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Abstract: Transposable elements (TEs) or transposons are DNA mobile elements with a great
ability to move across the genome and intervene in its structure and evolution, representing a
source of genetic variability. Several environmental and genetic factors regulate their
diversification and activity, sothese structures can be useful to study evolutionary relationships
between species. There exist different types of software to identify and classify TEs, such as
RepeatModeler or TESorter. Programs such as RepeatMasker can recognize the location of the
TEs in the genome. Nonetheless, there is an important lack of tools that allow to analyze the
diversity of TEs between species, compare their transposon profiles and analyze the divergence
of different copies of a given TE in different genomes. The present Bachelor's Degree Final Project
has developed a package tools in Python, named Repeattools, designed to perform statistical
analysis and visualization on the output of the programs RepeatMasker and TESorter. Its
performance has been evaluated in this work, as well as it has been applied to a user case: the
study of the TE evolution on the Nicotiana genus. Performance results show that the RECollector
program can process large files coming from RepeatMasker and TESorter. Furthermore, the use
of this program on the study on the Nicotiana genus has allowed us to identify a specific footprint
on the Suaveolentes section associated with the TE Copia, hAT and SINE elements. The
hypothesis that the expansion of these elements during the evolution of the section may have
been involved in the diversification of the section across the Australian territory has been
proposed. In conclusion, Repeattools has been shown to prove a useful package of tools for the
study of transposable elements in the field of evolutionary and population genomics.
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Desarrollo de herramientas en Python para el estudio de la diversidad de
elementos transponibles: analisis en el género Nicotiana
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Resumen: Los elementos transponibles (ET) o transposones son elementos moviles del ADN
con una gran capacidad para desplazarse a lo largo del genoma y que intervienen tanto en la
estructura como en la evolucidon de este ultimo, por lo que representan una fuente de variacién
genética. Diversos factores ambientales y genéticos regulan su diversificacion y su actividad, de
modo que son estructuras interesantes para estudiar relaciones evolutivas entre distintas
especies. Existen diferentes softwares paraidentificar y clasificar ET, tales como RepeatModeler
o TESorter. Por otro lado, programas como RepeatMasker permiten la anotacion de dichos ET en
el genoma. Sin embargo, no existen herramientas que permitan analizar la diversidad de ET entre
especies, ni comparar sus perfiles transposoénicos o la divergencia de las distintas copias de un
determinado ET en diferentes genomas. El presente TFG desarrolla un paquete de herramientas
en Python, llamado Repeattools, que permite combinar datos procedentes de RepeatMasker y
TESorter para su posterior andlisis estadistico y su visualizacion. Ademas, se evalua su
rendimiento en diferentes soportes y se analiza un grupo de especies de diferentes secciones
del género Nicotiana para obtener mas informacién acerca de sus relaciones evolutivas,
representando un ejemplo de funcionamiento del paquete. Los resultados obtenidos del
rendimiento del programa RECollector indican que puede procesar archivos de gran tamano
procedentes de RepeatMasker y TESorter. Asimismo, el estudio de especies del género Nicotiana
evidencia que las especies australianas de la seccion Suaveolentes poseen un perfil de
elementos transponibles caracteristico, formado principalmente por elementos Copia, hAT y
SINE. Ademas, se propone la hipdtesis de que la expansién de dichos elementos transponibles
durante laevolucién de la seccién haya podido estarinvolucrada en ladiversificacion de esta por
el territorio australiano. De este modo, se concluye que Repeattools resulta un paquete de
herramientas util para el estudio de elementos transponibles en el ambito de la gendmica
evolutiva y poblacional.
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El trabajo se alinea en un grado alto con el Objetivo de Desarrollo Sostenible (ODS)
numero 13, accién por el clima, debido al analisis de los elementos transponibles de las plantas
del género Nicotiana. En concreto, tienen mayor relevancia los resultados obtenidos en relacidn
con la evolucion de la seccidon Suaveolentes en Australia. Se conoce que las especies
australianas de Suaveolentes experimentaron un periodo de rapida diversificacion mucho
tiempo después del origen de la seccidn. Este hecho pudo venir condicionado por la expansién
de ciertos elementos transponibles antesy durante ese periodo de diversificacién. Por otro lado,
estas especies se han adaptado a las condiciones aridas y hostiles del interior del territorio
australiano. Continuar con la investigacion sobre la diversificacion de esta seccién de Nicotiana
y su relaciéon con los elementos transponibles contribuira a entender la proliferacion de estas
plantas en entornos secos y de condiciones extremas. Esto resulta de utilidad en un contexto de
desertificacidon en varias partes del mundo debido alaumento de las temperaturas, en el que se
buscan soluciones para generar plantas mas resistentes al calory la sequia.



1. INTRODUCCION

1.1. El Papel de los Elementos Transponibles en la Evolucion

1.1.1. Elementos transponibles: definicion, clasificacion y diversidad entre especies Los
elementos transponibles (ET) o transposones son elementos de ADN moviles capaces de
cambiar su posiciéon en el genoma huésped. Fueron descubiertos por Barbara McClintock en sus
estudios sobre la herencia de la coloracién de los granos de maiz durante el siglo pasado. Se
caracterizan por poseer regiones codificantes de proteinas con diferentes actividades
moleculares y secuencias que promueven su transcripcion (Wells y Feschotte, 2020). Desde el
descubrimiento de los primeros ET (Ac y Ds) en maiz, se han identificado una gran variedad de
transposones, dando a conocer la diversidad de estas estructuras en lo que respecta a su
organizacion y formas de desplazamiento por el genoma. Estos pueden encontrase en todos los
tipos de organismos a excepciéon de los virus y algunas bacterias (Zhao et al., 2016).

En este sentido, un primer sistema de clasificacién de ET fue propuesto por Finnegan
(1989), en el que separaba los transposones en dos clases. La clase | consistia en elementos
capaces de transponerse mediante transcripcion reversa con intermediarios de ARN
(mecanismo de “copiar y pegar”) mientras que la clase Il agrupaba elementos capaces de
transponerse directamente sin la necesidad de intermediarios (mecanismo de “cortar y pegar”).
Sin embargo, el descubrimiento de ET que “copiany pegan” sin requerir intermediarios de ARN y
de los elementos transponibles de repeticién invertida en miniatura (Minitature Inverted-repeat
Transposable Elements o MITEs) dio lugar a otros sistemas de clasificacion que bien introducian
una tercera clase o bien apostaban por una clasificacién basada en otros criterios (Wicker et al.,
2007).

De este modo, Wicker etal. (2007) propusieron un nuevo sistema jerarquico que
combinaba la divisién en dos clases de Finnegan (1989) con criterios enzimaticos vy
mecanicistas. Como antes, las clases se dividen segun la presencia o ausencia de intermediario
de ADN. La clase | (los llamados retrotransposones) se subdivide en drdenes (tales como LTR-RT
(Long-Terminal RetroTransposon), LINE (Long-INterspersed Elements), PLE (Penelope-Like
Elements), SINE (Short-INterspersed Elements) o DIRS (Dictyostelium Intermediate Repeat
Sequences)) en funcién del mecanismo de insercion. Dentro de la clase Il (conocidos como
transposones de ADN) encontramos distintas subclases (por ejemplo, TIR (Terminal-Inverted
Repeats), Crypton, Helitron o Maverick) en base a si el movimiento de los ET por el genoma se
basa en insertar copias en otras regiones o bien abandonan el sitio original para reintegrarse en
otra region. Ordenes y subclases se dividen a suvez en superfamilias y estas en familias (y estas,
en ocasiones, en subfamilias) en base a caracteristicas estructurales y de conservacion de su
secuencia de ADN, respectivamente. Dicho esto, este sistema de clasificacidn presenta sus
inconvenientes, bien sea porque fueron explicados por los mismos autores o bien porque otros
(Seberg y Petersen, 2009) repararon en dichas inconsistencias.



Los transposones son especialmente abundantes en los genomas vegetales. La
variacion del tamafo de su genoma, que puede llegar a ser de varios 6rdenes de magnitud, se
explica en parte por la proliferacién y supervivencia de diferentes tipos de ET (Wendel et al.,
2016). Destaca también la disparidad entre distintos taxones en cuanto a qué grupos de ET
dominan sus genomas. En el caso de las angiospermas, los retrotransposones del orden LTR-RT
son los mas abundantes; por ejemplo, en el caso del maiz (Zea mays) llegan a ocupar cerca del
80% de sugenoma. Las superfamilias Copia y Gypsy son las mas frecuentes (Mhiri et al., 2022).
En cambio, en mamiferos los elementos predominantes pertenecen aretrotransposones no-LTR
tales como LINE y SINE (Richardson et al., 2015).

Por otro lado, no sabemos todavia con total exactitud los factores que gobiernan esta
acumulacién y diversificaciéon en los genomas de distintas especies. Ademas, todavia queda la
incégnita de por qué ciertas especies poseen genomas dominados por una o muy pocas familias
de ET, mientras otros genomas se caracterizan por su enorme diversidad en cuanto a estos
elementos se refiere. En este sentido, una de las hipdtesis que se baraja estéd relacionada con la
genética de poblaciones, en la que se propone que estas diferencias vienen dadas por el tamafo
de poblacién efectiva, debido a que la eliminacidon de mutaciones deletéreas es proporcional a
dicha poblacidon. Si bien esta hipdtesis puede explicar la mayor frecuencia de fijacidn de ET en
vertebrados que en moscas de la fruta, no puede justificar, por ejemplo, las variaciones en la
diversidad de ET entre especies con poblaciones similares o entre ciertos grupos taxonémicos
(Wells & Feschotte, 2020).



1.1.2. Ciclo de vida de un elemento transponible, domesticacion y estallidos
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Figura 1.1. Diagrama-resumendel ciclo de vida de los elementos transponibles. En resumen, el ciclo
comienza con la insercién del ET en el genoma. A ello le sigue un periodo de rapida amplificaciény
diversificacion. El ciclo continda con el silenciamiento de los ET, que se mantienen inactivos hasta que
surja una oportunidad para reactivarse. Por otro lado, los ET pueden escapardel ciclo bien por la pérdida
de su funcién o bien por ser domesticados por el organismo huésped para su beneficio. (Obtenido de Liu
et al. (2022))

Los ET siguen un ciclo de vida (Fig. 1.1) en el genoma en el que existen que va a
condicionar su abundancia y diversidad en el mismo. El ciclo comienza bien con la transferencia
de un ET en un nuevo genoma mediante transferencia horizontal o bien con la reactivaciéon de un
ET inactivo que ya estaba insertado en el genoma (Liu et al., 2022). A partir de este punto, el ET
tiene un proceso de amplificacion (aumento en el nUmero de copias del elemento) y de actividad
desenfrenada en un genoma que todavia no ha conseguido regularlo, siempre y cuando el
elemento sea capaz de transponerse de forma auténoma, el proceso se realice correctamente y
la maquinaria requerida para la transposicidon esté presente. Esta etapa de gran actividad da
lugar a un periodo de diversificacion de los ET y de mutagénesis (Liu et al., 2022). Es también en
esta diversificacion donde se forman nuevas familias de ET, que incluyen elementos que
contienen fragmentos de genes, ET no auténomos y MITE (Zhao et al., 2016).

En este punto del ciclo, los ET pueden tomar dos destinos distintos: continuar el ciclo en
el caso de ser silenciados, con la posibilidad de reactivarse en un periodo futuro, o bien salir del
ciclo, en el caso de que vayan degradandose por mecanismos discutidos mas adelante. La
continuacién del ciclo implica que los ET van a pasar por una etapa de represién de su actividad.
En el caso de ser elementos ya establecidos en el genoma, estos seran simplemente re-
silenciados mientras que los elementos introducidos por transferencia horizontal van a ser
reconocidos por la maquinaria de silenciamiento. Sea como fuese, la célula recurre al
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silenciamiento de los ET por medio de modificaciones epigenéticas. El silenciamiento
epigenético permite la represion de todos los elementos de una misma familia (Liu et al., 2022).

Principalmente, el mecanismo por el que se lleva a cabo este silenciamiento en plantas
es conocido como silenciamiento basado en identidad, en el que interviene un mecanismo de
formacion de ARN pequeno de interferencia (Small Interference RNA o siRNA). De este modo, el
silenciamiento de los ET viene mediado por siRNA que proceden de la misma secuencia de
dichos elementos (Fultz & Slotkin, 2017). Este mecanismo se inicia con la formacién de un ARN
de doble cadena procedente de transcritos de ET y causado por diferentes posibilidades. El
fragmento de ARN bicatenario es procesado por la maquinaria de silenciamiento del organismo
y da lugar al silenciamiento del resto de elementos de la familia por homologia con el ARN de
interferencia, que actla como un elemento de regulacién genética en trans. Posteriormente, la
alteracion de la expresidon se mantiene gracias ala metilacion delas secuencias basadaen siRNA
de los propios ET (creados por las polimerasas de plantas Pol IV y Pol V), en la que median
diferentes metiltransferasas, tales como MET1, CMT3 y CMT2 (Lisch & Slotkin, 2011).

Sin embargo, los ET tienen varias formas de escapar el silenciamiento epigenético y
completar el ciclo volviendo a la etapa de amplificacién. Algunas formas ocurren durante
eventos de transferencia horizontal del elemento o en eventos de hibridacidon, gracias a la
ausencia o baja presencia de mecanismos de silenciamiento, mientras que otras formas
consisten en aprovechar la regulacién de genes cercanos, adquirir mutaciones que inhiban la
maquinaria de silenciamiento, generar productos que combatan dicha maquinaria o aprovechar
ciertos momentos o cambios en el organismo huésped, como son la presencia de estreses,
mutaciones en la maquinaria de silenciamiento o periodos de relajacion en ciertas etapas del
desarrollo (Liu et al., 2022).

Finalmente, el fin del ciclo (y su salida de él) viene marcado por la pérdida de autonomia
del elemento y su lenta deriva hacia su degradacion. Liu etal. (2022) resumen en tres los
principales mecanismos que conducen a la pérdida de funcidon y “muerte” de los ET. En primer
lugar, los ET corren el mismo riesgo de sufrir mutaciones que el resto de las secuencias en el
genoma. En segundo lugar, encontramos eventos de recombinacion ectépica entre ET que
pueden dar lugar a modificaciones cromosémicas considerables. Por ultimo, pueden ocurrir
eventos de transposicién incompletos que dan lugar a copias no auténomas o aberrantes.

Adicionalmente, el fin del ciclo no solo se da con la “muerte” de los ET, sino que también
se da con sudomesticacidon por parte del organismo huésped. Por domesticacion se entiende el
proceso que da lugar a la conversion del ET, considerado por el organismo un elemento foraneo
que debe ser silenciado, por un elemento con funciones beneficiosas para este (Almeida et al.,
2022).

En general, la domesticacion de los ET puede devenir en distintos escenarios, en funcidén
de las caracteristicas finales del ET reprogramado. Aqui, veremos brevemente tres escenarios
distintos.

e En el primer escenario, se reprograma el mecanismo de transposicion del ET, es decir, se
conserva la capacidad de transposicién, pero esta queda baja regulacion del organismo
huésped para su propio beneficio. Un ejemplo destacado de este escenario en
vertebrados es lareaccion de recombinaciéon V(D)J durante el desarrollo de los linfocitos,
basado en la domesticacién de la familia Transib. Por otro lado, un ejemplo claro en



plantas lo constituyen los genes de resistencia de plantas, especializados en reconocer
moléculas asociadas a patdégenos y actuar en respuesta (Liu et al., 2022).

e El siguiente escenario consiste en la adquisiciéon de una funciéon nueva y diferente por
parte de los ET. En este caso, los genes codificantes de proteinas de los ET sufren
procesos de neofuncionalizacién, como es el caso de la transposasa del ET Mutator, que
dio lugar a factores de transcripcion vitales para la respuesta a la luz de las plantas
superiores (Lin et al., 2007). Sin embargo, también existe la posibilidad de que la
domesticacion del ET se dé por laformacion de secuencias quiméricas entre fragmentos
del ET y genes propios del huésped (Liu et al., 2022).

e Elultimo escenario consiste en lareprogramacién de los ET como elementos reguladores
del ADN, tanto elementos en cis como en trans. Los ET domesticados como elementos
reguladores en cis suelen actuar como enhancers (potenciadores de la expresion) o
como sitios de unién de factores de transcripcion. Se ha observado que en el caso de las
plantas, la formacién de enhancers a partir de ET ha apoyado ciertas caracteristicas
como la resistencia al aluminio y al estrés térmico y salino (Liu etal., 2022). Por el
contrario, dentro de los elementos reguladores en trans procedentes de ET podemos
encontrar que actuan, por ejemplo, como siRNA (como se ha mencionado previamente)
o como miRNA (MicroRNA). En este ultimo caso, Li et al. (2011) sugirieron un modelo en
plantas para la domesticacién de los ET como miRNA que incluia modificaciones en
estos tales como la formacidn de repeticiones invertidas, la especiacién de secuencias
y la adaptacién de las secuencias a la maquinaria de miRNA del organismo.

1.1.3. Herramientas para la identificacion de elementos transponibles La deteccidén y
busqueda de elementos transponibles resulta una tarea compleja debido a la naturaleza
repetitiva de estos y a la diversidad estructural que presentan. Este hecho ha dado lugar a una
variedad de técnicas y software basados en distintos enfoques, si bien todos presentan
deficiencias que impiden la completa identificacién de los ET en diversas especies. Podemos
dividir los software de deteccion y anotacidon de ET segun la estrategia que sigan en dos
principales grupos (Goerner-Potvin y Bourque, 2018):

1. Deteccion y anotacidén basada en repositorios, mediante la aportaciéon de un genoma
ensamblado.

2. Deteccién y anotacién de novo, que bien puede utilizar un genoma ensamblado o bien
se pueden emplear directamente las lecturas obtenidas de la secuenciacién.



Por una parte, la deteccién y anotacién basada en repositorios tiene como objetivo
principal la busqueda a lo largo de todo el genoma proporcionado de secuencias consenso
(secuencias representativas de un conjunto particular de secuencias distintas) de ET o de
motivos asociados a estos elementos. Para ello, las herramientas basadas en este enfoque
normalmente realizan busquedas de homologia de secuencias mediante diferentes algoritmos
(Ramakrishnan etal.,, 2022). Dentro de este tipo de anotacion destaca RepeatMasker
(https://www.repeatmasker.org/) por ser la mas utilizada, y que utiliza las bases de datos
RepBase (https://www.girinst.org/) y Dfam (https://dfam.org/) para detectar y anotar ET mediante
el uso de algoritmos de busqueda como RMBlasty HMMER. Otro ejemplo lo podemos encontrar
en TESorter (Zhang et al., 2022), que permite clasificar LTR-RT hasta el nivel de clado,
subdivisiones especiales para este orden destinadas a una mejor clasificacidn de este (Zhang
et al., 2022), gracias al uso de las bases de datos GyDB (https://gydb.org/index.php/Main _Page)
y REXdb (http://repeatexplorer.org/?page id=918) y el algoritmo HMMScan.

Por otra parte, la deteccidén y anotacién de novo permite tanto la identificacién de ET en
nuevos genomas como la deteccidon de secuencias no reconocidas por otros programas como
RepeatMasker y de nuevas familias de ET (Goerner-Potvin & Bourque, 2018). Para ello, existen
dos enfoques principales utilizados por los programas de esta categoria. El primero consiste en
el uso de k-meros, es decir, subsecuencias (en este caso del genoma a anotar) de longitud k,
empleando una amplia variedad de métodos para analizarlos. Algunos ejemplos de este enfoque
son RepeatScout, RED, phRAIDER y P-Clouds (Storer etal., 2022). En cambio, el segundo
enfoque consiste en utilizar directamente las lecturas procedentes de los distintos métodos de
secuenciacién de nueva generacidon que, previo paso de filtrado de lecturas, permiten evitar
sesgos introducidos por los programas de ensamblado de genomas (Storer et al., 2022).

Finalmente, es atil mencionar que muchas de estas herramientas se encuentran
integradas en paquetes o pipelines, que usan de forma paralela y/o secuenciales programas
dirigidos a un paso especifico del analisis. Un buen ejemplo de ello es RepeatModeler2, el cual
usa un primer paso de identificacidon de repeticiones con RepeatScout basado en abundancia de
k-meros. Tras este, usa cinco pasos adicionales donde las repeticiones son refinadas y
clasificadas con BLASTy RECON, para finalmente mejorar las anotaciones de los elementos LTR
con LTRdetector y LTR_retriever (Flynn etal., 2020). Otras pipelines tan populares como
RepeatModeler2 son REPET y EDTA.

1.2. Elementos Transponibles en el Género Nicotiana

Nicotiana representa el quinto género de plantas mas grande de la familia Solanaceae,
entre la que se incluyen otros géneros como Solanum y Cestrum. Nicotiana esta formado
actualmente por mas de 86 especies, la mayor parte de las cuales habitan las Américas y
Australia (Bally et al., 2021). Destacan Nicotiana benthamiana y Nicotiana tabacum (tabaco) por
sus usos en investigacién y consumo humano, respectivamente. Asimismo, el género se
encuentra dividido en 13 secciones diferentes, de las cuales 5 corresponden a especies
alotetraploides (cuatro conjuntos de cromosomas procedentes de dos progenitores diploides),
constituyendo casila mitad de las especies del género (Knapp et al., 2004).
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De entre las secciones alotetraploides destaca Suaveolentes (en la que se incluye N.
benthamiana) por ser la mas diversificada. Esta seccién estd compuesta por especies que se
encuentran mayoritariamente en Australia, si bien también son nativas de Africa y de varias islas
del Pacifico (Bally et al.,, 2021). Las especies australianas de la seccidn se encuentran
ampliamente distribuidas por todo el territorio, hecho que hace surgir la cuestién de su
diversificacion. La hipotesis que mas fuerza parece cobrar actualmente sitla la aparicidon de la
seccion Suaveolentes circa 6 millones de afos, gracias a analisis filogenéticos que apuntana un
Unico evento de poliploidizaciéon (Clarkson et al., 2017; D’Andrea et al., 2023). En este sentido,
los origenes de la seccién parecen encontrarse en secciones sudamericanas de Nicotiana,
desde donde pudo surgir laseccién Suaveolentes para luego dispersarse hacia Africa, el Pacifico
y Australia. Si bien no se ha logrado esclarecer completamente, la seccidn Sylvestres parece ser
el progenitor paterno mientras que la seccién Noctiflorae pudo contribuir como progenitor
materno, a lo que se suman contribuciones de las secciones Alatae (respecto del progenitor
paterno) y Petunioides (respecto del progenitor materno) (Kelly et al., 2013). D’Andrea et al.
(2023) propusieron que el surgimiento de Suaveolentes se produjo hace unos 6 millones de afios
mediante de un evento de poliploidizacién entre ancestros comunes de Sylvestres y Alatae, que
actué como progenitor paterno, y de Noctiflorae y Petunioides, que actué como progenitor
materno, previo a su diversificacién en las cuatro secciones contemporaneas. Por otro lado,
Wang et al. (2023) situan este evento casi un millén de afios antes y teniendo a N. sylvestris (sec.
Sylvestres) como progenitor paterno y a N. glauca (sec. Noctiflorae) como ejemplo de progenitor
materno. Sea como fuere, la introduccién del ancestro de la seccion Suaveolentes en Australia
se habria producido tras un periodo de aridificacidon (ca. 10-7 millones de anos, (Clarkson et al.,
2017)) y habria logrado adaptarse y diversificarse en un territorio de condiciones extremas.

Ademas de esclarecer el origen concreto de Suaveolentes, también queda la pregunta de
la rapida especiacién y diversificacion de la subseccién australiana. Tradicionalmente se ha
asociado diversificacion con poliploidizacién, pero en el caso del género Nicotiana, solo la
secciéon poliploide Suaveolentes presenta un alto indice de diversificacion. Otras secciones
tetraploides como Repandaey Polydicliae presentan un nimero mucho menor de especies (4 y
2 respectivamente). Una posible explicacién del éxito de la subseccidon en la conquista y
adaptacion a las distintas condiciones extremas de Australia puede hallarse en los elementos
transponibles. Recientemente, Ranawaka et al. (2023) identificaron en N. benthamiana un
estallido de elementos Copia que empezd hace unos 2 millones de anos, teniendo su pico hace
750.000 afos, todo ello en un periodo coincidente con la rapida diversificacion de la subseccion
australiana. En contraste, N. africana (la Unica especie de Nicotiana nativa de Africa, localizada
concretamente en Namibia) y N. forsteri (una especie de Nicotiana australiana que se encuentra
en la costa oriental) (D’Andrea et al., 2023), no experimentaron un fenédmeno similar al de sus
parientes australianos mas recientes (Clarkson et al., 2017).

2. OBJETIVOS

El objetivo principal de este Trabajo Final de Grado consiste en el desarrollo de una
herramienta que permita analizar y visualizar los resultados de dos programas
cominmente usados para la identificacion de elementos transponibles, RepeatMasker y
TESorter, asi como integrar los resultados de varias especies de forma simultanea para su
comparacion. Para ello, el proyecto se ha separado en subobjetivos:



1. Crear un programa que una los datos de RepeatMasker y TESorter (si existen de este
ultimo) para cada especie, asignarle una identificaciéon y crear una matriz con el numero
en cada especie de cada ET Unico, asi como almacenar los datos de divergencia para
cada ET.

2. Con los archivos generados por el programa anterior, obtener graficas que permitan
visualizar la diversidad de ET en cada especie y compararlos entre si.

3. Analizar el panorama de ET de varias especies de Nicotiana, centrdndose en especies
pertenecientes a la seccidn Suaveolentes, como ejemplo practico del uso de los
programas desarrollados. A su vez, se buscaran indicios sobre expansiones de ET en la
seccion Suaveolentes con tal de aportar mas informacion a la hipdtesis planteada por
Ranawaka et al. (2023).

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Desarrollo de Repeattools

Directorio de especies con archivos
de RepeatMasker y TESorter

RECollector Archivos.opcionales de
filtrado

Directorio con datos de
divergencia

Matriz de conteo de ET (.csv)

REPlotDivergence REPlotCounts

Diagrama de violines Diagrama de cajas Heatmap PCA
(con arbol filogenético
opcional)

Figura 3.1. Flujo de trabajo del paquete de herramientas Repeattools con las principales entradas y
salidas.

Repeattools es un paquete de herramientas desarrollado en Python 3.10.11 y que
depende principalmente de las librerias Pandas, Numpy, SciPy, Scikit-learn, Matplotlib y
Seaborn. El paquete se encuentra distribuido en tres programas diferentes (Fig. 3.1). RECollector
integra los datos de los dos softwares de deteccidon yanotacion de ET a lapar que crea un sistema
de clasificacion basico y unificado para poder llevar a cabo un analisis mas homogéneo de los
ET. Por otro lado, REPlotCounts y REPlotDivergence permiten llevar a cabo el anélisis y
comparacién entre especies de la diversidad de ET. El cédigo esta a libre disposicion en el
siguiente repositorio de Github: https://github.com/AgustinAmata/Repeattools.
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3.1.1. RECollector: integracion de los datos  RECollector constituye el programa principal del
paquete que integra los datos de RepeatMasker y TESorter para ser analizados por los siguientes
programas del paquete. RECollector emplea la libreria Pandas (versién 2.0.3) para llevar a cabo
talpropdsito. RECollector genera dataframes (marcos de datos) de los archivos de RepeatMasker
y TESorter. Estos dataframes son estructuras compuestas de columnas y filas sobre las que se
pueden realizar todo tipo de operaciones (operaciones aritméticas, modificacién de datos en
puntos concretos, obtencién de subconjuntos segln una serie de condiciones, etc.).

En lineas generales, RECollector toma como archivos de entrada los archivos results.out
de RepeatMasker y results.cls.tsv de TESorter de cada especie, que son procesados por el
programa para obtener varios archivos y directorios en su salida (Fig. 3.1). Por un lado, se genera
una matriz de conteo de ET en formato CSV (Comma-Separated Value, esto es, Valores
Separados por Comas), que contiene el perfil de ET (el niumero de copias en el genoma de cada
ET) para cada especie analizada. Por otro lado, se genera un directorio que contiene los datos de
divergencia de cada ET detectado. Este directorio se encuentra separado en distintos archivos
en formato CSV para cada ET; cada archivo incluye los porcentajes de divergencia de todas las
copias detectadas de ese determinado ET separadas por especie. La informaciéon contenida en
los archivos de salida depende del nivel jerarquico del sistema de clasificaciéon (explicado mas
adelante) seleccionado por el usuario.

Adicionalmente, RECollector requiere de un archivo de entrada con el que etiquetar a las
especies analizadas. Ademas, el programa también presenta la posibilidad de filtrar los datos a
procesar segun una longitud determinada, el porcentaje de divergencia de cada copia individual
y la presencia (o ausencia) de datos de dominios proteicos, aportados por TESorter, en cada
copia.

Por ultimo, RECollector utiliza un sistema de clasificacién jerarquica compuesto de
cuatro niveles. Esta clasificaciéon surge de la necesidad de unificar de forma sencilla y
homogénea los sistemas de clasificacion utilizados por RepeatMasker y TESorter. El sistema se
basa en los niveles jerarquicos del sistema propuesto por Wicker et al. (2007), junto con la
clasificacion de los distintos ET incluidos en la base de datos Dfam
(https://dfam.org/classification), asi como la clasificacion mas detallada para el orden LTR
empleada por la base de datos REXdb (http://repeatexplorer.org/?page id=918). De este modo,
los elementos parten del nivel “clase” (distinguiéndose Clase |y Clase I, asi como otros grupos
para otros elementos no clasificados como ET), pasando por el nivel “subclase”, seguido del nivel
“superfamilia” y finalizando en el nivel “elemento”.

El uso de RECollector como lineas de comandos queda resumido en el siguiente cuadro

de texto.
## Uso de RECollector
python RECollector.py [-h] --input INPUT --names NAMES [--length LENGTH]
[-—domains] [-D D] [--per] [-t T] [-m {lower than,higher than,equal}]
[-—depth {class, subclass, superfamily, element, tes order,
tes superfamily,clade}] [--override] --output OUTPUT
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3.1.2. REPlotCounts: PCA y mapas de calor  El programa REPlotCounts genera figuras que
permiten observar las semejanzas y diferencias entre los perfiles de ET de cada especie. Para
cumplir con este objetivo, REPlotCounts hace uso de las librerias Pandas (version 2.0.3), NumPy
(version 1.25.0), SciPy (versién 1.11.1), Scikit-learn (versién 1.3.0), Matplotlib (versidon 3.7.3) y
Seaborn (versiéon 0.12.2).

Brevemente, REPlotCounts utiliza como archivo de entrada el archivo en formato CSV
con contiene lamatriz de conteo de ET de las distintas especies (Fig. 3.1). Los datos son cargados
en un dataframe de Pandas y a partir de aqui se presentan dos procesos. Por un lado, se realiza
un analisis de componentes principales (PCA en inglés) mediante las funciones que SciPy y
Scikit-learn tienen dedicadas a ello. Los resultados del analisis son visualizados en un grafico de
dispersiéon. Por otro lado, se genera un mapa de calor con el dataframe original, previa
normalizacion de los datos para permitir la comparacion de datos entre las distintas especies.

REPlotCounts también requiere de un archivo en el que se especifique la distribucién de
las distintas especies en grupos. Asimismo, el programa presenta distintas opciones para
modificar estéticamente las figuras generadas, tales como la seleccién de tamano del mapa de
calor, la adicion de un dendrograma en el mapa de calor o la visibilidad del nombre de la especie
que corresponde a cada punto en el grafico de dispersién del PCA. Finalmente, REPlotCounts
también permite excluir del analisis y la representacidon grafica datos pertenecientes a
elementos no relacionados con ET, asi como datos que hayan sido clasificados como
desconocidos.

El uso de REPlotCounts como lineas de comandos queda resumido en el siguiente
cuadro de texto.

## Uso de REPlotCounts

python REPlotCounts.py [-h] --input INPUT [--exclude] [--dendro] [--names]
--gfile GFILE [--hsize HSIZE HSIZE] --output OUTPUT
3.1.3. REPlotDivergence: analisis de los datos de divergencia Por ultimo, el programa

REPlotDivergence permite la representacién grafica de los datos de divergencia de cada ET para
su comparacién entre especies. El programa requiere del uso de Pandas (version 2.0.3), ETE3
(version 3.1.3), PyQt5 (versidon 5.15.9), Matplotlib (versién 3.7.3) y Seaborn (version 0.12.2).

REPlotDivergence emplea los archivos contenidos en el directorio generado por
RECollector (Fig. 3.1). De esta forma, el programa precisa del directorio completo o bien de un
Unico archivo de este si se quieren generar diagramas de violin o diagramas de cajas,
respectivamente. De forma similar a REPlotCounts, REPlotDivergence genera dataframes de
Pandas para producir los archivos de salida. En el caso de los diagramas de violin,
REPlotDivergence elimina de la imagen final aquellos ET que no estén presentes en al menos el
75% de las especies analizadas.

Ademas, REPlotDivergence admite la entrada de un archivo en formato Newick con los
datos filogenéticos de las especies analizadas para lacreacidén de un arbol filogenético adicional
en el diagrama de violines. El programa también permite excluir del diagrama de violines datos
no relacionados con los ET y datos desconocidos, ademas de admitir la entrada de un archivo
extra para agrupar las distintas especies en el diagrama de cajas.
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El uso de REPlotDivergence como lineas de comandos queda resumido en el siguiente
cuadro de texto.

## Uso de REPlotDivergence
python REPlotDivergence.py [-h] [--violin VIOLIN] [--names NAMES] [--
exclude] [-—-tree TREE] [--box BOX] [--groups GROUPS] --output OUTPUT

3.2. Rendimiento de las Funciones de Lectura de RECollector

Durante el desarrollo de RECollector y del resto de herramientas del paquete, se hizo
evidente que RECollector era el programa que mas tiempo tardaba en ejecutarse completa y
correctamente. En concreto, la seccién que mayor tiempo requeria era la de la lectura de los
archivos de entrada de RepeatMasker y TESorter y la de integracion de sus datos en un mismo
conjunto de datos. Este hecho plantedé la posibilidad de que esta seccién tuviese un
comportamiento no lineal que dificultase o bien imposibilitase el analisis de archivos de gran
tamano. De esta forma, se llevd a cabo una prueba para evaluar el rendimiento de las funciones
destinadas a realizar dichas tareas.

La prueba se realizé en scripts separados del resto del paquete e individuales para cada
funcién en un ordenador portatil con el sistema operativo Microsoft Windows 11 Home, una
memoria RAM de 8GB y un procesador AMD Ryzen 5 3500U con Radeon Vega Mobile Gfx, 2100
Mhz, 4 procesadores principales y 8 procesadores légicos. Dicha prueba consistid en
contabilizar el tiempo desde que se ejecutaba la funcién hasta que producia la salida deseada,
todo ello con archivos de entrada de diferente tamafo. Esto se realiz6 mediante el mdédulo
integrado de Python time (version de Python 3.10.11). Asimismo, las pruebas se repitieron dos
veces mas para su posterior analisis estadistico.

Por un lado, para la funcién de lectura y creacion del dataframe del archivo procedente
de RepeatMasker, read_repeatmasker_out(), se utilizaron archivos de 1, 10, 100, 200, 500 y
1000MB. Los archivos de menor tamafio consistieron en versiones reducidas del archivo original
de 1000MB.

Por otro lado, la prueba de la funcién de lectura y creacion del dataframe del archivo
procedente de TESorter serealizé con archivos de 1,10, 20, 50, 100y 300MB. De nuevo, se redujo
el tamano del archivo original de 300MB para generar los archivos de menor tamano.

Por ultimo, la prueba para lafuncion que integra los dataframes producidos por las dos anteriores
funciones en un Unico dataframe (llamada merge_inputs()) fue mas compleja. En cuanto a la
entrada procedente de RepeatMasker (previo uso de read_repeatmasker_out() para crear el
dataframe), se emplearon dos archivos de 500y 1000MB, procedentes de dos especies distintas.
Cada una de estas entradas fue probada con sus respectivos archivos de TESorter (previa
creacion del dataframe con read_tesorter_cls_tsv()). En cuanto a estos ultimos, se emplearon
archivos de 1, 10, 25, 50 y 100MB de tamano. De forma similar a las dos otras pruebas, los
archivos de menor tamano fueron creados mediante la reduccion del archivo original
correspondiente.
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3.3. Caso Practico: Analisis de Elementos Transponibles de especies del género
Nicotiana

3.3.1. Especies analizadas y obtencion de datos Todas las especies analizadas son
pertenecientes al género Nicotiana. En total, fueron analizadas 26 especies que en conjunto
representaban 10 de las 13 secciones en las que se divide el género (Nicotiana, Noctiflorae,
Paniculatae, Petunioides, Rusticae, Suaveolentes, Sylvestres, Tomentosae, Trigonophyllae y
Undulatae).

Todos los datos gendmicos fueron extraidos del proyecto relacionado con el articulo
publicado por D’Andrea etal. (2023). La informacién es accesible a través de:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/, cédigo de accesién PRINA853913. Los ensamblajes de las
secuencias de los genomas no publicados (todas las especies de Suaveolentes a excepcion de
N. benthamiana) se realizaron con Minia v3.2.5 con tres K-meros distintos 31, 63, y 95, tras lo
cual se realizé un scaffolding con SOAPdenovo2 v2.40. Los huecos se rellenaron con GapCloser
v1.12.r6. Todos los ensamblajes se realizaron por el Dr. Aureliano Bombarely. Para N. africana y
N. cavicola se usaron dos ensamblajes distintos (vO05 y v015) dependiendo de si se habia
realizado una ronda adicional de scaffoldingy rellenado de huecos con Ragoo v1.1y GapCloser
respectivamente. El genoma de N. benthamiana versién LAB330 fue obtenido de la pagina web

https://www.nbenth.com/. El resto de los ensamblajes se obtuvieron del NCBI, con los
siguientes numeros de referencia: N. attenuata, GCA_001879085.1; N. sylvestris,
GCA_000393655.2; N. tomentosiformis, GCA_000390325.3; N. tabacum accesion TN9O,
GCA_000715135.1; N. rustica, GCA_005239535.1; N. glauca, GCA_026770625.1; N. obtusifolia
GCA_002018475.1; N. undulata, GCA_005239495.1; N. otophora, GCA_000715115.1; N.
paniculata, GCA_005239505.1; y N. knightiana, GCA_005239525.1.

Una vez obtenidos los datos gendmicos de las distintas especies se procedié a la
deteccion y anotacién de los ET. Esta tarea se llevd a cabo mediante el procedimiento
desarrollado por Yujie Zhu para su Trabajo Final de Master (Zhu, 2024). Brevemente, cada genoma
fue procesado por RepeatModeler2 (versién 2.0.4) (Flynn etal., 2020) para detectar a las
secuencias pertenecientes a ET, generando una libreria con todos los ET identificados. Luego,
los genomas fueron anotados mediante RepeatMasker (version 4.1.5) y empleando la base de
datos Dfam vy la libreria obtenida por RepeatModeler2. De este proceso se obtuvo un archivo
(formato .out), en el que se detallan las posiciones en el genoma de cada ET, asi como
informacion adicional sobre su clasificacién y su porcentaje de divergencia (numero que
describe como de idéntico es una copia de un elemento en posicion dada del genoma con
respecto a la secuencia con la que se ha alineado para su identificacién y clasificacién). Por
altimo, se empled TESorter (versién 1.4.6) para obtener mayor informacién acerca de las
secuencias de ET identificadas, generando en el proceso un archivo de clasificacion (formato
.cls.tsv). Los archivos de salida obtenidos por RepeatMasker y TESorter (formatos .outy .cls.tsv,
respectivamente) fueron utilizados para su analisis posterior con Repeattools.
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3.3.2. Analisis mediante Repeattools Los archivos de RepeatMasker y TESorter relativos a cada
especie fueron introducidos en un directorio, separados en subdirectorios, uno para cada
especie, siguiendo con las especificaciones de RECollector. Se utilizé el argumento opcional -
override para completar con los datos proporcionados por TESorter aquellas secuencias que no
pudieron ser totalmente reconocidas por RepeatMasker. Fueron necesarias 4 rondas de analisis
con RECollector para obtener todos los datos pertenecientes a los cuatro niveles jerarquicos del
sistema de clasificacion utilizado por el programa. Los archivos de salida obtenidos para cada
nivel fueron procesados de forma diferente por REPlotCounts y REPlotDivergence.

En el caso del primer nivel, “clase”, Unicamente se crearon losdiagramas de caja para las
clases |l yll mediante REPlotDivergence. Para “subclase”, se creé el diagrama de violines del nivel
y los diagramas de caja para LINE, LTR y SINE mediante REPlotDivergence. De forma similar al
anterior nivel, los datos de “superfamilia” fueron procesados por REPlotDivergence para generar
el diagrama de violines del nivel y los diagramas de cajas de los grupos Copia, Gypsy y hAT. En
todos los niveles, los datos no relacionados con ET fueron excluidos

» o«

Finalmente, se generaron los PCA y mapas de calor de “subclase”, “superfamilia” y
“elemento” mediante REPlotCounts utilizando como archivos de entrada los archivos en formato
CSV producidos por RECollector para cada nivel. Los datos no relacionados con los ET fueron
excluidos del analisis.

Todos los comandos utilizados para el analisis se encuentran detallados en el Anexo |

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. RECollector es capaz de manejar Archivos Grandes sin impedimento

Repeattools se desarrollé con una serie de archivos de pequefo tamafno ya que la
optimizacién de la herramienta requiere de docenas de pruebas donde el tiempo de ejecucidn
depende del tamano de este. De esta manera, el primer analisis consistié en evaluar su
ejecucion con archivos reales de diferentes tamanos.
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Figura 4.1. Rendimientos de las funciones de la seccion de lectura de RECollector. Cada punto
corresponde a un tamafo de archivo junto con el tiempo que tarda en procesarse. a Rendimiento de
read_repeatmasker_out() (R?*=0,9999). b Rendimiento de read_tesorter_cls_tsv() (R®*=0,9984). c¢
Rendimientode merge_inputs(). El conjunto de datos azul corresponde a los resultados para el archivo de
RepeatMaskser de 1000MB, mientras que el naranja corresponde a los resultados para el archivo de
500MB (R?=0,2616 para elarchivo de 1000MB y R?=0,9052 para el archivo de 500MB).

En cuanto a las funciones de lectura para los archivos de RepeatMasker y TESorter,
read_repeatmasker_out() y read_tesorter_cls_tsy(), estas presentan un crecimiento lineal en el
rango analizado (Fig. 4.1a,b). Destaca que la funciéon de lectura del archivo de entrada de
TESorter presenta un crecimiento mas pronunciado con respecto a la funcién de lectura del
archivo de entrada de RepeatMasker. Este hecho puede ser debido al mayor nimero de
operaciones internas que contiene la funcidn read_tesorter_cls_tsv().

Por otro lado, también destaca que la funcion para unir los datos de los dos archivos de
entrada, merge_inputs() (Fig. 4.1c), presenta un tiempo constante con respecto a la variacion de
tamano del archivo de entrada de TESorter. Sin embargo, se observa que el tiempo de ejecucién
de la funcién aumenta conforme mayor es el tamafio del archivo de entrada de RepeatMasker,
aunque con estos datos se desconoce si el crecimiento es o no lineal.

Con todo, se puede afirmar que la seccidén de lectura de los archivos de entrada y de
creaciéon del dataframe final de RECollector no suponen un impedimento para el analisis de
archivos de gran tamano.
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4.2. Las especies australianas de Suaveolentes tienen un perfil de Elementos
Transponibles diferente al resto de la seccidn

A fin de evaluar la utilidad del paquete de herramientas de Repeattools, éste se aplicé
sobre los datos reales obtenidos de RepeatMasker y TESorter sobre distintos genomas de
Nicotiana. El objetivo era identificar patrones de evolucion de elementos repetitivos,
especialmente en la seccidén Suaveolentes. Los resultados de RepeatMasker se resumen en la
Tabla 4.1.

Tabla 4.1. Resumendel analisis de elementosrepetitivos obtenidos con RepeatMasker encadauno de los
ensamblajesutilizados. Las especiesindicadascon un asterisco (*) no fueron tomadas en cuenta para el
analisis con Repeattools alfallar el pipeline descrito en elapartado 3.3.1.

Species Assembly Repeats LTRCopia LTRGypsy  DNA
Size (Gb) (%) (%) C)] TE (%)

N_africana 4.37 81.50 0.03 2.54 6.69 32.53 1.29
N_amplexicaulis 2.20 79.79 0.13 3.75 7.63 25.32 1.53
N_attenuatta 2.37 73.87 0.07 1.76 14.96 35.49 1.19
N_benthamiana 2.84 79.26 0.10 4.14 16.66 23.58 2.40
N_cavicola 1.89 78.27 0.11 3.41 11.14 22.47 2.30
N_excelsior 3.21 79.75 0.17 3.34 11.60 22.41 1.90
N_glauca 3.22 80.23 0.03 1.38 8.26 26.23 1.67
N_goodspeedii 2.07 80.68 0.12 3.30 7.93 25.80 1.60
N_gossei 2.36 80.85 0.12 4.39 10.18 23.91 1.22
N_ingulba 2.42 76.77 0.05 3.89 7.46 21.60 1.64
N_knightiana 2.30 79.80 0.12 3.72 8.33 26.76 1.36
N_maritima 2.66 84.32 0.02 1.56 10.91 39.19 2.29
N_megalosiphon 2.29 80.09 0.04 3.56 15.58 19.33 2.03
N_obtusifolia 1.22 78.29 0.14 3.91 15.03 18.53 2.17
N_occidentalis 2.22 76.78 0.04 2.55 5.77 34.00 1.88
N_otophora 2.69 75.28 0.04 3.02 9.71 21.85 1.13
N_paniculata 2.19 78.24 0.03 1.32 4.30 35.05 1.36
N_rosulata* 2.48 85.68 0.00 1.50 7.81 41.91 1.67
N_rotundifolia 2.1 80.08 0.12 4.34 9.61 23.79 2.37
N_rustica 4.23 7717 0.17 4.28 14.63 19.96 1.11
N_simulans 1.84 80.10 0.01 1.95 7.64 35.72 1.65
N_sylvestris 2.22 80.65 0.16 3.42 10.44 24.50 1.33
N_tabacum 4.69 76.68 0.03 1.49 10.56 34.63 1.09
N_tomentosiformis 1.69 70.50 0.02 1.14 8.54 30.78 1.38
N_umbratica* 2.46 79.91 0.02 1.09 8.70 39.38 1.03
N_undulata 1.91 85.51 0.19 3.82 9.12 29.10 1.51

REPlotCounts permitié visualizar la comparacién de los perfiles de ET entre las distintas
especies y evaluar la semejanza entre ellos, asi como evidenciar como el analisis estadistico se
ve afectado por la complejidad de los datos aportados. Ademas, se observan otros hechos de
cierta relevancia.
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asociado su porcentaje de varianza.
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Figura4.4. Grafico de dispersion para el PCA del nivel de clasificacién de RECollector “elemento”. Una
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En general, se observa que las especies de la seccién Suaveolentes se encuentran
ampliamente distribuidas por la componente principal 1 (PC1) de las representaciones graficas
de los PCA para los niveles “subclase” (Fig. 4.2), “superfamilia” (Fig. 4.3) y “elemento” (Fig. 4.4).
Por otro lado, la componente principal 2 (PC2) también presenta este rasgo, aunque en este se
distinguen dos grupos separados entre la parte positiva y negativa de la componente, teniendo
en cuenta que estas agrupaciones se diferencian mejor en las representaciones de
“superfamilia” (Fig. 4.3) y “elemento” (Fig. 4.4).

De este modo, teniendo en cuenta lasdos componentes principales, dentro de la seccidon
Suaveolentes parece apreciarse un subconjunto de especies con perfiles de ET similares en el
cuadrante inferior derecho de lasrepresentaciones graficas de los PCA, sobre todo en aquellas
a nivel de “superfamilia” y “elemento”. Este subconjunto esta integrado por N. gossei, N.
goodspeedii, N. megalosiphon, N. cavicola (v005), N. amplexicaulis, N. occidentalis, N. ingulba,
N. rotundifolia, N. maritima y N. simulans. Todas las especies son nativas del territorio
australiano. No obstante, como ambas componentes principales representan menos del 50% de
la variabilidad de los datos, Unicamente se puede establecer este subconjunto de forma general.
De este modo, el PCA no permite determinar relaciones mas estrechas.

18



Groups
I Suaveolentes . Trigonophyllae Bl Sylvestres
Petunioides Tomentosae I Nicotiana
Noctiflorae B Rusticae B Undulatae
[ Paniculatae

0 1 2 3 4 5
- N_excelsior

- N_maritima

- N_africana_vD05

N_otophora
- N_benthamiana_QLD082
- N_benthamiana_LAB330
- N_rustica
- N_attenuatta
- N_cavicola_v015
- N_suaveolens
- N_obtusifolia
- N_undulata
- N_knightiana
- N_paniculata
- N_sylvestris
- N_tomentosiformis

- N_tabacum

- N_glauca

- N_africana_vD15
- N_forsteri
- N_megalosiphon

- N_rotundifolia

- N_occidentalis

- N_simulans

- N_cavicola_v005
- N_goodspeedii

- N_ingulba

- N_amplexicaulis

- N_gossei

LTR -

w E‘{ H w w & w c
5 = = w o
= M a = = T " W
g 5 @ - ] = 2
£ E a [} <]
=) 2 I =
[=] Il
£ [ &
| [
=t
=
a

Tyresine_Recombinase_Retrotransposon -
Tyrosine_Recornbinase_DNA_transposon -
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dendrogramaindica las agrupaciones entre especies. Colores claros indican baja o nula presenciade un
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Figura 4.6. Mapa de calor normalizado del nivel de clasificacion de RECollector “superfamilia”. Una
leyendaacompanalla graficaen la que se detalla la separacioén por colores de las seccionesde Nicotiana.
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un ET en la especie dada; colores oscuros indican alta presencia.
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Los mapas de calor refuerzan este razonamiento del subconjunto de Suaveolentes. El
mapa de calor para el perfil de ET sobre el nivel de “subclase” (Fig. 4.5) agrupa las especies
mencionadas anteriormente (a excepcién de N. maritima), sefialando que sus perfiles de ET
tienen mayoritariamente en comun elementos SINE, LINEy Tranposase.Los dos primeros grupos
corresponden a elementos de clase | mientras que el tercero corresponde a ciertos elementos
de clase Il. También puede observarse como el mapa de calor sobre el nivel “superfamilia” (Fig.
4.6) separa a los miembros del subconjunto, dejando Unicamente agrupados a N. goodspeedii,
N. megalosiphon, N. ingulbay N. rotundifolia. En este grupo destacan los elementos Copia, hAT,
Penelope y ciertas familias de SINE; hecho en el que coinciden el resto de las especies del
subconjunto original. Finalmente, el mapa de calor del nivel “elemento” (Fig. 4.7) vuelve a
agrupar a todos los integrantes del subconjunto, a excepcion de N. goodspeedii, sibien presenta
un perfil similar en ciertos elementos. De nuevo, la huella propia de este grupo se centra en los
elementos mencionados anteriormente, con una amplia presencia de diversos clados de la
superfamilia Copia. N. excelsior resulta interesante al no tener un perfil de ET similar al del resto
de integrantes de la seccidn Suaveolentes. Sin embargo, N. excelsior también presenta una
mayor abundancia de elementos Copia y SINE, asi como de elementos Gypsyy otros de clasell.

El resto de las especies de Suaveolentes, N. africana, N. benthamiana y N. forsteri,
presentan una huella distinta. N. africana es totalmente diferente al resto de especies tanto de
Suaveolentes como de las otras secciones. Esto evidencia que la huella del subconjunto
australiano es Unica a este con respecto del integrante africano de la seccion. N. benthamiana 'y
N. forsteri, especies nativas de Australia, poseen una huella semejante ala de los descendientes
de los progenitores de Suaveolentes, N. glaucay N. sylvestris. Este hecho deja claro que la huella
del subconjunto excluye a especies también australianas. Una explicacidn puede ser que la
amplificacién de los ET identificativos se produjese después de o durante laespeciacidon de estas
dos especies.

Se puede destacar también la disparidad entre las dos versiones de N. africana y N.
cavicola. Las versiones v015 de estas especies fueron sometidas a una ronda de scaffolding con
el software Ragoo v1.1, que utiliz6 como genoma de referencia el de N. benthamiana. De este
modo, este proyecto también pone de manifiesto que el uso de un genoma de referencia para
mejorar la calidad de un ensamblaje genera sesgos importantes que pueden conducir a
resultados ambiguos e incluso erréneos. Por ello, se decidié excluir del analisis posterior con
REPLlotDivergence las versiones 015 de N. africana y N. africana.

Con todo ello, la evidencia apunta a una diferencia interna en cuanto a perfiles de ET en
la seccidén Suaveolentes. Asi, encontrariamos un grupo de especies (todas ellas pertenecientes
a la subseccién australiana) caracterizado por una mayor abundancia de elementos Copia, hAT
y SINE, entre otros, y otro grupo con una menor presencia de estos ET.
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4.3. La seccion australiana de Suaveolentes ha sufrido recientemente
crecimientos explosivos de Elementos Transponibles
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Figura 4.8. Diagramas de violin de REPlotDivergence para el nivel “subclase”. Las especies estan
ordenadas por orden alfabético. Eleje de las abscisas indica el porcentaje de divergencia.
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Figura4.9. Diagrama de cajas para el elemento SINE; las especies se encuentran separadas por seccion.
El eje de las ordenadasindica el porcentaje de divergencia

Otro de los andlisis que queriamos conducir sobre los elementos repetitivos de Nicotiana
era la caracterizacion temporal de cuando se han expandido las diferentes familias de elementos
de manera que podamos relacionarlas con los distintos eventos de especiacion y diversificacion.
Para ello se aplicé REPlotDivergence.

Los diagramas de violin ofrecen una visién general de posibles expansiones y
contracciones estudiando el grado de divergencia entre los elementos. Esto permite que el
usuario sea capaz de detectar ET que cumplan ciertos criterios con mayor facilidad, mientras
que los diagramas de cajas aportan una vision individual y detallada de cada ET. En nuestro caso,
continuando con la hipétesis formulada alfinal del apartado 4.2, intentamos buscar diferencias
internas entre las especies de la seccidn Suaveolentes en lo que respecta a porcentajes de
divergencia de las copias de los diferentes ET.

Observando el analisis a nivel de “subclase” (Fig. 4.8), se descubre que las especies del
subconjunto de Suaveolentes (incluyendo también a N. excelsior) presentan un mayor nimero
de elementos SINE de reciente formacidon en comparacidon con el resto de las especies de la
seccion y con el resto de las secciones, que presentan distribuciones con porcentajes de
divergencia mas dispersos. Este hecho queda mejor representado en el diagrama de cajas (Fig.
4.9), con el que se comprende mejor la evidencia gracias a la separacion de las especies por
secciones. En conjunto, ambos diagramas muestran coémo 11 de las 15 especies de
Suaveolentes analizadas presentan lo que podria considerarse una expansion reciente de
elementos SINE.

Una observacién adicional respecto del nivel “subclase” (Fig. 4.8) es la presencia de dos
picos pronunciados en los diagramas de violin para Helicase de N. otophora, N. tomentosiformis,
N. attenuata, N. paniculata, N. knightiana, N. obtusifolia y N. rustica. Esto sugiere que estas
especies pueden haber sufrido dos eventos de expansién de ET. Helicase corresponde a un
subgrupo de retrotransposones que sereplican porreplicacién de circulo rodado. Dentro de este
subgrupo de ET figuran los elementos Helitron. En el caso de N. otophora y N. tomentosiformis
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(pertenecientes a la seccidon Tomentosae), existe la posibilidad de que las copias de ET
identificadas como Helicase correspondan a secuencias relacionadas con geminivirus (Murad
et al., 2004), que estructuralmente se asemejan a elementos Helitron. Sin embargo, este hecho
contradiria lo observado por Murad et al. (2004), ya que la insercién de estas secuencias se
produjo después de la especiaciéon de N. otophora, por lo que solo deberian encontrarse en N.
tomentosiformis. Curiosamente, N. tabacum, descendiente de los ancestros de las actuales
especies N. tomentosiformis y N. sylestris, Unicamente presenta un posible evento de
expansion. Posiblemente, estos ET procedan del genoma del ancestro de N. tomentosiformis.
Ademas, parte de estos ET, en concreto los pertenecientes al evento de expansién mas antiguo
de N. Tomentosiformis, han sido eliminados del genoma de N. tabacum debido a la eliminacion
preferencial de secuencias del ancestro de N. tomentosiformis (Skalicka et al., 2005). Se
desconoce el origen de los supuestos eventos de expansién en el resto de las especies.
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Figura 4.10. Diagramas de violin de REPlotDivergence para el nivel “superfamilia”. Las especies estan
ordenadas por orden alfabético. El eje de las abscisasindica el porcentaje de divergencia.
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Figura4.12. Diagrama de cajas para el elemento hAT; las especies se encuentran separadas por seccion.
El eje de las ordenadas indica el porcentaje de divergencia.

Continuando con el analisis del nivel “superfamilia” (Fig. 4.10), se pueden observar
diferencias entre las especies de Suaveolentes y el resto de las secciones para los elementos
Copiay hAT, principalmente. Los diagramas de cajas (Figs. 4.11y4.12) permiten ahondar en esta
observacion y afirmar que existen variaciones en las distribuciones de divergencia dentro de
Suaveolentes. Ademas, se puede también sugerir que ha existido una explosién en el numero de
copias de los elementos Copia y hAT para las especies del subconjunto mencionado en el
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subapartado anterior. También se puede confirmar parcialmente la hipétesis de Ranawaka et al.
(2023) sobre la expansion reciente de elementos Copia en las especies australianas de la
seccion Suaveolentes, pero no se percibe una expansién tan aparente de los mismos elementos
en N. benthamiana. Una posible explicacion podria ser que esta especie comenzd su
especiacion mas tempranamente, cuando los elementos Copia todavia continuaban en proceso
de expansion.

Ademas, es interesante la ligera diferencia entre las dos accesiones analizadas de N.
benthamiana, QLD (Queensland) y LAB (Laboratory), tanto en su perfil de ET como en la
distribucidon de los datos de divergencia de los distintos ET. Esto puede responder al hecho de
gque ambas accesiones divergieron hace 880000 afos (Bally et al., 2015). La evolucién de las
diferentes accesiones en sus respectivos territorios ha dado lugar a estas sutiles diferencias.

En general, considerando todos los hechos y evidencias, existen indicios que demuestran
que las especies australianas de Suaveolentes han experimentado eventos de expansién de
ciertos ET, eventos no presentes en otras especies de la seccidn, que se presume divergieron
mas temprano (D’Andrea et al., 2023). La principal hipdtesis que se puede planteares, pues, que
la expansion de ciertos ET pudo haber ayudado a la rapida diversificacion de la seccion
Suaveolentes por el territorio australiano. Esta hipdtesis también cobra fuerza si tenemos en
cuenta que la especie africana de la seccidén, N. africana, no presenta estos eventos de
expansioén. Sin embargo, su validez como argumento a favor se ve reducido por el simple hecho
de existir en otro entorno distinto en el que se desconoce si dichos crecimientos explosivos de
ET hubiesen tenido las mismas consecuencias.

Existen evidencias y ejemplos de cdmo los crecimientos explosivos de ET pueden estar
relacionados con eventos de diversificacion de especies. Ademas, los ET pueden tener efectos
funcionales en los huéspedes, tal y como fue discutido en la introduccién. Por ejemplo,
Kozlowski et al. (2021) sugirieron que la actividad de ET pudo estar involucrada en la evolucion
del nematodo parasitico Meloidogyne incognita. También observaron que ciertas inserciones de
ET se encontraban en genes especificos de plantas, por lo que estos elementos han podido estar
involucrados en las capacidades parasitarias de la especie. Latzel et al. (2023) observaron que
diversidad poblacional de los retrotransposones ONSEN en Arabidopsis thaliana contribuye a la
mejora de aspectos funcionales (entre otros, biomasa y longitud de las raices) de los individuos
de laespecie ya una disminucién en el rendimiento de otras especies competidoras. Los eventos
de poliploidia e hibridacién posibilitan los eventos de expansién de ET y con ello la probabilidad
de inserciones en genes del organismo huésped que tengan consecuencias a nivel de fenotipo
(Vicient & Casacuberta, 2017). Con ello, es posible que la expansién de ciertos ET (Copia, hAT y
SINE) en el ancestro comun alas especies australianas de Suaveolentes (previa especiacion de
N. forsteri) pudiera haber afectado a genes clave para la supervivencia del organismo. Dichas
inserciones pudieron tener efectos funcionales potencialmente favorecedores en el entorno
arido de Australia hace varios millones de ahos, que promovieron la expansion y diversificacidon
de la seccién por todo el territorio.
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5. CONCLUSION

Este proyecto ha dado lugar a la creacién de un paquete de herramientas capaz de
analizar los datos procedentes de varios softwares de deteccion y anotacién de elementos
transponibles con el objetivo de analizar la diversidad de estos entre varias especies y contribuir
a caracterizar diferentes especies en base a sus perfiles de elementos transponibles, teniendo
un potencial uso para el campo de la gendmica y, en concreto, el de la gendmica evolutiva y
poblacional.

Sin embargo, el paquete Repeattools todavia tiene margen de mejora. La primera
sugerencia seria crear todos los archivos de salida de RECollector para los cuatro niveles del
sistema de clasificacién en una uUnica operacion. Ademas, el paquete se podria integrar en
herramientas como Docker, lo que facilitaria su uso al hacer mas simple la instalacion.
Asimismo, resultaria conveniente plantear otros analisis estadisticos que complementen o
proporcionen mas informacidon que los actuales sin perder de vista el objetivo del paquete de
herramientas. Por ultimo, se podrian integrar de una forma mas eficiente los datos filogenéticos.
Se menciond anteriormente que REPlotDivergence admitia archivos filogenéticos en formato
Newick, pero esta integracion con el resto de la imagen generada requiere de mas pruebas.

Con respecto alanalisis de las especies del género Nicotiana, se deben mencionar varios
hechos de cierta importancia. El analisis ha permitido dejar claro que utilizar genomas de
referencia para mejorar el ensamblaje de los genomas de otras especies es perjudicial para la
busqueda y analisis de elementos transponibles. Este hecho deberia ser seriamente
considerado para futuros analisis con tal de minimizar sesgos y conclusiones erréneas. Ademas,
todavia queda por resolver el periodo de tiempo de los estallidos de ET para confirmar
verdaderamente si estos elementos del genoma estuvieron involucrados en la diversificacién de
la subseccion australiana de Suaveolentes.

En resumen, Repeattools constituye una herramienta util para el analisis de elementos
transponibles en el contexto de la gendmica evolutiva y poblacional, tal y como se ha
demostrado con el ejemplo del género Nicotiana, ayudando a la comprensién de cémo los
elementos transponibles pueden tener implicaciones a nivel evolutivo.
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