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The Potato Genome Sequencing
Consortium, PGSC

Organizaciones academicas que se han comprometido
en secuenciar el genoma completo de la papa para

contribuir a resolver las necesidades alimentarias del
mundo.

El PGSC esta coordinado por el Laboratory of Plant
Breeding, Dept. of Plant Sciences, Wageningen
University and Research Centre  (2006)

Director : Prof. Richard Visser.
Contacto : Dr. Christian Bachem

WWW.potatogenome.net




Genoteca BAC: 78336 clones
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Ensamblaje de contigs de
Fingerprint con FPC
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® El mapa fisico y mapa genético

2 Contigs de clones BAC (BAC fingerprints alineados)
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1  Mapa genetico de un genotipo diploide
RH89-039-16




® El mapa fisico y mapa genetico

2 Contigs de clones BAC (BAC fingerprints alineados)
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Integrated Physical & Genetic map of Potato
©2006-2008 by T.1.A.Borm.
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Extension
BAC left

Extension del tiling path
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Cual es nuestro trabajo?

Identificacion y anclaje de BAcs/contigs en
el mapa genéetico :Integracion del Mapa
fisico y el mapa genético

Extension del tiling path

Secuenciacion

Ensamblaje

Submisidon de secuencias a genebank

Anotacion



Pipeline bioinformatico

PROCESADORES QUAD CORE
INTEL XEON 2.0 GHZ CACHE 12MB

BUS 1333 MHZ
2 DISCOS DUROS 500 GBS

48 GBS DE MEMORIA RAM DDR?2
5300

CINTAS BACKUP DE 400/800GB



Integracion del Mapa fisico y
el mapa genético

Seleccion de BACs de enucleacion
AFLP map (Bac pools)
FPC
Validacion
Talla del BAC (fingerprint con enzimas de restriccion)
BACENd sequencing: blast en BacEnd Tool (web page)
AFLP markers
QC
Check (Blast con todos los Bacs Secuenciados)
Assembly
Phred Phrap Consed Bambus
Repeatmasker (Repeats de Solanaceas TIGR)




Avances



Mapa fisico y
Secuenciamiento

Tenemos 50 BACs posicionados de
los 660 en total (165 cada pais)

De los 165 Bacs gue toca secuenciar
a Peru 8 Bacs han sido secuenciados
a una profundidad de 8X

10 mas estan siendo secuenciados
3 por Peru
/ por Chile, Argentina y Brasil



analisis de las secuencias

Hemos comenzado con el software especializado Phred,
Phrap, Consed, Staden, Miropeats, RepeatMasker, Web
server para Blast etc

The phred software reads DNA sequencing trace files, calls
bases, and assigns a quality value to each called base.

Phrap is a program for assembling shotgun DNA sequence
data.

cross_match is a general purpose utility for comparing any
two DNA sequence sets. For example, it can be used to
compare a set of reads to a set of vector sequences and
produce vector-masked versions of the reads.

Phred/Phrap/Consed is a trace file analysis and sequence
assembly pipeline for large sequencing projects.



Test 1 with ST1R
ASSEMBLY TIGR

1728 chromatograms
AC212316: 42,944 nt
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ST1R: -minmatch 12 -penalty -2
-minscore 20

Contig 1 (2) 1413 bp
Contig 2 (2) 1809 bp
Contig 3 (6) 277 bp
Contig 4 (1402) 42775 bp




CONTIG 4 vgjAC212316 (local blast)

UERY: CONTIG 4 (42775 bp)
AT ABASE : pC212316(NCBI)

AC212316
1—

42944

21552 mm— 23422

2226 w3575 11750 mm— 14534

21386 19516
40712 39363 31179 28404
163 — 204 8565 emmm— 9945 16866 18543 26510 memm— 28031
42775 40734 34373 32992 26072 24395 16428 14908
3508 m— 735 23745 s 25004
39340 35587 19193 17934 33511 mummmmmmm— 38444

9428 4495

a



“X” Significa vector enmascarado, pero
por qué en medio del ensamblaje? Es
debido a los parametros default.



Test 2 with ST15
ASSEMBLY TIGR

1536 chromatograms
NCBI REFERENCE AC213586
140,754 NT



ST|15 -minmatch 12 -penalty -2 -minscore 20

Cotig 1 (2) 374bp
Contig 2 (3) 980bp NCBI reference AC213586
Contig 3 (3) 1019bp

Contig 4 (12) 3204bp

Contig 5 (93) 8035bp

Contig 6 (110) 11082bp

Contig 7 (1139) 119719bp



CONTIG 6 vsjAC213586

UERY: CONTIG 6 (Local blast)
AT ABASE: pPC213586

o
o
g 2 AC213586
1 - 140754bp
13659 4629 20403 e— (091 |
4176 3206 656 176
14658 em— 17799
A4 57 — 5611
177 36
8115 6959 858/ —( 3599
9551 4236
7510 m—— 7747
1046 O==——=b10698 | ,,\AASLIJ ’\IIETNASAMB LAJE.
- DIRECCION
B OPUESTA




Test 3 with ST1R
ASSEMBLY TIGR

1728 chromatograms
AC212316: 42,944 nt






ST1R: trim_alt -minmatch 16 -penalty -2 -
score 60

Contig 1 (2) 1451 bp
Contig 2 (2) 1809 bp
Contig 3 (6) 277 bp
Contig 4 (515) 17530 bp
Contig 5 (887) 26111 bp

TESTING TRIMING: OPTION ON




CONTIG 4 v5jAC212316

UERY: CONTIG 4 (Local blast)
ATABASE: pC212316

AC212316
! 42944bp
7375 /623 8198 m——— g /05
7213 7461 8036 8333
8565
163 =— )0/ 3598 e/ 351 1726 e— 8159 e 0945
1 2042 3436 7189 7564 7997 8403 9783
2226 n—— 3575
7564 10217
2064 3413

ALINEAMIENTO

, CONTINUO

-q:, PERFECTO, NO
MISSASSEMBLY




Resultados blast Contig4 vs

AC212316



CONTIG 5vsjAC212316

UERY: CONTIG 5 (Local blast)
ATABASE: pC212316

AC212316
1 42944bp

23745 ) 5004 2651 (e——— 923031

19194 17935 16429 14908

21552 23422 25019 me— 25870 28734_29362
1687 Fem—1 353 r—
26064 24396 21387 19517 17920 17069 14207 13577
1858 Im—— ? 1 /69
11969 11368

24358 21470

ALINEAMIENTO
CONTINUO

PERFECTO, NO
MISSASSEMBLY




Resultados blast Contig5 vs

AC212316



Test 4 with ST1R
ASSEMBLY TIGR

1728 chromatograms
AC212316: 42,944 nt






ST1R: trim_alt -minmatch 16 -penalty -2 -
score 30

Contig 1 (2) 1451 bp
Contig 2 (2) 1809 bp
Contig 3 (6) 277 bp
Contig 4 (1402) 42776 bp

TESTING TRIMING: OPTION OFF




CONTIG 4 vgjAC212316 (local blast)

UERY: CONTIG 4 (42775 bp)
AT ABASE : pC212316(NCBI)

AC212316
1 42944
21552 mmm— 23422
2226 wmmm— 3575 11759 14534
21386 19516
40712 39363 21179 8404
163 — 204 8565 emmm— 9945 16866 18543 26510 memm— 28031
42775 40734 34373 32992 26072 24395 16428 14908
359Q mm— 735 23745 s 25004
39340 35587 19193 17934 3351 ] mem— 38444

9428 4495



Resultados blast Contig4 vs
Ac212316



Ensamble clon RH132M21

Con los parametros ya establecidos
para el script PhredPhrap, podemos
comenzar el analisis con nuestros
datos.



Contig 802







Procedimiento para el correcto
ensamblaje de los clones

Obtenemos como resultado 4 Contigs de
gran tamano (Contigs 6,7,8 y 9).

Exportamos las secuencias de cada contig

en un archivo fasta y lo subimos al servidor
blast

Blast contra los Bac ends del mismo contig
sin enmascarar. cut-off a 95%



Exportando Contigs a
secuencias fasta



CUT-OFF 95%
DATABASE OF UNMASKED BAC_ENDS
SPECIFIC CTG FPC



CONTIG 6




CONTIG 7

[ ]




CONTIG 8




CONTIG 9




USAMOS MAPA FPC PARA UBICAR LOS BAC-ENDs, EL
ORDEN DE LOS CONTIGS Y SU POSICION DENTRO DE

RH132M21
CONTIG 6
CONTIG 7 ——yp
CONTIG 8 ——, -
CONTIG 9 —> -
e
e
—_—
—_—) S R—
PR
48k 1
> =
BE-R \ & 4 BE-F

CONTIG 8 CONTIG 6 CONTIG 9 CONTIG 7






BAMBUS

Es un médulo de bioperl, que sirve para ordenar los contigs de un
ensamblaje en Scaffolds.

Usa la informacién de archivo *.fasta.screen.ace (este archivo contiene
valores de calidad, matches, cantidad de contigs) que es output de Phrap






Resultados

Al seqguir todo este procedimiento
obtenemos una secuencia
debidamente ordenada en fase 2, lista
para ser utilizada para la seleccion de
posibles candidatos para la extension
de Bacs o contigs de fpc (si el Bac
esta en el borde del contig)






