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RESUMEN

Las levaduras son de gran importancia en la industria cervecera ya que estas
levan a cabo la fermentacién de cervezas tipo ale y lager. Estas tltimas representan el
mayor mercado en ventas. El genoma nuclear de dichas levaduras suele ser mas
complejo que el de Saccharomyces cerevisiae. Esta complejidad se debe a que el
genoma de las tipo lager estd conformado por la combinacion de dos o tres tipos de
levaduras, principalmente S. cerevisiae y Saccharomyces eubayanus. Los datos del
genoma a ensamblar y analizar fueron obtenidos por la secuenciacion masiva en las
plataformas FLX 454 Titanum (Roche), Ion Torrent e Illumina, los cuales, permiten
determmar la secuencia nucleotidica del material genético con precision y gran
cobertura. Dichas secuencias fueron ensambladas por medio de los diversos programas
computacionales especializados en bioinformatica. Los resultados del ensamblaje
mostraron que el genoma nuclear de la levadura se compone los subgenomas de S.
cerevisiae y S. eubayanus, con al menos 32 cromosomas y un tamafio total de 22.7 Mpb
comprendidos en 133 scaffolds, cuyo tamafio fue, en promedio > 10 kpb. Solo 65
rebasaron esta talla molecular. La version final del ensamblaje contiene alrededor de
400,000 Ns (gaps) distribuidas en sets a lo largo del genoma, 5 de los cuales fueron
ubicados, amplificados y validados para dilucidar la secuencia correspondiente. Asi
mismo, se observaron translocaciones en seis cromosomas diferentes, asi como diferente

nimero de copias de cada uno.
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SUMMARY

Yeasts are of great relevance in the brewing industry as these perform the
fermentation of ale and lager beer styles. The latter represent the largest market in sales.
The nuclear genome of said yeasts is usually more complex than that of Saccharomyces
cerevisiae. This complexity is due to the fact that lager style genomes is form by
combining two or three types of yeast, especially S. cerevisiae and Saccharomyces
eubayanus. The genome data to assemble and analyze were obtained by massive
sequencing in 454 FLX Titanium (Roche), lon Torrent and Illumina platforms, which
allow determining the nucleotide sequence of the genetic material with precision and
high coverage. These sequences were assembled using various computer programs
specialized in bioinformatics. Assembly results showed that the nuclear genome of the
lager yeast is composed by S. cerevisiae and S. eubayanus subgenomes, with at least 32
chromosomes and a total size of 22.7 Mbp included in 133 scaffolds, with an average
size¢ > 10 kbp. Only 65 exceeded that molecular size. The final version of the assembly
contains about 400,000 Ns (gaps) distributed along the genome, five of which were
located, amplified and validated to elucidate the corresponding sequence. Furthermore,
translocations are observed in six different chromosomes, as well as different copy

number of each.



1. INTRODUCCION

En la mayoria de las sociedades, las bebidas fermentadas tienen una gran
importancia debido a su impacto econdémico y cultural. El desarrollo de tecnologias de
fermentacién data del afio 7000 A.C. en China, donde se descubrid evidencia de una
bebida fermentada producida en aquel afio (McGovern et al., 2004). A partir de
entonces, los procesos se diversificaron y se piensa que la tecnologia para la creacion de

la cerveza es tan antigua como el vino (Legras et al., 2007).

Distintas especies del género Saccharomyces han sido aisladas y probadas para la
fermentacion de cerveza. El complejo de Saccharomyces sensu stricto comprende seis
especies hermanas: S. cerevisiae, S. bayanus, S. cariocanus, S. kudriavzevii, S. mikatae y
S. paradoxus (Naumova et al., 2003). Se ha observado que las levaduras cerveceras tipo
lager consisten en una especie hibrida con S. bayanus y S. cerevisiae como sub-
genomas. Esto les confiere un rearreglo importante tanto en la posicion, numero de

genes y tamafio del genoma completo (Nakao et al., 2009).

Gracias al advenimiento de nuevas tecnologias de secuenciacion masiva como la
plataforma Illumina, a la fecha se tienen reportados 34,636 genomas de distintas
especies, 12 de las cuales corresponden al género  Saccharomyces
(http//www.ncbi.nim.nih.gov/genome/browse/ - revisado el dia 5 de noviembre de
2014). Esa gran cantidad de mformacién ha permitido el desarrollo de la Gendmica
Comparativa, la cual toma como base genomas de organismos cercanos evolutivamente
para un mas rapido y preciso procesamiento de datos de secuencias nucleotidicas de
nuevos  organismos, asignandoles una probable organizacion cromosdémica y

permitiendo encontrar genes nuevos que confieren propiedades caracteristicas a los

distintos organismos.

En el presente trabajo ensamblamos el genoma nuclear de una levadura tipo lager

siendo que cada cepa cervecera es considerada tUnica en su estructura y eficiencia para la
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fermentacion, se ha dilucidado el tamafio, secuencia completa y organizacion de sus

cromosomas, asi como el nimero de copias de secuencias de interés comercial.



2. ANTECEDENTES

2.1. Secuenciacion de genomas

La publicacion de la estructura de doble hélice del ADN en 1953 (Watson y
Crick, 1953) llevo a subsecuentes estudios para conocer su secuencia. La secuenciacion
de los primeros fragmentos de d4cidos nucleicos data de 1972, cuando el equipo de
trabajo de Fiers y cols. lograron secuenciar el primer gen de ARN completo del
bacteriéfago MS2 (Jou et al., 1972) y su genoma completo cuatro afios después (Fiers et
al., 1976). En 1977, Sanger desarrolld la técnica de terminadores de la replicacion, en la
que se utilizan nucledtidos 2'3'-dideoxi (Sanger er al., 1977 a). Con dicha técnica se
logré la secuenciacion completa del primer genoma de ADN, el bacteriéfago ¢ X174 de
5,375 pb (Sanger et al., 1977 b). No fue sino hasta 1986 cuando el laboratorio de Leroy
Hood y cols. con financiamiento de Applied Biosystems, desarrolld el primer
secuenciador automatizado para el andlisis de ADN, el cual estaba basado en los
principios de la técnica de Sanger, con la adicién de fluordforos para la deteccion de los
nucleétidos (Smith et al., 1986). Ese mismo afio, Applied Biosystems sacod al mercado el
modelo 370A DNA Sequencing System, revolucionando los campos de descubrimiento
genético, genética comparativa y permitiendo la digitalizacion y andlisis computacional

de los datos de secuenciacion.

En 1995, Craig Venter y cols. publicaron el primer genoma completo de un
organismo de vida libre, la bacteria Haemophilus influenzae, cuyo genoma consta de
1,830,137 pb (Fleischmann er al., 1995) y siendo el primer uso publicado de Ila
secuenciacion tipo shotgun de un genoma completo. En 2001, utilizando también la
técnica shotgun, se publicd el borrador del genoma humano completo (Lander ef al.,

2001; Venter et al., 2001).



Los nuevos métodos para determinar la secuencia de ADN desarrollados de
mediados a finales de 1990s fueron el micio de la entonces llamada secuenciacion de
nueva generacion (Next  Generation Sequencing), hoy denominada secuenciacion de
segunda generacion. En 1996, la metodologia de la pirosecuenciacion (en inglés,
Pyrosequencing) fue publicada, reportando un ensayo de deteccion de pirofosfato
inorgdnico por una enzima luminométrica (luciferasa de luciérnaga) (Ronaghi er al.,
1996). Posteriormente, en el afio 2000, Lynx Therapeutics publico un sistema mediado
por ligacion a adaptadores en perlas denominado Secuenciacion Masivamente Paralela
(MPSS), sin embargo, el MPSS no sali6 al mercado (Brenner et al., 2000). Dicha
tecnologia sirvio como base para el primer secuenciador de segunda generacion, el
pirosecuenciador 454 de Life Sciences, cuyas ventas comenzaron en 2004 (Margulies et
al., 2005). El secuenciador 454 aumenté 50 veces los rendimientos y disminuydé hasta
seis veces los costos de cada corrida comparado con la secuenciacién automatizada tipo
Sanger. Las siguientes plataformas en llegar al mercado fueron Solexa, de Ilumina y
SOLID de Applied Biosystems (Schuster, 2008), teniendo cada una de las plataformas

sus ventajas comparativamente (L ef al., 2012).

La Figura 1 muestra una linea de tiempo de los primeros genes y organismos

secuenciados, asi como la aparicion de las tecnologias de secuenciacion.



Tabla 1: Comparacién de las plataformas de secuenciacion. (Adaptado de Liu ef al., 2012)

Secuenciador 454 GS FLX HiSeq 2500 SOLiDv4 Sanger 3730xl
Mecanismo Pirosecuenciacion Por sintesis Ligacion giedren;?iamén por
Longitud de lecturas 700pb 2x250pb 50+50pb 400-900pb
Precision 99.9% 99.9% 99.94% 99.999%
Lecturas 1M HastalT 1.2-1.4 M -

Tiempo de corrida 24 h 3 - 10 dias 7 - 14 dias 20min —3 h

Ventaja }égl;l‘;”rl;usd e Alto rendimiento Precision Q:tgacahdad, lectura

Desventaja Alto.cqsto, bajo Ensamblaje de Ensamblaje de Altohcc?sto, bajo
rendimiento lecturas cortas lecturas cortas rendimiento

g‘;‘;ﬁ;‘)’ delinstrumento/ corrida $500,000 /$7,000 $690,000 /$6,000 $495.000 /$15,000  $95,000 / $4 (800 pb)

Memoria 48 GB 48 GB 16 GB 1 GB

Disco duro 1.1 TB 3TB 10 TB 280 GB

Pre para?i(')n de libreria v v v v

automatizada

Otros dis positivos necesarios REM e System cBOT System EZ Beads System Ninguno

Costo por millon de bases (USD) $10 10.07 $.13 $2,400

Resecuenciar v/ v Vv X

De novo v v X v

Cancer v v v X

Arreglos v v v v

Bacterias v/ v vi X

Deteccion de mutaciones v v v v




1972: Gen de ARN 1977 Sanger — 1977 1er genoma

de baceriocfago @ ——> Termnadores de ——>  — bacteriofago
MS2 replicacion ®X174. 5375pb
(Fiers et al., 1976) (Sangeretal., 1977a) (Sangeretal., 1977b)
. |
I;?o8s6:slto\eprﬁlsleg 1995: Genoma de 1996: Genoma de
Primgr B a Haemophilus Saccharomyces
autor e tino influenzae. cerevisiae.
a P 1.83 Mb Shotgun 12.16 Mb
anger.
(Smith et al., 1986) (Fleischmann et al., 1995) (Goffeau et al., 1996)
5 J
2004
2001: Borrador de Pirosecuenciacion e :
genoma humano. —— (Secuenciacion de —— I"”T;':-?érfé?,ilt"D’
32Gb Nueva Generacion
454 GS FLX)
(Lander et al., 2001; (Margulies et al., 2005) (Schuster, 2008)

Venter et al., 2001)

Figura 1: Linea de tiempo - Secuenciacion y tecnologias emergentes

2.2. Genoma de levaduras

Saccharomyces cerevisiae, el primer eucariote cuyo genoma fue secuenciado por
completo, tiene un genoma nuclear de 12,156,677 pb organizados en un total de 16
cromosomas, los cuales presentan una cantidad considerable de redundancia genética
(Gofleau et al., 1996). El mapa fisico y genético de los cromosomas, resultado de mas
de 55 afios de andlisis genético es accesible gracias a la creacion de bases de datos tales
como la  Saccharomyces Genome Database (yeastgenome.org), la cual es

constantemente actualizada con los datos de investigaciones recientes (Cherry ef al.,

1997).



Estudios recientes revelaron que la levadura utiizada en la industria cervecera,
especificamente en la produccion de cerveza tipo lager, se trata de Saccharomyces
pastorianus: un hibrido cuyo genoma de 25 Mb de longitud comprende dos sub-
genomas nucleares correspondientes a S. cerevisiae y S. bayanus (formalmente S.
eubayanus) con un genoma mitocondrial circular de S. bayanus. En total, se han
encontrado hasta 36 cromosomas distintos incluyendo ocho cromosomas con
translocaciones entre los dos genomas (Figura 2). Asi mismo, debido a los rearreglos
cromosomicos, muchos loci responsables de caracteristicas tipicas de las levaduras
cerveceras como la asimilacion de maltotriosa y produccion de sulfitos se encuentran

incrementados en nimero (Nakao ef al., 2009).
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Figura 2: Genoma de S. pastorianus; Lineas Negro - cromosomas del genoma de referencia S. cerevisiae S288C; Rojo — Subgenoma S. eubayanus; Azul
Subgenoma S. cerevisiae. Se pueden observar los rearreglos, translocaciones, y diferente nimero de copias de los cromosomas. En la parte inferior se muestra

el tamafio de cada cromosoma de referencia en Mpb (Adaptada de Nakao et al., 2009).



2.3. Herramientas bioinformaticas

Con el advenimiento de las nuevas tecnologias para determinar la secuencia
nucleotidica de los acido nucleicos (secuenciacién), los costos disminuyeron y los datos
generados se incrementaron considerablemente; al mismo tiempo, se incrementd la
necesidad de nuevos algoritmos y programas bioinformaticos para su analisis, el cual ha

sido un “cuello de botella” en las investigaciones de ésta indole.

Las dos clases de algoritmos mayormente utilizados para el ensamblaje de las
secuencias son: OLC, superposicion-disposicion-consenso (Overlap-Layout-Consensus)

y DBQG grafo de-brujn (De-Bruijn-Graph).

OLC generalmente funciona en tres pasos: i) encontrar los sobrelapes de todas
las lecturas; i) llevar a cabo una disposicion de todas las lecturas y sobrelapes en un
grafo y i) inferir el consenso de la secuencia. Es un algoritmo de ensamblaje tipo
mtuitivo desarrollado en 1980 y mejorado, posteriormente, por muchos grupos de
investigacion. Es utilizado ampliamente en programas como Arachne, Celera Assembler,

CAP3, PCAP, Phrap, Phusion, MIRA3 y Newbler (Li et al., 2011).

DBG es un algoritmo anti-intuitivo: primero corta las lecturas en k-mers (k-mer:
todas las posibles subsecuencias de longitud & de una lectura) mucho mas pequefios y
utiliza todos los k-mers para formar un DGB, finalmente mnfiriendo la secuencia
gendmica (Idury y Waterman, 1995). Este algoritmo fue originalmente introducido en
1995, pero no fue ampliamente utiizado sino hasta la introduccion de la plataforma
Ilumina; el primer ensamblador DBG EULER, fue publicado en 2001 y desde entonces
se han desarrollado muchos otros ensambladores DBG para lecturas cortas, tales como
Euler-USR, Velvet, AbySS, AllPath-LG, SOAPdenovo, IDBA y mas (Peng et al, 2012;
Lieral, 2011).



Independientemente del programa y algoritmo utilizado, el ensamblaje de
secuencias de plataformas de segunda generacion se realiza en pasos: las lecturas se
sobrelapan para formar contigs los cuales se ordenan y orientan para construir scaffolds.
Dichos scaffolds, que son rellenados con N's para dar continuidad a los contigs, deben

ser validados para corroborar el ordenamiento y rellenar los gaps faltantes.
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3. HIPOTESIS

El ensamblaje del genoma nuclear de la levadura permite asignar una posicion de
las lecturas de secuenciacion en los cromosomas, asi como conocer el numero de copias

de regiones de interés.
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4. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL

Realizar el ensamblaje del genoma de una levadura cervecera tipo lager por

medio del sobrelape de lecturas de secuenciacion.

5.2. OBJETIVOS PARTICULARES

AN O i

. Analizar las lecturas de secuenciacion para buscar y filtrar posible

contaminacion.

Dilucidar el nimero de cromosomas de la levadura por medio de PFGE
Ensamblar las lecturas en contigs.

Mapear las secuencias ensambladas para formar scaffolds.

Ordenar los scaffolds para construir los cromosomas.

Validar el ensamblaje por medio de PCRs de los segmentos dudosos
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5. JUSTIFICACION

El conocimiento basico y aplicado de las levaduras de interés industrial se
encuentra circunscrito a pruebas fisiologicas y amplificaciones de genes en particular. Fl
conocimiento de la secuencia nucleotidica del genoma nuclear de levaduras cerveceras,
desde el punto de vista basico como el tamafio, organizacién por cromosomas, hasta el
numero de copias que posee de regiones de interés, nos coloca en la posicion de
desarrollar, de manera mds racional, no solo tecnologias de fermentacién sino también

herramientas para la deteccion de viabilidad, rutas metabdlicas, etc.
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6. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo fue realizado con la secuencia genéomica de una levadura
cervecera tipo lager, la cual pertenece a la coleccion de la Cerveceria Cuauhtémoc
Moctezuma (CCM). La Tabla 2 muestra las distintas plataformas y cantidad de lecturas

obtenidas por cada una:

Tabla 2: Datos crudos de secuenciacion

Plataforma Numero de lecturas Tamaiio prome dio
(tipo de secuenciacion — (en millones) de lecturas (pb)
tamaiio de inserto)
FLX 454 Titanium 0.8 400
[llumina (Pair end) 6.0 101-192
Illumina (Mate pair — 350pb) 5.0 101 x 2
[llumina (Mate pair — 8 kb) 11.7 51x2

Asi mismo, se obtuvieron los datos de la secuenciacidon de los ocho cromosomas
de menor tamafio por medio de la plataforma Ion Torrent. Dichos cromosomas fueron
secuenciados por la Empresa de manera individual por medio de Gel de Electroforesis
de Campo Pulsante (PFGE). El nimero de lecturas obtenidas de cada uno de los
cromosomas (denominados "Bandas" y ordenados del 1 al 8 de forma ascendente en

tamafio) son mostrados en la Tabla 3.

Tabla 3: Secuenciacion de cromosomas individuales

Banda Numero de lecturas | Banda Numero de lecturas
B1 76,299 B5 758,392
B2 78,987 B6 1,309,324
B3 93,633 B7 199,020
B4 91,364 B8 147,158
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El analisis bioinformatico fue realizado en una computadora y dos servidores con

las caracteristicas mostradas en la Tabla 4:

Tabla 4: Equipo computacional para el analisis de datos.

Computadora / M emoria CPU Sistema
Servidor RAM operativo
HP xw4600 Workstation 4GB Intel® Core™2 Quad CPU  Linux / Ubuntu 12.10
(Computadora) Q9300 2.50GHz x 4 32-bit
HP xw4600 Workstation 4GB Intel® Core™?2 Quad CPU Linux / Ubuntu
(Servidor) Q9300 2.50GHz x 4 Server 64-bit
GS FLX Titanium Cluster 32 GB 2.33 GHz x 20 Linux / Fedora 64-bit

El ensamblaje del genoma consiste en sobrelapar las lecturas arrojadas por el
secuenciador para formar segmentos mayores del genoma denominados contigs. Estos
son numerados de mayor a menor tamafio pero no llevan un orden real con respecto a su
posicién en los cromosomas. Para ser considerado un contig, se requiere de al menos dos
lecturas sobrelapadas y una longitud minima de 500 pb. No es necesario un andlisis
estadistico debido a la naturaleza de la técnica y a la profundidad del genoma (cuantas

veces esta representado, en promedio, cada nucleotido).

Inicialmente, por medio del programa computacional (software) FastQC 0.10.1
(Andrews, 2010) se verifico la calidad de las lecturas de Illumina, asegurando que éstas
tuviesen un valor de calidad > Q30 (un posible error de interpretacion cada 1000 bases).
Habiendo pasado dicho filtro, las lecturas Pair end de Illumina y las lecturas obtenidas
por pirosecuenciacion (FLX 454 Titanium) fueron ensambladas por medio del software
Newbler 2.6 (Roche). Los contigs resultantes fueron entonces procesados por medio del
programa SSPACE 1.0 (Boetzer ef al., 2011) el cual enfoca el ensamblaje de los gaps y
forma asi scaffolds (al menos dos contigs con una posicion y direccidn especifica en los
cromosomas (Figura 3). Se utilizaron los parametros estdndar para los programas

mencionados.
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Lecturas Lecturas Lecturas
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Lecturas Mate pair Lecturas Mate pair

4

Gap Gap

Scaffold

Figura 3: Formacion de Scaffolds

Posteriormente, y teniendo ya los datos de secuenciacién de los cromosomas por
separado, ¢stos fueron ensamblados con el software Newbler 2.6 y alineados contra los
scaffolds del genoma completo. Esto delimitd cudles son los scaffolds correspondientes a

cada uno de los ocho cromosomas de menor tamafio.

Todos los scaffolds fueron entonces alineados contra los cromosomas de
referencia reportadas en bases de datos como S cerevisiaze (obtenida de
http//www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/15 - revisado el dia 5 de noviembre de 2014) y S.
eubayanus (secuencia no reportada), con ello se obtuvo el orden y asignacion de los
scaffolds por cromosoma. Dichos alineamientos se realizaron con el programa MUMmer

3.23 (Delcher, et al., 2003)

El nimero total de cromosomas, asi como su tamafio estimado fue evaluado por

medio de los PFGE mencionados anteriormente; en ellos se puede llevar a cabo la
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separacion e identificacion de los cromosomas individualmente. El protocolo para la
preparacion de las muestras de ADN, asi como los geles fue proporcionado por la
empresa y realizado en el Centro de Investigacion y Desarrollo en Ciencias de la Salud

(CIDICS) de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn.

El andlisis de la ploidia fue realizado con el software Magnolya 0.14 (Njkamp et
al., 2012). Mientras que los scaffolds fueron visualizados con el programa Ugene 1.11.3
(Okonechnikov et al., 2012). Este programa permite encontrar gaps (secuencias cuyo
nucledtido se desconoce y representados por la letra “N”). El disefio de oligonucleétidos
(primers) para PCR flanqueando 5 de estos gaps fue realizado con el programa Primer3
0.4.0 (Rozen y Skaletsky. 1999) y su especificidad verificada con BLAST (Johnson et
al., 2008) (Tabla 5). La PCR y secuenciacion de los amplicones fue realizada por la
empresa Vitagénesis S.A. de C.V. quien estandarizd se realizd de acuerdo a las

caracteristicas de los mismos.

Tabla 5: Oligonucleétidos para llenado de gaps en la cepa 790.

Tamafio Tamaiio Tm
Nombre Ubicacion Secuencia nucleotidica (5°-3°) esperado
(bases) (pb) 0O
Gapl F  Scaf30 8320-9787 TTTACCATGAGCGCAA CAGC 20 56.3
1750
Gapl R Scaf30 8320-9787 AAAAAGCAGAACGACGCACC 20 56.6
Gap2 F  Scaf30_140561-141053 TCTTCGAATCTGGCTCTGGT 20 0 55.7
(posible 556
Gap2 R Scaf30_140561-141053 GCTGCTATGAATCCTTCGAATACC 24 delecion) :
Gap3 F  Scaf8 17006-18762 AAGTAGAGTCAATTTGGCACCAG 23 55.2
927
Gap3 R Scaf8 17006-18762 TCAAGCAACAGCTCATCCAC 20 555
Gapd F  Scafl3 519000-520800 GCTCAGAA GCAGATGICITCAA 22 55.5
327
Gap4 R Scafl3 519000-520800 TGCGGTGTAAGAA GAGGACA 20 559
GapS F  Scafl3 523000-524500 TCCCAGCAGAAAAGATGGAC 20 54.8
681
GapS R Scafl3_523000-524500 GGAGCCGCA GTGAAAGTTAAT 21 55.6
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El andlisis de las secuencias amplificadas se llevd a cabo mediante el software

Geneious 7.1.6 (Kearse ef al., 2012) para la visualizacion de los electroferogramas, asi

como Ugene 1.11.3 para la reconstruccion y lienado de los gaps.

La Figura 4 muestra el diagrama de flujo en el analisis de las secuencias para su

ensamblaje completo.

Lecturas
lllumina: SRR
gm :/Iaa'tree;:ir (350pb ins) Calidad Ensamblaje *Primer llenado de gaps
11.7M Mate pair (8kb ins) —> Lecturas lllumina |_.| Newbler 2.6 —> SSPACE 1.0 (Ensamblaje +
45'4_ FastQC 454 + lllumina (Pair end) lecturas Mate pair)
0.8M ~400pb =>Q30 Contigs Scaffolds
*lon Torrent:
Cromosomas individuales
v
Alineamientos Identificacion de Validacion Ensamblaje
YSS ‘l;{eerfee‘:fsr;:;as: Copias de gaps/breakpoints El):i’.ga;lo de primers dompleto
-S. eubayanus "~ cromosomas | :sfassultado & s S cecion | - Genoma
Cromosomas ind. Magnolia -UGENE _Analisis organizado por
Sel'n de scaff. X Crom Prep. para validacion Llenado de gaps cromosomas
A
lon Torrent

Ensamblaje de secuencias de
cromosomas individuales
Confirmacién de seleccién de
secuencias por cromosoma

Figura 4: Diagrama de flujo del ensamblaje del genoma.
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7. RESULTADOS

7.1. Calidad de las lecturas

7.1.1. Libreria FLX 454 Titanium: Las lecturas del FLX 454 Titanum
con valor de calidad <Q40 son filtradas automaticamente, por lo cual se tiene asegurado

el uso de lecturas de muy alta calidad (un error cada 10,000 bases).

7.1.2. Libreria Illumina Pair end: Las lecturas de Illumma analizadas
con FastQC mostraron tener una calidad >Q30 (un error cada 1,000 bases). La Figura 5
muestra los valores de calidad Q (eje Y) con respecto a la posicion de las bases (eje X)
de la libreria Pair end (ver Tabla 2). Asi mismo, se muestra la distribucion del tamafio de

las lecturas obtenidas en dicha libreria (Figura 6)

Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding

40 IIIIIIIIIIII III.IIIII=II=
I- ]

I
38 ; .I ill
/]

6
34 I wiw : i
a2

20
28
26
24
22
20
18
16
14
12

=T T S T ]

1234567 8% 151% 30-34 4548 80-64 7579 S0-84 110-114 130-134 150-154 170-174 190-182
Position in read (bp)

Figura 5: Valor de calidad de libreria Pair end (Illumina).
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Distribution of seguence lengths over all sequences

Sequence Length
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100-101 108-109 116-117 124-125 132-133 140-141 148-14¢ 156-157 164-165 172-173 180-181 188-189
Sequence Length (bp}

Figura 6: Distribucion deltamafio de lecturas Pair end (Illumina).

7.1.3. Libreria Illumina Mate pair (inserto 8 Kpb): Al igual que las
lecturas Pair end, las lecturas Mate pair con un inserto de 8 Kb mostraron tener una
calidad por arriba de Q30 y un tamafio especifico de S1pb en cada extremo (51 x 2).
Dichos resultados se muestran en las Figura 7y 8

Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding)

123456788 11 13 15 17 1% 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 48 51
Position in read (bp}

Figura 7: Valor de calidad de libreria Mate pair, inserto: 8 Kb (Illumina).
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Distribution of sequence lengths over all sequences

Sequence Length

1.0E7

2000000

6000000

4000000

2000000

50 51 52
Sequence Length (bp)

Figura 8: Distribucion del tamafio las lecturas Mate pair, inserto: 8 Kpb (Illumina).

7.1.4. Libreria Illumina Mate pair (inserto 350 pb): Asi mismo, se
realizd la comprobacion de calidad de las lecturas Mate pair con mserto de 350 pb. Se
observd también una calidad > Q30 con un tamaiio de lectura de 101pb en cada extremo

(101 x 2). Dichos resultados se muestran en las Figura 9y 10.

Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding)

40 ]

: 11T '

1 2 3 4 5 6 7 8 9 15-18 25-29 35-39 4548 5559 §55-69 75-7¢ B5-B%9 6599
Position in read (bp)

Figura 9: Valor de calidad de libreria Mate pair, inserto: 350 pb (Illumina).
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Distribution of sequence lengths over all sequences
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Figura 10: Distribucion del tamafio las lecturas Mate pair, inserto: 350 pb (Illumina).

7.2. Ensamblaje de novo y obtencion de Scaffolds: Durante el transcurso de la
realizacion de esta tesis, se tuvieron tres versiones distintas del ensamblaje (Tabla 6):

Vi- Lecturas FLX 454 Titanium

V2- Lecturas FLX 454 Titanium + [llumina Mate pair mserto de 350 pb.

V3- Lecturas FLX 454 Titanum + Illumina Mate pair inserto de 350 pb. +

[lumina Mate pair mserto de 8 kb + Illumina Pair end (version final).

Tabla 6: Versiones del ensamblaje de la levadura cervecera.

Vi V2 V3
Lecturas ensambladas 769113 10715485 17034361
Profundidad ~8x ~41x ~70x
Tamafio estimado
del Genoma (Mb) 33.8 31 22.7
Numero de 2,850 1,103 133
contigs/scaffolds
Tamafio promedio de

7,699 20,130 170,987
contigs/scaffolds (pb) ’ ’ ’
Contig/scaffold de 154,254 233,917 1,404,408
mayor tamafio (pb)
N50 13,964 42,237 568,800
Ns 0 0 399,699
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Como se puede observar en la tabla anterior, la Ultima version del ensamblaje

asigné el orden y orientacion a muchos de los contigs, disminuyendo de 1103 contigs a

solo 133 scaffolds cuya distribucion de tamafios se muestran en la

Tabla 7.

Tabla 7: Distribucion del tamafio de Scaffolds

Numero de

Nivel de tamafio scaffolds Pb
0:999 47 31,168
1k : 9,999 21 44,610
10k : 99,999 18 1,063,816
100k : 199,999 11 1,608,982
200k : 299,999 6 1,528,906
300k : 399,999 6 2,092,805
400k : 499:999 4 1,700,637
500k : 599,999 7 3,759,004
600k : 699,999 5 3,213,208
700k : 799,999 1 712,480
800k : 899,999 1 806,158
900k : 999,999 5 4,775,094
1:404.,408 1 1,404,408
Total 133 22,741,276
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7.3. Alineamientos

7.3.1. 790 vs S. cerevisiae S288C: Los scaffolds obtenidos (133) fueron

alincados contra cada uno de los 16 cromosomas de la cepa de referencia S. cerevisiae

S288C (Fig. 11). Donde observamos dos niveles de identidad: ~100% (rojo) y ~80%

(verde). Los ultimos corresponden al subgenoma de S. eubayanus.
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Figura 11: Alineamiento de los scaffolds de 790 (eje Y) vs S. cerevisiae S288C (eje X).
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7.3.2. 790 vs S. eubayanus: El mismo método se utilizd para el alineamiento de

S. eubayanus (secuencia no publicada en bases de datos) contra 790 (Fig. 12). Donde los

datos de identidad ~100% (rojo) corresponden a S. eubayanus, mientras que ~80%

(verde) al subgenoma de S. cerevisiae (ver Capitulo 12: Anexos).
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Figura 12: Alineamiento de los scaffolds de 790 (eje Y) vs S. eubayanus (eje X).
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7.4. Asignacion de scaffolds a cromosomas

A partir de las tablas de alineamientos obtenidas con MUMmer 3.23 (Tabla 8), se
asignaron los scaffolds correspondientes para cada uno de los cromosomas del
subgenoma de S. cerevisiae (Scer) y S. eubayanus (Seub), asi como el porcentaje de

cobertura de cada cromosoma de referencia (Tabla 9).

Tabla 8: Ejemplo de las tablas de alineamiento

[S1] [E1]  [S2] [E2]  [CovR] [CovQ] [Ref] [Qry]

2709 8320 187227 192854 2.44 2.92 S288C-Chl Scf30
9787 12346 182869 185428  1.11 1.33  S288C-Chl  Sef30
27136 140561 67495 180918 49.27 58.81 S288C-Chl Scf30
141053 160238 48297 67493  8.33 9.95 S288C-Chl Scf30

166163 181044 33407 48302  6.46 7.72  S288C-Chl  Scf30
184871 188778 16267 20174  1.70 2.03 S288C-Chl Scf30
188780 199064 4666 15051  4.47 5.39 S288C-Chl  Scf30

Tabla 9: Asignacion de scaffolds y cobertura de los cromosomas

790cer scaff Cobertura Scer Seub Cobertura 790eub scaff

30 73.78 1 1 75.57 1,62

61,22, 11 87.18 2 2 94.40 14, 16, 26

46, 63, 32, 37, 65 85.92 3 3 60.47 45
29,17 87.53 4 4 94.83 14, 16, 26

34,17, 22, 54, 32 90.86 5 5 93.77 25
40, 47 86.05 6 6 91.58 42

31, 39, 41 86.38 7 7 67.55 31,50, 28, 23

59,7 82.27 8 8 97.10 4,6,55,3

8 86.19 9 9 94.18 19

33,24 87.48 10 10 93.96 27,49, 20

13 93.97 11 11 97.77 12

56, 18, 60, 10, 48 85.88 12 12 9091 1,36,10,6,1
43,3 86.75 13 13 91.67 15

9,44 89.08 14 14 97.84 5,35

2,53,58 87.75 15 15 97.10 4,6,55,3
52,11,57, 64, 38 75.88 16 16 72.06 21
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Los scaffolds correspondientes a cada cromosoma fueron seleccionados en base
al porcentaje de identidad de cada scaffold con los cromosomas. P. ej.: el scaffold 46
tiene un 98.15% de identidad con un fragmento del cromosoma 3 del subgenoma de S.
cerevisiae, y no tiene identidad con ningin otro cromosoma, por ende, se asigna el
scaffold 46 a dicho cromosoma. Es importante sefialar que algunos de los scaffolds se
repiten tanto para cromosomas del mismo subgenoma, como entre los subgenomas, de lo

cual se hace referencia en la discusion.

7.5. Ploidia y rearreglos cromosdémicos

El nimero de copias de los cromosomas, asi como sus rearreglos cromosomicos
fue evaluado por medio del software Magnolya 0.14, el cual mapea las lecturas crudas
contra los cromosomas de referencia y en base a la profundidad encontrada en cada
fragmento de los cromosomas deduce al numero de copias del mismo. La Figura 13
muestra el nimero de copas de cada uno de los cromosomas de 790 con respecto a su

subgenoma S. cerevisiae (Scer —azul) y S. eubayanus (Seub — rojo).
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Figura 13: Numero de copias de los cromosomas y rearreglos. Eje Y: Numero de copias de cada

cromosoma; Eje X: Posicién en cada cromosoma.

Estos resultados muestran algunos rearreglos importantes en el genoma de 790,

tales como translocaciones en los cromosomas 3, 4, 7, 11, 15 y 16, en los que algunas

regiones del subgenoma de S. cerevisiae se encuentran insertadas en el subgenoma de S.

eubayanus, y viceversa.

7.6. Identificacion de gaps

El ensamblaje final (Version 3) incluyd un total de 399699 ‘Ns’ (ver Tabla 6) o

secuencias nucleotidicas desconocidas, denominados “gaps™, los cuales visualizados con

el software Ugene 1.11.3 como se muestra en el ejemplo de la Figura 14 marcados en

amarillo a lo largo de la secuencia del scaffold 30.
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Figura 14: Gaps en scaffold 30.

7.7. Amplificacion, secuenciacion y llenado de gaps

7.7.1. Gap 1
Por medio de las tablas de alineamiento generadas con MUMmer 3.23 (ver Tabla
8) se identifico una regién no resuelta en la posicion 8,320 a 9,787 del scaffold 30 con
respecto a la referencia S. cerevisiae S288C. El gel del producto amplificado se muestra
en la Figura 16; en ella se observa el fragmento de ~1,750 pb en las tres cepas en estudio
(S. cerevisiae, 790y S. eubayanus).
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Figura 15: Validacion del Gap 1 en S.
cerevisiae (A); cepa 790 (B) y S.
1750 —— eubayanus (C). Carriles 1 al 3,
gradiente térmico de 52, 54, 56, 58 y
60°C; Carril 6, Control negativo (-);
Carril 7, marcador de talla molecular.

(pb)

Al dia de hoy no se han recibido los datos de secuenciacion por capilar de los

fragmentos.
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7.7.2. Gap 2
El gel del producto amplificado para la region faltante en la posicion 140,561 a
141,053 del scaffold 30 (cromosoma 1 del subgenoma cerevisiae) se muestra en la
Figura 16; en ella se observa un fragmento de ~734pb en las tres cepas en estudio (S.
cerevisiae, 790 y S. eubayanus), dicho fragmento coincide con el tamafio amplificable

por los primers en el genoma de referencia de S. cerevisiae.

204010
1500

L]
200 -~ — 734
6l * * #

400 |
200 |

Figura 16: Validacion del Gap 2. Carriles: 1, Marcador de talla molecular; 2, cepa S288C
(Control +); 3, cepa 790; 4, cepa S. eubayanus; 5, Control negativo (-) (pb)

Dicha amplificacion sugiri® una anomalia en el ensamblaje de ese fragmento del
genoma. Para verificar que en efecto se tratara del fragmento en el scaffold 30, se
analizaron los electroferogramas (Figura 17) y se extrajo el fragmento con secuencia de
alta calidad. Posteriormente, se busco dicho fragmento en la secuencia del scaffold 30 y
la referencia S. cerevisiae S288C, hallando un sobrelape en la secuencia conocida del

scaffold 30 (Figura 18 barra celeste). Un fragmento de 23 nucledtidos (Figura 18 barra
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roja) no pudo ser rellenado debido a el decaimiento en la calidad de la secuencia Rv

(Figura 18 barra amarilla)
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Figura 17: Electroferograma Gap 2 en 790
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Figura 18: Llenado de Gap 2
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7.7.3. Gaps 3,4y 5
La Figura 19 muestra el gel del producto amplificado para los gaps 3, 4 y 5,

cuyos tamafios esperados eran de 927, 327 y 681 pb respectivamente.

Figura 19: Validacion de los Gaps 3, 4y 5. Carriles: 1, Marcador de talla molecular; 2 a 4, S. cerevisiae

gap 3, 4y 5 respectivamente; 5a 7, cepa 790 gap 3, 4y 5 respectivamente; 8 a 10, S. eubayanus gap 3, 4

y 5 respectivamente (ver Tabla 5). Los cuadros naranjas indican los tamafios esperados.

Se puede observar que se obtuvieron bandas mespecificas tanto en S. cerevisiae
como en 790. Era de esperarse que no apareciera la banda esperada en S. eubayanus,
debido a que los primers fueron disefiados de manera especifica para el subgenoma de S.
cerevisiae, sin embargo, también se encontraron bandas inespecificas para los gaps 4 y

5.

Debido a estas inconsistencias, se decidi® no continuar con la secuenciacion de

estos gaps.
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8. DISCUSION

Gracias al advenimiento de nuevas tecnologias de secuenciacion masiva como la
plataforma Illumina, a la fecha se tienen reportados 34,636 genomas: 1,741 eucariotes,
28,601 procariotes (incluyendo cepas y variedades) y 4,294 virus, ademds de 5,072
plasmidos  (http//www.ncbinim.nih.gov/genome/browse/ - revisado el dia 5 de
noviembre de 2014). Fsa gran cantidad de mformacion ha permitido el desarrollo de la
Genomica Comparativa, la cual toma como base genomas de organismos cercanos
evolutivamente para un mas rdpido y preciso procesamiento de datos de secuencias
nucleotidicas de nuevos organismos, asigndndoles una probable organizacion
cromosomica y permitiendo encontrar genes nuevos que confieren propiedades

caracteristicas a los distintos organismos.

Al dia de hoy, conocemos la secuencia nucleotidica del genoma de 12 especies
del género Saccharomyces las cuales son: S. cerevisiae, S. kudriavzevi, S. paradoxus, S.
mikatae, S. bayanus,, S. boulardii, S. arboricola, S. uvarum, S. carisbergensis, S.
pastorianus 'y los hibridos S. cerevisiae - S. kudriavzevii y S. pastorianus - S.
weihenstephan 34/70. De las cuales solo las cuatro tltimas son utilizadas con frecuencia

en el Proceso Cervecero.

El tamafio del genoma de las no cerveceras ronda los 12 Mpb (1.2 x 107 pb),
mientras que las cerveceras, poseen una talla sustancialmente mayor de ~20 Mpb (2 x
10 pb). Es importante resaltar que el genoma de las cerveceras se compone, en su
mayoria, de hibridos  (http//www.ncbinlm.nih.gov/genome/?term=saccharomyces -

revisado el dia 5 de noviembre de 2014).

Segin los resultados obtenidos, se conoce ahora que la levadura cervecera en estudio
(clave 790) posee, tentativamente, 32 cromosomas y un tamafio calculado en 22.7 Mpb
(2.27 x 10 pb). El principal obsticulo para conocer de manera exacta el nimero de

cromosomas, se debid a una interferencia en la parte superior de los geles tipo PFGE,
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donde, posiblemente, se pudiesen encontrar cromosomas grandes (Dr. Luis Damas.
Comunicacion personal). Aunque existe esta posibilidad, nuestros resultados parecen ser
los correctos, ya que la talla molecular global es muy semejante a lo reportado para otras
levaduras cerveceras tipo lager. Por lo que existe una probabilidad muy baja de

encontrar cromosomas extras (Dunn y Sherlock, 2008; Nakao ef al., 2009; Borneman et

al.,2012; Walter ef al., 2014).

El tamafio calculado coincide con la informacion previamente conocida, ya que
consta de 16 cromosomas del subgenoma de S. cerevisiae y 16 cromosomas de S.
eubayanus. Asi mismo, el tamafio es cercano a la suma de estos dos genomas (~12 Mpb
cada uno). Esto es consistente tanto con los datos previamente reportados por Nakao y
cols. (2009), Borneman y cols. (2012), asi como por el grupo de Walther y cols. (2014),
estos ultimos secuenciaron y ensamblaron el genoma de las levaduras cerveceras S.
carlsbergensis (78 scaffolds, 29 cromosomas con 19.5 Mpb de longitud) y S.
weihenstephan (985 scaffolds, ~29 cromosomas y 22.9 Mpb).

Existen distintos niveles de ensamblaje de los genomas secuenciados y
reportados. Muchas secuencias nucleotidicas de los genomas han sido publicadas como
“borrador” de contigs (draft genome), sin darles una orientacion y ubicacion
cromosomica; quedando a consideracion del investigador el tamafio minino de cada
contig para ser considerado para su publicacién. En otras ocasiones, se hacen publicos
los scaffolds obtenidos a partir de una asignacion, direccion y orden a los contigs y
tomando parametros distintos en cuanto al nimero de contigs necesarios para conformar
los scaffolds. En el presente trabajo se consideraron al menos dos contigs de tamafio

minimo de 500 pb para formar los scaffolds
El mejor ensamblaje del genoma de la 790, arrojé un total de 133 scaffolds, 65 de los

cuales tienen un tamafio > 10 kpb, similar o mejor a los reportados anteriormente. La

Tabla 10 muestra una comparacion del nivel de ensamblaje de cada genoma reportado
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del género Saccharomyces. (http//www.ncbinlm.nih.gov/genome/?term=saccharomyces

- revisado el dia 5 de noviembre de 2014).

Tabla 10: Nivel de ensamblaje de genomas secuenciados de especies de Saccharomyces

@it Genoma Niimero de Niimero de  Niumero de  Tamaiio
Terminado Cromos omas Scaffolds Contigs (Mpb)

S. cerevisiae v 16 17 - 12.16
S. kudriavzevii X 16 2,054 - 11.19
S. pastorianus X - - 2,425 24.21
S. paradoxus X 16 - 832 11.87
S. mikatae X 16 - 1,648 11.47
S. bayanus X 16 - 586 11.87
S. boulardii X 16 48 - 11.64
S. arboricola v 16 35 - 11.62
S. uvarum X - - 3,985 11.60
S. carlsbergensis X 29 77 - 19.37
S. ceifevisz'a.e. -S. X ) 60 419 2337
kudriavzevii
S. pastorianus —S. X ) ) 1358 2206
weihenstephan 34/70
790 X ~32 133 - 22.74

La cobertura del subgenoma de S. cerevisiae varid entre un 73.78% (cromosoma
1) y un 93.79% (cromosoma 11). Por otro lado, la cobertura del subgenoma de S.
eubayanus vari6 de 60.47% (cromosoma 3) a un 97.84% (cromosoma 14). Dicha
variacion puede deberse a la presencia de secuencias de mayor complejidad que por la
naturaleza del proceso de secuenciacion, o las limitaciones del algoritmo del software

utilizado, no pudo resolverse para obtener el 100% de la cobertura.
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Gracias a los alincamientos realizados pudimos constatar que la identidad de
ambos subgenomas (S. cerevisiae y S. eubayanus) es de ~80%, lo cual favorecido a un
mejor ensamblaje y distincion entre los mismos, lo cual también es consistente a lo

encontrado por Nakao y cols. (2009) y Walther y cols. (2014).

La variacion en el nimero de copias de cada cromosoma correspondiente a los
subgenomas, asi como la presencia de translocaciones entre los mismos coincide con lo
previamente observado por Dunn y Sherlock (2008), Nakao y cols. (2009), Borneman y
cols. (2012) y Walther y cols. (2014). La Tabla 11 muestra el nimero de copias para cada

cromosoma de los subgenomas de S. cerevisiae (790cer) y S. eubayanus (790eub):

Tabla 11: Numero de copias de los cromosomas de 790

Cromosoma 790cer 790eub | Cromosoma 790cer 790eub
1 3 3 9 3 2
2 2 3 10 1 4
3 2.5 2.5 1 2 2
4 3 2 12 3 2
5 2 2 13 3 3
6 3 3 14 2 3
7 2 3 15 2.5 2.5
8 2 2 16 3 2

Con respecto a la mtensidad de la hibridacion y translocaciones cromosomicas,
encontramos, basicamente dos tipos de arreglos: 1) cromosomas hibridos pero con
continuidad en la secuencia (translocacién) y i) hibridos con regiones cortas de otro

cromosoma (recombinacidon homoéloga). Estas caracteristicas fueron encontradas en los
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cromosomas 3, 4, 7, 11, 15 y 16, en los que algunas regiones del subgenoma de S.
cerevisiae se encuentran insertadas en el subgenoma de S. eubayanus, y viceversa. Los
puntos de translocacion posiblemente contengan secuencias conservadas con mayor

identidad entre ambos subgenomas.

Las secuencias nucleotidicas obtenidas por medio de Ion Torrent no fueron

utilizadas para el ensamblaje del genoma debido a la baja calidad de las mismas.

La presencia y abundancia de ‘Ns’ (nucle6tidos no asignados aun) en la Version 3
del ensamblaje se debe al proceso de secuenciacion de las librerias Illumina Mate pair,
las cuales tienen un espaciador de 350 pb y 8 kpb, con el fin de unir y dar direccion a los
contigs. Como se demostrd en el llenado de gaps, se requiere de la validacion de cada

uno para lograr una mayor cobertura de cada cromosoma.

Gap 1: Se requirid optimizar la PCR con el fin de elimnar fragmentos
inespecificos. Con ello se obtuvieron las bandas esperadas tanto en S. cerevisiae S288C
como en 790. Era de esperarse que en S. eubayanus no se encontrara dicho fragmento ya
que los primers fueron diseflados especificamente para el subgenoma cerevisiae. Al dia

de hoy no se han recibido los datos de secuencaicion por capilar de los fragmentos.

Gap 2: Como se menciond en los resultados, el fragmento amplificado en S.
eubayanus fue inesperado debido a que los primers fueron disefiados especificamente
para el subgenoma cerevisiae. En la secuencia ensamblada y correspondiente a
eubayanus no se ha encontrado el fragmento amplificado en esa referencia. Esto puede
deberse a que en la cepa cervecera este fragmento no exista o que tiene una identidad tan
alta con el subgenoma de cerevisiae que el ensamblador no pudo discernir entre ambos,
asignando ese fragmento uUnicamente en dicho subgenoma. El sobrelape entre las
secuencias ya conocidas en el scaffold 30 y el fragmento rellenado nos hacen pensar que,

en efecto, corresponde al cromosoma 1 del subgenoma cerevisiae.
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Gaps 3, 4 y 5: La mespecificidad en los productos amplificados pudo deberse a
un error en el disefio de los primers, aun y cuando estos fueron cuidadosamente
estudiados para que amplificasen solo la region de interés. De los tres gaps, solo el 5 se
pudiera llegar a mejorar con un gradiente de temperatura, para elimnar la banda
inespecifica, sin embargo, se realizara como parte de las perspectivas y trabajos a futuro

en este proyecto.
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9. CONCLUSIONES

A partir de lo encontrado en el presente trabajo de investigacion se puede

concluir que:

La levadura 790 es un hibrido entre Saccharomyces cerevisiae y S. eubayanus

Su genoma nuclear esta formado por 32 cromosomas

16 cromosomas corresponden al subgenoma de S. cerevisiae v 16 al subgenoma

S. eubayanus.

En la version final del ensamblaje se conformaron 133 scaffolds.

65 de los scaffolds son de un tamafio mayor a 10 kpb. Esto se puede interpretar

como si cada cromosoma estuviese dividido en 2 scaffolds.

En cada subgenoma, encontramos 10 cromosomas con identidad al 100% para

cada especie.

4 cromosomas presentaron translocaciones continuas (cromosomas 3, 7, 11 y 15,

todos en su subgenoma de S. eubayanus).

2 cromosomas presentaron regiones no continuas (cromosomas 4 y 16 del
subgenoma de S. cerevisiae). Lo cual nos indica eventos de recombinacion

homéloga

Los datos obtenidos, tanto de ntmero de cromosomas como del tamafio del
genoma y cantidad de scaffolds es consistente con respecto a genomas del género

Saccharomyces.
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10. PERSPECTIVAS

Se requiere continuar trabajando en el proyecto para completar las secuencias
nucleotidicas no resueltas (gaps), asi como la asignacion y reduccion de
scaffolds.

. Con los datos obtenidos se puede continuar con la anotacién del genoma. Esto
puede ser de utlidad para corroborar la informacién ya conocida por métodos
bioquimicos asi como encontrar genes anteriormente no considerados con
importancia industrial

. Es necesario mejorar el ensamblaje. Para ello se requiere disefar
oligonucledtidos que flanqueen las regiones no resueltas (‘Ns’ en gaps) con el fin
de “rellenarlos™ y optimizar los ya disefiados para los gaps 3,4y 5.

. Aunque faltan regiones del genoma por resolver, los datos obtenidos hasta el
momento son de enorme utilidad para la comprension de la estructura general del
mismo y sirve como base para la busqueda de mayor informacion con respecto a

las caracteristicas intrinsecas de la levadura cervecera.
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12. ANEXOS

De la seccion 7.3.1. 790 vs S. cerevisiae S288C:
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Cepa 790 (133 scaffolds)
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Cepa 790 (133 scaffolds)
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Cepa 790 (133 scaffolds)
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Figura 12: Alineamiento de los scaffolds de 790 (eje Y) vs S. eubayanus (eje X)
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