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Resumen del Trabajo

Las inversiones cromosémicas son variaciones estructurales producidas por
la rotura de un fragmento cromosémico y su reinsercion en orientacion
invertida. Drosophila ha sido el género més estudiado, siendo D. subobscura
particularmente interesante por su abundante polimorfismo por inversion. Se
ha relacionado las inversiones cromosomicas con el caracter adaptativo de la
especie.

El objetivo de este estudio fue la caracterizacion de inversiones cromosémicas
por mapeo de reads paired-end de lllumina sobre el genoma de referencia.
Para ello, se cre6 un protocolo bioinformatico que permitiera obtener los
puntos de rotura de la inversion Ji, de especial interés por su caracter
adaptativo, y los puntos de rotura de la inversion Us.

Se caracterizaron los dos puntos de rotura de la inversién Usy los resultados
revelaron que la inversion fue originada por NHEJ y rotura escalonada. El
estudio de los genes codificantes flanqueantes determind que la inversién no
afecté a ninguno de ellos. No obstante, seria necesario corroborar dichos
puntos de rotura mediante PCR para afirmar este hecho.

No se pudo caracterizar molecularmente los puntos de rotura de la inversion
Ji. Este hecho muestra la dificultad de obtener puntos de rotura debido a
zonas muy repetitivas en el genoma que dificultan el proceso de ensamblaje
de datos NGS.

A pesar de no obtener los resultados esperados, se obtuvo un protocolo
bioinformético que permitira al resto de investigadores determinar los puntos




de rotura de inversiones y abrir puertas a una elevada cantidad de estudios de
adaptacion.

Abstract

Chromosomal inversions are structural variations produced by the breakage of
a chromosomal fragment and its reinsertion in an inverted orientation.
Drosophila has been the most studied genus, with D. subobscura being
particularly interesting for its abundant inversion polymorphism. Chromosomal
inversions have been related to the adaptive character of the species.

The aim of this study was the characterization of chromosome inversions by
lllumina paired-end reads mapping to a reference genome. For this purpose, a
bioinformatics protocol was created to obtain the breakpoints of the Ji
inversion, of special interest due to its adaptive nature, and the breakpoints of
the Us inversion.

The two break points of the Us inversion were characterized and the results
revealed that the inversion was caused by NHEJ and staggered break. The
study of the flanking coding genes determined that the inversion did not affect
any of them. However, it would be necessary to corroborate said breakpoints
by PCR to confirm this fact.

The breaking points of the J1 inversion could not be characterized molecularly.
This fact shows the difficulty of obtaining breakpoints due to highly repetitive
areas in the genome that hinder the NGS data assembly process.

Despite not obtaining the expected results, a bioinformatics protocol was
obtained that will allow future researchers to determine the breakpoints of
inversions and will be a starting point for a large number of adaptation studies.
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1.Introduccioén

1.1. Descripcion general

En el presente trabajo se pretende caracterizar inversiones cromosomicas de
Drosophila subobscura, donde se procedera a localizar los puntos de rotura de
las inversiones Ji1 y Us a partir de datos NGS. Para ello se desarrollara un
protocolo bioinformatico que debera permitir identificar los genes contenidos en
dichas inversiones y buscar evidencias biolégicas que expliquen el caracter
adaptativo de estas inversiones.

1.2. Contexto y justificacion del Trabajo

A comienzos del siglo XX, Alfred H. Sturtevant, inmerso en un estudio con
Drosophila melanogaster, observo alteraciones en la proporcion de los fenotipos
en la descendencia derivado de un factor cromosémico previamente
desconocido, el cual, provocaba la supresion de la recombinacion. Aflos mas
tarde, el propio Sturtevant descubrio que este fenomeno era producido por un
tipo de polimorfismo cromosémico, al cual se le denoming, inversion
cromosomica (1).

Las inversiones cromosOmicas son un tipo de reordenamiento genémico, en el
cual se produce la rotura de un fragmento cromosémico y la reinsercion de éste
en la orientacion invertida (2). Estos polimorfismos estan muy extendidos en la
naturaleza, ya que se han observado en diversas especies animales y vegetales.
Estudios recientes han mostrado una fuerte evidencia sobre el papel de estas
mutaciones en procesos bioldgicos como la adaptacion, la especiacion y la
evolucion genética (3).

Este polimorfismo ha sido estudiado principalmente en dipteros, ya que estas
especies presentan unos cromosomas gigantes, denominados cromosomas
politénicos, formados por rondas repetidas de duplicacién de ADN sin que haya
division celular (4). En la era pre-gendmica, estas estructuras eran estudiadas
con laboriosas técnicas citologicas, las cuales requerian que las inversiones
fueran suficientemente grandes para poder detectar diferencias estructurales (5).

La especie Drosophila subobscura es originaria de la region paleartica donde
habita, desde el sur de Escandinavia hasta el norte de Africa. Ademas, a finales
del siglo XX colonizé amplias zonas de América (6). El estudio del polimorfismo
cromosomico por inversion de esta especie tiene un interés particular debido a
que es muy abundante, ya que se han descrito mas de 80 ordenaciones
cromosomicas diferentes entre sus cinco cromosomas acrocéntricos (7).



Esta especie cuenta con el cariotipo ancestral del género Drosophila: cinco
cromosomas acrocéntricos (que en esta especie reciben los nombres de A=X, J,
U, E y O) y un cromosoma puntiforme (denominado dot).

La cepa “Kusnacht” fue la primera cepa de D. subobscura caracterizada y la
ordenacion de sus cromosomas fueron establecidos como estandar (ST). Las
diferentes ordenaciones caracterizadas a partir de ese momento se designaron
con subindices numeéricos siguiendo el orden de descubrimiento (8). Asi los
nombres Ji, U1+2 0 U1+2+6 indican la existencia de la inversion 1 en el cromosoma
J, las inversiones independientes 1 y 2 sobre el cromosoma U y las inversiones
1, 2 junto con la 6 que se solapa con la 1 y la 2 sobre el cromosoma U,
respectivamente.

Existen dos mecanismos principales de origen de las inversiones cromosémicas.
El primer mecanismo, la recombinacién homéloga no alélica (NAHR), genera
inversiones cuando recombinan dos secuencias que estan repetidas en el
cromosoma y se encuentran en orientacion invertida. Asi, en este mecanismo se
observan repeticiones invertidas en los extremos de la inversién tanto de la
ordenacion original como de la ordenacién invertida. EI segundo mecanismo,
rotura cromosémica y reparacion ectopica a través de la union de extremos no
homologos (NHEJ), se produce debido a dos roturas aleatorias y simultaneas en
un mismo cromosoma Yy la posterior reparacién erronea. Este segundo
mecanismo, no requiere de duplicaciones invertidas en la ordenacion original y
puede generar una ordenacion invertida sin duplicaciones con cortes rectos, o
con duplicaciones invertidas en sus extremos a través de la reparacion de cortes
escalonados (9-11).

La identificacion y caracterizacion precisa de los puntos de rotura de una
inversion es un objetivo muy importante desde el punto de vista del estudio de la
evolucion de las poblaciones, debido a que las regiones adyacentes al punto de
rotura experimentan muy poca 0 ninguna recombinacién entre las distintas
ordenaciones y permite indagar en la historia evolutiva de las inversiones (12).

Por ello, el presente trabajo se dispone a caracterizar molecularmente los puntos
de rotura de dos inversidnes para poder estudiar los genes contenidos en ellas
y buscar evidencias biologicas que expliquen el caracter adaptativo que se ha
observado para ellas.



1.3. Objetivos del Trabajo

1.3.1. Objetivo general

Caracterizar inversiones cromosémicas en Drosophila subobscura por mapeo de
reads pair-ends de Illumina sobre un genoma de referencia.

1.3.2. Objetivos especificos

» Desarrollar un protocolo bioinforméatico que permita identificar
inversiones cromosoémicas a partir de datos NGS. Para ello se usaran
los reads apareados de lllumina de la linea OF28 deD.
subobscura que es homocariotipica para las ordenaciones Ji, Uz+2+s,
Est, Ost Y Ast.

» Caracterizar los puntos de rotura de la inversion Ji. Esta inversion es
particularmente interesante puesto que diversos estudios indican que
puede estar sometida a seleccion.

» Caracterizar los puntos de rotura de la inversion Us. Este objetivo es
un objetivo secundario que solo se abordara en caso de que el tiempo
de ejecucion del TFM lo permita.

» ldentificar los genes contenidos en la inversion Ji y buscar evidencias
gue expliquen su caracter adaptativo.

1.4. Impacto en sostenibilidad, ético-social y de diversidad

Una vez asumida la importancia del cambio climatico que el planeta esta
experimentando, muchos cientificos han tenido la necesidad de estudiar como
este cambio en la temperatura puede afectar a las poblaciones. Para ello, se han
llevado a cabo diversas lineas de investigacion de diferentes especies (13,14).

El estudio de inversiones cromosOmicas en D. subobscura puede ayudar a
entender como las poblaciones de esta especie responden a cambios
ambientales y como se adaptan a ellos (15). Los primeros informes sobre el
calentamiento global apuntaban posibles cambios en la frecuencia de las
inversiones, no obstante, estudios recientes han demostrado que existen otros
factores que influyen en estos cambios (16,17).

El estudio del cambio climéatico estd siendo un revulsivo para estudiar en
profundidad los mecanismos genéticos de adaptacion, asi como los genes
contenidos en las inversiones cromosémicas que pueden explicar el caracter



adaptativo de estas y ayudar a crear estrategias de estudios que expliquen la
adaptacion de otras especies al calentamiento global (15).

También es importante considerar que la manipulacion genética y las
investigaciones en animales pueden plantear preocupaciones éticas en torno al
bienestar animal. Sin embargo, los estudios en Drosophila utilizan métodos que
minimizan el dafio de estos animales, por lo tanto, el impacto ético-social es
minimo.

Por otro lado, la secuenciacion de genomas completos por NGS, permite que,
utilizando un minimo nimero de animales, se puedan realizar multiples estudios.
Este es el caso del presente trabajo donde se han utilizado las secuencias
obtenidas previamente para otros fines.

Respecto al impacto en diversidad, este es minimo ya que se trata de un trabajo
de caracter cientifico-técnico. No obstante, se han tenido en cuenta todas las
aportaciones con independencia del género, raza, etnia, o condicion del autor o
la autora.

1.5. Enfoquey método seguido

La identificacion y caracterizacion de inversiones en D. subobscura han dado
muchas claves sobre la evolucion y especiacion de las especies de su subgrupo.
Hoy en dia se han desarrollado herramientas bioinforméticas para que su estudio
sea mas sencillo y permita el estudio en profundidad. Asi pues, en el presente
trabajo se esta estudiando diferentes pipelines para llevar a cabo la identificacion
de los puntos de rotura, y se ha elegido la que muestra la Tabla 1:



Pasos del andlisis

Programas

Descripcién

Control de calidad y
recorte de reads

FastQC

Trimmomatic

Sefiala anomalias producidas
en la creacibn de las
bibliotecas o durante la
secuenciacion (18).

Es un recortador flexible de
datos de secuenciacién de
lllumina, la cual recorta reads
de baja calidad (19).

Mapeo

BWA-MEM

Algoritmo de alineacion para
alinear secuencias a un
genoma de referencia.
Admite reads de extremos
emparejados y muestra uno
de los mejores rendimientos
en comparacion con otros
alineadores hasta la fecha
(20).

Clasificacion,
conversion de formato y
filtrado (21)

Samtools

Implementa el post-
procesamiento de
alineaciones, como la
indexaciéon, la llamada de
variantes o la visualizacion de
alineaciones (22).

Localizacion de puntos
de corte putativos

Breakdancer

Herramienta de detecciéon de
variantes estructurales en
todo el genoma a partir de
reads paired-end de NGS

(23)

Ensamblado de novo

SPades

Conjunto de herramientas de
ensamblaje capaz de
proporcionar ensamblajes
hibridos  utilizando reads
cortos o largos de diferentes
tecnologias como PacBio,
lllumina o Oxford Nanopore
(24)

Anotacion de
inversiones
cromosdmicas

BLAST

Algoritmo para busqueda de
similitud de secuencias de
ADN y proteinas en bases de
datos (25)

Tabla 1: Herramientas bioinforméticas para la caracterizacion de inversiones cromosomicas.



En un principio, estos son los programas elegidos para el analisis siguiendo la
metodologia de varios autores (12,26,27). A lo largo del proyecto se ira
detallando los programas finalmente utilizados y en el caso de cambio o adicion
se indicara los detalles y la explicacién de dicho cambio.

1.6.

Planificacién del Trabajo

En este apartado se realizara una temporalizacion del trabajo, dividiendo el
trabajo por tareas y organizando los objetivos marcados en el tiempo.

1.6.1.

>

>

Tareas

Busqueda bibliografica sobre la metodologia empleada para
caracterizar inversiones cromosomicas a partir de datos NGS.

Control de calidad de los datos crudos de secuenciacion y eliminacion
de nucledtidos de baja calidad.

Mapeo de los reads con el genoma de referencia.

Localizacion de cluster de reads discordantes para identificar posibles
puntos de rotura en los cromosomas J y U.

Ensamblado de novo de los clusters de reads discordantes para
obtener los puntos de rotura en las ordenaciones invertidas.

Caracterizacion de las regiones de corte en ambas ordenaciones
(identificacion de genes cercanos y de posibles secuencias
repetitivas).



1.6

.2. Calendario

mi, 3/1/2023

: MARZO ABRIL | MAYO | JUNID | uo

P S R S S S S R S S S S S S R R S ST S

PEC 1: Definicién y plan de trabajo <>

Busqueda bibliografica

PEC 2: Desarrollo del trabajo Fase 1

1323 2323

<

Control de calidad de los datos crudos 23323 30323

Definicién y plan de trabajo 1323 233 _

Mapeo de los reads con el genoma de referencia 31323 21423

PEC 3: Desarrollo del trabajo Fase 2

<&
Localizacién de los puntos de rotura putativos 22423 6523
Extraccién de los cluster de reads discordantes 7523 11523

Ensamblaje de novo y alineamiento en BLAST 12523 17523
Analisis de elementos repetitivos 18523 22523
Elaboracién de la memoria 2423 2523

PEC 4: Cierre de la memoria y la presentacion <>

Caracterizacion genética

20523 5623

Finalizacion de la memoria 20523 13623
Elaboracion de la presentacion 14623 19623

Elaboraci6n del video

Defensa publica

16623 20623

<&

Preparacién de la defensa w23 10723 _

Figura 1: Diagral

ma de Gantt con la planificacién y las tareas realizadas a lo largo del estudio. Cada color representa una fase del estudio.

Los rombos en amarillo representan los hitos definidos en el apartado siguiente.

1.6

v VVY

VVVVYVYY

.3. Hitos.

Hito 1: Finalizaciéon del plan de trabajo.

Hito 2: Finalizacion del mapeo de los datos NGS de D. subobscura.

Hito 3: Finalizacion de la PEC 2 con los resultados obtenidos hasta el
momento.

Hito 4: Localizacion de los puntos de rotura putativos de las inversiones
J1y Us

Hito 5: Finalizacion del ensamblaje de novo y el alineamiento de los contig
obtenidos en BLAST.

Hito 6: Finalizacion de la PEC 3 con los resultados del analisis.

Hito 7: Finalizacion de la memoria del Trabajo Final de Master.

Hito 8: Finalizacion de la presentacion y del video del trabajo

Hito 9: Finalizacion de la PEC 4 y cierre de la memoria.

Hito 10: Defensa publica.



1.6.4. Analisis de riesgos.

El trabajo planteado cuenta con algunos factores que pueden influir
negativamente en el progreso del estudio, como los siguientes:

e La necesidad de un ordenador personal con una gran capacidad de
memoria RAM que permita el procesamiento de los datos en un periodo
de tiempo adecuado.

e Lanecesidad de un sistema operativo de software libre para poder realizar
los pasos necesarios para el analisis.

La solucién planteada para estos problemas es la siguiente:

e La utilizacién de un ordenador con una memoria de RAM de 16Gb que
permita el analisis y la instalacién de un subsistema de Windows el cual
permita la utilizacién de Linux (software libre).

Otro factor limitante que puede aparecer a lo largo del estudio es:

e La lentitud al mapear datos NGS de gran volumen, el cual puede retrasar
los analisis posteriores y con ello, no obtener los resultados deseados.

Si esto ocurre, se pedira el uso remoto de un servidor de la UB.

1.7. Resultados esperados.

1.7.1. Plan de trabajo.

El plan de trabajo es un entregable donde se explicara la tematica del estudio y
se plantearan los objetivos que se deberan alcanzar para llevar a cabo el estudio
con éxito. Para ello, se definiran las lineas generales del estudio, se marcard el
objetivo general y los objetivos especificos de manera clara y concisa, se llevara
a cabo una planificacion de las tareas e hitos que se deberan alcanzar y por
altimo se valoraran los posibles riesgos que podrian acontecer.

1.7.2. Memoria.

La memoria serd el escrito final con todos los datos del estudio. Para su
realizacion se han planteado cuatro entregables donde se iran desarrollando los
diferentes apartados del trabajo final. El entregable 4 sera la memoria finalizada
que constara de los siguientes apartados: introduccidon, materiales y métodos,
resultados y discusion, conclusion y trabajos futuros, glosario y bibliografia.



1.7.3. Producto.

El producto obtenido al final de este trabajo sera un primer estudio de los puntos
de rotura de las inversiones Ji y Us. En caso de obtener los puntos de rotura de
la ordenacion Ji1 y siempre que el tiempo de ejecucion del TFM lo permita, se
abordara la posible implicacion biol6gica de genes contenidos en dicha inversion
sobre la adaptacion de D. subobscura a diferentes entornos. Si los resultados
son satisfactorios, este estudié se podra utilizar para posteriores publicaciones.

1.7.4. Presentacioén virtual.

Se realizard una presentacion que consistira en un resumen del proyecto
realizado. En ella se explicara la tematica del proyecto, los andlisis llevados a
cabo y los resultados obtenidos, con una breve conclusion. Para la exposicion
oral de dicha presentacion, se realizara un video.

2.Estado del arte

Las inversiones cromosomicas son una herramienta valiosa en la investigacion
genética y evolutiva en Drosophila. Cada vez hay mas evidencias que
demuestran el papel de los polimorfismos de inversion en la adaptacion y la
especiacion (28).

D. subobscura lleva afios siendo ampliamente estudiada por sus ricos
polimorfismos de inversidén. Diversos estudios han revelado que la frecuencia
alélica de algunas inversiones cromosémicas esta relacionada con factores
ambientales como la temperatura, la lluvia o la humedad (15,29,30).

Ademas, se ha demostrado, que estos polimorfismos no solo han respondido a
seflales ambientales, sino que también han logrado tener la capacidad de
adaptarse rapidamente a nuevos habitats cambiando las frecuencias de las
ordenaciones cromosomicas para aportar alelos favorecidos en el nuevo entorno
(30).

Los alelos contenidos en las inversiones pueden interactuar de forma epistéatica
o aditiva para mantener un fenotipo poligénico complejo, como el tamafio
corporal, la resistencia al estrés o la fecundidad (21)

Los puntos de roturas en las inversiones también han sido ampliamente
estudiados, ya que la alteracion de la estructura de los cromosomas puede
afectar directa o indirectamente a la expresion del genoma. Los puntos de rotura
de las inversiones pueden afectar directamente al cambiar la funcién y expresion
de un gen situado cerca de la regién fragmentada. Por otro lado, los puntos de



rotura pueden afectar indirectamente a la expresion al mantener unidas las
combinaciones de variantes genéticas, debido a la reduccion de la
recombinacion. Rozas y colaboradores (31) estudiaron el gen rp49 en diferentes
ordenaciones de D. subobscura y encontraron un nivel de intercambio genético
mas elevado cuando el gen se encontraba en una posicibn mas central del
fragmento invertido que cuando se encontraba cerca de los puntos de rotura.

Esto hace plantearse la importancia de encontrar aquellos genes dentro de las
inversiones y estudiar como se comportan. Por ello, se busca contribuir al estudio
de D. subobscura para alcanzar un mayor conocimiento de su genoma. En este
contexto, se propone identificar los puntos de rotura de las inversiones J1 y Us €
identificar los genes contenidos en la inversion Ji, lo cual nos podria dar claves
para entender mejor la adaptacion climatica de esta especie.

El polimorfismo cromosémico por inversiones en D. subobscura ha sido
ampliamente investigado en relacién con su distribucion geogréfica y desde un
punto de vista evolutivo. D. subobscura es una especie originaria de la region
paleartica, sin embargo, en los afios 80, la especie fue descubierta en el norte y
sur de América. A los pocos afos de su introduccion en América, se observo
clinas latitudinales en el mismo sentido que en la zona Paleartica. Estos
resultados apoyan estudios sobre el caracter adaptativo de la especie, los cuales
han revelado diferencias en las frecuencias de los ordenamientos genémicos de
los cromosomas J y U relacionados con factores microcliméaticos y cambios
temporales (30,32,33).

El andlisis de las inversiones ha permitido distinguir las ordenaciones
cromosomicas en dos grupos, adaptadas a clima frio y adaptadas a clima calido.
La ordenacion Ji es considerada de clima calido y disminuye de frecuencia a
medida que la latitud aumenta. La ordenacion Ji es comun del é&rea
mediterranea, sin embargo, la ordenacion Ui+2+6 €S poco frecuente. No obstante,
su estudio nos ampliara el conocimiento sobre los mecanismos de generacién
de inversiones de esta especie altamente polimorfica (6,33)

D. subobscura ha sido durante mucho tiempo un modelo central en el estudio de
la genética evolutiva. Hasta hace relativamente poco, su uso se ha visto
obstaculizado por la falta de un genoma de referencia. Su estudio era llevado a
cabo con técnicas de comparacion de genomas de especies cercanas del género
Drosophila como D. pseudoobscura y D. persimilis (34,35). Para romper esta
brecha, diversos grupos de investigacion se esforzaron para obtener un genoma
de referencia de dicha especie. Karageorgiou y colaboradores (36) presentaron
la primera secuencia de lectura larga y alta calidad de la cepa chcu de D.
subobscura, la cual presenta la ordenacion cromosomica estandar para todos
los cromosomas a excepcion de Os+4. Casi simultaneamente, se obtuvo la
secuencia de otro genoma de alta calidad por Bracewell y colaboradores (37).
Este genoma presenta las mismas ordenaciones cromosomicas que la cepa
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chcu excepto para el cromosoma U que presenta la ordenacion Ui+2 que es la
ancestral de la especie. Este ultimo, es el genoma de referencia depositado en
el Centro Nacional para la Informacion Biotecnologica o, en inglés, National
Center for Biotechnology Information (NCBI) y dispone de archivos de anotacion
genética, facilitando asi su estudio. Por esta razén, sera el utilizado para este
proyecto. Ademas, el hecho de poseer la ordenacion Ui+ facilitara la
caracterizacion de Us, que se origind sobre un cromosoma con ordenacion Ui+
y s una inversion que se solapa tanto a U1 como a Uo.

Este reciente avance nos permite desarrollar un protocolo bioinformatico como
los llevado a cabo en D. melanogaster para la caracterizacion de puntos de rotura
de inversiones cromosomicas (14).

En base a lo anterior, se pretende crear un protocolo bioinformatico que permita
al resto de investigadores determinar los puntos de rotura de inversiones y abrir
puertas a una elevada cantidad de estudios con la especie D. subobscura,
facilitando un gran avance en la investigacion cientifica de la adaptacion de la
especie.

3.Material y métodos

3.1. Obtencién de las secuencias

Las muestras se obtuvieron a partir de una hembra capturada en los terrenos del
Observatorio Fabra, en Barcelona, y tras al menos 13 generaciones de cruces
entre hermanos. El objetivo fue conseguir una linea lo mas isogénica posible.
Tras ello, se obtuvo una linea homocariotipica para las ordenaciones de todos
sus cromosomas Ast, Ji1, Ui+2+6, Est Y Ost. A esta linea se le denominé “linea
OF28”.

Las muestras fueron preparadas y posteriormente secuenciadas por el Centro
Nacional de Analisis Genomico de Barcelona. Los reads obtenidos de lllumina
fueron de tipo paired end y de longitud de 101 pb.

Por otro lado, para realizar el mapeo fue necesario disponer de un genoma de
referencia. Este lo obtuvimos de la base de datos NCBI, la cual fue obtenida por
Bracewell y colaboradores en 2019. El genoma de referencia tiene la ordenacion
estandar para todos sus cromosomas, a excepcion del cromosoma U y O, que
presentan la ordenacion Ui+2 y Os+4, respectivamente (37).

A continuacion, se detallara el protocolo bioinformético llevado a cabo y los
programas utilizados para su desarrollo. Los scripts utilizados para el estudio
estan disponibles en https://github.com/Kenia98/TFM
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3.2. Analisis de calidad de las secuencias

El primer paso que se debe realizar tras obtener los datos de ultrasecuenciacion
es el estudio de calidad de las secuencias obtenidas. FastQC permite sefialar
anomalias producidas en la creacion de las bibliotecas o durante la
secuenciacion (18).

El control de calidad es presentado mediante una serie de tablas y graficos que
permiten estudiar la calidad de los reads y poder solucionar problemas que
surjan para los posteriores analisis.

Tras introducir los dos archivos a estudiar, se obtuvieron dos archivos en formato
HTML, donde se podia observar estos graficos. Los graficos dan la informacion
suficiente para poder comprobar si la calidad de los datos es buena o si por el
contrario hay que realizar algun pre-procesado con ellos.

3.3. Limpieza de secuencias

Tras observar que la calidad de los reads era baja, se procedi6 a realizar un
recorte de estas para asi mejorar la calidad de los datos y poder seguir con el
analisis correctamente. Para ello, se utilizé trimmomatic.

Trimmomatic es un recortador flexible de datos de secuenciacion de lllumina,
encargado de recortar reads de baja calidad. Su funcion principal es la
eliminacién de adaptadores y cebadores para proporcionar una mejor calidad de
lectura. Esta herramienta utiliza reads de tipo paired end y single end. Ademas,
trimmomatic admite datos de calidad de secuencia tanto en formato estandar
(phred+33) como en formato lllumina (phred+64) (19).

Para realizar el recorte se utilizan una serie de parametros que se explicaran a
continuacion:

e ILLUMINACLIP: elimina los adaptadores usados durante la
secuenciacion, en caso de que estén presentes.

e LEADING: elimina los nucledtidos del extremo 5’ con una calidad inferior
a la indicada.

¢ TRAILING: elimina los nucleétidos del extremo 3’ con una calidad inferior
a la indicada.

e SLIDINGWINDOW: rastrea la secuencia por ventanas y corta cuando la
calidad media es inferior a la indicada. En primer lugar, se indica la
longitud de la ventana y posteriormente, el umbral de calidad.

e MINLEN: elimina las secuencias que presentan una longitud inferior a la
indicada.
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Para realizar el recorte se ejecutd la herramienta para los dos archivos paired
end y se le indicaron los parametros elegidos para el recorte. Tras su ejecucion
se obtuvieron cuatro archivos, “forward paired”, “forward unpaired”, “reverse
paired” y “reverse unpaired”, dos correspondientes a reads apareados y otros
dos a reads no apareados. Solo se utilizaron los reads apareados.

Tras el recorte de las secuencias con esta herramienta, se volvioé a analizar la
calidad de las secuencias con FastQC para comprobar si habia mejorado o por
si el contrario habia que mejorar el recorte.

3.4. Mapeado de reads

Tras el procesamiento y comprobar que los datos tenian buena calidad, se
procedié a realizar el mapeo. Para ello, se utilizé la herramienta Burrows-
Wheeler Aligner (BWA).

BWA es un software disefiado para la alineacién de secuencias genéticas poco
divergentes con un genoma de referencia grande. Este software presenta tres
algoritmos conocidos como BWA-backtrack, BWA-SW y BWA-MEM. BWA-
backtrack esta disefiado para lecturas cortas, con una longitud maxima de 100
pb. Por el contrario, BWA-SW y BWA-MEM, esta disefiado para secuencias mas
largas comprendidas entre 70 pb y 1Mb. BWA-SW y BWA-MEM presentan
caracteristicas similares, sin embargo, en general se recomienda el uso de BWA-
MEM para consultas de alta calidad, por su precision y su mayor velocidad. BWA-
MEM también tiene un mayor rendimiento que BWA-baktrack cuando se trabaja
con secuencias de lllumina entre 70 y 100 pb (20,38,39)

Por esa razon, se utiliz6 BWA-MEM. Los reads fueron mapeados siguiendo el
método descrito en Kapun y colaboradores (40). El primer paso fue crear un
hologenoma, el cual, utilizamos como genoma de referencia. El hologenoma es
una unidad genética formada por la combinacion del genoma del hospedador y
los microorganismos asociados a él (41).

El hologenoma utilizado estaba compuesto por el genoma de D. subobscura
(NC_048530) y los microorganismos asociados a esta especie, incluyendo
Saccharomyces cerevisiae (GCF_000146045.2), Wolbachia pipientis
(NC_002978.6), Pseudomonas entomophila (NC_008027.1),
Commensalibacter intestine (NZ_AGFR00000000.1), Acetobacter pomorum
(NZ_AEUPO00000000.1), Gluconobacter morbifer (NZ_AGQV00000000.1),
Providencia burhodogranariea (NZ_AKKL00000000.1), Providencia
alcalifaciens (NC_AKKMO01000049.1), Providencia rettgeri
(NZ_AJSB00000000.1) y Enterococcus faecalis (NC_004668.1).
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Tras obtener el hologenoma, se procedi6 a su indexacion y se inicio el
alineamiento de secuencias con los archivos obtenidos en el apartado anterior.
Tras terminar el proceso de alineacion se obtuvieron dos archivos de salida en
formato SAM (Sequence Alignment/Map), correspondiente a las alineaciones
de las muestras con el genoma de referencia. SAM es un formato de salida
comun de alineaciones disefiado para facilitar y unificar los datos de
alineamientos (42).

3.5. Transformacion de archivos y eliminacion de duplicados.

Tras realizar el mapeo, se utilizé la herramienta Samtools. Samtools es un
paquete de software para analizar y manipular alineaciones en formato
SAM/BAM (22). En nuestro caso, se encargd de convertir el archivo SAM a
BAM, ordenar el archivo y eliminar los duplicados. BAM es un archivo
equivalente, con la misma informacion solo que almacenada de forma binaria.
De este modo, los programas utilizados posteriormente podran trabajar de
forma mas eficiente.

Tras convertir el archivo de formato SAM a BAM, se ordené por coordenadas y
se procediod a la eliminacién de reads duplicados. Para finalizar se indexé el
archivo. Este paso proporciona un nuevo archivo de indice, el cual permite una
busqueda rapida de los datos de alineamiento. La indexacién del archivo BAM
fue necesaria para procesos posteriores.

3.6. Localizacién de puntos de rotura putativos.

Para obtener los puntos de rotura putativos se utilizé el software
BreakDancerMax (43). Este es un software de codigo abierto que implementa un
algoritmo capaz de detectar cinco variantes estructurales a través de todo el
genoma: inserciones, deleciones, inversiones y  translocaciones
intracromosdmicas e intercromosomicas. El proceso de deteccién busca
regiones genodmicas que presentan el mapeo de mas pares de reads andmalos
de lo esperado, basandose en la distancia de separacion y orientacion de los
pares de reads alineados, el umbral especificado por el usuario y la distribucion
empirica del tamafio de inserto.

El software fue ejecutado siguiendo el método descrito por Fan y colaboradores
(44). La ejecucion se desarrolld en dos pasos, primero se ejecutd el script
“‘bam2cfg.pl” que se encarga de analizar los primeros miles de reads de los
archivos de entrada bam y crea un archivo de configuracion con estadisticas
para cada grupo de lectura. Tras ello, se ejecuto el script “breakdancer-max”, el
cual utiliza el archivo estadistico anteriormente descrito para identificar y agrupar
los pares de reads discordantes y genera un archivo con una lista de variantes
estructurales (SV, structural variation) putativos (44).
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Para aumentar la eficiencia y siempre y cuando no se busquen translocaciones
intercromosomicas, es recomendable ejecutar el script “breakdancer-max” por
cromosomas. Por ello, se ejecuté dos veces, uno por cada cromosoma de
interés, J y U. Tras ello, se obtuvieron dos archivos de salida de texto, uno por
cada cromosoma, los cuales mostraron todos los SV putativos localizados.

3.7. ldentificacion de posibles puntos de rotura.

Tras obtener dos archivos con los SV putativos, se filtr6 para obtener solo las
inversiones cromosémicas. Se seleccionaron las inversiones detectadas cuyas
coordenadas coincidian con la region acotada por los marcadores flanqueantes
en los puntos de rotura de las inversiones estudiadas. La Figura 2 muestra el
mapa citologico descrito por Kunze-Muhl and Mdller (45) que en el caso del
cromosoma U, se ha modificado para tener la ordenacién U1+2, y los marcadores
seleccionados (26,34,46).
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Figura 2: Mapa citoldgico de los cromosomas Jsty U1+2 de D. subobscura (Kunze-Muhl and Miller 1958) donde se ha
indicado la localizacién de las inversiones cromosomicas J1 y U6 y los marcadores genéticos mas cercanos dichas
inversiones.

Para localizar las inversiones Ji1 y Us en el archivo de breakdancer, las
secuencias de los marcadores genéticos fueron descargadas del NCBI para su
posterior alineamiento con el genoma de referencia de D. subobscura
(NC_048530). Las secuencias de los marcadores del cromosoma J no estan
depositadas en NCBI. En este caso, se extrajeron las coordenadas alineando la
secuencia de los oligos de amplificacion usados en la Tesis de Pratdesaba (46).
Este paso permitio obtener las coordenadas en las cuales debia estar la
inversion y extraer las localizaciones putativas de las inversiones cromosémicas.
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3.8. Extraccion de los cluster de reads discordantes

Tras tener localizadas las inversiones cromosOomicas putativas, se tuvo que
comprobar dichas inversiones y obtener las coordenadas reales de los puntos
de corte. Por ello, lo primero fue extraer del archivo bam obtenido con
anterioridad, los reads que mapeaban alrededor de las coordenadas obtenidas
en el apartado anterior. Se obtuvieron cuatro archivos bam, dos para el
cromosoma J y dos para el cromosoma U; uno para la coordenada inicial y otro
para la coordenada final. Estos archivos fueron ordenados y a continuacion, se
transformaron en archivos fastq. Se crearon tres archivos fastq por cada archivo
bam, uno correspondiente a los reads forward, otro a los reads reverse y el dltimo
a los reads no emparejados (singletons). Este ultimo era el de mayor interés,
pues en él se esperaba encontrar los reads cuyas parejas podrian corresponder
justo al punto de rotura en la ordenacién invertida. En el genoma de referencia,
estos reads mapearan su inicio junto a uno de los puntos de rotura y su final lo
hara junto al otro punto de rotura y, por tanto, los programas de mapeo
encuentran un problema y lo descartan. Este archivo contenia los nombres de
los reads de interés, y con ellos se extrajo de los archivos originales, los reads
no emparejados y su pareja. El objetivo de extraer la pareja de los reads no
emparejados es obtener aquellos reads no mapeados posiblemente por
encontrarse en el punto de corte de la inversion.

Para finalizar el proceso de extraccion, se crearon dos archivos por cada
cromosoma, uno correspondiente a los reads forward y otro a los reads reverse.
Todo este proceso fue llevado a cabo con la herramienta Samtools (22).

3.9. Ensamblaje de novo y alineamiento en BLAST

El siguiente paso fue el ensamblaje de novo con la herramienta SPAdes (47).
SPAdes es un software de ensamblaje de genomas que utiliza lecturas cortas y
largas para construir secuencias de ADN a partir de datos de secuenciacion de
alto rendimiento. Utiliza un enfoque de ensamblaje basado en graficos de De
Bruijn y es capaz de manejar datos de alta cobertura y complejidad, como
metagenomas y genomas poliploides. Ademas, es compatible con varias
plataformas de secuenciacién, como lllumina, lon Torrent y PacBio. SPAdes es
un programa de cédigo abierto ampliamente utilizado en investigacion genémica
y bioinformética debido a su alta eficiencia y precision (24).

El proceso de ensamblaje se realizd para construir contigs donde se localizan
los puntos de rotura de las inversiones estudiadas. Para ello, se ejecut6 el script
“spades.py” dos veces, uno por cada cromosoma, donde en cada ejecucion se
utilizé los dos archivos fastq creados en el apartado anterior.
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Tras el ensamblaje, se llevo a cabo la evaluacion del proceso con la herramienta
quast (48). Quast es una herramienta de evaluacion de calidad de genomas
ensamblados (49). Esta herramienta proporciona un archivo de texto con
informacion estadistica sobre el ensamblaje como el nUmero de contigs creados,
la clasificacion de los contigs por tamafio y una serie de parametros de
ensamblaje, entre otros.

Una vez llevado a cabo el ensamblaje con éxito, se seleccionaron los contigs
mas largos y se llevaron a la plataforma BLAST (en inglés, Basic Local Alignment
Search Tool) de alineamiento local. Alli se alinearon los contigs con el genoma
de referencia de D. subobscura (NC_048530) buscando si algun contig alineaba
un extremo en una regién y otro extremo en otra regién separadas del genoma,
cerca de los puntos de corte putativos seleccionados.

3.10. Analisis de elementos repetitivos

Los elementos repetitivos pueden complicar la deteccidn de puntos de rotura de
las inversiones. Por esta razon se utilizaron herramientas para su deteccion.

RepeatMasker es un software encargado de detectar repeticiones intercaladas
en secuencias de ADN y secuencias de ADN de baja complejidad. El programa
nos proporciona una anotacion detallada con todas las repeticiones presentes
en las secuencias de consulta (50).

Se introdujeron en RepeatMasker los contigs de longitud mayor a 1kb obtenidos
en el ensamblaje de novo de reads del cromosoma U. De este modo, se estudi6
los contigs en busca de estructuras repetidas.

Por otro lado, se buscé posibles inserciones del transposén SGM
(SubobscuraGuancheMaddeirensis). Este transposon es un tipo de elemento
transponible encontrado en el grupo de especies D. subobscura (D. subobscura,
D. guanche, D. maddeirensis). Es una familia de ADN transponible que se
encuentra en el genoma de multiples especies de Drosophila. Se ha demostrado
que los elementos SGM tienen una funcion reguladora y pueden afectar la
expresion génica y la estructura del genoma (51). Por esta razén, la importancia
de su estudio. Asi pues, se alined la secuencia del transposén SGM a los contigs
de longitud mayor a 1kb en busca de este elemento.

Por altimo, también se alinearon en BLAST los contigs de longitud mayor a 1kb
entre ellos, en busca de secuencias repetidas entre los contigs ensamblados.
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3.11. Caracterizacion genética del punto de rotura Us

La caracterizacion de los puntos de rotura de las inversiones a nivel molecular
permite conocer los mecanismos, por el cual se originan las inversiones
cromosomicas y, ademas comprender su significado evolutivo a nivel fenotipico

(5).

Se accedi6 al listado en NCBI de las regiones de codificaciéon de genes (CDS,
en inglés Coding Sequences) del genoma de referencia de D. subobscura para
buscar los genes de proteinas flanqueantes a los puntos de rotura de la inversion
Us. Se filtré por coordenadas los genes cercanos al punto de rotura proximal
obtenidos por el ensamblaje de novo, U:7.714.784 y al punto de rotura distal,
U:16.613.622. Tras ello, se evaluaron los genes encontrados y se estudid las
posibles consecuencias de la inversion cercana a estos genes.

3.12. Tiempo de ejecucién y memoria consumida

Para finalizar informamos de los recursos computacionales utilizados para el
desarrollo del protocolo bioinformatico para la caracterizacion de los puntos de
rotura de las inversiones cromosémicas (Tabla 2).

El dispositivo utilizado es un portatil que cumple con los requisitos necesarios
para llevar a cabo las tareas requeridas en el contexto del estudio.

El portatil esta equipado con una memoria RAM de 16 GB, garantizando un
rendimiento fluido y eficiente en las tareas de mapeado y analisis de datos. El
procesador (CPU, unidad central de procesamiento) utilizado es Intel® Core™ i7
de 11" generacién, lo que permitié un rapido procesamiento de los datos. La
combinacion de estas caracteristicas garantizd un rendimiento Optimo y una
capacidad de respuesta adecuada para abordar los desafios planteados en el
desarrollo del estudio.

Procesos Tiempo de CPU consumida
ejecucion(s)

Control de calidad >7200 -
Mapeado 2903,726 24.64%
Ensamblado 0.136521 7Gb(max.)

Tabla 2: Tiempo de ejecucién y CPU consumida por las herramientas principales en el desarrollo del estudio.

18



4.Resultados

4.1. Calidad de las secuencias y recorte

La evaluacion de la calidad de las secuencias de los datos crudos mostré en
primer lugar, la estadistica basica de los archivos. Los archivos de secuenciacion
contenian 41.333.785 pares de secuencias, con una longitud de 101 pb y un
contenido de GC del 43%. Las secuencias mostraron unos malos niveles de
calidad de la secuencia por base y por secuencia. En la Figura 3B se observa
que a partir de la posicién 90, algunas de las secuencias tienen un valor de
calidad por debajo de 28 phred, lo que indica que la calidad de secuencia no es
buena y esta empeora en las bases posteriores a 90. Debido a esto, se tuvo que
recortar los reads que tenian mala calidad con el programa trimmomatic.

En la Figura 3C “calidad de secuencias por teselas”, se observa que el programa
lanza una sefal de advertencia, ya que se pueden ver algunas manchas sobre
el fondo azul. Esto indica que se han producido interferencias. Estas pueden ser
debidas a problemas técnicos o con los reactivos en el proceso de
secuenciacion. Aunque es cierto, que son manchas muy pequefas, por lo que
pueden ser causadas también por los reads de mala calidad.

Todos los demas graficos muestran buenos resultados, tanto el contenido de
GC, la distribucion de las secuencias o el nivel de duplicaciones.

Tras la evaluacion de las secuencias en crudo, se pasoé a utilizar trimmomatic
para recortar las secuencias de mala calidad y se vuelve a evaluar las
secuencias recortadas.

La estadistica basica (figura 4A) muestra que ahora han quedado 30.693.900
pares de secuencias de entre 75 y 101 pb, ya que se decidié eliminar con
trimmomatic las secuencias por debajo de 75 pb. Con ello, se pasa a tener un
porcentaje de GC de 42%, una bajada sin importancia, ya que solo ha disminuido
en un 1%.

El grafico de calidad de secuencia por base (Figura 4B) muestra una buena
calidad de las secuencias. Por otro lado, en el grafico de calidad de las
secuencias por teselas (Figura 4C), se observa una mejora de la calidad, ya que
han disminuido las manchas claras. Por lo que se puede concluir que las
interferencias podrian estar causadas por esos fragmentos que han sido
recortados por mala calidad. Estos pueden haber sido mal secuenciados y de
ahi los problemas de calidad.
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En este caso, en el analisis de datos post-procesados, se ha activado una
advertencia en el gréfico de longitud de distribucion por secuencia. Esto es
debido a que, al recortar secuencias de mala calidad, las lecturas presentan
longitud de bases diferentes, por lo que la distribucién no es equilibrada. Sin
embargo, se observa que el numero de reads recortados era muy bajo en
comparacién con los reads que presentan 101 pb, por lo tanto, no fue de suma
importancia.
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@Basic Statistics (’)Basic Statistics

A EEETTEEEENTTEE | TR TR

Filename DIEFBACXX 4 8 _1.fastq.gz 1EFBACKX & 8 2

File type Conventional base calls e e (e
Encoding Sanger / Illumina 1.9 Sarger Hiwmins 1.9
Total Sequences 41333785 Total Sequences 413379

Total Bases 4.1 Gbp Total Bases 4.1 by

Sequences flagged as poor quality @ Sequences flagged as poor gquality @

Sequence length 101 e o

e a3 Nk 4

per base sequence quality
B . pEHH
S TR mmlm,ﬂﬂmb i

3587881200 1008 2409 837 4740 S04% 349 €0€) 946 ™ 8493 S04L 054

Per tile sequence quali
Per tile sequence quality 9 . Y
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@scqucnce Length Distribution
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Figura 3: Evaluacién de la calidad de las secuencias crudas NGS tras el uso del programa FastQC. A. Estadisticas
bésicas. B. Calidad de la secuencia por base. C. Calidad de las secuencias por teselas. D. distribucién de la longitud de
las secuencias
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@Basic Statistics

@Basic Statistics
A A Measure Value
Filensme Filenme 052 st
File type Conver o3¢ ch
Sanger Incoding g ming 1.9
es 12693500 el PTIN
3 Gop Total Bases
Sequences 7lagged as poor qua

Total Bases

ces flagged as poor quality @
Saguence length

quence length 75-101
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@per base sequence quality

Per tile sequence quality

Dper tile sequence quality
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Sequence Length Distribution

Sequence Length Distribution
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Figura 4: Evaluacion de la calidad de las secuencias NGS recortadas tras el uso del programa FastQC. A. Estadisticas
bésicas. B. Calidad de la secuencia por base. C. Calidad de las secuencias por teselas. D. Distribucion de la longitud
de las secuencias.
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4.2. Mapeado

El mapeo de las lecturas NGS contra el genoma de referencia de D.subobscura
y sus patdégenos mas comunes presentd una tasa de alineamiento promedio del
97,40% para los 61.685.601 reads presentes en nuestro estudio. Tras la
eliminaciéon de duplicados y de los reads que han perdido su pareja durante el
recorte, se obtuvo una tasa de alineamiento promedio del 96,64% para los
47.500.188 reads resultantes. La tabla 3 muestra las estadisticas mas relevantes
de este mapeo.

Caracteristicas N.° secuencias Porcentaje
Reads totales 47.500.188 100%
Reads mapeados 45.904.235 96.64%
Reads pareados 44.991.954 94.92%
correctamente
Reads cuyo 80.918 0.17%

comparfiero no mapea
(singletons)

Reads con su 401.603 0.85%
compafiero mapeado
en otro cromosoma

Reads con su 181.925 0.38%
compafiero mapeado
en otro cromosoma

con mapQ>=5

Tabla 3: Estadisticas del mapeo de las lecturas NGS contra el genoma de referencia de D. subobscura y sus principales
patégenos tras usar la herramienta de estadisticas “Samtools flagstats”.

4.3. Identificacion de los puntos de rotura de la inversién J1

La herramienta Breakdancer proporciond un archivo de texto del cromosoma
analizado con todos los SV encontrados.

Para el cromosoma J, se obtuvo un total de 75 posibles inversiones de las cuales
45 mostraron un score igual o superior a 90.

Los puntos de rotura de la inversion Ji1 estan ubicados entre las secciones 22E
y 24D en el mapa citolégico Jst de Kunze-Muhl y Miller (45). Segun los
marcadores citologicos del cromosoma J cercanos al punto de rotura, pl27
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cercano al punto de corte proximal y p222 cercano al punto de corte distal, la
inversion Ji1 debia abarcar como minimo la region entre J:7.959.888 y
J:10.815.307. Sin embargo, ninguna de las inversiones detectadas por el
programa abarcaba la region delimitada por los marcadores citol6gicos. No
obstante, una de las inversiones propuestas por el programa mostraba un
tamafio compatible con la inversion Ji, aunque en una posicion no esperada. La
posicion detectada fue J:12.814.771 y J: 15.108.152. Ante la posibilidad de que,
al indexar la secuencia gendémica, se hubiese tomado en sentido contrario a la
del genoma original, se procedid a investigar esta inversion putativa en
profundidad.

Marcador Banda citolégica Posicion fisica
pl27 22E 7.959.888 — 7.961.367
p222 24D 10.814.137 — 10.815.307

Tabla 4: Localizacion citolégica en D. subobscura de las regiones de estudio del cromosoma J.

Para el ensamblaje de novo, se utilizaron los reads del cromosoma J que
abarcaban 3 Kb a ambos lados de los puntos de rotura indicados por
Breakdancer para asegurar su localizacion. Se generaron 18 contigs de los
cuales, 3 eran mayores a 1Kb.

Para comprobar las coordenadas de dichos contigs en el genoma de referencia,
se realiz6 un alineamiento local en BLAST. Se comprobd que los contigs mapean
en las mismas posiciones indicadas por Breakdancer (Figura 5). Esto indic6é que
la hipotesis propuesta, en la que se supuso una indexacién del genoma de
referencia en sentido contrario, no era valida.
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Score Expect Identities Gaps Strand
459 bit$(248) 4e-127 308/338(91%) 0/338(0%) Plus/Plus

Features: ammonm transporter th type b isoform x2

Query 1 GAATGTTTTAGAAACCAAGCCGCCGACGCATACAAATCTGCGCCGCTCTCTCACTTGCAA

- LELLLLL LOLLE L LEREE EE L DELEELEELELLL L
sbjct((12988229) GAATGTTC TAGAAGC TAAGCCACCTGCGCATTAARATC TGCGCCGCACTCTCACTTGCAA

Query 61 TTTTTCGGCACAGAT TTTAATGCGCTTCTAGAAAATTCTATGTTGCCCTCTGTCACCTTC

) COLLLELRLEEEEEELELEERreee et beeet LE (il LU CEEEEEELEEELE
Sbjct 12988289 TTTTTCGGCACAGATTTTAATGCGCTTCTAGAACATTCAATGCTGCCCTCTGTCACCTTC

Query 121 TACGCTCTCCTTATGGTCTGTTCGGCATCTTCTCCCCCTCTCTCAAGACAAGCCAACTCA

. DELLCLLLLELLLLELR e LR LT L L
Sbjct 12988349 TACGCTCTCCTTATGGTCTGCTCGGCATCTTCTCCCCCTCTCTCAACACGAGCCAACTCA

Query 181 GATAGGCAGCAACTTCCCCTTCTCGCCATTAACCGTTGCATTAGCAAGAGGGAACT

. LELE CCRLEEELL T L EEEEEEE e e i e eentnren IIIIIII
Sbjct 12988409 GATACGCAGCAACTTCCCCTTCTCGCCATTAACCGTTGCATTAGCAAGAGGGCACTC

Query 241 AAACGCACACAGTGTGAGAGCGGCTCAGATTTGAATGTGTAGGTGTTTTAGTTTCTTGAA

) PELTLLLL LELEREELEEEEED L TEEEEREEERED TErr T 11|
Sbjct 12988469 AAATGCACAGAGTGTGAGAGCGGCCCAAATTTGAATGTGTGGGTGGCTTAGTTTTTCGAA

Query 301 CATTCCATGCTGTCCATAGTCACCTTCCCTACTCCCCT 338

’ LELLLLLEELLL T EEELEEEEEEEErerr 1l
Sbjct 12988529 CATTCCATGCTGACCAATGTCACCTTCCCTACTCTCCT 12988566

Score Expect Identities Gaps Strand
370 bits(200) 2e-100 353/424(83%) 21/424(4%) Plus/Plus

Features: 3006 bp at 5 side: sodium-coupled monocarboxylate transporer 1
2145 bp at 3" side. myb-like protein q

Query 194 ITCCC(TTCTCG(CATTAA(CGTTG(ATTAGCAAGAGGGAA(TCAA(AAA(G(A(ACAGT

PECCELECERE  FEEE Ree PReeee e et et i II
Sbjct(C15105864 TTC(C(TTCTCAACATTTACCATTGCATTAGCAAGACAG(A(T(AA(A----CAC

Query 254 GTGAGAGCGGCTCAGATTTGAATGTGTAGGTGTTTTAGTTTCTTGAACATTCCATGCTGT

) R AR A A N AR A N ARy
Sbjct 15105920 GCGAGAGTGGCGCAGATTTGTCTGTGTAGGTGGCTTTGTTTTTCGAACATTCCATGCTGA

Query 314 CCA-TAGTCACCTTCCCTACTCCCCTTATGGGCTACGGTGCTTCTACTCCCCTCTCCATC

: LOE L EEEEEEREREL et b e ey LECEELEELE ettt
Sbjct 15105980 CCAATA-TCACCTTCCCTACTCCCCTTATGGGCTGCGGTGCTTCTACTCCCCTCTCCATC

Query 373 CACAAACCAACCAAGCTATTGGACACATTCCCCTTCTCGCAATTCACCGTTGCATTAACA

. LLCLELECCRRRLReentent  Penei e er PO FEEEeieterenint
Sbjct 15106039 CACAAACCAACCAAGCTATTGAGCACATTCCCCTTGTCGCCATTCACCGTTGCATTAACC

Query 433 AGTGGTCACTCGTCCAATGCACAAACGCACCCTCTCTTCAAG -AAGAAGTAGG - AGAAGG

- L Ll I L I III III
Sbjct 15106099 AGT--TCAC--GTCCCA-GCGTT--CGC- - - - TCTGTTGAAGTAAGG -G

Query 491 GAAAAGACAAAGTCAAATGAGAGAGCAAT TGGAAAGCGCTTGAGAAGGAGAGCATGGAAT

. IIIII IIlIIIIIIIIlIIIIIIIIIII [ I | IlIIIIIlIIIlll
Sbjct 15106146 GCAATTAGGAAGCGATTATGGAGGAGAGCATGGAA

Query 551 GTTCCAGAAACTAAGCCACCTACGCATTAAAATCAGCGCCGLTCTC

TC
) III IIIIlI CELCE EE LRt Lt LELEELEEnl
Sbjct 15106206 TAGARACCAAGCCGCCGACGCATACAAATCTGCGCCGCTCTCTCA

ACTTGCAATTTT
IIIIIIIIIII
CTTGCAATTTT
Query 611 TCGG 614

Sbjct 15106266 TCGG 15106269
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Figura 5: Resultado parcial del alineamiento en BLAST de un contig del ensamblaje de novo de reads del cromosoma
J. Se aprecia que la localizacion de los reads corresponde a la region indicada por el programa Breakdancer.

Ninguna de las otras inversiones propuestas por Breakdancer se ajustaba al
tamafio minimo indicado por los marcadores moleculares, por lo que se
abandono esta linea de estudio.

Tras analizar los SV de los cromosomas J, no se obtuvieron puntos de corte
putativos validos para la inversion Ji1. En ocasiones esta herramienta presenta



limitaciones para detectar inversiones cromosémicas, debido a la presencia de
regiones en tandem o repeticiones invertidas que dificultan el analisis. Cuando
esto sucede, se requiere de andlisis y filtrado adicionales o el uso de lecturas
mas largas que permitan mitigar esta dificultad (43).

4.4. Identificacion y caracterizacion de los puntos de rotura de la
inversion Us.

La herramienta Breakdancer proporcion6 un archivo de texto del cromosoma
analizado con todos los SV encontrados.

Para el cromosoma U, se obtuvo un total de 113 posibles inversiones de las
cuales 66 obtuvieron un score superior a 90.

Los puntos de rotura de la inversion Us estan ubicados entre las secciones 44D
y 49D en el mapa citologico Ust de Kunze-Muhl y Miller (45). Segun los
marcadores citolégicos del cromosoma U cercanos al punto de rotura, Ddc
cercano al punto de corte proximal y dpy cercano al punto de corte distal, la
inversion Ues debia abarcar como minimo la region entre U:7.888.695 y
U:16.420.251. El programa Breakdancer nos mostrd una posible inversion entre
U: 7.714.784 y U: 16.613.873, con lo que situaria a la inversion muy cercana a
los marcadores elegidos. Por lo tanto, se procedio a investigar esta inversion
putativa en profundidad.

Marcador Banda citolégica Posicion fisica
Ddc 44D 7.888.695 — 7.890.041
dpy 49D 16.420.251 — 16.503.087

Tabla 5: Localizacion citolégica en D. subobscura de las regiones de estudio del cromosoma U.

El ensamblaje de novo se realizdé con los reads que mapeaban cerca de los
puntos obtenidos por el programa Breakdancer. En concreto, para el ensamblaje
del cromosoma U se usaron los reads que mapearon hasta 10 Kb a ambos lados
de los puntos de rotura indicados por Breakdancer para asegurar su localizacion.
Se obtuvieron 53 contigs de los cuales, 7 eran mayores a 1Kb.

Para comprobar las coordenadas de dichos contigs en el genoma de referencia,
se realiz6 un alineamiento local en BLAST. Al introducir el contig uno a BLAST,
se observé que una parte del contig mapea en la localizacion U: 7.714.441-
7.725.201 y otra parte en la localizacion U: 16.613.891-16.613.622 en direccion
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contraria. La Figura 7 muestra cOmo la secuencia problema (query) se alinea con
el genoma de referencia (subject), en dos posiciones distintas del genoma de
referencia y en direcciones opuestas.

Range 5: 16613622 to 16613891 GenBank Graphics ¥ Next Match A Previous Match 4 First Match
Score Expect Identities Gaps Strand
460 bits(249) 3e-127 264/271(97%) 1/271(0%) Plus/Minus
Features: erag-associated e3 ubiquitin-protein ligase hrd1a-like
Quer Q CAACAATGTGTGCTCCGAACGCAACTTTGCCCTCAGTGCAGAGCTCCAGTGTGTCATTGT 60

) PELEEELELLL LR e e e ety il
Sbjct (( 1661389T) CAACAATGTGTACTCCGAACGCAACTTTGCCCTCAGTGCAGAGCTCCAGTGTGTTATTGT 16613832
Query 61 GACATACTTTGCCACCCACCCTCCTGATTACTTAAATAGCGCGTTTTTCTGGTTAATAAT 120

. LECLLELEERLEEEeer ittt IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 16613831 GACATACTTTGCCACCCGCCCTCGTGATTACTTAAATAGCGCGTTTTTCTGGTTAATAAT 16613772
Query 121 gttaataataacaaatttata t ataa TTAagaaa, tgcaattatga TTT 180

) LELLLLLELELELEEEEEELLnn| IIIIIIIIIIIII II LTI
Sbjct 16613771 GTTAATAATAACAAATTTATAATAAAGAACT GC TTAIGA I 16613712
Query 181 ATATgtgcaagcaaaaacaatttaat aptAGATTAGGTTGGTATTT(GTGTGCGAGAAAC 240

) [ECECETELETLEELELELnyl IIllIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII 1111
Sbjct 16613711 ATATGTGCAAGCAAAAACAATTTAATAGTAGATTAGGTTGGTATTTCGTGTGC AGAAA 16613652
Query 241 GAGTccatacatttaaat aaa.\atpttg @

) FELLLEEETRLLLELT II
Sbjct 16613651 GAGTCCATACATTTAAA- AAAAATTGTGGTA @
Range 4: 7714441 to 7714769 GenBank Graphics ¥ Next Match A Previous Match 4 First Match
Score Expect Identities Gaps Strand
586 bits(317) 4e-165 325/329(99%) 0/329(0%) Plus/Plus
Features: 3499 pp at 5 side: aminopeptidase n-like isoform x4

3890 bp at 3 side: monocarboxylate transporter 13

Quer @ stgacgtatttace LTITGCCGACACCTTCATTTTTGGTACAAATTTAGCACCATGAAAG 340

; I I IIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIl
Shjct @ GACGTATTTACCTGTTG(CGACAC(TTCATTTTTGGTACAAAITTAG 7714500
Query 341 CTCTTTTGCTCGTTAAGGGAGTTTTGAaagC ‘f?f(f((III? cgaAGGGAATTTGAA 400

; IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIIIIIII LLLELEIELLL ITIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 7714501 CTCTTTTGCTCGTTAAGGGAGTTTTGAAAGCTCTTTTCCTTTGCGAAGGGAATTTGAACA 7714560

Query 401 ctaataaaaactaaatatcaaac ain.. atat ?‘.‘I‘In%’?dd 460
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIII [ELLELEETLETLETLL
TAATAAAAACTAAATATCAAACAAATAAAA

t
I I I [1]
TATATGAATATTGGAA 7714620

I I I I
Sbjct 7714561 ACTAATGAGACAAC

Query 461 ??ataatatat?* atataatttattt .ttmcttatttl(.nttaam ttAAC 520
" N Ay Ay, III (11111
Sbjct 7714621 TGGAAAATATATGGTAAATATAATTTATTTATTTACTTATTTTCAATTAAGAATTAAC 7714680
Query 521 TGCTAGL tatﬁadtati gaa ‘ltdﬁ’wr ATATTCTCACTTCAACGGTCAGTAT 580
) LU LELEETELLLEETTL | IIIIIIIIIIIIIIIIIII [LLLLLLLETEELL L
Sbjct 7714681 TGCTTGTTATGGAATATGGAATAGGAATAAATATCATATTCTCACTTCAACGGTCAGTAT 7714740

Query 581 CATTTCTTCTATTTACCGAAGCCTCAAGA

) [ TLELRLELEREEEEEetr Ceneretl
Sbjct 7714741 CTTTTCTTCTATTTACCGAAACCTCAAGA @

Figura 6: Alineamiento parcial en BLAST del primer contig obtenido tras el ensamblaje de novo de los reads del
cromosoma U.

El resultado obtenido evidencia la existencia de la inversién Us, cuyo punto de
rotura proximal se encuentra cercano a la posicion U: 7.714.441 y punto de rotura
distal cercano a la posicion U:16.613.622 (Figura 7).
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‘ 7.714.441 ‘ ‘ 7.725.201 ‘_"‘ -
BLAST
2l N
|
—_— —
A C B D
Punto de rotura proximal Punto de rotura distal

Figura 7: Representacion esquematica de la identificacion del punto de rotura distal de la inversién Us. Las lineas roja,
amarilla, azul y verde respectivamente corresponden a los fragmentos alineados del genoma de referencia de D.
subobscura UCBerk_Dsub_1.0 con la secuencia de analisis OF28. La flecha roja corresponde al contig nimero uno del
ensamblaje de novo alineado con el genoma de referencia. Las lineas cruzadas unen las secuencias homologas.

El ensamblaje de genomas casi completos y altamente contiguos permite
estudiar a fondo regiones gendmicas de alta divergencia (52). El ensamblaje de
novo de los reads de la cepa OF28 (Ui+2+6) ha permitido detectar el punto de
rotura distal de la inversion Us, ya que ha construido un contig que atraviesa el
punto de rotura y mapea un fragmento en cada extremo de la inversion en el
genoma de referencia (Ui+2). Sin embargo, se esperaba encontrar otro contig
gue atravesase el segundo punto de rotura, el cual, no ha sido detectado.
Diversos estudios que han caracterizado puntos de rotura para la especie D.
subobscura (34,35,53-55), han observado regiones duplicadas como
consecuencia de mecanismos de rotura escalonada y posterior reparacion.
Cuando una inversion se forma por el mecanismo de rotura escalonada, la
reparacion de los extremos cohesivos forma duplicaciones en orientacion
opuesta flanqueante a la inversion (11). Este mecanismo crea zonas con
duplicaciones que pueden dificultar el ensamblado de los reads de lllumina en
los genomas con inversiones.

Aunque en D. melanogaster se ha descrito la caracterizacion de algunas
inversiones por este sistema (14), D. subobscura presenta un nivel de
polimorfismos mucho mayor y, en consecuencia, los mecanismos de generacion
de inversiones podrian ser ligeramente distintos implicando una mayor dificultad
en su deteccion.

Por esta razén se analizaron los contigs en busca de zonas repetidas. La
herramienta RepeatMasker detectd repeticiones simples. No se aprecio
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problemas por duplicaciones en los extremos de los contigs que expliquen
dificultad en unirse entre ellos.

También se compararon con BLAST los contigs obtenidos en el ensamblaje de
NOVO consigo mismos para comprobar si existian zonas repetidas. Se observé
que el contig uno se alineaba con el contig siete en la regidén correspondiente a
U:16.613.622-16.613.891, region D del punto de rotura distal de la inversion Us
(Figura 8). A continuacion, se alined este contig siete en el genoma de referencia
D. subobscura UCBerk Dsub_1.0 y se comprobdé que esta secuencia se
alineaba de forma continua en la region CD del genoma de referencia. Esto
parece indicar, que como minimo, el fragmento U:16.613.622-16.613.891 se ha
duplicado a ambos lados de la inversion. La duplicacion detectada a ambos lados
del punto de rotura evidencia la posibilidad del origen de la inversion a través del
mecanismo NHEJ (rotura escalonada). No se pudo detectar la longitud del
fragmento duplicado, debido a la pequefa longitud ensamblada en la region D.

|
7714481 | 7725201 | “.‘.""‘ -
——» Contig_7
BLAST - -
|- .Cont'\g71
-
A C B D

Figura 8: Representacion esquematica de la identificacion del punto de rotura distal de la inversion Us. Las flechas rojas
representan los contig 1 y 7 alineados. Corresponde a secuencias duplicadas que sefialan la evidencia del origen de la
inversion por NHEJ y rotura escalonada.

A continuacion, se busco posibles inserciones del elemento transponible SGM y
se detecto alineamiento parcial de SGM con varios de los contigs obtenidos.
También se alined con las regiones AB y CD de genoma de referencia D.
subobscura UCBerk_Dsub_1.0. En este caso se observo la presencia de un
elemento practicamente intacto justo a 40 nucleétidos del punto de rotura
proximal (AB) de la inversion Us.
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Estos resultados podrian explicar el hecho de no haber obtenido un contig que
atravesase el punto de corte proximal de la inversion Us. El contig que se
esperaba encontrar como AC podria presentar secuencias SGM en el extremo
Ay duplicaciones resultantes del mecanismo de rotura escalonada de la region
D en su extremo C, que hayan dificultado el ensamblado de novo de esta region.

Las secuencias genomicas repetitivas, a menudo dificultan la determinacion de
los puntos de corte precisos mediante secuenciacion de lecturas cortas y es
necesario utilizar otras estrategias que faciliten su deteccibn como secuenciacion
de lecturas largas (56).

4.5. Caracterizacion genética de la regiéon flangueante de los puntos
de rotura de lainversion Us

Se estudiaron los genes codificantes que flanquean a los puntos de rotura. Para
el punto de rotura proximal de la inversion Us, en la region flanqueante fuera de
la inversibn se encontr6 el gen CG31177 que codifica a la proteina
aminopeptidasa N. En la region flanqueante dentro de la inversion se encontrd
el gen CG14196 que codifica a la proteina transportadora de monocarboxilato
13. Ambos genes se encuentran cercanos al punto de rotura proximal, localizado
en la region 7.714.441, pero no sufren ninguna rotura y, por consiguiente, no se
espera la pérdida de su funcion (Tabla 6).

Para el punto de rotura distal de la inversion Us, en la region flanqueante fuera
de la inversién se encontrd el gen sip3 que codifica a la proteina ubiquitina-
proteina ligasa E3 HDR1A con degradacion asociada al reticulo endoplasmético
(ERAD). En la region flanqueante dentro de la inversion se encontré el gen
alphaTry que codifica a la proteina trypsina-1. Ambos genes se encuentran
cercano al punto de rotura distal, localizado en la regién 16.613.622 tras el
ensamblaje de novo, pero no sufren ninguna rotura, ya que se encuentran
alejados de dicho punto (Tabla 6). Sin embargo, la region del punto de rotura que
detecta Breakdancer difiere en algunos nucle6tidos con respecto al encontrado
tras el ensamblaje de novo y posterior alineamiento en BLAST. La posicion
detectada por Breakdancer fue 16.613.873 y dicha posicidbn se encontraria
dentro del gen sip3, por lo tanto, la inversion podria provocar una posible rotura
del gen y la posible inactivacion de este.
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Nombre dela Posicibn Componente Funcion Proceso

proteina/Gen fisica celular molecular biolégico
Actividad Proceso
metaloaminopeptidasa catabdlico de
Amilopeptidasa N 7.709.001- Citoplasma peptidos
(CG31177) 7.712.193 union de péptidos
Protedlisis

union de iones de zinc

Transportador de 7.718.659- Membrana Actividad del Transporte de
monocarboxilato 7.721.361 transportador acido
13 (CG14196) transmembrana de monocarboxilico

acido monocarboxilico

Tripsina-1 16.585.786- Espacio Actividad serina- Protedlisis
(AlphaTry) 16.586.867 extracelular hidrolasas
Respuesta de
proteina
Citoplasma desplegada del
op RE
Ubiquitina Reticulo Actividad de la .
proteina ligasa E3 endoplasmatico proteina ligasa de la Ho’rln?osta&z de
HRD1A asociadaa  16.613.805- ubiquinina C?nijeas‘?":g?esre
ERAD (Sip3) 16.614.348 Mebrana del
reticulo Unién de iones zinc

Ubiquitinacién

endoplasmatico .
proteica

Fijacion de la proteina

Membrana 53
> Regulacion de

traslacion de la
respuesta al
estrés del RE

Tabla 6: Caracteristicas generales en términos GO de los genes flanqueantes a la inversiéon U6.

Los puntos de corte de las inversiones cromosomicas han sido ampliamente
estudiados debido a que alteraciones en la estructura de los cromosomas
pueden afectar a la expresion del genoma. Se han estudiado las regiones
flanqueantes a las inversiones caracterizadas y ningun punto de rotura corta
ningun gen. Si se observa una proteina flanqueante al punto de rotura distal, que
segun el programa Breakdancer podria haberse fragmentado. Sin embargo, se
observan caracteristicas esenciales, lo cual nos da a pensar, que la inactivacion
de dicho gen provocaria la letalidad recesiva.

Diversos estudios han evaluado las consecuencias fenotipicas asociadas a la
rotura de genes como consecuencias de los polimorfismos por inversion y
mostraron que mayoritariamente, los fenotipos no se ven gravemente afectados.
Sin embargo, si estos puntos de rotura fragmentan un gen, esto puede provocar
su inactivaciéon y como consecuencia provocar letalidad recesiva o esterilidad.
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No obstante, para sorpresa de muchos investigadores, existen roturas de genes
gue provocan pérdidas de funcion, pero no letalidad para el individuo (56).

Por esta razon seria interesante seguir el estudio, pues a pesar de ser una
inversion poco frecuente, su estudio podria explicar la razén de su frecuencia y
ayudar a entender el caracter evolutivo de la especie D. subobscura.

5.Conclusiones y trabajos futuros

5.1. Conclusiones

Los resultados obtenidos en el presente estudio han permitido desarrollar una
pipeline valida para la deteccion de puntos de rotura de inversiones
cromosOmicas. Se ha conseguido caracterizar los puntos de rotura de la
inversion Us y estudiar a nivel molecular su estructura. Por el contrario, no se
pudo identificar los puntos de rotura de la inversion Ji1, ya que Breakdancer no
proporcion6é ninguna coordenada coincidente con la region delimitada por los
marcadores caracterizados previamente. A pesar de ello, se ha llevado a cabo
un estudio que podra ser de interés para la comunidad cientifica ya que podré
facilitar la caracterizacion de polimorfismos por inversion a nivel bioinformatico.

En relacion a los resultados obtenidos, se puede concluir lo siguiente:

1. La caracterizacién de los puntos de rotura de las inversiones Ji1y Us ha
sido un proceso dificultoso debido a que D. subobscura es una especie
altamente polimorfica. No obstante, se han obtenido resultados
satisfactorios para la inversion Us, la cual ha podido ser caracterizada
molecularmente.

2. El analisis de la estructura de la inversion Us ha revelado que el
mecanismo por el cual se ha originado la inversion fue NHEJ y rotura
escalonada.

3. No se ha detectado ningun gen fragmentado como consecuencia del
origen de la inversion Us. No obstante, ser& necesario realizar andlisis en
el laboratorio que corroboren los puntos de rotura localizados y
caracterizar con precision dichos puntos para poder asegurar este hecho.

4. No se pudo caracterizar los puntos de rotura de la inversién Ji1y como
consecuencia no se pudo estudiar los genes contenidos en dicha
inversibn 'y su caracter adaptativo relacionado con factores
microclimaticos. Resulta complicado caracterizar a nivel molecular los
puntos de rotura debido a que estan compuestos por regiones altamente
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repetitivas, lo cual dificulta el proceso de ensamblaje utilizando
tecnologias de secuenciacion de lectura corta.

5.2. Trabajos futuros

No se ha conseguido obtener ningun punto de rotura para el cromosoma J, pero
se plantean posibles estudios futuros:

. Repetir el procedimiento bioinformatico, pero utilizando otras lineas
secuenciadas, para comprobar si el problema reside en la secuenciacion de la
linea OF28.

e Repetir el procedimiento bioinformatico, pero utilizando datos de
ultrasecuenciacion de lecturas largas que ayuden al ensamblado de regiones
conflictivas.

Solo se consiguié obtener uno de los puntos de rotura para la inversién Us en la
ordenacion invertida, pero se plantean estudios posteriores para comprobar la
validez del punto de corte detectado:

. Realizar un ensayo de PCR donde disefar oligonucleétidos flanqueando
los puntos putativos reflejados por Breakdancer para intentar amplificar la
secuencia flanqueada por PCR usando secuencias conservadas entre el
genoma de referencia y los contigs que se han obtenido al ensamblar de novo
los reads de lllumina y usando distintas parejas.

5.3. Seguimiento de la planificacion

La planificacion del estudio no se llevé a cabo tal y como se habia planteado al
comienzo del estudio. El calendario se retras6 debido a la falta de bibliografia
disponible para la realizacién del protocolo bioinformatico. Al inicio del estudio,
se utilizé como modelo el articulo publicado por Corbett-Detig y colaboradores
(14), pero al iniciar la busqueda de la pipeline para el proceso de localizacion de
puntos de rotura, esta no se encontraba disponible, por lo tanto, se tuvo que
buscar otros articulos relacionados (44). Se encontraron varios programas de
deteccién de SNVs. Finalmente se utilizd Breakdancer, una herramienta para la
deteccién de variaciones estructurales, que presentaba buenos resultados en la
deteccién de inversiones cromosémicas y una facil instalaciéon. La busqueda de
programas alternativos retrasé el calendario.

El resto del proceso de caracterizacion de inversiones se siguid como el

planteado al comienzo del proyecto, sin embargo, no se obtuvieron los resultados
esperados y, por lo tanto, se plantearon tareas nuevas no planteadas en la
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planificacion inicial. Se utilizé la herramienta RepeatMasker y se realizé un
alineamiento con el elemento transponible SGM en busca de secuencias
repetidas que explicasen los motivos por lo que no se obtuvieron los resultados
esperados.

A pesar de estos cambios, el estudio se ha llevado a cabo correctamente,
obteniéndose resultados prometedores e interesantes, aunque no fueran los
esperados.
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6.Glosario

BLAST — Basic Local Alignment Search Tool. Herramienta basica de busqueda
de alineacion local.

CDS - Coding Sequence. Region de codificacion de un gen son regiones de
ADN que codifican a proteinas.

Contig — Conjunto de secuencias que se superponen de tal forma que de forma
continua representan una regién genémica.

D. subobscura- Drosophila subobscura. Especie de mosca de la fruta de la
familia Drosophilidae

NAHR — Non-allelic homologous recombination. Recombinacién de extremos no
homélogos.

NCBI — The National Center for Biotechnology Information. Centro Nacional de
Informacién Biotecnoldgica.

NGS — Next Generation Sequencing. Término para identificar una nueva
tecnologia de secuenciacion de dltima generacion.

NHEJ — Non-homologous end joining. Union de extremos no homdélogos.

OF28 — Linea homocariotipica de D. subobscura para todos sus cromosomas
con ordenaciones Ast, J1, U1+2+6, Est y Ost.

Read — Lectura en espafiol, es una secuencia de pares de bases que
corresponde a la totalidad o a parte de un fragmento de ADN, formado mediante
secuenciacion.

Read paired-end — Secuencia de extremos emparejados son secuencias que se
obtienen mediante un mecanismo de secuenciacién por el cual se secuencian
ambos extremos de un fragmento y genera datos de secuenciacion alineables
de alta calidad.

SV — Structural Variation. Variacion estructural.

UCBerk_Dsub_1.0 - Ensamblado de Drosophila subobscura a nivel de scaffolds
de la Universidad de California en Berkeley.
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