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The Potato Genome Sequencing
Consortium, PGSC

� Organizaciones académicas 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 físico y mapa genético

Mapa genetico de un genotipo diploide

RH89-039-16 

Contigs de clones BAC (BAC fingerprints alineados)2
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El mapa fisico y mapa genetico

Mapa genetico de un genotipo diploide

RH89-039-16 

Contigs de clones BAC (BAC fingerprints alineados)

Marcadores AFLP 
anclan los contigs al 
mapa genetico

2

1
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Extension del tiling path
en ambas direcciones

Merged fingerprint ctg

Extension 
BAC right

Extension 
BAC left

Seed BAC (AFLP anchor)



Cual es nuestro trabajo?

� Identificación y anclaje de BAcs/contigs en 
el mapa genético :Integración del Mapa
físico y el mapa genético

� Extensión del tiling path
� Secuenciación
� Ensamblaje
� Submisión de secuencias a genebank
� Anotación



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 DDR2 

5300
� CINTAS BACKUP DE 400/800GB



Integración del Mapa físico 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 que toca secuenciar 
a Peru 8 Bacs han sido secuenciados 
a una profundidad de 8X 

� 10 mas están siendo secuenciados
� 3 por Peru
� 7 por Chile, Argentina y Brasil



análisis 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





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 vs AC212316 (local blast)

QUERY: CONTIG 4 (42775 bp)
DATABASE: AC212316(NCBI)

18543

AC212316
1

42944

16866

2439526072

99458565

3299234373

35752226

3936340712

73513598

3558739340

2204163

4073442775

1453411759

2840431179

2500423745

1793419193

2342221552

1951621386

2803126510

1490816428

3844433511

44959428



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



Test 2 with ST15 
ASSEMBLY TIGR

� 1536 chromatograms
� NCBI REFERENCE AC213586 

� 140,754 NT



ST15 -minmatch 12 -penalty -2 -minscore 20

� Contig 1 (2) 374bp

� Contig 2 (3) 980bp

� Contig 3 (3) 1019bp

� Contig 4 (12) 3204bp

� Contig 5 (93) 8035bp

� Contig 6 (110) 11082bp

� Contig 7 (1139) 119719bp

NCBI reference AC213586



CONTIG 6 vs AC213586

20911

AC213586

QUERY: CONTIG 6 (Local blast)
DATABASE: AC213586

1 140754bp

20403

176656

1779914658

36177

1462913659

32064176

135998284

42369551

40
00

b
p

21
00

0b
p

56114457

69598115

77477510

1069810461
MAL ENSAMBLAJE. 
APUNTA 
DIRECCIÓN 
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



8495

AC212316
1 42944bp

8198

83338036

81597726

79977564

76237375

74617213

73513598

71893436

2204163

20421

35752226

34132064

ALINEAMIENTO 
CONTINUO 
PERFECTO, NO 
MISSASSEMBLY

CONTIG 4 vs AC212316

QUERY: CONTIG 4 (Local blast)
DATABASE: AC212316

99458565

97838403

103799971

102177564



Resultados blast Contig4 vs
AC212316



CONTIG 5 vs AC212316

QUERY: CONTIG 5 (Local blast)
DATABASE: AC212316

AC212316
1 42944bp

2803126510

1490816429

2587025019

1706917920

2500423745

1793519194

2342221552

1951721387

1854316877

2439626064

2146918581

2147024358

ALINEAMIENTO 
CONTINUO 
PERFECTO, NO 
MISSASSEMBLY

2936228734

1357714207

3157130970

1136811969



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 vs AC212316 (local blast)

QUERY: CONTIG 4 (42775 bp)
DATABASE: AC212316(NCBI)

18543

AC212316
1 42944

16866

2439526072

99458565

3299234373

35752226

3936340712

73513598

3558739340

2204163

4073442775

1453411759

2840431179

2500423745

1793419193

2342221552

1951621386

2803126510

1490816428

3844433511

44959428



Resultados blast Contig4 vs
Ac212316



Ensamble clon RH132M21

� Con los parámetros ya establecidos 
para el script PhredPhrap, podemos 
comenzar el análisis con nuestros 
datos.



Contig 802





� Obtenemos como resultado 4 Contigs de 
gran tamaño (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% 

Procedimiento para el correcto 
ensamblaje de los clones



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
CONTIG 8
CONTIG 9

CONTIG 8              CONTIG 6   CONTIG 9       CONTIG 7
BE-R BE-F

148k



USO



BAMBUS

Es un módulo de bioperl, que sirve para ordenar los contigs de un 
ensamblaje en Scaffolds.
Usa la información de archivo *.fasta.screen.ace (este archivo contiene 
valores de calidad, matches, cantidad de contigs) que es output de Phrap





Resultados

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



Soy Frank

Yo, Michael

Y yo, soy Roberto


