSCO

Para evaluar el porcentaje de representatividad de los genes codificantes para proteinas se
realizbunabusquedautilizando la herramientaHmmer. Los transcriptomas ensamblados se
tradujeron a los seis marcos de lectura usando la herramienta transeq
(http://emboss.sourceforge.net/apps/cvs/emboss/apps/transeq.html) para luego hacer una
bdsqueda por HMMER3 (Eddy, 1995), con el comando hmmscan y los filtros -T 40 y —domT40, de

los transcriptos traducidos con el perfil de CEG (core eukariotyc genome) (Parra, Bradnam, &Korf,



2007), como se describi6 en 2012por Martinez-Barnetche y colaboradores. EI CEG
estacomprendidopor un grupo de 458 proteinas.

Como otra medida de cobertura, se realizd6 el mismo procedimiento con el perfil de BUSCO
(Benchmarking Universal Single-Copy Orthologs) (Siméo, Waterhouse, loannidis, Kriventseva,
&Zdobnov, 2015)(1 de artrépodos, el cual esta comprendido por 2.676 proteinas.

BlUsqueda de ortélogos

Se contrastaron los transcriptomas ensamblados de huevos realizados con VELVET — OASES y
Trinity contra una base de datos de los principales genes del desarrollo quea ctian durante la
embriogénesis de insectos. Para determinar qué genes se expresaban en el transcriptoma
ensamblado, se utilizé la herramienta NCBI - BLASTx (Altschulet al., 1990), filtrando la busqueda
con un E-value de 1x10®° y mostrando el mejor hit para cada uno de nuestros transcriptos. En el
caso de que el E-value fuera igual en distintos transcriptos para una misma proteina, se tuvo en
cuenta la longitud del hit y el porcentaje de cobertura de la secuencia proteica, de modo de
identificar el mejor hit posible para cada transcripto.

Mejor reciproco

Se realizaron BLAST bidireccionales entre los transcriptomas ensamblados y los proteomas de
Halyomorphahalys(https://i5k.nal.usda.gov/Halyomorpha_halys),
Oncopeltusfasciatus(https://data.nal.usda.gov/dataset/oncopeltus-fasciatus-genome-assembly-10)
y Rhodniusprolixus(httpd://www.vectorbase.org/organisms/rhodnius-prolixus/cdc/rproc3). Luego,
se utilizé un script (https://github.com/toritori5/RecipABCD) para determinar los mejores hits

reciprocos entre dos, tres y cuatro especies.

Resultados y Discusion

Comparacién de ensambladores

Existen distintos programas para ensamblar transcriptomas. Trabajos previos muestran que la
mejor estrategia esta relacionada directamente con el set de datos particular y con el fin de la
investigacion (Schulz et al., 2012; S. Wang & Gribskov, 2016). Es decir, no existe un ensamblador
mejor que los otros, sino que cada uno tiene virtudes y defectos. Es por eso que se probaron tres
programas distintos para ver cual se adecuaba mejor a nuestras necesidades. Para evaluar los
ensambles fueron utilizadas tanto métricas como N50, longitud de contig promedio, cantidad de
transcriptos ensamblados,asi como medidas de cobertura. Para identificar la proporcion del
genoma eucaridtico ndcleo que cubre el transcriptoma se utilizaron perfiles de HMM

correspondientes a las 458 proteinas nucleo de los eucariotas que provee el algoritmo CEGMA



(Au, Underwood, Lee, & Wong, 2012). Otra medida fue una busqueda similar contra 2676 perfiles
de proteinas comunes de artrépodos, conocido como BUSCO (Robasky, Lewis, & Church, 2013);
de esta manera,blsquedas locales con HMMERS permitieron determinar la cobertura de nuestros
transcriptomas.

Se iniciaron las pruebas de ensambles con el set de datos de huevos porque en ellos se
buscarian los ortélogos para distintos genes del desarrollo. El primer ensamble se realizé con los
programas VELVET y OASES. Utilizando valores de kmeros altos (47, 49 y 51), obtuvimos 116951
transcriptos pertenecientes a 39552 loci. El CEG y BUSCO dieron valores altos, 97.81% y 91.67%
respectivamente. Ademas, las longitudes de la mayor cantidad de transcriptos estuvieron
alrededor de los 400 pb.

Luego se utiliz6 ABYSS, se seleccionaron valores de kmeros en distintos rangos para poder
comparar los resultados. Se utiliz6 31 como valor inferior, 47 intermedio y 63 mayor. Claramente, a
medida que el valor del kmero aumentaba, la cantidad de transcriptos totales decrecia. Otro
detalle a tener en cuenta, es que este ensamblador no reporta las diferentes isoformas, sino el
total de transcriptos ensamblados. Se analizé la distribucién de longitudes para los distintos
ensambles, con y sin los transcriptos menores a 100 pb, ya que el programa ensambla
transcriptos a partir del tamafio de kmeroutilizado. Las longitudes son mayores a medida que
aumenta el kmero, pero no llega a los valores de los otros ensambladores. Se buscé el CEG para
cada uno de ellos, obteniéndose valores altos pero no comparables con los otros ensambladores.
Por dltimo, se realizaron los ensambles con Trinity,donde se compararon dos opciones,
ensamblando transcriptos mayores a 100 pb o mayores a 200 pb. En ambos casos, el kmero
utilizado fue 25, valor asignado por default por el programa. La mayor diferencia entre los dos
transcriptomas, se observé en la cantidad de transcriptos ensamblados, siendo mucho mayor la
cantidad cuando el minimo de longitud es 100 pb. Proporcional a esa diferencia, se evidencio un
aumento en lo que el programa nombra como ‘genes’. Aunque la proporcion de isoformas se
mantiene a lo largo de los dos ensambles (Tabla 1).

Las longitudes medias de los contigs tuvieron valores mas altos que en AByYSS vy
ligeramentemenoresqueen VELVET — OASES. En contraste, los valores de CEG y BUSCO fueron
los més elevados, siendo de 99.56% y 98.23% respectivamente, para el ensamble de secuencias
mayores a 200 pb.

A partir de los resultados obtenidos en las distintas métricas de los ensambles, se llevo a cabo la
basqueda de genes del desarrollo en el ensamble de VELVET — OASES y en el de Trinity de
mayores a 200 pb. Los resultados mostraron una mayor cantidad de hits en el ensamble de Trinity.
Entonces, teniendo en cuenta los distintos andlisis, se determiné realizar el ensamble de los otros

estadios de D. maidis con el programa Trinity.



Al analizar los ensambles de los distintos estadios, se observd en las métricas que los valores
obtenidos continuaban siendo buenos, al igual que en el ensamble de Huevos. Por otro lado, la
cobertura, estimada por medio del CEG y BUSCO tuvo valores muy altos. Esto estaria indicando
gue los ensambles tienen una buena cobertura de los transcriptomas, y que son aptos para

continuar con otros estudios.

Tabla 1. Métricas para los ensambles de todos los estadios realizados con el software Trinity

Huevos DMI DMII DMIII DMIV DMV Adultos2 | Adultos3 |

Total ‘genes’ 50218 39126 45685 55294 65720 59366 72430 64728

Total transcripts 55588 43993 51829 62316 77757 67958 88952 76444
Menor longitud 201 201 201 201 201 201 201 201

Mayor longitud 8162 8646 12611 12636 12647 12649 25970 13294
CEG 99.56 96.73 98.69 99.13 99.78 99.78 99.78 99.78
BUSCO 98.32 87.37 91.78 97.83 98.57 98.58 99.48 98.88

Estadisticas basadas en todos los transcriptos

N10 2822 1895 2134 2839 3060 3116 4819 3008

N20 2142 1500 1656 2119 2280 2301 3511 2238

N30 1701 1229 1362 1678 1795 1799 2686 1779

N40 1358 1021 1110 1337 1414 1423 2086 1413

N50 1058 835 885 1045 1092 1099 1618 1097
Mediana 427 416 410 413 406 409 438 413

Promedio 699,7 605,3 625,38 687.78 700,35 704.8 880,63 704,27

Bases ensambladas 38894652 26628753 32412787 42859782 54457019 47896923 78333356 53837107
Estadisticas basadas en la isoforma mas larga por ‘gen’

N10 2728 1851 2082 2702 2917 2957 4407 2835

N20 2041 1454 1603 1999 2142 2151 3083 2102

N30 1623 1191 1306 1565 1659 1670 2327 1648

N40 1247 983 1048 1225 1258 1286 1761 1263

N50 975 793 824 935 936 965 1305 950
Mediana 405 395 387 387 373 381 385 380

Promedio 663,15 581,84 594,63 640,21 635,90 648,39 751,32 641,59

Bases ensambladas 333 22764923 27165494 35399838 41791190 38492181 54418037 41528533

Busqueda de ortélogos

Los métodos de secuenciacion de nueva generacion (NGS) permiten encontrar genes del
desarrollo en 6rdenes de magnitud mayores a décadas anteriores, a una fraccion de su costo.
Cuando se realizan las basquedas, hay que tener en cuenta que el nivel de conservacion entre los
genomas de insectos es muy bajo (Parra et al., 2007) por lo gue no encontrar un gen no implica su
ausencia.

El porcentaje de genes del desarrollo encontrados en el transcriptoma ensamblado con Trinity fue

de 89,3%.Trabajos en organismos como Oncopeltus fasciatus (Siméao et al., 2015) y el crustaceo

Parhyale hawaiensis (Zdobnov & Bork, 2007) también hicieron busquedas de ortélogos entre



genes del desarrollo, mayormente con bases de datos de genes de Drosophila melanogaster para
comparar. En ambos casos, los porcentajes de genes encontrados fueron menores al nuestro.
En el ensamble de Trinity se encontraron mas genes que en el de VELVET — OASES, 89,32% y
82,05%, respectivamente (Figura 1). Por lo cual el resto de las muestras se ensamblaron con
Trinity.
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Figura 1. Genes del desarrollo encontrados en cada uno de los ensambles.

Reciprocos

Para estimar la proporcién del transcriptoma que es homdloga con los proteomas de
Halyomorphahalys, OncopeltusfasciatusyRhodniusprolixus se utilizé la técnica del mejor reciproco.
Se realizé el andlisis con todos los transcriptomas ensamblados, pero la muestra que

presentomayor homologia fue la de Adultos2 (Tabla2).

Tabla 2. Mejores reciprocos entre D. maidis (Adultos2), H. halys, O. fasciatus y R. prolixus.

Dalbulus maidis Halyomorpha halys 6619
Dalbulus maidis Oncopeltus fasciatus 7925
Dalbulus maidis Rhodnius prolixus 7311
Dalbulus maidis Halyomorpha halys ~ Oncopeltus fasciatus 3851
Dalbulus maidis Halyomorpha halys Rhodnius prolixus 3982
Dalbulus maidis Oncopeltus fasciatus Rhodnius prolixus 3896

Halyomorpha halys ~ Oncopeltus fasciatus Rhodnius prolixus 5818
Dalbulus maidis Halyomorpha halys ~ Oncopeltus fasciatus Rhodnius prolixus 3526




Un total de 3526 genes ortélogos son compartidos por las 4 especies, mientras que D. maidis
muestra una mayor homologia conO.fasciatus, con el cual comparte 7925 genes.

Conclusiones

En este trabajo se evaluaron distintos programas para el ensamble de novode millones de reads
de Dalbulusmaidis pertenecientes a distintos estadios del insecto. A razén de distintas pruebas
con el set de datos de los huevos con cada uno de los programas, se eligié Trinity. ,Utilizando este
programa se ensamblaron los transcriptomas de todos los estadios. Todas las métricas y analisis
de cobertura dieron valores alentadores y permiten continuar con los estudios. Ademas, se
buscaron una serie de genes del desarrollo utilizando una base de datos de D.melanogaster,
hallandoen nuestros datos la mayoria de los mismos. Como dato final, se compararon los
transcriptomas con los proteomas publicados de especies emparentadas y se obtuvieron datos de
homologia.
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