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Resumen

Construccidn y secuenciacion de una coleccion de cl onas de cromosomas
bacterianos artificiales de una levadura cervecera

Las nuevas tecnologias de secuenciacion permitieron la obtencién de la secuencia
genomica de una cepa de levadura cervecera tipo lager; sin embargo, el tamafio
corto de las lecturas de estas tecnologias dificulta el proceso de ensamblaje. Una
opcion para mejorar el borrador de la secuencia es incorporar informacion de
fuentes alternativas como lo son los mapas fisicos basados en BACs. Por lo
anterior, desarrollamos un protocolo para la construccion de clonas BACs con
insertos de DNA de la levadura y obtuvimos las secuencias del extremo del vector
(BES) de una coleccion de ellas. Encontramos que estos BESs pueden contribuir
a la mejora del ensamblaje de la secuencia.

PALABRAS CLAVE. Nuevas Tecnologias de Secuenciacion, ensamblaje del
genoma, cromosomas bacterianos artificiales, secuencias de los extremos del

vector.

Xi



Abstract

Construction and sequencing of a bacterial artifici al chromosome clone
collection of a brewing yeast

Next-generation sequencing technologies allowed the retrieval of the genome
sequence of a lager beer yeast strain; however, the short read size of these
technologies hinders the assembly process. One option to improve the draft
sequence is by incorporating information from alternative sources such as BAC-
based physical maps. Therefore, we developed a protocol for the construction of
BAC clones with yeast DNA inserts and obtained the BAC-end sequences (BES) of
a collection of them. We found that these BESs can contribute to the improvement
of the sequence assembly.

KEY WORDS. Next-generation Sequencing Technologies, genome assembly,
bacterial artificial chromosome, BAC-end sequencing.
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Introduccion

La cerveza més ampliamente distribuida en la imduservecera es la tipo lager. Dicha
cerveza es producida con una especie hibrida deuea entré&accharomyces cerevisiae y
Saccharomyces bayanus o0 posiblemente Saccharomyces eubayanus, denominada
Saccharomyces pastorianus (Martini 'y Martini, 1987; Libkind et al.,, 2011). a_
determinacion de la secuencia gendmica completéadevadura lager es uno de los
abordajes mas prometedores para su explotaciostmayNakao et al., 2009). Es por ello
que la cerveceria Cuauhtémoc Moctezuma se didaada de secuenciar el genoma de una

Cepa cervecera.

Las caracteristicas de las nuevas tecnologiasodersgacion (0 NGS por sus siglas en
inglés), tales como su costo reducido y gran aalipermitieron obtener en 2011 el primer
borrador de la secuencia. Sin embargo, otras dedescteristicas de estas tecnologias,
especificamente el tamafio corto de las lecturasulld el proceso de ensamblaje
generando un genoma altamente fragmentado. Yarsédeho estudios que demuestran
que el uso exclusivo de lecturas cortas no esienfe para el ensamblagie novo (Alkan
et al., 2011).

Se han adoptado diferentes estrategias para aumantalidad del ensamblaje del
genoma las cuales incluyen re-secuenciacion cenetifes plataformas e incorporacion de
la informacién de las bibliotecas de extremos pmhreaal ensamblaje (scaffolding)
(Elizondo-Gonzalez, 2014). Aun asi, por la natwalele los datos y no tanto por las
capacidades del programa, es posible que hayaosignthasta miles de ensamblajes
incorrectos que no se detectan (Salzberg y YorB5RMMas aun, debido a que el proceso
de ensamblaje es meramente computacional, no hagrende saber si este representa la

realidad mas que con la incorporacion de evidesquerimental.

Por ello, es recomendable llevar una etapa de neduiy validacion de la secuencia
mediante la incorporacidén de informacion de fuemdésrnativas. Una de las formas mas
rapidas para generar este tipo de datos es medaieorporacion de mapas fisicos al
ensamblaje (Meyers et al., 2004). Actualmente,rdo®&grupos han reconocido el potencial
de los mapas fisicos para auxiliar y validar elcpem de ensamblaje de la secuencia. Por
ejemplo, van Oeveren y colaboradores han desatoollaa tecnologia denominada Whole
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Genome Profiling (WGP) la cual ya se ha utilizadoapasistir el ensamblagie novo con
NGS de distintos genomas de plantas (van Oevereah,e2011; Philippe et al., 2012).
Recientemente, otro grupo ha utilizado informaacémmapas fisicos para validar y mejorar
ensamblajes con NGS (Pan et al., 2014; Dalloul.e2@14). Con ello pudieron identificar
cientos de regiones con discrepancias y extendamaio de los ensamblajes.

La mayoria de las técnicas de mapeo fisico estdadba en la caracterizacion de
bibliotecas de clonas de insertos grandes com@iosiosomas Bacterianos Atrtificiales (o
BACs, por sus siglas en inglés) (Meyers et al., 4208hizuya et al., 1992). La
incorporacion de los mapas fisicos al ensamblajegdaoma se realiza mediante las
secuencias de los extremos del vector (0 BES, persiglas en inglés) (Nelson y
Soderlund, 2013).

La construccion de una biblioteca de BACs es cdoeémente sencilla pero
técnicamente demandante. Es por ello que nos grmpsigiesarrollar un protocolo para la
construccion de clonas BACs con insertos de DNA lde levadura cervecera.
Posteriormente realizamos una prueba preliminaseteienciacion de los extremos del
vector para valorar la utilidad de la estrategibude de clonas de insertos grandes para la

validacion y mejora del ensamblaje del genoma.

Materiales y Métodos

Aislamiento de DNA gendmico experimental y evaluagn de su calidad

Realizamos todos los cultivos de la levadura cemeen medio YPD (extracto de levadura
10 g/L, peptona de caseina 20g/L y dextrosa anidmg/'L). Aislamos DNA gendmico en
solucion con el protocolo de Hoffman y Winston (Ip#&odificado. Concentramos 5 mL
de cultivo de la levadura en un volumen final dallcentrifugando a 16,000xg por 3 min.
Centrifugamos nuevamente y lisamos la pastillazahuL de buffer de lisis (triton X-100
2%, SDS 1%, NaCl 100 mM, Tris-HCI 10 mM pH 8.0 yE®1 mM pH 8.0), ~100 pL de
perlas de vidrio (0.45-0.52 mm), 200 uL de fenol§B a 4°C y agitacion vigorosa por 3
min. Afadimos 200 pL de buffer TE 1X y centrifugama >10,000xg por 1 min.
Transferimos el sobrenadante, afiadimos 3 pL de BNAsng/mL e incubamos 20 min a

37°C. Precipitamos con 1 mL de etanol al 96% #207C) y 1/10 volimenes de acetato de

2
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sodio 3M. Centrifugamos a 16,000xg por 5 min, lavammon 1 mL de etanol al 70% frio (-
20°C) y volvimos a centrifugar. Por ultimo, resusgienos la pastilla en TE 1X. La

purificacion del DNA en bloques de agarosa la reatios con el kit CHEF Yeast Genomic
DNA Plug de Bio-Rad siguiendo las instruccionesfdbticante. Evaluamos la calidad del
DNA obtenido mediante electroforesis de inversiéncdmpo (o FIGE, por sus siglas en
inglés) con un protocolo pre-establecido para paseeion de fragmentos entre 3 y 70 Kb:
gel de agarosa para campo pulsado de MolecularaS8jology (agarosa-TBE 0.5X al 1%)

en el equipo Pippin Pulse de Sage Science (75 W; Mhexo 1).

Digestiones parciales de prueba del DNA experimerita
Seguimos el protocolo de Peterson et al. (2002)atgunas modificaciones. Disminuimos
la concentracion de EDTA de los bloques de DNA gar@sa con el buffer de lavado del
kit de Bio-Rad a 0.1X por 1 h a temperatura ambigntagitacion suave, y dimos otro
lavado rapido con esta misma solucién. Equilibrafoesloques con el buffer de reaccién
CutSmart de New England Biolabs (€30,K 50 mM, Tris-Acetato 20 mM,
Mg(CH;COO), 10 mM, BSA 100 pg/mL, pH 7.9) por 1 h a tempematambiente.
Probamos ¥4 de bloque macerado (~25uL) en 250 pluffier e reaccidon con 0, 0.2, 0.5,
1.0, 1.5, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 10.0 U 8m3Al o BamHI asi como con enzima concentrada
(12.5 U y 20.0 U, respectivamente). Colocamos éasgiones 1 h en hielo y después las
incubamos en un bafio de agua a 37°C por 5 y 1(pamaSau3Al y por 15 y 20 min para
BamHI. Detuvimos las reacciones con 30 pL de EDTAM.RAnalizamos las digestiones
mediante electroforesis de campo pulsado (o PFQEsps siglas en inglés) con un
protocolo para separar fragmentos de entre 50 &B0@el de agarosa para campo pulsado
de Molecular Sigma Biology (agarosa-TBE 0.5X al ¥¥)el equipo CHEF Mapper XA de
Bio-Rad (6.0 V/cm, 120°, 1-40 s, lineal, 18 h, 11°C

Ligacion y electroporacion de las muestras
Ligamos 50 ng del vector pPSMART BABamHI del CopyRight v2.0 BAC Cloning Kit de
Lucigen que ya se encuentra digerido y desfostimilgdnexo 2) con la cantidad indicada
de insertos control o experimentales, 4 U de ligalsaffer de ligacion a 1X incluidos en el
kit, en un volumen final de 100L. Incubamos las muestras a 16°C toda la noché)16

Posteriormente las microdializamos en un filtrontteocelulosa con un poro de 0.0g(
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sobre polietilenglicol al 10% estéril en una cagariRdurante 90 min. Preparamos en frio 20
pL de las células dEscherichia coli DH10B modificadas incluidas en el kit conub de la
muestra y las electroporamos utilizando el Gensdrul de Bio-Rad (20 kV/cm, 25 uF y
2002). Recuperamos las células en 1 mL de medio depeeaaion incluido en el kit e
incubamos a 37°C durante 1 h en agitacion. Postegicte sembramos en medio de
seleccion YT Cm IPTG/X-Gal Sac (bacto-triptona B, géxtracto de levadura 5 g/L, NaCl
5 g/L, agar 15 ¢/L, cloranfenicol 12.5 pg/mL, X-G& pg/mL, IPTG 0.8 mM y sacarosa
5%).

Digestion en masa y doble seleccion de tamafio dsentos experimentales

Digerimos 20 bloques de DNA macerados (~100 pL eadg con 4 U/mL desau3Al
cada uno en 1 mL de buffer de reaccion. Incubam8%°&€ por 5 min y detuvimos la
reaccion con 150 puL de EDTA 0.5 M. Posteriormemsigparamos los bloques en un
megacarril de 4 x 0.5 cm mediante PFGE con un potdopara separar fragmentos de
entre 50 a 300 Kb: gel de agarosa para campo muldadMolecular Sigma Biology
(agarosa-TBE 0.5X al 1%) en el equipo CHEF Mapp&rde Bio-Rad (6.0 V/cm, 120°, 1-
40 s, lineal, 18 h, 14°C). Seleccionamos la regiérentre 50 y 100 Kb sin exponerla a
bromuro de etidio ni a luz UV y la dividimos en dasrciones (superior e inferior). Para
eliminar fragmentos de menor tamafio que hayan ardastrados durante la primera
seleccion, separamos nuevamente las porciones enegacarril de 8 x 0.5 cm con el

mismo protocolo de PFGE y volvimos a seleccionae¢gon correspondiente.

Electroelucion y cuantificacion de los insertos exggrimentales
Electroeluimos el DNA seleccionado de la agarosa elosistema Elutrap de Whatman,
segun las recomendaciones de los fabricantes (&:®,\8 h, TAE 1X). Posteriormente
visualizamos los insertos experimentales en urdgetlectroforesis (agarosa-TAE 1X al
1%) y calculamos su concentracion comparando lengilad de la banda contra un

marcador de peso molecular conocido con el progtarageJ (Rasband, 2012).

Caracterizacion de clonas mediant&otl y estimacion del tamafio de inserto
Purificamos los vectores BAC siguiendo el protocd® Farrar y Donnison (2007) o
utilizando el Perfectprep BAC kit de 5 Prime. Lasastras se digirieron caxotl y se
resolvieron mediante PFGE con un protocolo pararsegragmentos de entre 3 a 200 Kb:

4
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gel de agarosa para campo pulsado de MolecularéSBjotogy (agarosa-TBE 0.5X al 1%)
en el equipo CHEF Mapper XA de Bio-Rad (6.0 V/crB0Q%, 5-15 s, lineal, 16 h, 14°C).
Estimamos el tamafo de inserto midiendo las distande los frentes de corrida de las

bandas y comparandolas contra el marcador de pelscurar.

Deteccion de clonas sin inserto mediante PCR de onla

Hicimos la deteccién de clonas sin inserto a pddiuna PCR de colonia usando el buffer
Green Go Taq Reaction de Promega a 1X, MdCbh mM, dNTPs 0.2 mM, primers
forward (5'-TTG ACC ATG TTG GTA TGA TTT-3) y revese (5-CAG TCC AGT TAC
GCT GGA GTC-3’) (Anexo 2) 150 nM y 1 pL deaq DNA polimerasa recombinante en
un volumen final de 30 pL. El programa de PCR flesnaturalizacion a 94 °C por 5 min,
30 ciclos de 94 °C por 45 s, 57°C por 30 sy 726€6® s, y una extension final a 72°C
por 60 s. Analizamos los resultados en un gel detrelforesis (agarosa-TAE 1X al 2%)

donde la presencia de una banda indica una clanassrto (Anexo 3).

Picado y conservacion de la coleccién de BACs
Cada clona se picé manualmente con un palilloiegtée conservd en una copia maestra
en placas de poliestireno de 96 pozos fondo “U” £6A pL de medio de congelacion
(peptona de caseina 10 g/L, extracto de levadugd.5NaCl 10g/L, KHPO, 13 mM,
KoHPO, 36 mM, NaCegHsO; 1.7 mM, (NH,).SO, 6.8 mM, glicerol 4.4% v/v, MgSO4 0.4
mM, y cloranfenicol 12.5 pg/mL). Las placas con ¢&@nas se crecieron en agitacion a
37°C y 250 rpm por 24 h. Posteriormente, realizammog segunda copia utilizando un
replicador de placas y cultivando la réplica bae imismas condiciones usadas para la
copia maestra. Las placas fueron cubiertas coossedl aluminio y almacenadas a -80°C.

Secuenciacion de los extremos del vector, andlisie las secuencias y alineamiento
contra el genoma de la levadura cervecera
Los vectores se purificaron y secuenciaron por angxremos en el Clemson University
Genomics Institute (Carolina del Sur, EE.UU.) cos brimers forward (5-TTG ACC
ATG TTG GTA TGA TTT-3’) y reverse (5-CAG TCC AGT AC GCT GGA GTC-3)
(Anexo 2). Recortamos los extremos de las lectyuastuvieran un valor de Phred Q<28 y
agrupamos los pares de BES que pasaran estalBlicalidad. Alineamos los pares de BES
de calidad contra la version 3 del ensamblaje awloma de la levadura cervecera

5
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(Elizondo-Gonzélez, 2014) utilizando BLAST+ conumbral de similitud de valor de E =
1x10"* (Altschul et al., 1990; Camacho et al., 2009).€bminamos la orientacién de los
pares de BES segun la referencia con un prograsardéado en el laboratorio y escrito
en lenguaje Python (Anexo 4). Los alineamientodreda base de datos Nucleotide (nr) de
los pares de BES falsos y sin alineamiento loszaalbs en la pagina de internet del
National Center for Biotechnology Information (NQBUtilizando los pardmetros pre-

establecidos (Johnson et al., 2008).

Resultados
Establecimiento protocolo de construccion de BACs

Calidad del DNA experimental
La clonacion de fragmentos en el orden de las &#eb requiere partir de DNA gendmico
de Alto Peso Molecular (DNA APM). EI DNA en solunibcomo el obtenido por los
métodos convencionales de aislamiento de Acidokeinos, presenta rompimiento por
estrés mecanico. Para evitar esto, el aislamieat® A APM se realiza embebido en

bloques de agarosa.

Aislamos DNA gendmico experimental en bloques de&r@gp y evaluamos su calidad
comparandolo con DNA obtenido mediante un protoesicsolucion. Observamos que el
DNA obtenido con el protocolo en solucion se encgbatrededor de los 35 Kb mientras
que el DNA en bloques de agarosa fue de mayor @nogai@ la banda superior del

marcadof. que es de 48.5 Kb (Figura 1).

Condiciones Optimas para la preparacion de insertosxperimentales
El siguiente paso después de la obtencion del DNMMAes la preparacion de los
insertos experimentales de las clonas. Esto seaealediante una digestion parcial en la
que no todos los sitios de reconocimiento de langazson cortados. Esto se logra
modificando las condiciones Gptimas de corte dmiama.

Realizamos varias digestiones parciales de pruebalcDNA experimental utilizando
las enzimas de restriccid®au3Al y BamHI a diferentes concentraciones y tiempos de

incubacion. Observamos que el tamafio del DNA disgtinconforme aumentd la
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concentraciéon de enzima en la reaccion (Figura\®).apreciamos una diferencia clara
entre los diferentes tiempos de incubacién probados las dos enzimas pero establecimos
que las mejores condiciones para obtener la maygropcion de fragmentos dentro del
intervalo deseado de 50 a 100 kb fueron usandoUlde enzima durante 5 min de
incubacion par&au3Al (Figura 2A) y 2.0 U de enzima durante 15 minim@ibacion para
BamHI (Figura 2B).

Transformacion de prueba con insertos control
Realizamos una transformacién de prueba con ur&idig usando 160 ng del inserto
control y 50 ng del vector, con sus respectivostrotes (control negativo de la
trasformacion, control negativo de la ligacion yntrol de la calidad del vector) para
determinar el numero de transformantes promedidlesspor evento de electroporacion

(ufc/mL) con las condiciones de ligacion y electngeion previamente establecidas.

Obtuvimos un promedio de 16,800 transformantesepento de electroporacion de las
células del kit con la reaccion de ligacién coinserto control en medio de seleccién. No
crecio ninguna clona en las placas sembradas socolutroles en el mismo medio (Tabla
1). Caracterizamos coNotl algunas clonas de esta trasformacion y deternusala

presencia del inserto control en por lo menos 86%stas (n = 20) (datos no mostrados).

Construcciéon de BACs con insertos experimentales

Preparacion de insertos experimentales
Una vez optimizada la transformacion de pruebajgliente paso consistidé en repetir el
procedimiento pero esta vez utilizando el DNA ekpental. Realizamos una digestion en
masa del DNA APM de la levadura e hicimos una dddkeccion de tamafio de los
insertos. Observamos un barrido en la primera célecle tamafio producto de la digestion
parcial del DNA (Figura 3A). En la segunda selecadservamos un ligero barrido en la
parte inferior de la region seleccionada (Figura B region sustraida aparecio en negro y
se encontré entre los 50 y 100 kb en ambos cadgsré3 A y B). Posteriormente
electroeluimos de la agarosa los insertos expetateende la segunda seleccién de tamafio,
los cuantificamos y determinamos una concentrad&®.99 ng/uL.
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Transformacidn con insertos experimentales y caraetizacion de clonas
Preparamos una reacciéon de ligacion usando 73.2@IMgNA electroeluido con 50 ng del
vector y la transformamos con el protocolo estamddo. Obtuvimos un total de 192

transformantes por mililitro de medio recuperadalfa 2).

Para determinar la proporcion de clonas con insertestreamos y caracterizamos con
Notl clonas aleatorias de esta trasformacion y deteirmos una proporcion de 7/20 (35%)
clonas con inserto sobre el total de clonas. Estiosael tamafio de los insertos y
obtuvimos un promedio de 35.97+9.99 Kb (Figura¥abla 2).

Secuenciacion y andlisis de los extremos del vector

Secuenciacion de los extremos del vector y analisis las secuencias
Enviamos a secuenciar 96 clonas por ambos extrgnuesestas 59 pares de secuencias
(61.5%) pasaron los filtros de calidad. Obtuvimostotal de 91,670 bases secuenciadas

con un tamafo promedio de las lecturas de 776.8649% (Tabla 3).

Alineamiento de los BES contra el genoma de la leshara cervecera
Alineamos los 59 pares de BES de calidad contkeldsion 3 del ensamblaje del genoma
de la levadura cervecera que tiene una cobertuaxiapada de 70X, un tamafio del
genoma estimado de 22.7 Mb y que consta de 13®ksa{Elizondo-Gonzalez, 2014). De
los 59 pares de BES de calidad ninguno alineé raasd vez, 42 alinearon solo unay 17

no alinearon en ninguna ocasion (Tabla 4).

Clasificamos los BES de calidad dependiendo deirkcaon 53’ entre ellos en:
concordantes si son convergentes (Figura 5A), epsies son divergentes (Figura 5B) e
indeterminados si su direccion no se puede condebido a que alinean en scaffolds
diferentes (Figura 5E). Encontramos que 37 pare8HK® fueron concordantes, 1 fue
opuesto y 4 indeterminados (Tabla 4). Los pareBEfe que alinean en la misma cadena y
en la misma direccion (33’ o positivos y 325’ 0 negativos) también son posibles; sin

embargo, no encontramos algun caso de estos (FBgdnaD).

Observamos que los pares de BES concordantes s@abhgn en tres categorias
dependiendo de sus parametros de alineamientol fEmer grupo consideramos que 21
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de ellos eran pares de BES verdaderos ya que sases/ade longitud promedio de
alineamiento (732.90+127.21 pb), de bit score pahm§L,408.33+£269.46 pb) y tamafio de
inserto bioinformatico promedio (38,460.14+16,760pb) fueron altos con respecto a los
otros grupos. En un segundo grupo encontramose? ol BES intermedios dado que sus
valores de longitud promedio de alineamiento (73838.49 pb) y de bit score promedio
fueron altos (1,411.50+161.33 pb), pero su tamafimserto bioinformatico promedio fue
pequefio (7,562.50 pb). Por ultimo consideramosldugares de BES fueron falsos ya que
sus valores de longitud promedio de alineamieri2d.@6+73.98 pb), de bit score promedio
(236.68+£146.58 pb) y tamafo del inserto bioinfoiowat promedio fueron bajos
(137.29+73.75 pb) con respecto a las categoriasiargs. La longitud de alineamiento del
par de BES opuesto (796 pb) y la longitud promeldialineamiento de los pares de BES
indeterminados (675.5+98.09 pb) fueron altos. Lema sucedié con el valor de bit score
del par de BES opuesto y el promedio de bit scerdod pares de BES indeterminados
(1557 y 1250.25+385.05, respectivamente); sin egtharo pudimos determinar su tamafio

de inserto bioinforméatico (Tabla 4 y Tabla 5).

Validaciones de los alineamientos y rearreglos preestos
Retamos los pares de BES falsos y sin alineamigoritra la base de datos “Nucleotide”
del NCBI y encontramos que estos alinean principaten con la secuencia del vector
PSMART (datos no mostrados).

Posteriormente caracterizamos ddotl algunas clonas seleccionadas al azar de los
distintos tipos de pares de BES y estimamos suitantl inserto para validar los
resultados del alineamiento. Encontramos que tladaslonas de pares de BES verdaderos
(n =5) e intermedios (n = 2) tuvieron inserto g@ds el tamafo de inserto bioinformatico
coincidié con el tamafo de inserto estimado. Agibién comprobamos que los pares de
BES falsos (n = 3) y sin alineamiento (n = 3) nadton inserto. Por ultimo, obtuvimos el
tamafio estimado del inserto de los pares de BESandinados (n = 4) y el par de BES

opuesto (n = 1) (Figura 6 y Tabla 6).

Determinamos la proporcion de clonas con insertoadir de los resultados de la
secuenciacion de los extremos de vector y enconagme 28 de los 59 pares de BES

(47.46%) tenian inserto.
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También determinamos la proporcion de clonas ceeria de las mismas clonas de los
pares de BES de calidad mediante la prueba de RG®Idnia y encontramos que 29 de
las 59 clonas tenian inserto (49.15%). Estos rasodt coincidieron con los datos de la

secuenciacion de los extremos del vector en 58g189 clonas (datos no mostrados).

Analizamos cada uno de los casos de pares de BEefrminados y el caso de par de
BES opuesto y propusimos un nuevo ensamblaje padla ano. Para este propdsito
determinamos el tamafio de inserto hipotético del@sas sumando las distancias de los
extremos de donde alinean los pares de BES haBteleflel scaffold. De los cuatro casos
de pares de BES indeterminados dos unieron scaff(fthura 7) mientras que dos
detectaron posibles ensamblajes incorrectos (Figura

En el primer caso de clonas que unen scaffoldBES de la clona BO4 alined en el
scaffold 38 en orientacion negativa €85’) y el otro en el scaffold 64 en orientacion
positiva (5= 3’). El tamafio del inserto hipotético fue de 29,pblmientras que el inserto
estimado fue de 28,958 pb por lo que la difereantae ambos fue de 163 pb. Proponemos
un rearreglo en el que el scaffold 64 y el scafféddestan unidos en orientacion positiva

casi sin ningun espacio (Figura 7A).

La clona FO8 es otro caso de clonas que unen gtmffAqui un BES alinea en el
scaffold 2 en orientacion positiva y el otro enseaffold 53 en orientacion positiva. El
tamano del inserto hipotético (10,820 pb) es mahdamarno de inserto estimado (20,988
pb) por lo que el rearreglo propuesto consta daffald 2 en orientacién positiva, un

espacio de 10,168 pb y el scaffold 53 en orientawggativa (Figura 7B).

En el caso de clonas que detectan posibles engambiaorrectos, un BES de la clona
GO04 alined en el scaffold 32 y otro en el scafféjdsin embargo, el tamafio de inserto
hipotético (139,837 pb) fue mucho mas grande quareafio de inserto estimado (36,444
pb). Un tamafio de inserto tan grande es poco pi®algue seleccionamos insertos en un
intervalo de 50 a 100 Kb. Por lo anterior propongmo rearreglo en el que el scaffold 32
esta fragmentado en dos porciones (scaffold 32-Acaffold 32-B) en algun punto
desconocido; sin embargo, no tenemos evidenciaudeegto suceda para el scaffold 7. El

rearreglo propuesto consta del scaffold 32-A eenbacion positiva, un espacio de un
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tamafio desconocido y el scaffold 7 en orientacigativa mas la porcion del scaffold 32-
B de un tamafio desconocido por separado (Figura 8A)

El caso de la clona HO7 es otro ejemplo de pare8KE® que detectan un posible
ensamblaje incorrecto. En esta un BES alinea soadiold 1 y el otro en el scaffold 62; sin
embargo, el tamafio de inserto hipotético (623,%93&p mucho mas grande que el tamafio
de inserto estimado (34,102 pb). Con lo anterioppsimos que el scaffold 1 deberia estar
fragmentado en dos porciones (scaffold 1-A y st@fieB) en algun punto desconocido
pero no encontramos evidencia de que asi suceda&lpseaffold 62. El rearreglo propuesto
constaria del scaffold 1-A en orientacién positima,espacio de tamafio desconocido y el
scaffold 62 en orientacion negativa mas la porcilah scaffold 1-B de un tamafio

desconocido por separado (Figura 8B).

En el caso de la clona FO6 ambos BES alinean ecadiold 10 pero en direcciones
opuestas. No determinamos un tamafio de insertdétigm pero el tamafio de inserto
estimado de la clona fue de 25,674 pb. Posiblemeingeaffold 10 esta unido por una
region que deberia estar por separado. El rearprgluuesto consta del scaffold 10-A de
un tamafio desconocido, una porcion del scaffold ftagmentado y reorientado, y la
porcién que previamente unia el scaffold por sefm(eegion 558,678-562,776 pb) (Figura
9).

Alineamos los pares de BES de calidad contra dasores reportadas del genomaSde
pastorianus Weihenstephan 34/70 (Nakao et al., 2009, cobe@XraNalther et al., 2014,
cobertura 18X). En general encontramos que habiatmmero menor de pares de BES
concordantes y un nimero mayor de pares de BE$emaeados. Esto quiere decir que
algunos de los pares de BES que fueron concordantsdo se compararon contra el
ensamblaje de la levadura cervecera fueron indetados cuando se compararon con los
ensamblajes de&s. pastorianus Weihenstephan 34/70. Ninguno de los pares de BES
indeterminados de las clonas B04, FO8, G04 y HO&l par de BES opuesto de la clona
FO6 aline6é en un mismo contig de las dos versipoedo que no encontramos evidencia

gue sustentara los ensamblajes propuestos (datogstoados).
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Discusién

Construccion y calidad de la coleccion de BACs cansertos experimentales

Para la construccién de la coleccion de BACs estogjiun intervalo de inserto de entre 50
y 100 Kb, esto para tener bien representado el@asoma mas pequefio 8epastorianus
que es de ~200Kb (Anexo 5). Por ello, fue necesaramntrar un protocolo de aislamiento
de DNA que produzca fragmentos mayores a 100 KBDN&A obtenido con el protocolo de
aislamiento de DNA en bloques de agarosa es de mtaywifio que el obtenido por el
protocolo de DNA en solucion y a su vez es masdgajue la banda superior del marcador
de fago lambda de 48.5 Kb. Por lo anterior, podenesr que el DNA obtenido en
bloques de agarosa es apto para su utilizaciéa preparacion de insertos experimentales.

Es posible obtener condiciones Optimas para lagpaepn de insertos experimentales
con Sau3Al y BamHI. Escogimos el menor tiempo de incubacion pansoriecer la
generacion de fragmentos mas grandes. Finalmeegimes aSau3Al ya que tiene un
sitio de reconocimiento mas pequefio (4 pb) BamHI (6 pb), lo cual genera fragmentos

mas variados y disminuye el sesgo de la bibliof€ead et al., 1982).

La transformacion de prueba con insertos contra tn alto nimero de transformantes
por evento de electroporacion; sin embargo, coerios experimentales el nimero de
transformantes que obtuvimos fue muy bajo. Estoipateberse a que la transformacion se
optimiz6 utilizando insertos control que tienen tamafio relativamente pequefio de
alrededor de 15 Kb (datos no mostrados). En teedatores mas grandes como los
generados en la ligacion con insertos experimentddan mas dificiles de introducir a las
células por electroporaciéon en comparacion conovestmas pequefios como los que
tienen el inserto control (Sheng et al., 1995). paion para mejorar el numero de
transformantes obtenidas es optimizar el protodelelectroporacién utilizando BACs con

insertos mas grandes.

La proporcion de clonas con insertos experimenfalesnuy baja en comparacion con
las clonas con insertos control (35% contra 80%peetivamente). Asi también, la
proporcion de clonas con inserto experimentalesrawhado a partir de la secuenciacion

de los extremos del vector fue un poco mayor ardgéhado mediante caracterizacion con
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Notl (47.46% contra 35%, respectivamente). Esto podeizerse al diferente nimero de

clonas muestreadas.

Por otro lado, podemos decir que la prueba de P&Bolbnia para detectar clonas sin
inserto es util ya que determind correctamenteréggncia o ausencia de inserto en 58 de
59 clonas. Como muchas de las clonas secuenciadisnen insertos, podriamos utilizar
la prueba de PCR de colonia para realizar un éswutipido de las clonas antes de

secuenciar.

El bajo numero de transformantes obtenido en Iafdramacion con insertos
experimentales, asi como la baja proporcién deasl@on inserto pueden deberse a la baja
concentracion de insertos experimentales alcanzanlda electroelucion (0.99 ng/ulL). Es
recomendable alcanzar como minimo una relacionrtmsector de 5:1 (Peterson et al.,
2002). Suponiendo un tamafio promedio de inserté5dkb, deberiamos haber utilizado
una cantidad total de 2500 ng contra 50 ng delovedin embargo, nosotros solo
alcanzamos una cantidad de 73.26 ng totales éyalzdn.

El tamafo promedio de los insertos experimentalesicdio con el tamafio
bioinformatico promedio determinado. El tamafio pedia de inserto experimental es
menor al del intervalo seleccionado (50-100 Kb)eds, a pesar de la doble seleccién de
tamafio encontramos clonas con insertos de alredkd8rKb. Esto podria explicarse en
parte a que los insertos pequeios tienen mayoapilaad de inclusion que los grandes
(Sheng et al., 1995). Las opciones para mejoraarabfio promedio del inserto de la
coleccion de BACs son seleccionar de 20 a 50 Kbardisa del intervalo deseado (Farrar
y Donnison, 2007) o utilizar un protocolo diferenle seleccion de tamafio (Osoegawa et
al., 1998).

Rearreglos propuestos y discrepancias con el ensalaje
La tasa de éxito de la secuenciacion de los exseatrbvector es muy baja, ya que solo
61.5% de los pares de BES pasaron los filtros tdach Esto puede deberse a una baja
eficiencia de la reaccion de secuenciacion de algienlos oligonucleétidos y a que se
necesita que ambas secuencias cumplan los parénesti@blecidos. A pesar de esto, el

tamano promedio de las lecturas exitosas despliéscdete es bueno.
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Ningun par de BES alinea en mas de una ocasioh emsemblaje de la secuencia, lo
cual podria deberse al bajo nimero de BES utiliz&hoel analisis.

Los pares de BES falsos y sin alineamiento quelsciuras del vector sin inserto
pueden ser identificados y eliminados incorporamao la metodologia un paso de
alineamiento de los pares de BES contra el veatdesadel alineamiento contra el
ensamblaje del genoma.

Los pares de BES verdaderos e intermedios afiagizansamblaje ya que el tamafio de
inserto bioinformético y el tamafio de inserto eatim de las clonas muestreadas
coincidieron. Las pequefas diferencias entre gllesien deberse al método de estimacién
del tamafio de los insertos en el gel o en su defestreales. Esto podria confirmarse con

una secuenciacion profunda de las clonas.

Dado que la mayoria de los pares de BES fueronaderds podemos decir que el
ensamblaje en general es de buena calidad. Lomptics que se pudieron determinar de
los pares de BES indeterminados fueron similates de los pares de BES verdaderos, por
lo que podemos pensar que se tratan de alineammieetaaderos. Dos pares de BES
ayudaron a extender el ensamblaje, ya que unefosisaéliferentes. En cambio, otros tres
pares de BES tienen discrepancias con el ensaniblgjge sugiere posibles ensamblajes
incorrectos como lo reportado en otros trabajos @Ral., 2014). Los espacios y errores en
el ensamblaje pueden atribuirse a la presenciapmkidos (Schatz et al., 2010), la falta de
regiones dificiles de secuenciar (Kieleczawa et 2006) o al algoritmo utilizado para
ensamblar los scaffolds (Salzberg y York, 2005). dbstante, no podemos descartar
eventos de rearreglos del inserto del plasmidavio (Jones et al., 1982).

El hecho de que no encontraramos evidencia quergast las nuevas propuestas del
ensamblaje en los dos ensamblajes reportadoS. gastorianus Weihenstephan 34/70
(Nakao et al. 2009; Walther et al., 2014) puedeedsba que tienen menor cobertura o0 a

diferencias especificas de las cepas.

No obstante, cuando comparamos nuestros resultatogn trabajo previo en el que se

alined el ensamblaje de la levadura cervecera &dofr genomas d&. cerevisiae y S
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bayanus (Elizondo-Gonzalez, 2014) encontramos que lodaldaf unidos por los pares de
BES alinean en el mismo cromosoma. Por ejemplosdaffolds 38 y 64 unidos por el par
de BES de la clona B0O4 alinean con el cromosomadel$ cerevisiae. Esto mismo ocurre
con los scaffolds 2 y 53 unidos por el par de BESadclona F0O8 los cuales alinean con el
cromosoma 15 dé&S cerevisae. Lo anterior es otra evidencia que sustenta qse lo
rearreglos propuestos para estos casos son catréfatocambio, los scaffolds que son
fragmentados y rearreglados alinean con distintoexasomas y en ocasiones multiples
veces. Por ejemplo, el scaffold 32 separado pparte BES de la clona G04 alinea con el
cromosoma 3 y 5 d8 cerevisiae, mientras que el scaffold 7 alinea con el cromas8nde

S. cerevisiae. Esto podria representar una evideteique el scaffold 7 también deba ser
separado. El scaffold 1 separado por el par de B&Sa clona HO7 alinea con el
cromosoma 1 y 12 d& bayanus, mientras que el scaffold 62 alinea también con el
cromosoma 1 d& bayanus. Esto podria confirmar que el scaffold 1-A y ehféold 62
forman parte de una misma region del cromosomaq lolg/anus mientras que el scaffold
1-B que separamos podria formar parte del cromoddné&l scaffold 10 separado por el
par de BES de la clona FO06 alinea con el cromosivdeS. cerevisiae y el cromosoma 10
de S bayanus. Puede ser que estos cromosomas en el genomalelathra cervecera
estan ensamblados juntos debido a que son muyasisilEstos ejemplos reafirman que las
clonas G04, HO7 y FO6 detectan ensamblajes indos¢dnexo 6y 7).

Utilidad de la coleccion y validez de los resultado
Establecimos un protocolo de construccién de cl@oasinsertos de DNA de la levadura
cervecera; sin embargo, la calidad de la colecgemerada es baja. Estos resultados se
deben a cuestiones técnicas que pueden ser mejoaadizando los pasos clave de la

metodologia.

La construccion de una biblioteca de insertos grarsdipone un esfuerzo adicional; sin
embargo, este estudio demuestra que puede spargimejorar la calidad del ensamblaje e
incluso superior a las bibliotecas de extremosauhre utilizadas para secuenciacion con
lllumina con insertos de 350 y 8,000 pb (Elizondon&lez, 2014).

A partir de los resultados del analisis de 96 mrasststamos proponiendo rearreglos
gue posiblemente mejoren el ensamblaje. El alineatmide los pares de BES contra el
15
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genoma de la levadura cervecera valida la mayde il ensamblaje, une scaffolds y
detecta posibles ensamblajes incorrectos. No diestagn es necesario demostrar que los
rearreglos propuestos son correctos; por ejemptayesnciando los espacios, determinando
los puntos de quiebre de los scaffolds o encontramd mayor nimero de clonas que
alineen en esas regiones. De ser asi este artfdisigstraria que a pesar de tener una alta
cobertura, el proceso de ensamblaje no estd libreerdores y que es fundamental

incorporar informacion de mas de un tipo.

Nuestras perspectivas son optimizar el protocoldadeonstruccion de los BACs y
construir la biblioteca con un namero suficiente denas para tener representado el
genoma de la levadura de 3 a 5 veces. Asi tambinénde los objetivos a futuro es generar
un mapa fisico a partir de esta biblioteca e irtdgral ensamblaje actual de la secuencia

de la levadura cervecera.
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Tabla 1. Resultados de la transformacién de pruebeon insertos control.

' Promedio
Muestra Contenido
transformantes®
Transformacion insertos control Células + VIL 1®8&0c, n=3
Control negativo transformacién|  Células + aguaihMgll 0 ufc, n=1
Control negativo ligacion Células + VI 0 ufc, n=1
Control calidad vector Células + VL 0 ufc, n=1

a. Numero de transformantes por evento de electrojgorae las células del
kit con las distintas muestras en medio de selaqdd Cm IPTG/X-Gal Sac).
V, vector; |, inserto control; L, ligasa.
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Tabla 2. Resumen de la caracterizacion de BACs camsertos
experimentales.

No. de transformantes 192 ufc/mL

Proporcion de clonas con//20 (35%)
inserto
Tamaifio promedio del | 35.97+9.99Kb

inserto
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Tabla 3. Resultados de la secuenciacion de los extros del vector y andlisis de las

secuencias.
Clonas secuenciadas 96
Pares de BES de calidad 59 (61.5%
Total de bases secuenciadas 91,670
Promedio tamario lectura (pb 776.86+£95/04
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Tabla 4. Tipos de pares de BES segun sus parametms alineamiento.

Tipos de pares de BES Cantidad
De calidad 59
Con mas de un alineamiento 0
Con un alineamiento 42
Concordantes 37
Verdaderos 21
Intermedios 2
Falsos 14
Opuestos 1
Indeterminados 4
Sin alineamiento 17
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Tabla 5. Resultados de los pardmetros de alineamiiende los pares de BES

concordantes, opuesto e indeterminados.

Longitud .
. . Tamarfio de inserto
. promedio de Bit score o .
Tipo de pares de BES . ' _ bioinforméatico
alineamiento promedio _
promedio (pb)
(pb)
Verdaderos| 732.90+127.21| 1408.33+269.46 38,460.14+16,760.4
n=42 n=42 n=21
Intermedios| 748.75+£89.49 | 1411.50+161.33 7504y 7621
Concordantes _ _ _
n=4 n=4 n=2
Falsos 121.36+73.98 | 236.68+146.58 137.29+73.75
n=28 n=28 n=14
Opuesto 788y 804 1557 N.D.
n=2 n=2
Indeterminados 675.5+98.09 | 1250.25+384.05 N.D.
n=4 n=4

N.D.: no determinado.
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Tabla 6. Comparacién de los tamafios de inserto bitfiormaticos contra el tamafio de
inserto estimado verificado experimentalmente de &distintos tipos de pares de BES.

Tamano de Tamano de
_ inserto inserto
Tipo de pares de BES Clona| . _
bioinformatico estimado
(pb) (pb)
AO03 38,402 33,443
AO06 25,341 24,033
Verdaderos Co03 60,803 53,113
D01 75,642 64,759
GO1 50,977 40,776
Concordantes
AO05 7,621 8,919
Intermedios
G12 7,504 8,919
Conun _
_ _ GO08 172 Sin inserto
alineamiento
Falsos HO3 100 Sin inserto
D12 74 Sin inserto
B04 N.D. 28,958
FO8 N.D. 20,988
Indeterminados
G04 N.D. 36,444
HO7 N.D. 34,102
Opuesto FO6 N.D. 25,674
AO07 - Sin inserto
Sin alineamiento CO09 - Sin inserto
GO05 - Sin inserto
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Figura 1. Evaluacion de la calidad del DNA obtenidasando dos protocolos de
aislamiento. El DNA aislado con el protocolo en bloques de agarfue de mayor peso
molecular que el obtenido mediante el protocol®NA en solucion. Marcador: DNA

lambda §, A-Xhol, A-Xbal).
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Figura 2. Digestiones parciales de prueba del DNAxperimental. Digestiones con: (A)

Sau3Al 5 min, (B)Sau3Al 10 min, (C)BamHI 15 min y (D)BamHI 20 min de incubacion.

En todos los casos el tamafio del DNA disminuyé @moné se aumenté la concentracion de
la enzima. Marcador: MidRange | PFG Marker de Newgl&nd Biolabs.
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Figura 3. Digestion en masa y doble seleccién derafio de insertos experimentales.
El DNA aparecié como un barrido en la primera sgfecde tamafio (A), mientras que en
la segunda seleccion (B) solo observamos alguagsientos por debajo de la region
elegida. La porcion en negro corresponde al fragonaéel gel que se seleccioné antes de
tefir el gel con bromuro de etidio para evitar dafiDNA. Marcador: MidRange | PFG

Marker de New England Biolabs.
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Figura 4. Caracterizacion conNotl de clonas aleatorias de la transformacion
experimental. Siete de las 20 clonas analizadas presentaramsarto (35%). El tamafio
promedio fue 35.97+9.99 Kb. Marcador: LowRange RF&ker de New England Biolabs.
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Figura 5. Esquematizaciones de los distintos posés alineamientos de los pares de
BES. Los alineamientos pueden ser concordantes (A)nscsnvergentes, opuestos (B) si
son divergentes, positivos si tienen la misma didec5'>3’ (C), negativos si tienen la
misma direccion 3>5’ (D) e indeterminados si su direccion no se puzd®cer debido a
gue alinean en scaffolds diferentes. Azul: scafftthas moradas: BES; verde: inserto.
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Figura 6. Validaciones de los alineamientos y estanion del tamafio de inserto de los
distintos tipos de pares de BES.as caracterizaciones de las clonas de pares 8e BE
verdaderos, intermedios, falsos y sin alineamientocidieron con el resultado predicho
por el alineamiento. El par de BES opuesto y lgepadeterminados arrojaron tamafos
de inserto estimado que no se podian determimeelcaineamiento. Marcador:
LowRange PFG Marker de New England Biolabs.
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Figura 7. Clonas que unen scaffolds diferentetas clonas B04 (A) y FO8 (B) son dos
casos de pares de BES que alinearon en scaffdétsrmties y probablemente los unan.

Azul: scaffold; flechas moradas: BES; verde: ingantiranja: espacio.

33



>

1
Scaffold 32-A ScafTold 32-B Seafioid 7
Scaffoid 32-A Seaffoid 7 Scaffoid 32-B
: ! ? 112,804
B
Scaiffoid 1 Scafiold 62
n L
103,948 712,480 36,005 51,064
v
Scaffold 1-A Scaffold 1-B Scaffold 62
1 29 712,480 1 51,064
Scaffold 1-A Scaffold 62 Scaffold 1-B
1 251,064 1 o9 712,480
s
34I ,102

Figura 8. Clonas que detectan ensamblajes incorreag. Las clonas G04 (A) y HO7 (B)
son dos casos de pares de BES que alinearon éoldealiferentes pero con un tamafio de
inserto mucho mas grande al real estimado poréoequugar de unir scaffolds
probablemente los rearreglen y separen. Azul: aichffiechas moradas: BES; verde:
inserto; naranja: espacio; amarillo: porcién probatente conservada del scaffold; rojo:
porcidn que probablemente no forman parte del sicaff
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Figura 9. Clona de par de BES opuestd.a clona FO6 tuvo pares de BES que alinearon
en el mismo scaffold pero de manera opuesta lostugaére que el scaffold 10 esta unido
por une region que no deberia.
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Anexo 1. Protocolo de electroforesis de inversiéreccampo para la separaciéon de
fragmentos entre 3 a 70 kb en el equipo Pippin Puidsde Sage Science.
Voltaje 75V

A: Tiempo hacia adelante al 150 mseg

inicio de la corrida

B: Tiempo hacia atras al inicio de50 mseg

la corrida

C: Incremento afladido a Aen | 30 mseg

cada paso

D: Incremento afiadido a B en | 10 mseg

cada paso

E: Incremento afladido a C en | 3 mseg

cada paso

F: Incremento afladido a D en | 1 mseg

cada paso
G: Numero de pasos por ciclo 48
Tiempo de corrida 14 h
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Mot 1

Terminador Ahd 1
Pl 1
EcoR 1
Hind 111
BamH 1

Bsty 1

Primer forward: 5'-CAG TCC AGT TAC GCT GGA GTC-3'
Primer reverse: 5-TTGACCATG TTG GTATGATTT-3'

Relleno 3.3 Kb
Notl

Notl
Ahdl Ahﬁl
EcoRl EcoRl ~/ B
HindlI11 HindI11 BamH 1
BamHI BamH _ Hind 111
Pt ] il | Terminator Eﬁgﬁ I
ash : Ahd 1
Terminator Mot 1
. |
Primer forward Promotor Sp6

. -
GGCCTAACTGTGGCCAGTCCAGTTACGCTGGAGTCACTAGTATTTAGGTGACACTATAGA
CCGGATTGACACCGGTCAGGTCAATGCGACCTCAGTGATCATARATCCACTGTGATATCT

NotI AhdI PmlI EcoRI HindIII BamHI BstXI

| | | | | | |
AGCGGCCGCGACAACTTGTCCACGTGGAATTCTAAGCTTAGGATCCCAATGTGATGGC TR . | .
TCGCCGGCGCTGTTGAACAGGTGCACCTTAAGATTCGAATCCTAGGGTTACACTACCGAT . . .

BatXI BamHTI HindIII EcoRI PmlI AhdI NotI

| | | | | | |
ATCCACCACAGTGGGATCCGAAGCTTGGAATTCACGTGACTTGAAGTCGCGGCCGCACTG
THGGTGGETGTCACCCTAGGCTTCGARACCTTAAGTGCACTGAACTTCAGCGCCGGCGTGAC

ACCCTATAGTGAGTCGTATTAATTTAAATCATACCAACATGGTCAAATARARCGARAAGGC
TGGGATATCACTCAGCATAATTARATTTAGTATGGTTGTACCAGTTTATTTTGCTTTCCG

Promotor T7 Primer reverse

Anexo 2. Mapa y primers del vector pPSMART BAC de Leigen. El vector comercial se
encuentra previamente digerido y desfosforiladdeéile su preparacion tiene una region de
relleno de 3.3 Kb que se utiliza para hacer sed@cen medio YT Cm IPTG/X-Gal Sac contra el
plasmido sin digerir. Los primers forward y revess@ los mismos para la PCR de colonia y la
secuenciacion de los extremos. El producto hipmmiéte la PCR sin la region de relleno es de
207 pb. Los sitios de restriccidiotl son los mas externos del sitio multiple de ligaci
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a s/inserta

Clona A07

Anexo 3. Deteccion de clonas sin inserto mediant€R de colonia.La presencia de una banda
indica una clona sin inserto. Marcador: 1 Kb PIlADLadder de Invitrogen; (-): control
negativo reaccion.
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Anexo 4. Diagrama de flujo del andlisis de las seencias de los extremos del vector.

W



. CEFEevisieae
ILevadura cervecera.

O carevist
b cerevisie
y

2200 —

1125

9455 —

365 —
225 —

JREEE
1 S

Anexo 5. Electrocariotipo deSaccharomyces cerevisiae y la levadura cerveceraPFGE en un
gel de agarosa para campos pulsados de MolecglaraIsiology (agarosa-TBE 0.5X al 1 %)
con un protocolo para separar cromosomas de lex&tuel equipo CHEF Mapper XA de Bio-
Rad (6.0 V/cm, 120°, 60-120 s, lineal, 24 h, 14%})cromosoma mas pequefo de la levadura

cervecera es de alrededor de 200 kb.
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Anexo 6. Lista de los pares de BES con alineamientontra los scaffolds del ensamblaje de
la levadura cervecera y el cromosoma d8accharomyces cerevisiae o Saccharomyces

bayanus contra el que alinean dichos scaffold€Cromosomas dg&accharomyces cerevisiae: Sc;

cromosomas dgaccharomyces bayanus: Sb.

BES Scaffold Tipo de BES bi .Insert('). Cromosoma
ioinforméatico

Placa_1A03-SR4scaffold22|size61897)7 Verdadero 38402 Sc2
Placa_1A03-SL1 scaffold22|size61897[7 Verdadero 38402 Sc2
Placa_1A06-SR4scaffold38|size312368 Verdadero 25341 Scl6
Placa_1A06-SL1 scaffold38|size312368 Verdadero 25341 Scl6
Placa_1A10-SR4scaffold13|size66988[L Verdadero 39553 Scll
Placa_1A10-SL1 scaffold13|size669881 Verdadero 39553 Scll
Placa_1A11-SR4scaffold59|size153105 Verdadero 32685 Sc8
Placa_1A11-SL1 scaffold59|size153105 Verdadero 32685 Sc8
Placa_1B01-SR4#scaffold15|size96911f7 Verdadero 27726 Sb13
Placa_1B01-SL] scaffold15|size96911f7 Verdadero 27726 Sbl3
Placa_1B07-SR4 scaffold9|size551088 Verdaderg 37260 Scl4
Placa_1B07-SL1 scaffold9|size551088 Verdaderg 37260 Scl4
Placa_1B08-SR4scaffold14|size919676 Verdadero 11210 Sb2y Sb4
Placa_1B08-SL1 scaffold14|size919676 Verdadero 11210 Sb2 y Sh4
Placa_1C03-SR4scaffold3|size1404408 Verdadero 60803 Scl3y Sbl5
Placa_1C03-SL1 scaffold3|size1404408 Verdadero 60803 Scl3y Sb15
Placa_1D01-SR4scaffold26|size9913238 Verdadero 75642 Sb2 y Sb4
Placa_1D01-SL1 scaffold26|size991323 Verdadero 75642 Sb2y Sbh4
Placa_1D03-SR4scaffold38|size312368 Verdadero 25348 Scl6
Placa_1D03-SL1 scaffold38|size312368 Verdadero 25348 Scl6
Placa_1E05-SR4scaffold22|size61897[7 Verdadero 45748 Sc2
Placa_1E05-SL1 scaffold22|size61897)f Verdadero 45748 Sc2
Placa_1E08-SR4 scaffold7|size353605 Verdaderg 28239 Sc8
Placa_1E08-SL1 scaffold7|size353605 Verdaderg 28239 Sc8
Placa_1E11-SR4scaffold29|size967628 Verdadero 26965 Sc4
Placa_1E11-SL1 scaffold29|size967628 Verdadero 26965 Sc4
Placa_1F07-SR4scaffold3|size1404408 Verdadero 71726 Scl3, Sh8y Sh15
Placa_1FO07-SL1 scaffold3|size1404408 Verdadero 71726 Sc13, Sbh8y Sh15
Placa_1F09-SR4scaffold15|size96911)7 Verdadero 49112 Sbl3
Placa_1F09-SL1] scaffold15|size96911f Verdadero 49112 Sbl3
Placa_1GO01-SR4scaffold26|size991323 Verdadero 50977 Sb2y Sb4
Placa_1GO01-SL1 scaffold26|size991323 Verdadero 50977 Sb2y Sbh4
Placa_1G02-SR4scaffold22|size61897|7 Verdadero 37744 Sc2
Placa_1G02-SL1 scaffold22|size61897[7 Verdadero 37744 Sc2
Placa_1G03-SR4scaffold16|size319100 Verdadero 12593 Sb2y Sb4
Placa_1G03-SL1 scaffold16|size319100 Verdadero 12593 Sb2y Sb4
Placa_1G06-SRdscaffold25|size52713)f Verdadero 45190 Sh5
Placa_1GO06-SL1 scaffold25|size52713)7 Verdadero 45190 Sb5
Placa_1G11-SR4scaffold3|size1404408 Verdadero 27650 Scl3, Sh8y Sh15
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Placa_1G11-SL1 scaffold3|size1404408 Verdadero 27650 Scl3, Sh8y Sb
Placa_1HO01-SR4scaffold22|size61897[7 Verdadero 37749 Sc2
Placa_1HO01-SL1 scaffold22|size61897[7 Verdadero 37749 Sc2
Placa_1A05-SR4scaffold13|size66988[L Intermedio 7621 Scll
Placa_1A05-SL1 scaffold13|size669881 Intermedio 7621 Scll
Placa_1G12-SR4 scaffold8|size435656 Intermedio 7504 Sc9
Placa_1G12-SL1 scaffold8|size435656 Intermedio 7504 Sc9
Placa_1F06-SR4scaffold10|size568800 Opuesto N.D Scl2y Sb12
Placa_1F06-SL1 scaffold10|size568800 Opuesto N.D Scl2y Sb12
Placa_1B04-SR4 scaffold64|size56351 Indeterminado  N.D. Scl6
Placa_1B04-SL1 scaffold38|size312363ndeterminado N.D. Scl6
Placa_1F08-SR4 scaffold53|size50230 Indetermingdo  N.D. Sc15
Placa_1F08-SL] scaffold2|size927350 Indeterminddo  N.D. Sc15
Placa_1G04-SR# scaffold7|size353605 Indeterminado  N.D. Sc8
Placa_1GO04-SL1 scaffold32|size112804ndeterminado N.D. Sc3y Sch
Placa_1HO7-SR# scaffold1|size712480 Indetermingdo  N.D. Sbly Sbl2
Placa_1HO07-SL1 scaffold62|size51064 Indeterminddo  N.D. Sbl
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Anexo 7. Resumen rearreglos propuestos y cromosomas Saccharomyces cerevisiae o
Saccharomyces bayanus contra el que alinean los scaffolds individualesedcada rearreglo.
Cromosomas dBaccharomyces cerevisiae: Sc; cromosomas dgaccharomyces bayanus: Sb.

BES Scaffold Rearreglo propuesto Cromosoma
Placa 1B04-SRA4 scaffoldg4 Scl6
Placa_1B04-SL1 __ scaffold3B Scaffold 64-38 Sci6
Placa_ 1F08-SR4 scaffold33 Scl5
Placa_1F08-SL1] scaffold2 Scaffold 2-53 Sc15
Placa 1G04-SR4 scaffoldy Scaffold 32A-7 + Scaffold Sc8
Placa_1G04-SL1 scaffold3P2 32B Sc3y Sch
Placa_1H07-SR4 scaffoldl Sbly Shl2
Placa 1H07-SL1  scaffoldep  >caiold 1A-62 + Scaffold 18 Sbl
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