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diferentes a la observada por los cultivares de caña de azúcar, como, por ejemplo, que el 

desarrollo de brotes empieza antes del crecimiento de las raíces, sin embargo, poseen un 

desarrollo rápido y vigoroso, superando el volumen de raíces de la caña de azúcar (Abreu et al. 

2020).  

Acevedo et al. (2017) estudiaron las genealogías de 16 cultivares utilizados en la provincia 

de Tucumán (nueve argentinos y siete proveniente de Estados Unidos) y encontraron que todos 

ellos difieren en la proporción de especies fundadoras. También confirmaron que S. officinarum 

es el mayor contribuyente, seguido por S. barberi, y S. spontaneum. Además, LCP 85-384, el 

genotipo más cultivado (67,7%, según Ostengo et al. 2021) en Tucumán, tiene 3 genotipos de 

sorgo en su genealogía (Sorghum bicolor cv Wiley, TADA y Rex) (Acevedo et al. 2017).  

 

Generalidades de la caña de azúcar 

La caña de azúcar es un cultivo de gran importancia económica en el mundo (1.949.310.108 

toneladas producidas al año) y es el cultivo azucarero más importante de Argentina (Walton 

2020). La superficie plantada en Argentina con este cultivo es de aproximadamente 350.000 

ha, siendo el cultivo industrial de mayor extensión en el país (INDEC, 2021). Tucumán es la 

provincia que posee la mayor extensión de superficie plantada con este cultivo (73%), 

seguida por las provincias de Salta (17%) y Jujuy (9%) (Benedetti, 2018). El porcentaje 

restante se divide entre las provincias de Santa Fe (0.8%) y Misiones (0.4%) (Benedetti, 

2018). Los datos más recientes del Censo Nacional Agropecuario indican que Argentina 

registra 3200 explotaciones dedicadas al cultivo de caña de azúcar (INDEC, 2021). El sector 

agroindustrial vinculado a este cultivo destaca sobremanera en el ámbito social debido a 

que está representado por un gran número de explotaciones pequeñas y medianas que 

resultan un eslabón fundamental en el desarrollo de las economías regionales del NOA y 

NEA (INDEC, 2021).  
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energético muy favorable al considerar toda la cadena productiva, ya que la cantidad de energía 

obtenida es significativa en comparación con la invertida (Acevedo et al. 2021). Además, la 

materia prima está disponible durante un largo período, ya que el contenido de fibra no varía 

considerablemente a lo largo del crecimiento, lo que la convierte en una opción económica a 

largo plazo (Matsuoka et al. 2014). La producción de bioetanol de primera generación a partir 

de la fermentación de jugos o melazas es muy atractiva para la industria energética.  

En la campaña 2018/2019, la producción nacional alcanzó los 16,8 millones de toneladas 

de azúcar y 4,7 millones de toneladas de bioetanol 1G. En la provincia de Tucumán en el 2020 

se registraron 260.800 hectáreas cultivadas, que producirán 1,4 millones de toneladas de azúcar 

(78% de la producción total argentina) y más de 300.000 metros cúbicos de etanol (Di Pauli et 

al.2021). Además, en esta provincia se encuentran 15 de los 22 ingenios azucareros del país 

(Ministerio de Hacienda, 2018), algunos de los cuales también producen bioetanol 1G. Los 

ingenios en Tucumán son: Bella Vista, Concepción, Famaillá, La Corona, La Florida, La Trinidad, 

Leales, Marapa, San Juan, Santa Bárbara y Santa Rosa. En Salta se ubican Alconoa S.R.L. y Bio 

San Isidro S.A., y en Jujuy, Bio Ledesma S.A. y Río Grande (García et al. 2020).  

Otra aplicación energética de la caña de azúcar es la producción de briquetas de carbón a 

partir del residuo agrícola de cosecha. Después de la cosecha, quedan aproximadamente 15 

toneladas (peso fresco) por hectárea de residuo agrícola en el campo (García et al. 2020). 

También se aprovecha el bagazo, un subproducto de la industria azucarera, para la cogeneración 

de energía en las calderas de los ingenios. El excedente de energía generado, equivalente a 100 

MW, se integra al sistema energético argentino (García et al. 2020). El aumento del contenido 

de fibra en los materiales de caña energía, incorporados a los programas de mejoramiento, 

ofrece ventajas importantes como una mayor vigorosidad y rusticidad. Esto incrementa la 

resistencia a varios factores de estrés, aportando beneficios económicos y ambientales. Una 

mejor adaptación a regiones marginales evita la competencia por tierras destinadas a la 

producción de alimentos, y su baja demanda de fertilizantes y pesticidas reduce el impacto 

ambiental (Carvalho-Netto et al. 2014). Sin embargo, el aumento de fibra afecta negativamente 

la degradabilidad de la pared celular, por lo que es fundamental caracterizar los materiales para 

lograr un equilibrio entre el aumento de biomasa y la eficiencia de conversión en 

biocombustibles (García et al. 2023b).   
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Estructura celular del tallo de la caña de azúcar  

Para comprender los procesos bioquímicos y fisiológicos que influyen en las funciones de 

los tejidos y órganos, así como los rasgos que integran funciones en toda la planta, es necesario 

dilucidar los procesos de desarrollo y regulaciones de células individuales que componen tejidos 

complejos. La genómica, transcriptómica, proteómica y metabolómica permiten cuantificar las 

funciones de las redes reguladoras de genes y proteínas en órganos, tejidos y células durante el 

desarrollo y en respuesta a perturbaciones ambientales (Fu et al. 2023). El resultado de esta 

información es la capacidad de realizar modificaciones genéticas centradas en la obtención de 

fenotipos de interés con mayor productividad, resistencia a estreses bióticos o abióticos, o la 

síntesis de nuevos compuestos (de Carvalho et al. 2019). 

El segmento cosechable de la planta de caña de azúcar es su tallo, una estructura 

compuesta por una sucesión de nudos y entrenudos cilíndricos alternados. Los entrenudos, que 

son las porciones del tallo situadas entre dos nudos, exhiben una disposición que contribuye a 

la morfología general de la planta. Dentro de la región central, denominada médula, se 

encuentran células del parénquima, que se caracterizan por su notable tamaño en comparación 

con las células de los tejidos circundantes (Glyn et al. 2004). La actividad de división y expansión 

celular en este tejido específico desempeña un papel fundamental en el aumento dimensional, 

tanto en sentido radial como longitudinal (Moore et al. 2014).  

El sistema vascular, que incluye el xilema y el floema, resulta crucial para el transporte de 

nutrientes y agua (Carlquist et al. 2011). El xilema de las monocotiledóneas exhibe 

características únicas, como elementos vasculares con paredes con un patrón de engrosamiento 

en forma escalonado, que se forma debido a la deposición de materiales como lignina y otros 

compuestos estructurales durante el desarrollo de la célula. Esto proporciona resistencia y 

soporte a los elementos del xilema, permitiendo así una eficiente conducción de agua y 

nutrientes a través de la planta. Este tipo de estructura es característico de las 

monocotiledóneas y contribuye a su adaptación a diferentes condiciones ambientales. La 

disposición ordenada de los haces vasculares en los tallos indica una organización específica que 

favorece su crecimiento general (Fukuda et al. 2018). 

Las paredes celulares de las plantas evolucionaron para evitar el ataque de patógenos, 

asegurar la rigidez de la planta y reducir la pérdida de agua (Moore et al. 2014). Presenta una 

estructura compleja compuesta por polisacáridos, proteínas, enzimas, polímeros fenólicos y 

otros elementos secretados por la célula. Su matriz, con la capacidad de lignificarse, se compone 

principalmente de hemicelulosas, pectinas y glucoproteínas estructurales. Las hemicelulosas, 

son polisacáridos no celulósicos que recubren y cristalizan las fibrillas de celulosa, formando 
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cadenas cohesionantes o actuando como recubrimiento resbaladizo. La combinación de 

microfibrillas mediante hemicelulosas forma macrofibrillas sólidas. Las pectinas y las 

hemicelulosas (homogalacturonanos, rhamnogalacturonanos, arabinanos, galactanos) 

contribuyen a la unión de microfibrillas y mantienen la hidratación en paredes celulares jóvenes 

(Ferreira et al. 2016). Las sustancias incrustantes como lignina, cutina y suberina aportan rigidez 

e impermeabilidad. También están presentes los mucílagos, ricos en polisacáridos. Los 

compuestos pécticos y proteínas estructurales, ricas en serina e hidroxiprolina, vinculadas con 

azúcares, contribuyen a la fuerza mecánica de la pared. Aunque el papel exacto de las proteínas 

estructurales no se comprende completamente, se sugiere que actúan como elementos de 

unión, formando cadenas que conectan otros componentes (Chang et al. 2022).  

 

Generalidades de las técnicas genómicas 

El estudio inicial de los genomas de las plantas se llevó a cabo mediante marcadores 

moleculares de bajo rendimiento, como los polimorfismos de longitud de fragmentos de 

restricción (RFLP), o amplificados (AFLP), amplificación aleatoria de ADN polimórfico (RAPD), y 

marcadores de secuencia expresada (o EST por la sigla en inglés expressed sequence tag). Esto 

proporcionó información sobre la organización y el contenido de los genomas, así como sobre 

la funcionalidad de los genes y del ADN no codificante, pudiendo determinar su ubicación 

precisa (Thirugnanasambandam et al. 2018). Estos marcadores se caracterizan por su precisión, 

reproducibilidad y, en algunos casos, neutralidad. Los ejemplos en la caña de azúcar involucran 

proyectos que han identificado la asociación de varios marcadores como RFLP, AFLP, 

microsatélites (SSR) y marcadores por PCR para generar mapas genéticos o utilizarlos para 

evaluar la presencia de un gen, como por ejemplo al gen resistente a la roya (Bru1) (Asnaghi et 

al. 2004; Costet et al. 2012; Balsalobre et al. 2017; Yang et al. 2018).  

Los polimorfismos de un solo nucleótido (o SNPs por las siglas en inglés Single Nucleotide 

Polymorphism) se refieren a las variaciones de una sola base en la secuencia de ADN que ocurren 

comúnmente en sitios homólogos a lo largo del genoma. Este fenómeno es frecuente y tiene 

diversas aplicaciones en genética, incluyendo la identificación de alelos vinculados a 

enfermedades, estudios poblacionales y la creación de mapas de ligamiento de alta densidad. 

En el ámbito de las plantas cultivables, se ha investigado exhaustivamente la presencia y utilidad 

de los SNPs como marcadores moleculares. Estos marcadores son ideales debido a su herencia 

codominante, excelente reproducibilidad, asignación cromosómica específica y distribución a lo 

largo de todo el genoma. Los SNPs revelan polimorfismos que podrían pasar desapercibidos con 



Catalina Molina   Introducción general 

P á g i n a 20 | 144 

 

otros métodos, y su capacidad de automatización los convierte en herramientas ideales para un 

genotipado eficiente y de alto rendimiento (Parida et al. 2016).  

Con la llegada de las tecnologías de NGS, los marcadores SNPs cobraron mayor relevancia 

por su eficiencia ya que pueden automatizarse fácilmente y proporcionar información a lo largo 

de todo el genoma. Debido a su abundancia en el genoma y a su bajo costo de detección, los 

marcadores SNPs han superado el uso de los microsatélites, aunque estos sigan utilizándose por 

ser altamente informativos. Se sabe que los SNPs aparecen con frecuencias que oscilan entre 

uno por cada 100-500 pb en los genomas de las plantas, y que la cantidad varía entre especies. 

Cuando un nucleótido de una accesión difiere del genoma de referencia en la misma localización 

nucleotídica, se detecta un SNP. En ausencia de un genoma de referencia, se detecta una 

variación comparando lecturas de diferentes genotipos mediante metodologías de ensamblado 

de novo. Los SNPs se han convertido en los marcadores preferidos del agro, debido a su densidad 

en el genoma, a su capacidad para identificar el dosaje alélico, con baja tasa de error, y un 

relativo bajo costo (Manimekalai et al. 2020).  

Los SNPs tienen una ventaja significativa sobre otros tipos de marcadores en los poliploides 

como la caña de azúcar porque son codominantes, están extendidos por todo el genoma y 

pueden determinar el número de copias de cada alelo en un locus polimórfico dado (dosaje 

alélico) a través de los subgenomas (más de dos cromosomas por grupo homeólogo) (García et 

al. 2013). A su vez, se cree que el dosaje alélico está implicado en la variación de la expresión 

génica y, por tanto, en la variación fenotípica causada por la abundancia relativa de cada alelo 

(García et al. 2013). Aitken (2021) ha publicado recientemente una revisión exhaustiva de SNPs 

y otros marcadores moleculares en caña de azúcar. La implementación de SNPs y datos 

fenotípicos ayuda a identificar las correlaciones entre estas variantes y los loci de rasgos 

cuantitativos, asociaciones que pueden ser potencialmente útiles para futuros programas de 

mejoramiento de la caña de azúcar (You et al. 2019; Yadav et al. 2021; Mahadevaiah et al. 2021). 

La introducción de enfoques como genotipificación por secuenciación (GBS) y otras 

tecnologías NGS ha dado lugar a un crecimiento significativo en el número de especies 

secuenciadas, en particular las especies no modelo, así como el número de marcadores 

disponibles para el análisis (Koseva et al. 2017). En comparación con las tecnologías anteriores, 

permiten construir mapas de ligamiento genético más densos, valiosos en escenarios donde los 

sistemas alternativos de marcadores de alta densidad son inviables (costosos de desarrollar y 

probar). Las técnicas GBS aprovechan las bibliotecas de representación reducida de las 

plataformas Illumina y pueden utilizarse sin un genoma de referencia para la detección de SNPs 

(Balsalobre et al. 2017).  
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Generalmente, los errores de genotipado causados por una baja cobertura de 

secuenciación se eliminan mediante filtrado, por ejemplo, marcando como ausentes los 

genotipos que poseen una profundidad de lectura inferior a algún valor umbral o descartando 

variantes mediante criterios de calidad establecidos (Blischak et al. 2017). Sin embargo, esto 

requiere una secuenciación más profunda, lo que se traduce en un menor número de individuos 

secuenciados y un menor número de loci utilizados a un costo determinado, pudiendo dejar una 

parte considerable de los datos originales inutilizables. Se han desarrollado varias técnicas para 

imputar genotipos faltantes y corregir genotipos erróneos en datos de secuenciación genómica 

de baja profundidad de lectura (Fu 2014; Hundia et al. 2022); pero estos algoritmos están 

diseñados exclusivamente para poblaciones consanguíneas. Otro problema es la presencia de 

errores de secuenciación, lo que lleva a inflar las distancias genéticas si no se tiene en cuenta. A 

diferencia de los errores producidos por una baja profundidad de lectura, los errores de 

secuenciación pueden hacer que los homocigotas se etiqueten como heterocigotas (Bilton et al. 

2018). 

El mejoramiento vegetal ha incorporado, en los últimos años, la utilización de la selección 

asistida por marcadores moleculares, fundamentalmente a través de técnicas de genotipado 

como los microarreglos de SNPs o GBS (Manimekalai et al. 2020). Al comparar los dos procesos, 

cada uno ofrece ventajas y desventajas para su aplicación en la caña de azúcar. Los microarreglos 

de SNPs son más fáciles de usar, siendo más sencilla también la interpretación de los datos, sin 

necesidad de un análisis bioinformático significativo. Estos son una herramienta muy utilizada 

en biología molecular para estudiar los genomas, ya que contienen miles o incluso millones de 

sondas de ADN dispuestas en una disposición ordenada diseñadas a medida por los 

investigadores. Estos microarreglos tienen una amplia gama de usos, como pueden ser los 

estudios de diversidad genética en caña de azúcar. Los marcadores SNPs de los poliploides que 

se representan en el microarreglo se determinan mediante la selección de variantes, el dosaje 

de alelos y la validación dependiendo de la calidad. De esta forma, se desarrolló un microarreglo 

de SNPs (Axiom Sugarcane 100K) utilizado para crear mapas genéticos de caña de azúcar e 

identificar QTL vinculados a la resistencia al virus de la hoja amarilla (You et al. 2019). Sin 

embargo, son de elevado costo inicial, al ser diseñados con sondas específicas tienen capacidad 

limitada para adaptarse a nuevas variedades y dependen mucho de la información genómica 

disponible (Manimekalai et al. 2020). Para que un microarreglo de SNPs tenga una 

representación efectiva en caña de azúcar, es necesario una cantidad significativa de datos de 

secuenciación debido a la ploidía y al tamaño de su genoma. Cuando se dispone de un 

microarreglo SNPs de alta densidad o de un microarreglo específico para un rasgo, el análisis de 
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datos y el genotipado pueden llevarse a cabo sin ambigüedades. A pesar de esta ventaja, los 

SNPs de los microarreglos representan una muestra sesgada de todos los SNPs que segregan en 

la población de interés, mientras que con GBS no existe esta limitación. Se ha demostrado que 

GBS es un mejor enfoque para especies no modelo, ya que no requiere genoma de referencia, 

aunque tiene limitaciones computacionales cuando se analizan conjuntos de datos muy grandes. 

Por otro lado, el enfoque GBS requiere el uso de una rutina bioinformática especializada para 

analizar los resultados para la detección de variantes dentro de la población secuenciada 

(Rochette et al. 2019).  

 

Análisis multivariados aplicados a datos genómicos 

Para el análisis de datos genómicos, existen cuatro métodos principales que permiten 

inferir relaciones filogenéticas y entender la evolución molecular: la estimación de la parsimonia, 

los métodos de distancia, la máxima verosimilitud y el análisis bayesiano (Palacio et al. 2020). 

Los métodos de estimación de la parsimonia buscan la simplicidad en la explicación de la 

evolución, minimizando el número de cambios evolutivos necesarios para explicar las 

diferencias observadas en las secuencias. Esto se logra mediante la identificación de 

características compartidas entre grupos de organismos (Smith 2019). Los métodos de distancia, 

como el método de neighbor-joining, calculan distancias evolutivas entre secuencias y 

construyen árboles filogenéticos basados en estas distancias. Aunque son rápidos 

computacionalmente y útiles para grandes conjuntos de datos, su validez filogenética puede ser 

cuestionada debido a las limitaciones en la interpretación de las distancias evolutivas (Palacio et 

al. 2020). La máxima verosimilitud y el análisis bayesiano son métodos probabilísticos que 

modelan la evolución molecular y buscan el árbol filogenético que maximiza la probabilidad de 

observar los datos. La máxima verosimilitud asume que los datos observados son más probables 

bajo un conjunto particular de parámetros del árbol y del modelo evolutivo, mientras que el 

análisis bayesiano incorpora información a priori sobre los parámetros y actualiza estas 

creencias en función de los datos observados (Felsenstein 2004; Chen et al. 2014). 

 

Mapas de ligamiento 

Los mapas de ligamiento se utilizan para analizar loci de rasgos cuantitativos (QTL), 

comprender los procesos evolutivos, evaluar la colinealidad del genoma y comprender los 

procesos meióticos. La construcción de estos mapas se basa en la detección de eventos de 

recombinación entre sitios genómicos y la cuantificación de las fracciones de recombinación de 
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a pares de loci. Este fenómeno es fácilmente apreciable en organismos diploides, donde las 

cromátidas hermanas intercambian segmentos después de una duplicación homóloga. Al 

comparar la composición cromosómica de parentales y progenies, la presencia de marcadores 

informativos, como los SNPs, permite determinar la fracción de recombinación entre pares de 

loci. Para organismos poliploides, la generación de mapas de ligamiento es más desafiante. A 

diferencia de los diploides, donde un marcador bialélico proporciona información completa para 

distinguir entre los dos alelos presentes en un par de homólogos, en los poliploides se deben 

considerar las proporciones de dosis alélicas. Estas limitaciones dificultan la evaluación de los 

eventos de recombinación durante la meiosis, especialmente a medida que aumenta el nivel de 

ploidía. Para obtener información multialélica en especies poliploides, es necesario tener en 

cuenta las frecuencias de recombinación, estimar las configuraciones de fase y reconstruir los 

haplotipos tanto de los progenitores como de los individuos de la población. (Wu et al. 2002; 

Margarido et al. 2007; Serang et al. 2012) 

El limitado número de divisiones meióticas desde los primeros cruzamientos artificiales que 

condujeron a los cultivares modernos (entre 15-20 genotipos) ofreció escasas oportunidades 

para la recombinación de cromosomas de las especies fundadoras (Yadav et al. 2020). Además, 

se ha hipotetizado que la escasez de cromosomas recombinantes se debe al reducido número 

de individuos fundadores de S. officinarum y S. spontaneum. Como resultado, persiste un alto 

desequilibrio de ligamiento entre los cultivares modernos y una base genética estrecha en el 

germoplasma moderno de caña de azúcar, como se ha confirmado en una muestra de cultivares 

de la Isla Mauricio, donde ciertos haplotipos cromosómicos permanecen significativamente 

conservados en regiones de hasta 10 centiMorgans. Este descubrimiento podría facilitar la 

identificación y localización de genes relacionados con características de interés. En los 

programas de mejoramiento modernos, se sigue utilizando ampliamente material genético 

relativamente antiguo (>50 años) en diseños de cruzamientos para crear nuevas variedades, 

razón por la cual ha habido pocas oportunidades para la recombinación cromosómica a partir 

de los fundadores originales (Yadav et al. 2020).  

Aunque la poliploidía complica el mapeo, el alto desequilibrio de ligamiento, en 

comparación con otros genomas, puede ofrecer algunas ventajas, como la posibilidad de 

trabajar con una baja densidad de marcadores para la construcción de mapas genéticos. Sin 

embargo, el desarrollo de un mapa saturado de baja densidad para la caña de azúcar requiere 

un esfuerzo considerablemente mayor que para un diploide. La cobertura de marcadores en los 

cultivares actuales es desigual, con los cromosomas de S. spontaneum siendo más densamente 

cubiertos que los de S. officinarum (Grivet y Arruda 2002). Se han propuesto nuevos modelos 
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teóricos para una extracción más precisa y exhaustiva de la información para el mapeo en 

especies poliploides complejas (Mollinari et al. 2019). 

 

Genética del cultivo 

El genoma monoploide de la caña de azúcar (cultivar R570) posee un tamaño que oscila 

entre 760 y 926 Mb, que es casi el doble del tamaño del genoma del arroz (389 Mb) y similar al 

del sorgo (760 Mb) (Garsmeur et al. 2018). A través de un estudio por citometría de flujo se 

determinó que la caña de azúcar tiene un gran genoma de casi 3,80-10,96 pg. (Manimekalai et 

al. 2020). Además, es un cultivo aneuploide, donde cada individuo exhibe pérdidas variables de 

cromosomas, lo que resulta en una de las principales razones por las cuales el número total de 

cromosomas varía entre los distintos genotipos (Vieira et al. 2018; Thirugnanasambandam et al. 

2018). Con 10 grupos de ligamiento homólogos, el tamaño del genoma total estimado de los 

híbridos de caña de azúcar es de 10 Gb (Xiong et al. 2023). A pesar de que durante el 

apareamiento cromosómico en la meiosis se observan generalmente bivalentes, existe un 

patrón complicado y desequilibrado dentro de algunos grupos homólogos (Xiong et al. 2023).  

En el género Saccharum, todas las especies son poliploides y han experimentado, al menos, 

dos duplicaciones completas del genoma desde su divergencia de un antepasado común con el 

sorgo, hace aproximadamente 8 millones de años, para convertirse en octoploides. A pesar de 

que cada octoploide posee ocho genomas, la identificación de cada genoma individual es 

compleja debido a que cada cromosoma puede aparearse y recombinarse en bivalentes o 

multivalentes con cualquiera de los otros siete cromosomas homeólogos durante la meiosis, 

generando un mosaico de los ocho genomas (Grivet y Arruda 2002; Vieira et al. 2018). Las 

características distintivas de los genomas de las variedades cultivadas incluyen un alto nivel de 

ploidía, aneuploidía, el origen al menos biespecífico de los cromosomas proveniente de las 

diversas especies fundadoras con sus diferencias estructurales, y la presencia de recombinantes 

cromosómicos interespecíficos (Grivet y Arruda 2002). 

 En los cultivos poliploides, la detección precisa de SNPs polimorfismos de un solo 

nucleótido (SNPs) es más compleja debido al mapeo ambiguo de loci homeólogos muy similares, 

lo que aumenta la tasa de falsos positivos de los SNP detectados (Fig. i2). Parida et al. 2016, 

detectaron que la frecuencia de SNPs por secuenciación de amplicones en genotipos de caña de 

azúcar (1 SNP/118,1 pb) fue inferior en comparación con un análisis in silico (1 SNP /130,1 pb). 

Alrededor del 61,6% de los SNPs predichos in silico en genes del metabolismo de los hidratos de 
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carbono, y el 45,2% en genes de resistencia a enfermedades en S. officinarum, fueron validados 

por secuenciación de amplicones PCR clonados (Parida et al. 2016). 

 

Figura i2: Ejemplo de SNPs en genotipos poliploides. La barra azul representa la secuencia consenso de 

referencia. Las barras verdes representan una secuencia derivada de un subgenoma. Las barras naranjas representan 

la secuencia alternativa derivada de otro subgenoma. Las bases en rojo son variaciones entre subgenomas de un 

genotipo y, en este caso, son los SNP de anclaje. Las bases en amarillo son los verdaderos SNP entre genotipos. 

(Adaptado de Clevenger y Ozias-Akins 2015) 

 

En un microarreglo de SNPs desarrollado para caña de azúcar lograron recuperar una media 

de 10000 SNPs por cromosoma y una densidad media de un SNPs cada 6832 pb (You et al. 2019). 

Estudios en el transcriptoma de las especies fundadoras revelaron que se encuentra una menor 

densidad de SNPs en la S. officinarum domesticada en comparación con las especies silvestres. 

En el transcriptoma de la hoja, S. officinarum mostró una media de 32,3 SNPs por kb, un 8% 

menos que S. spontaneum y S. robustum, que mostraron 34,9 y 35,1 SNPs por kb, 

respectivamente (Arro et al. 2016). En el transcriptoma del tallo, S. officinarum tenía una media 

de 45,8 SNPs por Kb, un 11% menos que S. spontaneum, que mostró 52,0 SNPs por Kb. Estos 

SNPs fueron 97-98 % bialélicos y 2-3 % multialélicos. Esto afirma que los SNPs bialélicos son las 

variantes SNPs más abundantes incluso en la caña de azúcar. Saccharum se caracteriza por la 

prevalencia de alelos de frecuencia intermedia en el contexto de una reproducción 

predominantemente asexual (Arro et al. 2016).  

En las regiones de exones, se observó una densidad menor de SNPs, con una tasa de 1 SNP 

por cada 82 pares de bases, en comparación con las regiones de intrones, donde se registró una 

tasa de 1 SNP por cada 55 pares de bases. Se identificaron en total de 170544 SNPs no sinónimos 

y 156816 SNPs sinónimos en las regiones de exones. Además, se encontraron 3519 SNPs que 
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generan codones stop prematuros, 92 sitios de SNPs que ocasionan mutación del codón de inicio 

y 1558 sitios de empalme. Los SNPs que no se encontraron en estas categorías, 112803 (10,3%), 

se localizan en regiones intergénicas, mientras que 147.958 (13,4%) se encuentran en las 

regiones UTR (Song et al. 2016). 

Genomas de referencia disponibles para Saccharum sp. 

Las especies estrechamente emparentadas con genomas bien ensamblados y anotados 

suelen utilizarse para ayudar a ensamblar genomas complejos, como es el caso de las especies 

del género Saccharum (Manimekalai et al. 2020). El genoma de Sorghum bicolor ha sido utilizado 

como modelo de referencia en estudios comparativos debido a su alta afinidad con la caña de 

azúcar. En 2018, se publicó un genoma ensamblado a nivel de cromosomas del híbrido R570, 

originado a partir de la sintenia con el sorgo (Garsmeur et al. 2018). Para ello, se utilizaron clones 

de cromosomas artificiales bacterianos (BAC), que fueron mapeados a esta especie 

emparentada, para reconstruir los cromosomas haploides. Esta referencia representa muy bien 

la parte rica en genes ya que, además de la anotación en pares de bases (formato FASTA), posee 

la anotación funcional (formato gff). Además, este genoma monoploide posee un tamaño 

razonable (530 Mb), lo cual representa una ventaja para la demanda computacional que estos 

análisis requieren (Garsmeur et al. 2018).  

Diferentes proyectos de secuenciación publicaron genomas de variedades de caña de 

azúcar, a partir del 2017, pero de forma parcial (contig o scaffold) (Manimekalai et al. 2020). Sin 

embargo, recientemente fueron publicados varios genomas del género Saccharum a nivel de 

cromosomas, utilizando secuenciación de nueva generación (NGS). El híbrido de caña de azúcar 

CC 01-1940 fue secuenciado utilizando tecnologías NGS (lecturas largas PacBio, lecturas cortas 

Illumina y lecturas HI-C) (Trujillo-Montenegro et al. 2021). Las especies fundadoras de los 

híbridos actuales S. officinarum (acceso al código del ensamblado del GenBank: 

GCA_020631735.1; BioProject: PRJNA744175) y S. spontaneum Np-X (Zhang et al. 2022; acceso 

al código del ensamblado del GenBank: GCA_022457205.1) fueron secuenciadas combinando 

lecturas largas PacBio y lecturas cortas Illumina. 

En marzo del 2024 finalmente se publicó un nuevo ensamblado del genoma del cultivar 

R570 que incluye un ensamblado "primario" de 67 pseudocromosomas organizados en 10 

grupos homólogos.  Esto representa 5,04 Gb de secuencias, en la que se predijeron 194,593 

modelos de genes codificadores de proteínas. Además, se construyó un ensamblado 

"alternativo" de 3,7 Gb de contigs casi idénticos al ensamblado primario pero que contienen 

suficientes variaciones como para ser ensamblados por separado. La mitad del genoma consiste 
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in Ensembl Plants (Yates et al. 2022), con el genoma de referencia y su anotación, en formatos 

FASTA y gff3.  

 

Evaluación de la robustez del protocolo 

Para evaluar la robustez del protocolo, se creó una nueva biblioteca de las muestras NA 78-

724 y LCP 85-384 a partir de una nueva extracción de ADN utilizando el protocolo descripto 

anteriormente y se secuenció utilizando la plataforma Illumina Novaseq6000 (150 bp pareadas; 

~cuatro millones de lecturas, denominada cobertura de secuenciación media (MC)). Además, se 

realizó un submuestreo aleatorio de las lecturas No-150 para obtener un conjunto de datos de 

cobertura de secuenciación media para las muestras NA 78-724 y LCP 85-384. De este modo, se 

crearon dos conjuntos de datos en experimentos independientes, que son réplicas para la 

evaluación de la robustez del protocolo. 

El protocolo se evaluó comparando dos réplicas de los híbridos comerciales NA 78-724 y 

LCP 85-384. El llamado de variantes se realizó como se ha descripto anteriormente. El archivo 

VCF se filtró evitando los datos faltantes y se probaron tres rangos de profundidad de lectura 

por locus diferentes (a. RD= 10x-36x; b. RD= 30x-60x; y c. RD= 56x-200x). Utilizando los paneles 

de SNPs, se calcularon las distancias alélicas entre las muestras, junto con las matrices 

cofenéticas asociadas, como se ha descripto anteriormente. 

 

Resultados 
Construcción y secuenciación de bibliotecas ddRADseq para caña de 

azúcar 

El kit EasyPure (TransGen Biotech) utilizado para realizar la extracción de ADN del material 

vegetal fue efectivo para los genotipos de caña de azúcar evaluados. Se observaron los índices 

de absorbancia (A260/A280 y A260/A230) y las cantidades obtenidas de ADN para cada muestra 

(Apéndice 1 Tabla 1.1), determinantes de la pureza, y una banda intensa de alto peso molecular 

(ADN genómico) en el gel para cada muestra (Apéndice 1 Figura 1.1.).  

El protocolo ddRADseq para pocas muestras implementado en este capítulo permitió la 

generación de una biblioteca de muestras agrupadas con buena calidad y cantidad. Las enzimas 

de restricción elegidas, PstI/MboI, fueron una combinación exitosa para la digestión del ADN de 

caña de azúcar (Fig. 1.2 a). La selección del tamaño de los fragmentos de ADN de interés de 

forma manual fue eficiente (Fig. 1.2 b).  
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Figure 1.2. Visualización de la corrida en el Analizador de fragmentos. (a) Digestiones in vitro de ADN genómico 

de híbridos de caña de azúcar con PstI-Mbol y (b) de la biblioteca genómica (400-600 pb). 

 

Se evaluaron los resultados de dos plataformas de secuenciación a través la comparación 

del rendimiento obtenido utilizando el protocolo ddRADseq. Se consideraron el contenido de 

información obtenido, la mejor relación costo-beneficio y diferentes esquemas de filtrado. 

Además, la biblioteca cumplió con las expectativas de rendimiento esperada para las 

plataformas Illumina, lo cual se comprobó visualmente a través de los programas FastQC y 

MultiQC (Fig. 1.3). Las secuencias fueron de buena calidad, con un valor promedio por base de 

35 según la codificación de Pherd para ambas plataformas (Fig. 1.3 b, d), que va disminuyendo 

hacia el final del fragmento (Fig. 1.3 a, c), lo cual es esperable por la tecnología de secuenciación. 

Se puede observar en la Figura 1.3 c que las lecturas leídas desde el comienzo (línea verde) y 

desde el final del fragmento (línea naranja) tuvieron calidades similares.  
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Figura 1.3.  Control de calidad visualizado con FastQC y MultiQC. Valor de calidad promedio por base de a. Ne-

70 y c. No-150; Número de lecturas con valor de calidad promedio de b. Ne-70 y d. No-150. Línea verde: lecturas 

leídas desde el comienzo del fragmento; Línea naranja: lecturas leídas desde el final del fragmento. 

 

En la Tabla 1 se muestran el número de lecturas y su alineación con el genoma de referencia 

para cada muestra, para las corridas Ne-70 y No-150. El número de lecturas de No-150 fue en 

promedio más de siete veces el número detectado en Ne-70 (Tabla 1.1, Apéndice 1 Tabla 1.2), 

superando la relación esperada de 2,5:1. Dado que se utilizó la misma biblioteca en ambos 

ensayos, las proporciones diferenciales podrían deberse a la naturaleza de la muestra, el proceso 

de carga del secuenciador y la distribución de la solución en la celda de flujo. Las muestras NA 

78-724 y NA 56-30 representaron el mayor y el menor número de lecturas, respectivamente, en 

ambos conjuntos de datos (Tabla 1.1). La tasa de alineamiento global de las secuencias con el 

genoma monoploide de la caña de azúcar fue mayor en Ne-70 que en No-150. Estas tasas, que 

fueron similares en todas las muestras de la primera plataforma, promediaron un 54%, y 

contrastaron con las tasas de la segunda plataforma (~42%), con la excepción de la muestra NA 

78-724, que reportó un 50% (Tabla 1.1).   
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Tabla 1.1. Número de lecturas obtenidas con dos plataformas de secuenciación. Tasa de alineamiento total 

respecto al genoma de caña de azúcar monoploide del cultivar R570 (Garsmeur et al. 2018), número de lecturas 

alineadas en un solo sitio, y número de lecturas alineadas en más de un sitio. Ne-70 = Lecturas simples de 75 pb 

recortada a 70 pb, MC; No-150 = Lectura pareadas de 150 pb, HC. 

 

 

Evaluación de genomas de referencia de Saccharum sp. disponibles en 
bases de datos (NCBI-Genomes) 

Cinco genomas de referencia para Saccharum sp., según la base de datos del NCBI, fueron 

evaluadas para ser utilizados durante este trabajo de tesis. Las muestras utilizadas en este 

ensayo fueron dos cultivares comerciales (NA 78-724, LCP 85-384), una de las especies 

fundadoras de los genotipos comerciales (S. spontaneum) y tres genotipos de sorgo (cv Wiley, 

Rex y MN1054). Cómo se puede observar en la Figura 1.4, al utilizar el genoma de referencia de 

caña de azúcar del cultivar híbrido R570, el mapeo general disminuye respecto a los resultados 

obtenidos previamente, dado que aquí se trata de lecturas más largas, de 242 pares de bases. 

Para los cultivares comerciales se obtuvo un alineamiento del ~30%, para el s. spontaneum un 

porcentaje similar (~27%), mientras que para los sorgos fue menor (~22%). Al evaluar el 

alineamiento contra Sorgo bicolor BTx623 como referencia, se obtienen porcentajes muy por 

debajo para las cañas de azúcar comerciales y la especie salvaje (~13%), mientras que para los 

sorgos el porcentaje aumenta considerablemente (~95%), lo que era de esperar ya que 

hablamos de la misma especie. Respecto a las otras referencias evaluadas, con el híbrido de caña 

de azúcar CC 01-1940 y S. spontaneum Np-X, ambas arrojaron tasas de alineamiento similares, 

siendo ~46-49% para las cañas y ~35% para los sorgos. Por último, el ensamblado de otra de las 

especies fundadoras de los cultivares comerciales, S. officinarum, dio como resultado un menor 

Plataforma 

de 

secuenciación

Accesión N° lecturas

Lecturas 

alineadas en 

un solo sitio

Lecturas 

alineadas en 

más de un 

sitio

Tasa de 

alineamiento 

total / N° 

lecturas

Lecturas 

alineadas en 

un solo sitio / 

N° lecturas

INTA 05-3116 3.055.298 1.182.532 430.432 0,528 0,387

NA 78-724 3.759.023 1.499.488 569.465 0,55 0,399

LCP 85-384 3.307.885 1.315.870 462.541 0,538 0,398

HOCP 92-665 2.826.753 1.098.629 435.747 0,543 0,389

NA 56-30 2.535.384 1.006.667 368.096 0,542 0,397

INTA 05-3116 10.504.705 4.162.735 2.208.809 0,415 0,396

NA 78-724 13.056.991 5.696.204 2.484.897 0,504 0,436

LCP 85-384 10.810.451 4.375.030 2.314.485 0,427 0,405

HOCP 92-665 9.302.776 3.714.998 2.100.697 0,433 0,399

NA 56-30 8.269.031 3.356.088 1.794.476 0,435 0,406

Ne-70

No-150
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porcentaje de alineamiento (~30% para las cañas de azúcar, ~27% para el genotipo de S. 

spontaneum evaluado y ~20% para los sorgos). 

 

Figura 1.4.  Porcentaje de alineamiento entre las muestras evaluadas y los genomas de referencia. Cultivares 

comerciales de caña de azúcar: NA 78-724, LCP 85-384; especies fundadora: S. spontaneum; cultivares de sorgo: 

Wiley, Rex y MN1054. 

 

Paneles de marcadores SNPs para caña de azúcar  

Se obtuvieron paneles de SNPs para los cinco genotipos de caña de azúcar secuenciados en 

cada plataforma Illumina (Ne-70 y No-150), a partir del llamado de variantes polimóficas guiada 

por referencia y de novo. Para el primer set de datos, se recuperaron 188.199 SNPs usando la 

estrategia de novo y 86.051 SNPs utilizando el alineamiento con una referencia, mientras que 

en el segundo se identificaron 2.831.922 SNPs para el análisis de novo y 460.890 SNPs en el 

usando el genoma monoploide de la caña de azúcar (Tabla 1.2). La estrategia de novo permitió 

identificar una cantidad de SNPs 2,1 y 6,1 veces mayor que la basada en genoma de referencia 

en Ne-70 y No-150, respectivamente. Además, se recuperaron 15 veces más SNPs con el análisis 

de novo en el No-150 en comparación al Ne-70, mientras que usando la referencia se 

recuperaron 5,4 veces más SNPs. 
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Tabla 1.2. Número de SNPs por panel obtenido. Los paneles de SNPs crudos se obtuvieron de los cinco genotipos 

de caña de azúcar analizados en cada plataforma (Ne-70 y No-150) y de dos estrategias de llamado de SNPs (guiada 

por referencia y de novo). Las simulaciones aplicadas a la corrida No-150, es decir, el submuestreo de HC a MC (No-

150-PE/MC), más las lecturas acotadas a 70bp (No-70-PE/HC) y el posterior submuestreo de HC a MC (No-70-PE/MC) 

también se analizaron con referencia guiada y de novo. Por último, se aplicaron los seis FS a cada uno de los paneles 

de SNPs crudos.  

FS= esquemas de filtrado; MAF= frecuencia de alelo minoritario; RD= profundidad de lectura por locus; MC: 

cobertura de secuenciación media; HC: cobertura de secuenciación alta; SR: lecturas simples; PE: lecturas pareadas; 

Ne: Plataforma de secuenciación Nextseq500; No: Plataforma de secuenciación Novaseq6000; 70: Lectura de 70 pb 

de longitud; 150: Lectura de 150 pb de longitud; Ne-70 = Lecturas simples de 75 pb recortada a 70 pb, MC; No-150 = 

Lectura pareadas de 150 pb, HC; No-70-PE/MC= Lectura de 70 pb pareadas, MC; No-70-PE/HC= Lectura de pb 

pareadas, HC, No-150-PE/MC= Lectura de 150 pb pareadas, MC. El tipo de letra normal corresponde a los resultados 

experimentales, mientras que la fuente en cursiva representa los resultados simulados. Los números en negrita 

representan los SNPs que se tuvieron en cuenta para continuar el análisis. 

 

 

Después de recortar las secuencias de No-150 a 70 pb (No-70-PE/HC) y de reducir el número 

de lecturas de HC a MC (No-70-PE/MC), también se realizó el llamado de polimorfismos 

utilizando la estrategia con referencia y de novo. De esta forma, se obtuvieron otros cuatro 

paneles de SNPs. No-70-PE/HC se comparó con los paneles obtenidos a partir de las lecturas de 

No-150 para evaluar el efecto de la longitud de las lecturas en el número de SNPs identificados. 

El número de SNPs identificados en No-150 con la estrategia de novo fue 3,7 y con referencia 

1,3 veces más que el número de SNPs identificados en No-70-PE/HC, respectivamente. En el 

análisis sin referencia, se detectó el menor número de SNPs en las primeras 70 pb (767.203 SNPs 

en No-70-PE/HC de 2.831.922 SNPs en No-150), mientras que usando la referencia la mayoría 

de los SNPs se localizaron en las 70 primeras posiciones de los fragmentos (351.864 SNPs en No-

70-PE/HC de 460.890 SNPs en No-150) (Tabla 1.2). 

Se evaluó también el efecto del número de lecturas por individuo en el descubrimiento de 

SNPs. Para ello, se comparó el panel No-70-PE/HC habiendo seleccionado de forma aleatoria 

cuatro millones de lecturas por individuo, considerado como cobertura de secuenciación media 

FS 1 FS 2 FS 3 FS 4 FS 5 FS 6

MAF>0,1 MAF>0,3 MAF>0,1 MAF>0,3 MAF>0,1 MAF>0,3

referencia 86.051 9.094 6.237 4.246 3.111 2.122 1.619

de novo 188.199 14.36 9.206 3.222 2.193 723 555

referencia 174.585 16.464 10.31 9.954 6.921 6.719 4.964

de novo 363.919 7.205 4.011 3.282 2.012 1.195 852

referencia 351.864 15115 8770 17689 11570 24799 17280

de novo 767.203 28734 15947 17290 10461 11433 7469

referencia 127.556 13.227 9.571 3.595 3.047 1.883 1.712

de novo  218.241 23.054 15.807 6.204 4.785 1.713 1.409

referencia 460.89 23.174 13.403 28.081 18.29 47.964 33.4

de novo 2.831.922 30.167 16.925 15.568 9.102 5.43 3.392
No-150 

RD= 30x-60x RD= 56x-200x

Ne-70 

No-70-

PE/MC

No-70-

PE/HC

No-150-

PE/MC

Plataforma de 

secuenciación y 

simulaciones
Estrategia

Datos 

crudos

RD= 10x-36x
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(No-70-PE/MC). Los SNPs identificados en No-70-PE/HC (351.864 SNPs utilizando la búsqueda 

con referencia y 767.203 SNPs usando el análisis de novo) duplicaron la cantidad de los 

identificados en No-70-PE/MC (174.585 SNPs con referencia y 363.919 SNPs sin referencia), y 

esto fue así para ambas estrategias de llamado de variantes (Tabla 1.2). Esto sugiere además 

que el número de SNPs no es directamente proporcional al número de lecturas por individuo. 

Como se predijo, al comparar No-150-PE/MC con No-150, fue con esta última que se 

recuperaron más SNPs. 

Por último, para estudiar el efecto de las lecturas pareadas frente a las simples en el número 

de SNPs identificados, se comparó el Ne-70 original con el panel No-70-PE/MC. Como se 

esperaba, el número de SNPs identificados en No-70-PE/MC fue casi el doble del número de 

SNPs identificados en Ne-70, para ambas estrategias de llamado de variantes (Tabla 1.2).  

Paneles de SNPs filtrados 

Los paneles de SNPs generados a partir de los conjuntos de datos de Ne-70 y No-150, 

sumando las tres simulaciones, se filtraron en función de la calidad, los datos faltantes, rangos 

de profundidad de las lecturas y el MAF, como se muestra en la Fig. 1.1. Se generaron sesenta 

paneles de SNPs a partir de seis esquemas de filtrado aplicados (FS). Las matrices Ne-70, No-70-

PE/MC y No-150-PE/MC mostraron una tendencia decreciente de SNPs desde FS1 hasta FS6 con 

ambas estrategias (con y sin referencia), lo que indica que los SNPs retenidos disminuyeron con 

la profundidad de lectura a medida que menos SNPs cumplían las condiciones restrictivas 

impuestas por las profundidades de lectura 56x-200x (Tabla 1.2). Con No-150 la tendencia de 

SNPs filtrados fue similar al de Ne-70 en la estrategia sin referencia, pero No-150 se recuperó 

un mayor número de SNPs en el análisis con referencia con una profundidad de lectura de 56x-

200x (FS5 y FS6) (Tabla 1.2). Esta tendencia también se observó en la simulación No-70-PE/HC, 

pero en este panel el número de SNPs fue menor debido al menor tamaño de los fragmentos. A 

esta profundidad, los alelos que presentan dosaje único podrían recuperarse en un locus 

heterocigota, mientras que a una profundidad menor no es posible distinguirlos o se pueden 

confundir con errores de secuenciación. Los SNPs retenidos dentro de cada rango de 

profundidad de lectura evaluado fueron mayores con MAF >0,1 para ambas plataformas. Dado 

que la aplicación de FS1 en Ne-70 y FS5 en No-150 retuvo el mayor número de SNPs, se 

seleccionaron ambos esquemas de filtrado para las comparaciones posteriores. 

Para visualizar la distribución de SNPs a lo largo de cada cromosoma se representó 

gráficamente la densidad de SNPs (Fig. 1.5). Los datos crudos de Ne-70 mostraron regiones con 

más de 289 SNPs repartidos en todos cromosomas, y las regiones distales mostraron una 

densidad de SNPs relativamente alta, es decir, más de 181 SNPs (Fig. 1.5 a). La aplicación del FS1 





Catalina Molina   Capítulo 1 

P á g i n a 46 | 144 

 

 

Figura 1.6. Análisis de correlación de Spearman entre el número de SNPs (n° NPs) detectados por cromosoma 

y la longitud del cromosoma (pb) para Ne-70 con FS1 y No-150 con FS5. 

 

Tabla 1.3. Relación entre el largo de cada cromosoma y el número de SNPs. Largo de cada cromosoma de caña 

de azúcar y número de SNPs por cromosoma en Ne-70 con FS 1 y No-150 con FS 5. pb= pares de bases. 

 

 

 

 

 

 

 

 

n° SNPs n° SNPs

Ne-70 FS1No-150 FS5

1 72.286.729 1.545 8.850

2 52.638.177 1.275 6.246

3 54.887.512 1.163 6.312

4 45.576.573 989 5.305

5 23.282.433 573 2.534

6 35.411.752 855 4.196

7 30.096.520 694 3.592

8 24.320.556 526 2.702

9 36.579.524 726 4.033

10 34.651.920 748 4.194

Cromosoma Largo del cromosoma (pb)
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Análisis jerárquico de clústeres y análisis de componentes principales 

Los paneles filtrados, Ne-70 FS1 y No-150 FS5, con el análisis basado en el genoma de 

referencia, fueron analizados de acuerdo con dos métodos multivariados diferentes, uno basado 

en el agrupamiento jerárquico de clústeres y el otro en el ordenamiento reducido en el espacio, 

a través de un análisis de componentes principales (PCA). El análisis de agrupamiento de los 

paneles de SNPs reveló dos grandes grupos dentro de los dendrogramas (Fig. 1.7 a, b). En ambos 

dendrogramas, el híbrido INTA 05-3116 (biotipo de alta fibra) formó un solo clúster (Fig. 1.7 a, 

b). El segundo clúster, lo conformaron los cuatro híbridos comerciales: NA 78-724, LCP 85-384, 

HOCP 92-665 y NA 56-30; sin embargo, el agrupamiento entre los genotipos comerciales en cada 

dendrograma fue diferente (Fig. 1.7 a, b).  

 

Figura 1.7. Relación entre cultivares de caña de azúcar basada en marcadores SNPs. Distancia promedio de 

agrupamiento en (a) Ne-70 con FS1 y (b) No-150 con FS5. Análisis de componentes principales en (c) Ne-70 con FS1 y 

(d) No-150 con FS5. PC, componente principal. Agrupados por líneas sólidas azules se identifican los dos grandes 

grupos que se forman a partir de la ubicación de las muestras en el espacio.  
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El PCA permitió representar gráficamente las relaciones entre los cinco genotipos de caña 

de azúcar (Fig. 1.7 c, d). El gráfico de PCA, explicó el 56% de la varianza total, en ambos paneles 

de SNPs, distribuidos en un primer (PC1) y el segundo (PC2) componentes principales. El PC1 

contribuyó al 32% de la varianza total y distinguió dos grupos de genotipos (agrupados por líneas 

sólidas en la Fig. 1.7 c, d).  El grupo 1 estaba compuesto por el INTA 05-3116, mientras que el 

grupo 2 lo conforman los cuatro genotipos comerciales. El PC2 representó el 24% de la varianza 

total, separando LCP 85-384, NA 56-30 y HOCP 92-665 (Fig. 1.7 c, cuadrante superior izquierdo) 

de NA 78-724 (Fig. 1.7 c, cuadrante inferior izquierdo) para Ne-70 FS1, mientras que NA 56-30 y 

HOCP 92-665 (Fig. 1.7 d, cuadrante superior izquierdo) de NA 78-724 y LCP 85-384 (Fig. 1.7 d, 

cuadrante inferior izquierdo) para No-150 FS5. En conjunto, el análisis de agrupamiento 

jerárquico y el PCA revelaron patrones similares de agrupación y ordenación en el espacio 

reducido de genotipos analizados. 

 

Predicción del efecto funcional de los SNPs 

Para predecir las posibles implicancias funcionales de los SNPs en los cinco genotipos de 

caña de azúcar estudiados en este capítulo se utilizó el sistema de predicción de efectos de las 

variantes (VEP) del Ensembl Plants (Fig. 1.8). Del total de variantes procesadas en Ne-70 FS1, las 

variantes genéticas ubicadas río arriba y río abajo de los genes alcanzaron el 60,6% (8.415 SNPs), 

representando más de la mitad de las variantes detectadas (Fig. 1.8 a). Las variantes intergénicas 

e intrónicas alcanzaron 2.070 (14,9%) y 1.314 SNPs (9,5%), respectivamente (Fig. 1.8 a, Apéndice 

1 Tabla 1.3). Casi el 13% de las variantes (1.776 SNPs) correspondieron a regiones codificantes 

(Fig. 1.8 a, Apéndice 1 Tabla 1.3). De este último porcentaje de SNPs, 894 causaron cambios en 

los aminoácidos (variante con cambio de sentido, 50,3%), 868 no causaron ningún cambio 

resultante en el aminoácido codificado (variantes sinónimas, 48,9%), 5 evitaron el inicio de la 

transcripción (codón de inicio perdido, 0,3%), 5 provocaron una ganancia (0,3%) y 4 una pérdida 

de codones de finalización (0,2%) (Fig. 1.8 b, Apéndice 1 Tabla 1.3). 
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Figura 1.8. Análisis funcional in silico de SNPs. Porcentajes del efecto biológico de las variantes SNPs para todas 

las consecuencias en a. Ne-70 FS1; o c. No-150 FS5, y las consecuencias en las regiones codificantes según la 

localización del sitio del genoma en b. Ne-70 con FS1 o d. No-150 con FS5. 

 

Las variantes génicas ubicadas río arriba y río abajo de los genes en No-150 FS5 lograron un 

porcentaje similar al de Ne-70 FS1 (46.522 SNPs, que representan el 61,4%) (Fig. 1.8 c). Las 

variantes intergénicas e intrónicas lograron 9.834 (13%) y 9.662 SNPs (12,7%), respectivamente 

(Fig. 1.8 c, Apéndice 1 Tabla 1.3). Alrededor del 10% de los SNPs se localizaron en regiones 

codificantes, lo que representa 7.756 variantes. De esta cantidad 1) 4.071 SNPs fueron variantes 

con cambio de sentido (52,5%), con posibles impactos en la funcionalidad de la proteína; 2) 

3.586 SNPs fueron variantes sinónimas (46,2%); 3) 19 SNPs causaron la pérdida de codones de 

inicio; y 4) 80 SNPs modificaron los codones de finalización (55 se ganaron, 14 se perdieron, y 

en 11 codones se cambió al menos una base, pero se mantuvo el codón de finalización) (Fig. 1.8 

d, Apéndice 1 Tabla 1.3).  

 

Robustez del protocolo 

En total, las dos muestras de cada hibrido comercial y sus réplicas (NA 78-724 y LCP 85-

384), produjeron 77.918 SNPs. Tras filtrar los datos por datos perdidos, se retuvieron 22.744 

SNPs. Los tres umbrales de profundidad de lectura probados dieron lugar a tres paneles de SNPs: 

a. RD= 10x-36x, donde se encontraron 14.024 SNPs; b. RD= 30x-60x, donde se encontraron 5.137 
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SNPs; y c. RD= 56x-200x, donde se encontraron 2.465 SNPs. Estos paneles de SNPs se utilizaron 

para calcular las distancias alélicas entre las muestras (Fig. 1.9). En todos los casos, las réplicas 

se agruparon juntas, pero a diferentes valores de distancia. La mayor distancia entre réplicas se 

observó en el rango de menor profundidad de lectura por locus, con valores de 0,211 para NA 

78-724 y 0,161 para LCP 85-384 (Fig. 1.9 a). En el panel con profundidad de lectura medida por 

locus media, el valor de la distancia fue de 0,153 para NA 78-724 y de 0,112 para LCP 85-384 

(Fig. 1.9 b). En el panel con profundidades de lecturas más altas, se obtuvieron valores de 

distancia más bajos, de 0,066 para NA 78-724 y 0,071 para LCP 85-384 (Fig. 1.9 c). 

 

Figura 1.9. Distancia promedio de agrupamiento en dos réplicas. NA 78-724.1 y LCP 85-384.1 (cobertura 

media/individuo seleccionadas aleatoriamente del conjunto de datos No-150), y sus réplicas NA 78-724.2 y LCP 85-

384.2 (lecturas de 150 pb pareadas; MC). Se probaron tres umbrales de profundidad de lectura (RD) diferentes a. RD= 

10x-36x, b. RD= 30x-60x, y c. RD= 56x-200x. 

 

Discusión 
El análisis genómico de la caña de azúcar resulta complejo debido a la ganancia y la pérdida 

de material genético estrechamente asociadas a la naturaleza altamente poliploide y aneuploide 

del cultivo. La aneuploidía y la ploidía, desconocida de algunos híbridos, dificultan el genotipado 

de la caña de azúcar debido al múltiple número de copias alélicas (Serang et al. 2012). Además, 

en los poliploides la tasa de falsos positivos en la detección de SNPs aumenta debido a que el 

mapeo puede resultar ambiguo para loci homeólogos altamente similares, lo que se convierte 

en un reto para la detección precisa de SNPs (Clevenger et al. 2015). Las técnicas de GBS han 
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demostrado ser una forma exitosa de analizar la caña de azúcar (Balsalobre et al. 2017; Yang et 

al. 2017b), sin embargo, hasta el momento, el enfoque ddRADseq no se ha aplicado a este 

cultivo. Las simulaciones y comparaciones basadas en datos reales mostraron que, 

independientemente de la complejidad del genotipado de los híbridos de caña de azúcar, hay 

consistencia en los resultados obtenidos tras la aplicación del protocolo ddRADseq. 

Las plataformas NGS actuales generan datos para analizar genes y genomas, a través de la 

secuenciación por síntesis (López de Heredia 2016). Las diferencias entre plataformas se basan 

en el rango de lecturas obtenidas por corrida, la longitud máxima de lectura de los fragmentos 

y los costos por corrida (Stoler and Nekrutenko 2021). Por esta razón, la comparación entre 

plataformas de secuenciación es crucial para decidir cómo invertir los recursos disponibles. Los 

resultados de este capítulo demuestran que el número de lecturas asignadas a cada genotipo 

siguió el mismo orden en las plataformas Ne-70 y No-150, no obstante, el número final de 

lecturas en esta última fue superior al detectado en la primera (Tabla 1.1). Cabe destacar que 

NA 78-724 y NA 56-30, dos híbridos argentinos provenientes del mismo programa de 

mejoramiento de caña de azúcar presentaron valores extremos para el número de lecturas en 

ambas plataformas de secuenciación, lo que sugiere una consistencia en el desempeño de la 

metodología entre ambas muestras.  

La puesta a punto del protocolo ddRADseq en caña de azúcar se realizó utilizando como 

genoma de referencia al híbrido R570, el único genoma ensamblado a nivel de cromosoma con 

que se contaba al iniciar la tesis. De esta forma, la tasa de alineamiento general obtenida para 

cada grupo de lecturas de ADN de ambas plataformas evaluadas en la primera instancia fue de 

un promedio de ~48%. Varios fenómenos no excluyentes podrían ser responsables de este valor. 

En primer lugar, el ensamblado del genoma de referencia híbrido R570 se originó a partir de la 

sintenia con el sorgo, utilizando BACs basados en los alineamientos globales entre ambas, 

representando la parte rica en genes (Garsmeur et al. 2018). Esto indica que es poco probable 

que las regiones menos conservadas se alineen con otros híbridos de caña de azúcar. En segundo 

lugar, R570 es un cultivar de la Isla de la Reunión, ubicada en el Océano Índico, lo que sugiere 

que podría ser genéticamente distante de las variedades argentinas y americanas utilizados en 

esta investigación (Acevedo et al. 2017; Garsmeur et al. 2018). En tercer lugar, el software de 

alineamiento fue desarrollado para especies diploides, lo que representa un inconveniente 

técnico para una especie altamente poliploide y aneuploide como la caña de azúcar, más allá de 

las limitantes computacionales. Estas observaciones aumentan la dificultad de localizar las 

lecturas en la posición exacta del genoma de referencia, aunque Yang et al. (2017b) informaron 

que el programa Bowtie 2 era más eficaz que otros alineadores en la caña de azúcar. 
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Curiosamente, el biotipo de alta fibra y los cultivares de caña de azúcar mostraron tasas de 

alineación similares, independientemente de la plataforma utilizada (Tabla 1.1). 

Luego, se llevó a cabo la evaluación de cuatro genomas de Saccharum sp. que fueron 

publicados en los últimos años, junto con el genoma del Sorghum bicolor cv BTx623, el cual se 

comparó con el R570. Como se explicó previamente en la introducción, muchos estudios sobre 

el genoma de la caña de azúcar continúan utilizando al sorgo bicolor como punto de referencia, 

considerándolo la especie diploide más relacionada (Garsmeur et al. 2018), a pesar de la 

disponibilidad de varios genomas de Saccharum en las bases de datos. La selección de las 

muestras permitió llevar a cabo una evaluación de los diferentes "tipos" de cañas, tanto de 

azúcar como de energía, así como variedades de sorgo. Los sorgos se utilizaron como "control" 

en la técnica, ya que, al alinear los materiales propios con el genoma de referencia, se obtuvo 

un alto porcentaje de coincidencia. Al menos de manera preliminar, observamos tasas de 

alineamiento más elevadas, aunque no se incrementó de manera significativa el número de 

SNPs detectados. 

El software Stacks proporciona dos tipos de análisis para la recuperación de SNPs: el de 

novo y el basado en la referencia (Rochette y Catchen 2017). Como era de esperar, el análisis de 

novo, considerando los datos crudos, permitió una mayor tasa de detección de SNPs que el 

análisis basado en la referencia en ambas plataformas, ya que esta última rutina solo consideró 

las lecturas que mapearon contra el genoma de referencia. Sin embargo, los paneles obtenidos 

a partir del análisis con genoma de referencia dan información sobre la posición del SNP en el 

cromosoma, por lo que resultan más informativos. Además, como discutiremos más adelante, 

los filtros de calidad son esenciales para encontrar SNPs robustos.  

Las simulaciones aplicadas para dilucidar el rol del tamaño del fragmento de lectura, la 

cobertura de la secuenciación y el impacto de las lecturas pareadas frente a las simples han 

demostrado que los SNPs no están distribuidos uniformemente a lo largo del fragmento. Como 

se esperaba, se recuperaron más SNPs en las lecturas más largas (No-150) que en las más cortas 

(No-70-PE/HC) para ambas estrategias de mapeo, pues que la probabilidad de encontrar una 

variante aumenta con el tamaño de la lectura, junto con la precisión del locus mapeado. Otros 

autores como Manimekalai et al. (2020) recomiendan lecturas pareadas de al menos 150 pb 

para distinguir los SNP homeólogos de los SNP alélicos en aloploides para el descubrimiento de 

variantes de alta calidad. Por su parte, el número de SNPs no es directamente proporcional al 

número de lecturas por individuo. En términos relativos, la cantidad de SNPs recuperados en los 

datos crudos en No-70-PE/MC (174.585 SNPs en el análisis con referencia y 363.919 SNPs en el 

de novo) fue mayor a la mitad de la cantidad recuperada en No-70-PE/HC (351.864 SNPs usando 
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la referencia y 767.203 SNPs en el análisis sin referencia), lo que sugiere que asignar una 

cobertura de secuenciación media (~4 millones de lecturas/individuo) sigue siendo una 

alternativa adecuada y rentable para aplicar ddRADseq a un mayor número de muestras.  

La falta de información sobre la aplicación del protocolo ddRADseq en la caña de azúcar 

nos llevó a estudiar seis esquemas de filtrado (FS) compuestos por una combinación de 

diferentes MAF y profundidades de lectura por locus a fin de seleccionar los valores de los 

parámetros más adecuados para mejorar el llamado de variantes SNPs. La inclusión de filtros de 

mínima profundidad por locus se implementó para eliminar los falsos positivos y asegurar 

variantes de mayor calidad, y de máxima profundidad por locus que tienden a evitar las regiones 

paralógas o repetitivas (Ravinet y Meier 2020). Se observó que, con una cobertura de 

secuenciación media, a medida que el valor de la profundidad de lectura aumenta, el número 

de SNPs recuperados disminuye. Con una cobertura de secuenciación alta, esta tendencia se 

invirtió. La combinación de este MAF con el aumento del valor de corte mínimos y máximos para 

la profundidad de secuenciación por locus disminuyó los SNPs recuperados en ambas estrategias 

de mapeo Ne-70 y en No-150 sin referencia. Sin embargo, en No-150 analizado con genoma de 

referencia la combinación de este MAF con profundidades de lectura crecientes aumentó el 

número de SNPs recuperados. Esto podría estar relacionado con las regiones parálogas 

procedentes de los eventos de duplicación o con la naturaleza poliploide, donde se pueden 

encontrar varias copias de algunas regiones (o genes) dentro del mismo genoma que pertenecen 

a diferentes ancestros (subgenomas).  

Los resultados obtenidos muestran que, las lecturas pareadas y de secuenciación de 

lecturas más largas (comparando No-150 con No-70-PE/MC, No-70-PE/HC, No-150-PE/HC y Ne-

70) producen un mayor número de SNPs. Aunque la cobertura de secuenciación alta es ideal 

para los poliploides, en particular para la caña de azúcar, la cobertura de secuenciación media 

(alrededor de 4 millones y lecturas PE/individuo) proporciona suficientes variantes y, combinada 

con la plataforma Illumina Novaseq6000, podría ser una opción rentable para aplicar el 

protocolo ddRADseq a un mayor número de muestras. Por otra parte, se vio que la mejor 

combinación de filtros fue un MAF 0,1 y una profundidad de lectura entre 56x y 200x (para 

ambas estrategias de llamada de variantes). 

Las regiones distales a lo largo de cada cromosoma de la caña de azúcar mostraron una 

densidad de SNPs relativamente alta tanto en los datos crudos como, en menor medida, en los 

FS1 y FS5 (Fig. 1.5) debido al número diferencial de SNPs retenidos en estos FS en comparación 

con los datos crudos (Tabla 1.2). Estas observaciones son consistentes con el patrón observado 

en el genoma de referencia del sorgo, donde las regiones distales de los cromosomas mostraron 
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una alta densidad de genes y las regiones pericentroméricas mostraron una baja densidad de 

genes y bajas tasas de recombinación (McCormick et al. 2018). En cuanto al número de SNPs por 

cromosoma, resultados similares fueron encontrados por You et al (2019) en donde el número 

máximo de SNPs se encontró en cromosoma 1 (16,66%), mientras que el número mínimo de 

SNPs se encontró en cromosoma 5 (4,35%). La mayoría de los SNP (91,77%) se localizaron en 

regiones génicas, con una media de 7,1 SNPs por gen (You et al. 2019). 

Los resultados de los análisis de agrupamiento jerárquico y de componentes principales 

revelaron patrones similares. Es importante destacar que el biotipo de alta fibra quedó aislado 

respecto de los híbridos comerciales (Fig. 1.7), probablemente debido a los diferentes fondos 

genéticos de los híbridos comerciales respecto del biotipo de alta fibra (García et al. 2022; Kane 

et al. 2021). Curiosamente, NA 78-724 y NA 56-30 no compartieron el mismo grupo en ninguno 

de los paneles analizados, pese a pertenecer al mismo programa de mejoramiento de caña de 

azúcar. Sin embargo, NA 56-30 y HOCP 95-665 mostraron la distancia genética más cercana en 

No-150 (Fig. 1.7 b) entre las muestras ensayadas, en concordancia con las similitudes genéticas 

basadas en las estimaciones del coeficiente de parentesco entre ambos genotipos (Acevedo et 

al. 2017).   

Para dilucidar el efecto funcional de los SNPs retenidos sobre genes, transcriptos, 

secuencias de proteínas y regiones reguladoras en los cinco genotipos de caña de azúcar 

ensayados, se utilizó el predictor de efecto de variantes (VEP). A grandes rasgos, se asignaron 

proporciones similares de SNPs a las mismas consecuencias funcionales en ambos paneles (Fig. 

1.8 a, c). Esto demuestra además que, independientemente del número diferencial de SNPs 

detectados en cada plataforma, se asignaron proporciones similares de variantes a las mismas 

consecuencias. Entre los SNPs recuperados, las variantes con cambio de sentido (6,4 - 5,4%, Fig. 

1.8 b, d), surgieron como variantes interesantes para tener en cuenta para análisis posteriores. 

Estos SNPs serían responsables del cambio de una base de la secuencia original, pero se conserva 

la longitud de la proteína. Más de la mitad de las variantes detectadas se localizaron dentro de 

regiones reguladoras, lo que sugiere que podrían alterar la funcionalidad biológica del gen (Fig. 

1.8 a, c). Por último, en las variantes no codificantes o que afectan a genes no codificantes, el 

impacto es difícil de predecir o no hay evidencia de impacto en absoluto.  

Aguirre et al. (2019) evaluaron la robustez del protocolo utilizando réplicas en Eucaliptus 

dunnii. En este trabajo, se realizó una comparación similar utilizando paneles de SNPs obtenidas 

de experimentos ddRADseq independientes para dos genotipos. Los paneles se generaron con 

tres rangos de profundidades de lectura por loci diferentes y excluyendo los datos perdidos. En 

todos los casos, las dos réplicas se agruparon con diferentes valores de distancia dependiendo 
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de la profundidad por locus analizada. Las diferencias observadas podrían estar relacionadas con 

la capacidad de detectar la heterocigosidad de un locus con baja frecuencia, como en SNPs de 

dosaje único, que son comunes en la caña de azúcar y requieren una alta profundidad de 

secuenciación por locus para ser detectados. Estos resultados son consistentes con los de Yang 

et al. (2017b), e indican que el uso de una profundidad de 56 lecturas por locus permite la 

selección de SNPs de alta calidad. Esto se debe a que con esta profundidad es posible obtener 

dos lecturas para alelos de baja frecuencia en los loci de dosaje único e identificar más del 90% 

de los SNPs potenciales incluso en una especie dodecaploide.  
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En el caso de especies poliploides, para obtener datos multialélicos es crucial considerar las 

frecuencias de recombinación, realizar estimaciones de configuraciones de fase y reconstruir los 

haplotipos de los progenitores e individuos de la población (Margarido et al. 2007). Los grandes 

bloques de desequilibrio de ligamiento (LD), causados por los largos ciclos de autofecundación 

en caña de azúcar, pueden ser útiles para localizar marcadores vinculados a genes que controlan 

las características agronómicas claves. Estudiar la descendencia F1 de dos parentales 

heterocigóticos o incluso la población de descendientes obtenidas por autofecundación de un 

determinado cultivar, puede ser desafiante debido al genoma altamente heterocigota de la caña 

de azúcar y a la fuerte depresión por endogamia para varias características (Xiong et al. 2023). 

Sin embargo, existen varias alternativas de software que permiten hacer las estimaciones de LD 

basándose en datos de SNPs (Yang et al. 2017a; Gerard et al. 2018; Gerard 2021). Esta 

información resulta muy útil para la selección de SNPs que permitan la realización de mapas 

genéticos. 

En estudios previos, distintos grupos de trabajo han desarrollado mapas genéticos para 

caña de azúcar, utilizando distintas metodologías y tipos de marcadores. Raboin et al. (2008) 

trabajo con 72 cultivares modernos, se estudiaron 1537 polimorfismos del tipo AFLP 

encontrando una mayor frecuencia de bloques de LD en los primeros 5 cM, disminuyendo 

progresivamente dentro de una ventana de 0-30 cM. Luego del análisis estadístico para evaluar 

la asociación de los marcadores, se conservaron 119 AFLPs por bloque de LD. Sin embargo, los 

autores encontraron dificultades metodológicas debido la presencia de múltiples copias del 

genoma que dificultaron el reconocimiento de marcadores ligados (Raboin et al. 2008). 

Recientemente, otros autores trabajando con una nueva generación de marcadores basados en 

secuenciación aplicaron diferentes estrategias para construir mapas genéticos obteniendo 

versiones fragmentadas de los mismos. Balsalobre et al. (2017) generaron un mapa, usando 933 

SNPs obtenidos por GBS, con 223 grupos de ligamiento (LGs), 48 de los cuales se pudieron 

agrupar posteriormente en 18 grupos homólogos (HGs). También, utilizando técnicas de GBS, 

Yang et al. (2017c) construyeron mapas genéticos de alta densidad para los híbridos de caña de 

azúcar CP 95-1039 y CP 88-1762. Para el primer cultivar, utilizaron 2453 marcadores que se 

agruparon en 162 LGs con una longitud total del mapa de 4224,4 cM. Para el segundo cultivar, 

lograron obtener un mapa con 2154 marcadores que se agruparon en 142 LGs con una longitud 

total del mapa de 4373,2 cM (Yang et al. 2017c). En otro estudio, se utilizó el microarreglo 

Affymetrix Axiom de 100K para genotipar 469 clones derivados del cruzamiento de las 

variedades Green German e IND81-146, y una población autofecundada de CP80-1827. Se 

obtuvieron mapas genéticos con 3482 marcadores SNPs para Green German, con un tamaño de 
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3336 cM y 138 LGs, un mapa para IND81-146 con 1513 SNPs que abarcan 2615 cM y 90 LGs, 

mientras que la población de CP80-1827 con 536 SNP presentó una extensión de 3651 cM y 102 

LGs (You et al. 2019). 

Para especies del género Saccharum, resulta conveniente utilizar poblaciones F1 para 

construir mapas de ligamiento para uno o ambos progenitores. Esto se debe a que la alta 

heterocigosis, la depresión por endogamia y su propagación clonal dificultan la utilización de 

poblaciones F2, líneas endógamas recombinantes, líneas endógamas por retrocruzamiento y 

líneas de doble haploide (DH), como sí es posible en otros cultivos (Yang et al. 2018). La 

construcción de un mapa genético en una población de hermanos completos puede resumirse 

en cinco pasos básicos:  

i. estimación de las fracciones de recombinación por pares y pruebas estadísticas 

asociadas;  

ii. separación de marcadores en grupos de ligamiento;  

iii. ordenamiento de marcadores dentro de cada grupo de ligamiento;  

iv. cálculo de las probabilidades de la fase parental y actualización de la fracción de 

recombinación 

v. si el orden es óptimo, el mapa está completo; de lo contrario, se vuelve al paso iii. 

Durante la meiosis, las posibles configuraciones resultantes del apareamiento 

cromosómico son diversas, predominando los bivalentes en muchos casos. Sin embargo, la 

complejidad de estas configuraciones aumenta exponencialmente con el nivel de ploidía. Si se 

considera "m" como el nivel de ploidía, es posible identificar hasta "m" alelos distintos para un 

locus en un organismo. Asimismo, si algunos de estos alelos no pueden ser distinguidos entre sí, 

es necesario considerar la cantidad de copias de cada variante alélica específica, lo que se 

conoce como dosaje alélico. El dosaje alélico de los SNPs puede estimarse utilizando las 

proporciones de dos alelos de un mismo locus (la relación entre la abundancia de sus dos formas 

alélicas) (Mollinari et al. 2019).  

En estudios genéticos de especies con altos niveles de ploidía se utiliza como estrategia 

para bajar la complejidad, marcadores de dosis única. En una población de hermanos completos, 

los marcadores presentan una segregación en proporciones de 1:1 (cuando solo están presentes 

en uno de los progenitores) o en proporciones de 1:2:1 (si se encuentran en ambos 

progenitores). De esta forma, es posible emplear el método de los cinco pasos mencionados 

anteriormente, junto con un software estándar apropiado para poblaciones diploides (Mollinari 

et al. 2020). No obstante, la utilización de marcadores de dosis única presenta limitaciones en la 
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construcción de mapas genéticos precisos. Estos enfoques submuestrean el genoma, lo que 

impide considerar los efectos de múltiples alelos en los modelos de mapeo de loci con 

características cuantitativas (QTL) u otros análisis. Además, cuando los marcadores están en fase 

de repulsión, resulta más difícil detectar un ligamiento estadísticamente significativo entre ellos 

debido a que existe una mayor probabilidad de que ocurra recombinación entre los marcadores. 

Los avances en las técnicas de secuenciación han mejorado significativamente la precisión 

y exhaustividad de los mapas genéticos, permitiendo la generación de mapas más densos gracias 

a la capacidad de descubrir muchos más marcadores. Además, es posible relacionar estos 

marcadores con los mapas físicos, ya que se pueden referenciar a posiciones genómicas 

específicas (Vining et al. 2017). Las tecnologías de secuenciación de alto rendimiento han 

permitido la generación de mapas de ligamiento de alta densidad, ayudando al desarrollo de 

ensamblados genómicos para especies no modelo (Audano y Beck 2023). Sin embargo, los 

problemas como los errores de secuenciación y los errores de genotipado debidos a la baja 

profundidad pueden dar lugar a mapas genéticos inflados si no se abordan adecuadamente. 

Dada la complejidad del genoma de la caña de azúcar, caracterizado por extensos elementos 

repetitivos y copias casi idénticas difíciles de separar en cada cromosoma homo(eó)logo con 

lecturas cortas de NGS, se ha optado por el ensamblado de las secuencias en un único contig 

colapsado. Además, los métodos actuales de NGS generan contigs y scaffolds de longitud 

limitada, lo que resulta numerosas regiones sin información. Por tanto, los mapas de ligamiento 

de alta resolución se vuelven herramientas valiosas para colocar adecuadamente los scaffolds 

en los cromosomas y ordenar los marcadores SNPs (Yang et al. 2018). Se han desarrollado 

nuevas herramientas bioinformáticas como los paquetes de R OneMap, para diploides, y 

posteriormente el MAPpoly, para poliploides, que aplican la metodología descripta por Wu et 

al. (2002), basadas en los modelos ocultos de Markov, para modelar con precisión datos de 

secuenciación de baja cobertura, proporcionando estimaciones precisas de las fracciones de 

recombinación y de las distancias totales de los mapas (Margarido et al. 2007; Mollinari y García 

2019). Estos avances ponen de manifiesto la viabilidad de la utilización eficaz de los datos de 

secuenciación para mejorar la calidad de los mapas genéticos sin necesidad de un filtrado 

exhaustivo de genotipos potencialmente erróneos. 

En este capítulo se aplicó el protocolo ddRADseq desarrollado en el capítulo anterior a una 

población biparental con el objetivo de investigar el potencial de los marcadores SNP 

desarrollados para la construcción de mapas genéticos. Se analizaron estrategias que tienden a 

reducir la complejidad genética y otras que captan la complejidad de la presencia de múltiples 
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alelos para cada gen. Se realizó la evaluación de dosaje alélico y se evaluó la estructura de la 

población para evaluar la constitución genética de las progenies respecto a sus parentales. 

 

Materiales y métodos 
Material vegetal 

Para este estudio se analizaron las progenies (90 individuos) de un cruzamiento biparental 

de los genotipos comerciales de caña de azúcar (Saccharum spp.) NA 78-724 (de origen 

argentino) x LCP 85-384 (de origen estadounidense (Xiong et al. 2023)) provenientes de la 

Estación Experimental Agropecuaria Famaillá, del Instituto Nacional de Tecnología 

Agropecuaria, Famaillá (27°03'S, 65°25'O, 363 msnm), Tucumán, Argentina. Estos materiales se 

usan como parentales en los programas de mejoramiento de caña de azúcar por sus 

características industriales y agronómicas (Acevedo et al. 2017; García et al. 2022) 

Se sembraron trozos de tallos con yemas viables en macetas de 4 litros, para obtener un 

clon por genotipo. Las plantas crecieron en invernáculo en el Instituto de Suelos del Centro 

Nacional de Investigaciones Agropecuarias (CNIA-INTA) hasta el momento de realizar los 

ensayos.   

Construcción y secuenciación de bibliotecas ddRADseq para caña de 
azúcar 

 Se utilizaron hojas de tres réplicas por accesión de caña de azúcar para la extracción de 

ADN de alta calidad. La extracción de ADN genómico vegetal, la evaluación de su calidad y 

cantidad se realizó de la misma forma que se explicó en la sección Materiales y métodos del 

capítulo 1. Se construyeron dos bibliotecas de 48 muestras cada una. Para ello, se utilizó el 

protocolo ddRADseq 2 optimizado para Eucalyptus dunnii (Aguirre et al. 2019). En este caso, 

como se mencionó en la sección Materiales y métodos del capítulo 1 se modificó este protocolo 

para caña de azúcar utilizando la combinación de enzimas de restricción PstI/MboI en el paso 

de digestión de ADN. El tamaño de los fragmentos de ADN seleccionado fue de 260-460 pb + 

140 pb de barcodes (Molina et al. 2022). Todos los experimentos se realizaron en la Unidad de 

Genómica, IABIMO-Instituto de Biotecnología INTA, Argentina. La biblioteca se secuenció 

utilizando la plataforma Novaseq6000 de Illumina (Illumina Inc, San Diego, CA, EE. UU.). Las 

lecturas obtenidas fueron de 250 pb pareadas; ~cuatro millones de lecturas/individuo. 

Paneles de SNPs de caña de azúcar  

El flujo de trabajo bioinformático usado para analizar los datos fue el descripto en la sección 

Materiales y métodos del capítulo 1. De las lecturas obtenidas del secuenciador, se descartaron 
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aquellas que fueran de baja calidad o tuvieran nucleótidos no identificados, secuencias de 

adaptadores o sitios de corte de enzimas de restricción deficientes. Las lecturas recuperadas se 

mapearon contra el genoma de referencia del genotipo comercial de caña de azúcar R570 

(Garsmeur et al. 2018) con el software Bowtie2 (Langmead y Salzberg 2012).  

tŀǊŀ ƭŀ ƛŘŜƴǘƛŦƛŎŀŎƛƽƴ ŘŜ {btǎΣ ǎŜ ǳǘƛƭƛȊƽ ƭŀ ŜǎǘǊŀǘŜƎƛŀ άŎƻƴ ǊŜŦŜǊŜƴŎƛŀέΣ ƛƳǇƭŜƳŜƴǘŀŘŀ Ŏƻƴ 

el módulo "ref_map.pl" del paquete Stacks v2, donde es posible agrupar las muestras según su 

procedencia, en este caso en particular las opciones son si son poblaciones biparentales o 

naturales, entre otras. La diferencia fundamental entre estas opciones radica en el método de 

procesamiento de los loci. En el caso de poblaciones biparentales se registran los alelos de los 

parentales primero y luego los de las progenies, mientras que, en las poblaciones naturales se 

priorizan los loci con información por encima de la jerarquía de parentesco en la población.  Se 

exploraron estas dos opciones disponibles para determinar el agrupamiento de las muestras a 

evaluar y de esta manera seleccionar la que mejor refleje la realidad o genere SNPs robustos. En 

la primera, se definieron las lecturas correspondientes a ambos parentales y a las progenies, 

para analizar como población biparental. En este enfoque, se comparan inicialmente los dos 

parentales y luego se registra el genotipo de las progenies en las regiones donde se detectan 

datos. En una segunda instancia, se consideraron todas las muestras como parte de una 

población natural, evaluando a todos los individuos sin distinción de orden o parentesco. Esta 

estrategia permite obtener paneles de SNPs más numerosos que permitan evaluar información 

que este en baja frecuencia dentro de la población analizada. Además, para cada análisis en el 

llamado de variantes, se estableció que el porcentaje mínimo de individuos de la población 

requerido para procesar un sitio nucleotídico fuese el 90% para el análisis como población 

biparental y 80% para el análisis como población natural, y un valor de MAF de 0,1. Los paneles 

de SNPs se reportaron en formato VCF. Este software reporta al alelo que se encuentra en mayor 

proporción en los datos analizados como alelo de referencia, mientras que llama alelo 

alternativo a la variante encontrada para ese locus. 

Se realizó una evaluación de los paneles de marcadores a través del paquete VCFTools 

(Danecek et al. 2011) y se utilizó el software R para el análisis estadístico y para realizar los 

gráficos (R Core Team 2023). Luego de este análisis, los paneles de SNPs, en formato VCF, se 

filtraron para recuperar solo los loci que estuvieran en el 80% de los individuos, un MAF de > 

0,1, y una profundidad de lectura RD= 10x-200x. Se tomó la determinación de bajar el umbral 

de profundidad de lectura a 10, respecto al usado en el capítulo 1, para poder recuperar mayor 

número de SNPs, teniendo en cuenta el aumento considerable del número de muestras 

evaluadas. Se realizó la imputación de datos faltantes a través del módulo LD KNNi del software 
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Tassel, para continuar los análisis posteriores. Este algoritmo de imputación utiliza el 

desequilibrio de ligamiento (LD) para identificar buenos predictores para cada SNP, y luego 

utiliza los SNPs de LD alto para identificar a los vecinos más cercanos a K. El genotipo se llama 

con un modo ponderado de los KNNs 

Construcción de mapas genéticos  
Aproximación para diploides  

Para conocer la segregación de los marcadores SNPs filtrados se utilizó el paquete de R 

OneMap (Margarido et al. 2007). Este análisis emplea la verosimilitud multipunto mediante 

modelos ocultos de Markov (HMM) para estimar simultáneamente el ligamiento, las fases de 

ligamiento y el ordenamiento de marcadores. Se utilizó un conjunto de diferentes patrones de 

segregación de marcadores que fueron codificados según la notación propuesta por Wu et al. 

2002. Los alelos codominantes se representaron como "a" y "bέ. Se utilizaron marcadores de 

tipo codominante para evaluar la segregación en tres tipos de cruzamientos: 'B3.7' (ab × ab), 

'D1.10' (ab × aa, la madre es heterocigota) y 'D2.15' (aa × ab, el padre es el heterocigota). 

Utilizando la función find_bins se determinó cuáles son los SNPs redundantes. Para evaluar 

si existe alguna distorsión en la segregación de los marcadores se utilizó la función segreg_test, 

que realiza una prueba estadística de chi-cuadrado para comprobar si un marcador específico 

sigue el patrón de segregación esperado según la segregación mendeliana. Por defecto, utiliza 

ŎƻƳƻ ǳƳōǊŀƭ ǇŀǊŀ ƭŀ ǇǊǳŜōŀ ǳƴ ʰ ƎƭƻōŀƭҐл,05 corregido para pruebas múltiples con la corrección 

de Bonferroni. 

Para agrupar los marcadores en grupos de ligamiento, se utilizó la función suggest_lod para 

calcular una puntuación LOD sugerida teniendo en cuenta que se están realizando múltiples 

pruebas. La fracción de recombinación asignada fue de 0,40, según las sugerencias de estudios 

previos para la detección de las fases de acoplamiento y repulsión (Andru et al. 2011). El mapa 

genético marco se construyó con la función de mapeo de Haldane, que permite incluir múltiples 

sobrecruzamientos entre dos marcadores. Se utilizaron las funciones make_seq y record, para 

definir los grupos de ligamiento y ordenar los marcadores, respectivamente. La función 

draw_map2 permitió obtener una visualización de cada grupo de ligamiento representado como 

un cromosoma y los marcadores como líneas que los cortan a una determinada distancia (en 

centimorgan). La calidad de los datos para la construcción del mapa marco se analizó con un 

mapa de calor a partir de las frecuencias de recombinación de los marcadores.  
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Aproximación para poliploides 

Se utilizó el paquete de R updog (por ƭŀǎ ǎƛƎƭŀǎ Ŝƴ ƛƴƎƭŞǎ ŘŜ ά¦ǎƛƴƎ tŀǊŜƴǘŀƭ 5ŀǘŀ ŦƻǊ 

hŦŦǎǇǊƛƴƎ DŜƴƻǘȅǇƛƴƎέύ (Gerard et al. 2018) para la estimación del dosaje alélico para cada SNP 

por individuo, con un parámetro de ploidía fijo de 8 y considerando el modelo de población F1. 

Este paquete permite estimar cada genotipo, basándose en la profundidad de lectura y las 

medias de probabilidad posterior para cada SNP de cada individuo, considerando los posibles 

problemas técnicos asociados con los datos de secuenciación.  

Con la información del dosaje alélico para cada SNP/individuo, se utilizó el paquete de R 

MAPpoly (Mollinari et al. 2019) para construir mapas genéticos con una aproximación para 

poliploides. Este paquete fue desarrollado para autopoliploides con niveles de ploidía 

uniformes, y aunque este no es el caso de la caña de azúcar, ya que es alopoliploide y los niveles 

de ploidía son variables, se incorporó al análisis para intentar obtener más información acerca 

del comportamiento en la segregación de los marcadores. Se eligió un nivel de ploidía de 8 que 

es el valor máximo que puede manejar el paquete cuando se utilizan Modelos ocultos de Markov 

(HMM). 

Estructura genética y diversidad poblacional mediante análisis 
multivariados con datos genómicos 

Se utilizó el paquete Adegenet para realizar un Análisis Discriminante de los Componentes 

Principales (DAPC), implementado en R (Jombart 2008; Jombart y Ahmed 2011). Este método 

permite asignar a los individuos en grupos o clusters y visualizar de sus contribuciones a la 

estructura genética de la población. Para lograr esto, se emplea una estrategia que implica la 

transformación de datos genómicos mediante un análisis de componentes principales (PCA), 

como paso previo a un análisis discriminante (DA). Esta secuencia asegura que las variables 

utilizadas en el DA estén completamente no correlacionadas y que su cantidad sea inferior a la 

de los individuos analizados. Este requisito del DA no se cumple cuando se trabaja con datos de 

paneles de SNPs y utiliza un enfoque multivariado que no se fundamenta en el equilibrio de 

Hardy-Weinberg (HWE) ni supone la inexistencia de desequilibrio de ligamiento. El DAPC asigna 

a cada individuo un coeficiente de pertenencia a cada grupo. Se retuvieron los componentes 

principales (PC) y dos funciones discriminantes, que en conjunto representaban el 99% de la 

variación genética global. Se utilizó el algoritmo find-cluster para determinar el número ideal de 

conglomerados (K); este algoritmo realiza agrupaciones sucesivas K-means con valores 

crecientes de K. El número de conglomerados debe ser el que posea menor valor según el 

Criterio Bayesiano de Información (BIC). Las accesiones se dividieron en subpoblaciones 
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mediante el método DAPC. Los gráficos de carga destacaron las contribuciones de los SNPs a 

cada función discriminante.  

Por último, se realizó un análisis de componentes principales (PCA) sobre el panel poliploide 

y se graficó con el paquete ggplot2 de R para analizar el conjunto completo de SNPs de cada 

panel 

 

Resultados 
Paneles de SNPs de caña de azúcar  

Al igual que sucedió con el set de muestras utilizado en el capítulo 1 de esta tesis, al evaluar 

la progenie de los genotipos comerciales NA 78-724 x LCP 85-384, el kit EasyPure (TransGen 

Biotech) permitió obtener una buena calidad y cantidad de ADN genómico. En el Apéndice 2 

Tabla 2.1 se observan los índices de absorbancia (A260/A280 y A260/A230) obtenidos en un 

Nanodrop (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.), y la cuantificación de ADN por 

fluorometría medida en un Qubit 2.0 (Thermo Fisher Scientific). El protocolo de ddRADseq para 

muchas muestras, implementado en este capítulo, permitió generar dos bibliotecas de 48 

muestras agrupadas de buena calidad y cantidad. Nuevamente, las enzimas de restricción 

elegidas, PstI/MboI, fueron una combinación exitosa para el paso de digestión.  

Solamente el 10,8% de las lecturas fueron descartadas por no pasar alguno de los criterios 

de calidad establecidos (presentar errores en el sitio de corte de las enzimas de restricción, 

barcodes indeterminados). Las lecturas leídas desde el comienzo (R1) y desde el final (R2) del 

fragmento fueron de buena calidad, con un valor promedio de 35 según la codificación de Phred 

por base. El valor medio de las lecturas R1 fue de 4,73 ± 2,33 millones de lecturas y 4,70 ± 2,24 

millones de lecturas para las R2 (Fig. 2.1). Esto demuestra que para cada muestra los valores de 

la R1 fueron similares a los de su par R2, pero entre muestras hubo mucha variación, lo que se 

puede apreciar en el valor del desvío estándar. En ambos conjuntos de muestras se incluyeron 

los parentales. Por esta razón, se obtuvo un mayor número de lecturas para estos dos genotipos, 

lo que se puede observar en los puntos que se encuentran por encima de ambos gráficos de 

cajas y bigotes. Los otros puntos que aparecen como outliers o fuera de tipo corresponden a las 

muestras 99, 125 y 163 (con 12.4, 13.3 y 10.3 millones de lecturas, respectivamente, tanto para 

las R1 como para las R2). Se lograron resultados similares a los ensayos anteriores al alinear con 

el genoma de referencia del cultivar comercial R570, con valores de mapeo de lecturas que 

oscilaron entre el 30% y el 40% de alineamiento. 
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Figura 2.1.  Secuencias obtenidas para la población biparental. Combinación gráficos violín y de cajas y bigotes 

para el número de lecturas leídas desde el comienzo y desde el final del fragmento; R1: lecturas leídas desde el 

comienzo del fragmento; R2: lecturas leídas desde el final del fragmento. 

 

Llamado de variantes SNPs 

El llamado de las variantes se realizó utilizando el mapeo con el genoma de referencia, bajo 

dos estrategias de agrupamiento de las muestras (biparental, natural), para evaluar aquella que 

ofreciera resultados más precisos en cuanto a la identificación de SNPs.  

 

Selección de estrategias para identificación de variantes SNPs: panel A, una población 

biparental de caña de azúcar  

La implementación de la estrategia con referencia para una población biparental, utilizada 

con el paquete Stacks (v2), permitió la identificación de un panel de SNPs en el cual las variantes 

identificadas están presentes en ambos parentales y en al menos 81 progenies (esto es porque 

el software toma como un grupo a los parentales y como otro grupo a las progenies). De esta 

forma, el panel quedó conformado por 24443 SNPs. La profundidad media de cada una de las 

variantes, esto es esencialmente el número de lecturas que se han mapeado en esta posición, 

tuvo mucha variación, con un mínimo de 1 y 2106 lecturas por sitio, con una mediana de 10,50 

y media de 26,77 lecturas por sitio. Las regiones con mayor densidad de datos (Fig. 2.2) fueron 

en valores menores a 25. 
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Figura 2.2.  Profundidad media de lecturas por variante. Distribución de la profundidad media de las lecturas. 

 

Al evaluar la profundidad media de lecturas por individuo, también se obtuvo mucha 

variación (Fig. 2.3). Este parámetro varió entre 27 y 294 lecturas promedio por sitio por individuo 

evaluado. La mediana y la media de la profundidad de lectura en todas las muestras fueron 72 

y 85, respectivamente.  

 

Figura 2.3.  Profundidad media de lecturas de las variantes y número de sitios evaluados por individuo. Relación 

entre la profundidad media de lecturas de las variantes y el número total de variantes por individuo. La intensidad 

del color azul refleja el valor de la profundidad media de lecturas de las variantes, siendo más oscuro para los valores 

más bajos, y más claros para los más altos. Los diagramas de cajas y bigotes de la profundidad media de lecturas de 
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las variantes y del número de sitios para cada individuo permiten ver la distribución de los datos de estas variables 

por separado. 

 

 

Figura 2.4.  Frecuencia de datos faltantes por variante SNP. Número de variantes según la frecuencia de datos 

perdidos, seleccionando solo los SNPs que están presentes en el 80% de los individuos.  

 

Dado que el análisis fue realizado para una población biparental, primero se buscaron los 

SNPs en los parentales y, luego, en las progenies. Además, como se mencionó anteriormente, 

se obtuvo mayor número de lecturas para los parentales que para la mayoría de las progenies. 

Por lo tanto, los parentales tuvieron muy pocos datos perdidos, mientras que en las progenies 

hubo mayor número de datos perdidos por cuestiones propias de la metodología aplicada. Esto 

resultó en que el número de SNPs disminuya de 24.443 SNPs a 2.263 SNP al aplicar el filtro de 

tolerancia de 20% de datos perdidos o datos presentes en el 80% de los individuos de la 

población. De esta forma, se puede observar que un pequeño número de sitios en todos los 

individuos tuvieron una baja frecuencia de datos faltantes. (Fig. 2.4).   

La población de mapeo se creó mediante el cruce de progenitores poliploides que eran 

heterocigotas. En este sentido, la distribución de frecuencias alélicas para el panel de SNPs 

presentó una mayor densidad en frecuencias 0,5 (Fig. 2.5). Esto indica que hay mucha 

heterocigosis, lo cual es esperable de una población F1 proveniente de parentales 

heterocigóticos. Sin embargo, también se observaron loci en frecuencias diferentes a 0,5 (Fig. 
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2.5), que podrían asociarse a los largos ciclos de reproducción y a la depresión por endogamia 

que se ha reportado en estudios previos o a la segregación que no sigue un patrón bivalente 

(Xiong et al. 2023). 

 

Figura 2.5.  Distribución de frecuencias alélicas. Histograma de frecuencias alélicas.  

 

Con esta información, se aplicó un segundo filtro para recuperar solo los loci que presenten 

un MAF mayor a 0,1. Finalmente, se aplicó el filtro de profundidad de lectura de entre 10x y 

200x. Con estos filtros se obtuvo un panel de 2066 SNPs. La distribución de los SNPs identificados 

por cromosoma de caña fue heterogénea (Fig. 2.6 y 2.7) y coherente con el tamaño de estos, 

como se vio también en los resultados del capítulo 1. El cromosoma 1 acumuló 388 variantes, 

seguido de los cromosomas 3, 2 y 4 que acumularon entre 260, 251 y 234 SNPs respectivamente. 

Los cromosomas con menos variantes polimórficas fueron el 5 y el 8, con 118 y 114 SNPs 

respectivamente (Fig. 2.6). La distribución de los SNPs en cada cromosoma siguió un patrón 

similar al encontrado en el capítulo 1, donde se observó mayor variabilidad en las regiones 

distales y en el centro menos frecuencia de variantes o baches sin información (regiones en 

blanco) (Fig. 2.7). 
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Figura 2.6. Número de variantes SNPs por cromosoma. Número de SNPs para cada uno de los 10 cromosomas 

de la caña de azúcar. 

 

 

Figura 2.7. Densidad de SNPs por cromosoma. Distribución de SNPs en 10 cromosomas de la caña de azúcar cv 

R570. La escala de colores de la leyenda indica el número de marcadores dentro de una ventana de un Mb. 
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Selección de estrategias para identificación de variantes SNPs: panel B, población natural o 

priorización de loci informativos a relaciones de parentesco.  

El llamado de alelos bajo el criterio de población natural permitió identificar un panel de 

4372 SNPs en el cual las variantes registradas estén presentes en un mínimo de 73 muestras. 

Este parámetro fue más restrictivo que el utilizado en el apartado anterior, por lo que el panel 

generado tuvo menor proporción de datos faltantes. La profundidad media de lectura de cada 

variante, es decir el número de lecturas mapeadas en cada posición, osciló entre 3,6 y 2107 

lecturas por sitio, con una media de 60,5 y una mediana de 35,9 lecturas por sitio 

respectivamente. La distribución de frecuencias alélicas se puede apreciar en la Figura 2.8a, en 

la que se observó un patrón similar al del Panel A, donde se registró una mayor concentración 

en el valor de 0,5. Posteriormente, se filtró el panel para recuperar solo los loci que tuvieran una 

profundidad de lectura de entre 10x y 200x, lo que resultó en el Panel B de 3907 SNPS. La 

cantidad de SNPs identificados por cromosoma (Fig. 2.8b) siguió el mismo patrón observado 

para el Panel A (Fig. 2.6).  

 

Figura 2.8.  Distribución de frecuencias alélicas y número de variantes SNPs por cromosoma. a. Distribución de 

frecuencias alélicas; b. Número de SNPs para cada uno de los 10 cromosomas de la caña de azúcar.  
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Construcción de mapas genéticos   

Se exploraron dos metodologías alternativas para la creación de mapas genéticos en 

organismos poliploides. Inicialmente, se evaluaron los 2066 SNPs del Panel A tratándolos como 

si fueran de una especie diploide (metodología más común para la creación de mapas) usando 

el algoritmo OneMap de R y se siguieron los criterios recomendados para tales casos. Luego, se 

calcularon las dosis alélicas de cada SNP y se exploró una metodología que permitiera inferir los 

grupos de ligamiento a partir de estos dosajes, con el fin de generar mapas para especies 

poliploides usando el paquete MAPpoly de R. 

 

Aproximación para diploides  

Para la construcción del mapa, utilizando el software OneMap (Margarido et al. 2007) 

desarrollado para especies diploides, se evaluó la segregación de los marcadores del panel (2066 

SNPs) para retener aquellos que segregan de manera mendeliana. Se eliminaron las variantes 

del conjunto de datos que en ambos progenitores eran homocigotas para el mismo alelo, por lo 

que estos marcadores no se consideran informativos en poblaciones de cruzamiento biparental. 

De esta forma, el panel (2066 SNPs) quedó conformado por 553 marcadores SNPs. Dado que la 

información genotípica de algunos SNPs puede coincidir con la de otros marcadores debido a 

que no ha ocurrido ninguna recombinación entre ellos, su inclusión incrementa la carga 

computacional en la construcción del mapa y no aporta información adicional. En consecuencia, 

se excluyeron estos marcadores para la construcción del mapa. Por consiguiente, se agruparon 

los marcadores en intervalos según su información genotípica en 430 bins o grupos, con un 

promedio de 1,29 marcadores/grupo.  
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Figura 2.9. Tipos de segregación. B3.7= Parentales= ab×ab; segregación= 1:2:1 (a, 2ab, b). D1.10= Parentales= 

ab×aa; segregación= 1:1 (a,ab). D2.15= Parentales= aa×ab; segregación= 1:1 (a,ab). 

 

Se evaluaron los tipos de segregación propuestos por Wu et al. (2002) y se observó que 142 

SNPs resultaron heterocigotas para ambos progenitores (B3.7= ab × ab), mientras que 185 SNPs 

eran heterocigotas para el parental NA 78-724 (D1.10= ab × aa) y 103 SNPs eran heterocigotas 

para el parental LCP 85-384 (D2.15=aa × ab) (Fig. 2.9). Mediante la prueba de chi-cuadrado, se 

identificaron 183 marcadores sin distorsión en la segregación (Fig. 2.10), y estos se utilizaron 

para la construcción del mapa de ligamiento.   
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Figura 2.10.  Distorsión en la segregación mendeliana. Non sign.= no es significativa la distorsión; sign= es 

significativa la distorsión. 

 

Para la generación del mapa se emplearon 183 SNPs, con un LOD de 5,45 y una fracción de 

recombinación de 0,40, resultando en un mapa compuesto por 38 grupos de ligamiento (LG). 

De estos, 112 marcadores se asignaron a alguno de estos grupos, mientras que 71 no pudieron 

ser asignados. Con esta información, se elaboró un mapa genético marco que muestra cada LG 

con sus respectivos marcadores y la distancia entre ellos en centimorgan (cM) (Figura 2.11). 

Dado que las variantes se llamaron originalmente utilizando una referencia, se disponía de las 

posiciones físicas de los marcadores mapeados en los cromosomas para cada LG. Cuando un LG 

tenía más del 80% de marcadores correspondientes al mismo cromosoma de caña, se agrupaba 

en el grupo homólogo (HG), que se nombraba según el número de cromosoma de referencia 

correspondiente. El tamaño total del mapa fue de 570,1 cM. El grupo LG2, ubicado dentro del 

HG 1, fue el más extenso con 49,9 cM, mientras que los LGs 13, 32 y 33 fueron los más cortos, 

con solo 1,1 cM cada uno. 
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Figura 2.11.  Mapa genético marco. Los 38 grupos de ligamiento (LGs) se representaron como cromosomas 

grises. Representados como líneas azules se encuentran cada uno de los 112 marcadores SNPs agrupados en 38 LGs. 

A la izquierda se detalla la distancia dentro de cada LG y a la derecha el nombre del SNP. Se agregó de forma manual 

el grupo homólogo (HG) al que pertenecía cada LG, según la posición física de cada marcador. 

 

Para evaluar la calidad de los datos obtenidos para la construcción del mapa marco se 

graficó un mapa de calor a partir de las frecuencias de recombinación de los 112 marcadores 

(Fig. 2.12). Se puede observar que los colores más cálidos, que representan frecuencias de 

recombinación más bajas, se encuentran cercanas a la diagonal, formando pequeños grupos. La 

mayor parte de los marcadores se encuentran a distancias de recombinación más altas, aunque 

es posible ver varios puntos en celeste (frecuencias de recombinación entre 0,3 y 0,4). 



Catalina Molina   Capítulo 2 

P á g i n a 75 | 144 

 

 

Figura 2.12.  Mapa de calor de 112 marcadores. Cada punto representa las frecuencias de recombinaciones 

entre dos marcadores. En la diagonal se encuentra cada marcador consigo mismo. Los colores cálidos representan 

frecuencias de recombinación más bajas, mientras que los colores fríos representan frecuencias de recombinación 

más altas. rf= frecuencias de recombinación. 

 

Aproximación para poliploides  

La estimación de los dosajes alélicos para cada SNP por individuo del panel (2066 SNPs) se 

realizó con el paquete de R updog (Gerard et al. 2018). Este paquete devuelve dos conjuntos de 

datos. El primero engloba las características de los SNPs, incluyendo valores estimados del sesgo 

alélico y la tasa de error de secuenciación, así como la probabilidad del dosaje alélico de cada 

marcador para cada uno de los parentales (Fig. 2.13). El segundo conjunto de datos comprende 

las características de cada individuo respecto a cada SNP (Fig. 2.14). 



Catalina Molina   Capítulo 2 

P á g i n a 76 | 144 

 

 

Figura 2.13. Estimación de los dosajes alélicos de todos los marcadores para los parentales. a. NA 78-724 y b. 

LCP 85-384. La estimación se realizó en base a la profundidad de lectura del alelo de referencia, respecto al número 

de lecturas total, asumiendo una ploidía uniforme de 8. Un marcador "7" representa siete copias del alelo de 

referencia y una copia del alelo alternativo.  

 

La mayoría de los SNPs mostraron una alta probabilidad de tener 6 o 7 copias del alelo de 

referencia en los parentales, lo que significa que tenían 2 o 1 copias del alelo alternativo, 

respectivamente (por ejemplo, AAAAAAaa para el primer caso). Se observó una proporción 

mayor de la relación 6-2 en el NA 78-724 (Figura 2.13a) y de 7-1 en el LCP 85-384 (Figura 2.13b). 

Las progenies mostraron dosajes alélicos intermedios entre los parentales en algunos loci, como 

es esperado por la segregación mendeliana, mientras que en otros se comportaron de manera 

similar a uno de los parentales. El programa updog permitió tener una estimación de la correcta 

asignación de los genotipos de la progenie, teniendo en cuenta los errores de secuenciación, la 

profundidad de lectura por SNP para cada individuo y los datos faltantes. Esto permitió realizar 

una estimación más real de los genotipos poliploides, considerando la cantidad de copias de 

cada alelo para cada loci. A su vez, fue posible representar gráficamente la probabilidad de los 

dosajes alélicos de la población, como se muestran los ejemplos de la Figura 2.14. En la Figura 

2.14a, ambos parentales tienen un dosaje alélico de 7-1, pero el padre tiene más lecturas que la 

madre. En la Figura 2.14b, el NA 78-724 tiene un dosaje alélico de 8, mientras que el LCP 85-384 
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tiene un dosaje alélico de 7. Esto permite observar los dosajes alélicos de toda la población para 

cada marcador. 

 

 

Figura 2.14. Ejemplo del llamado de dos marcadores SNP con sus posibles dosajes alélicos utilizando updog. a. 

Marcador 26005:59: -. b. Marcador 274423:72: +. El eje Y representa el número de copias del alelo de referencia (A) 

y el eje X representa el número de copias del alelo alternativo (a). 9ƭ ǎƝƳōƻƭƻ άҌέ Ŝǎ ƭŀ ǳōƛŎŀŎƛƽƴ ŘŜƭ ǇŀǊŜƴǘŀƭ ŦŜƳŜƴƛƴƻ 

(NA 78-724ύ ȅ άȄέ Ŝǎ Ŝƭ ǇŀǊŜƴǘŀƭ ƳŀǎŎǳƭƛƴƻ όLCP 85-384). Los individuos de la progenie se muestran como puntos 

codificados por colores según su genotipo con la probabilidad posterior más alta. Por ejemplo, un genotipo ά7έ 

representa siete copias del alelo de referencia y una copia del alelo alternativo (AAAAAAAa). Las líneas discontinuas 

indican nueve dosis posibles en un individuo octoploide. El nivel de transparencia es proporcional a la probabilidad 

posterior máxima. Esto equivale a la probabilidad posterior de que la estimación del genotipo sea correcta. NA= sin 

dato.  
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Para construir el mapa genético con una aproximación para poliploides se utilizó el paquete 

de R MAPpoly (Mollinari et al. 2019), a partir de la estimación de los genotipos, con sus dosajes 

alélicos, como se explicó previamente. Primero, se realizó un análisis exploratorio en el que se 

compararon los resultados de analizar los datos como si se tratara de una especie diploide, 

utilizando los mismos 2066 SNPs, pero con los dosajes alélicos asignados para aproximarse a un 

análisis del tipo poliploide (Fig. 2.15). En el análisis como diploide, se observa que la mayoría de 

los marcadores son heterocigotas, tanto en los parentales, que se puede observar en el panel 

de la izquierda como gráfico de barras del número de marcadores por cada combinación de 

dosis alélica en ambos progenitores (mayor proporción segregación 1:1), o en el panel de las 

progenies como color amarillo en el panel central (Fig. 2.15a). En caso del análisis como 

poliploide, se observa que mayoría de los marcadores son heterocigotas, con dosis alélicas muy 

variables, pero con mayor proporción de dosis alélicas correspondiente al alelo de referencia 

respecto al alternativo (segregaciones 7:7, 6:6, 6:7, 7:8). Las progenies por su parte tienen un 

comportamiento similar a los parentales (colores del celeste al azul) (Fig. 2.15b). 
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Figura 2.15. Composición genética de cada genotipo según las estrategias utilizadas para el armado de los 

mapas. Análisis como diploide con OneMap (Panel de 2066 SNPs diploidizados) y como poliploide con MAPpoly (Panel 

de 2066 SNPs con los dosajes alélicos estimados). a. El diagrama de barras de la izquierda es una representación 

gráfica del número de marcadores por cada combinación de genotipos de los progenitores (0= homocigota para el 

alelo de referencia; 1= heterocigotas; 2= homocigota para el alelo alternativo). Los números separados por un guion 

indican la dosis en los parentales NA78-724 y LCP85-384 respectivamente. En el panel superior derecho se muestra 

el log10 (valor p) de una prueba chi-cuadrado para los patrones de segregación esperados según la herencia 

mendeliana. El panel inferior derecho muestra una representación gráfica de la distribución de dosis en la población 

de hermanos completos. La barra azul indica la proporción de marcadores únicos vs. redundantes. b. A la izquierda 

se encuentra la representación gráfica del número de marcadores por cada combinación de genotipos de los 

progenitores, asumiendo una ploidía uniforme de 8. Los números separados por un guion indican la dosis en los 

parentales NA78-724 y LCP85-384 respectivamente. 9ƭ ǇŀƴŜƭ ǎǳǇŜǊƛƻǊ ƳǳŜǎǘǊŀ ƭŀ ƭŜȅŜƴŘŀ άƴƻ ǎŜƎǊŜƎŀǘƛƻƴ ǘŜǎǘέ 

porque no se pudo obtener la información de los patrones de segregación esperados según la herencia mendeliana. 

El panel inferior derecho muestra una representación gráfica de la distribución de dosis en la población de hermanos 

completos. 
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El software MAPpoly permite una evaluación gráfica del desempeño de cada marcador 

(Figura 2.16), sintetizando la información y facilitando la comparación entre marcadores, así 

como la evaluación de la calidad. Por ejemplo, consideremos el marcador 274423:72:+. En este 

caso, podemos observar que el genotipo NA 78-724 tiene un dosaje alélico de 8, mientras que 

el parental LCP 85-384 presenta 7 copias del alelo de referencia y 1 del alelo alternativo. Además, 

este locus no tiene datos faltantes y la mayoría de las progenies son homocigotas para el alelo 

de referencia, aunque algunos muestran 1 copia del alelo alternativo. Este análisis nos permite 

visualizar las probabilidades de que cada marcador esté correctamente genotipado y la cantidad 

de genotipos que cumplen con estas características. 

 

Figura 2.16.  Visualización de las probabilidades del dosaje alélico de los marcadores utilizando MAPpoly. 

Ejemplo de un marcador SNP άнтппноΥтнΥҌέ con sus posibles dosajes alélicos. Se utilizó uno de los marcadores de la 

Figura 2.14 para evaluar la información del marcador. El panel superior izquierdo da un resumen, informando el 

dosaje de cada parental, porcentaje de datos perdidos, valor p asociado, posición en el genoma de referencia y 

probabilidad de recombinación. En el panel inferior izquierdo se visualizan la proporción de progenies con dosajes de 

7 u 8 y sin datos. Por último, como figura central se ve un gráfico de tres dimensiones en la que se ve por cada progenie 

(eje x) el dosaje alélico (eje z) y su probabilidad (eje y). 

  

Se aplicó un proceso de filtrado de marcadores similar al del OneMap, por lo que el panel 

inicial de 2066 SNPs fue ajustado a 1252 SNPs tras eliminar los marcadores que no eran 

informativos y, luego, se refinó a 1196 SNPs al eliminar aquellos ubicados en la misma región 

genómica. Es importante aclarar que muchos de los marcadores se perdieron al no poseer la 

cantidad de lecturas necesarias para una evaluación del dosaje alélico. Por este motivo, los 

marcadores que pasaron los filtros de calidad fueron 568, distribuidos por todo el genoma, que 

conformarán el mapa poliploide. El algoritmo del MAPpoly es diferente al del OneMap, razón 
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por la cual cambió el número de marcadores final con el que se construyeron los mapas de 

ligamiento.  

 

Figura 2.17. Mapa genético de los parentales ejemplificado para los grupos de ligamiento 2 (a) y 7 (b). 

Representados como líneas grises se encuentran cada una de las 8 copias del genoma. Los bloques negros o grises 

representan las posiciones de los marcadores, siendo el primer color la variante de referencia y la segunda la 

alternativa. Los puntos están codificados por colores según la dosis alélica de cada genotipo.  
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El mapa de ligamiento se construyó utilizando un algoritmo multipunto modelo oculto de 

Markov, en donde se estiman las configuraciones de las fases de ligamiento. A partir de las 

frecuencias de recombinación de los 568 SNPs, solo 51 se pudieron agrupar, formando grupos 

de marcadores muy distanciados entre sí. Debido a esto, no fue posible graficar todos los LGs en 

un mismo mapa. Sin embargo, se pudieron graficar los LGs por separado, mostrando los SNPs 

en los parentales y los dosajes alélicos representados con diferentes colores. La Apéndice Tabla 

2.2 muestra el número de marcadores por cromosoma utilizados para calcular las fracciones de 

recombinación (Apéndice Tabla 2.2 a) y el número de marcadores por grupo homólogo (HG) 

(Apéndice Tabla 2.2 b). Los haplotipos de los parentales para los LG2 y 7, que poseen 4 

marcadores cada uno se pueden visualizar en la Figura 2.17. El LG2 tiene una distancia de 0,30 

cM, siendo la distancia física 26 Mb, mientras que el LG7 tiene 1,2 cM con una distancia física de 

101 pb. Esta permite también la visualización de las copias de cada alelo para cada marcador, 

en cada parental. En la Fig. 2.17a hay más variación en los dosajes de los marcadores, algunos 

con 4 o 5 copias para el alelo de referencia, mientras que en la Fig. 2.17b es más uniforme, donde 

el LCP 85-384 no presenta copias para el alelo alternativo y NA 78-724 tiene un dosaje alélico de 

7.  

 

Estructura genética y diversidad poblacional mediante análisis 
multivariados con datos genómicos 

Para conocer la diversidad genética y la estructura poblacional se realizó un Análisis 

Discriminante de los Componentes Principales (DAPC) sobre los 183 SNPs que no poseen 

distorsión en la segregación analizado con técnicas diploides (Fig. 2.10). Utilizando el valor BIC 

más bajo, se detectaron tres clústeres (Fig. 2.18). Se conservaron los 80 primeros PCs (99.3% de 

la varianza total) y dos funciones discriminantes. En la Figura 2.11 a. y b., se observa la que 

Función Discriminante 1 (eje horizontal) separó al clúster 1 del 2 y del tres, mientras que Función 

Discriminante 2 (eje vertical) permitió separar los clústeres dos y tres. El clúster 1 agrupó 43 

genotipos, entre ellos el parental LCP 85-384, el grupo 2 permitió asociar a 12 individuos, entre 

ellos el otro parental NA 78-724, mientras que el clúster 3 agrupó a 37 líneas (Fig. 2.18a).  
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Figura 2.18. Análisis discriminante de los componentes principales. a. DAPC para la población biparental (dos 

parentales y las 90 progenies) a partir de 183 SNPs. 80 PCs y 2 funciones discriminantes fueron retenidos durante los 

análisis, para describir la relación entre los clusters. Los ejes representan las primeras dos Funciones Discriminantes 

Lineales. Cada círculo representa un clúster y cada punto representa un individuo. Los números representan las 

diferentes subpoblaciones identificadas por el análisis DAPC; b. Densidad individual y por clusters (3) en la primera 

función discriminante. 

 

De forma análoga, se realizó un análisis de componentes principales (PCA) para el panel de 

568 SNPs, codificados según sus dosajes alélicos (Fig. 2.19).  Se observa que el componente 

principal 1 (PC1, eje horizontal) explicó el 4,5% de la varianza total, mientras que PC2 (eje 

vertical) permitió explicar el 4,2% de la varianza total. El parental NA 78-724, resaltado con un 

rectángulo amarillo en la Figura 2.19, se agrupó junto a 10 líneas, que coinciden con el 

agrupamiento de la Figura 2.18, con la excepción de la línea 150. El otro parental LCP 85-384, 

marcado con un rectángulo azul (Fig. 2.19), se ubicó más alejado de otras muestras. Un grupo 

de 6 progenies (94, 98, 140, 145, 153 y 164), identificadas con un rectángulo rojo en la Figura 

2.19, se diferenció de los dos parentales y de las progenies restantes que se encuentran más 

próximas espacio.  
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Figura 2.19. Análisis de componentes principales. PCA para la población biparental (dos parentales y las 90 

progenies) a partir de 568 SNPs, codificados con sus dosajes alélicos. Los ejes representan los primeros dos 

componentes principales. Cada rectángulo representa un grupo y cada punto representa un individuo. 

 

Discusión  
La implementación del protocolo ddRADseq desarrollado para caña de azúcar en esta tesis 

demostró ser aplicable tanto para pocos individuos como para un escalado en el número de 

muestras al evaluar una población biparental de 90 individuos. El mismo permitió la obtención 

de datos genómicos de buena calidad que se pudieron utilizar para el desarrollo de paneles de 

SNPs y la caracterización de germoplasma complejo como lo es el de la caña de azúcar. Los 

marcadores moleculares relacionados a loci genéticos pudieron utilizarse para identificar 

polimorfismos entre los progenitores, y para genotipar a los individuos recombinantes dentro 

de la población.  

Como se discutió en el capítulo anterior, las técnicas de ddRADseq presentan limitaciones 

inherentes a su metodología e inciden en el número de lecturas obtenidas por sitio, un factor 

crucial para los algoritmos de llamado de variantes. En este capítulo, se crearon dos bibliotecas, 

cada una de 48 muestras, las cuales se secuenciaron por separado y a distintos tiempos en el 

mismo servicio de secuenciación. Para que sea económicamente viable a nivel poblacional, se 
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La definición de las metapoblaciones, al momento de realizar el llamado de variantes, 

influye en el número de SNPs final del panel. Las profundidades medias de lectura por variante 

en el análisis como población biparental (mediana de 10,50 y media de 26,77 lecturas por sitio) 

fueron menores comparadas con el análisis de la población natural en su conjunto (media de 

60,5 y una mediana de 35,9 lecturas por sitio respectivamente). Esto se debe a la manera en que 

el software busca las variantes: en el caso de la población biparental compara a los dos 

parentales y luego, en estas regiones, registra lo encontrado en las progenies, o en el caso de la 

población natural evalúa los loci de todos los individuos sin una priorización (Cerca et al. 2021). 

Sin embargo, como puede apreciarse en la diferencia entre la media y la mediana de ambos 

análisis, se observó una gran variabilidad. Según las recomendaciones de Gerard et al. (2018) 

para el análisis de poliploides, se sugiere utilizar más de 25 lecturas para obtener una fuerte 

correlación de genotipos verdaderos, considerando también el número de individuos incluidos 

en el estudio.  En el capítulo anterior se tuvieron en cuenta estas recomendaciones por tratarse 

únicamente de 5 variedades de caña. No obstante, en el análisis de la progenie se disminuyó el 

umbral a un mínimo de 10 lecturas por sitio, para evitar una condición excesivamente restrictiva 

que pudiera ocasionar la pérdida de información. Además, se consideró la naturaleza biparental 

de la población, en la que los genotipos parentales tuvieron un mayor número de lecturas.  

En total se identificaron 2066 marcadores para el panel A y 3907 para el panel B. El número 

de marcadores y su distribución por cromosoma fue similar en los paneles A (biparental) y B 

(generado al analizar las muestras como una población natural) y, a su vez, estos se 

correspondieron con los resultados obtenidos en el capítulo 1. Estos resultados son coherentes 

con el tamaño de los cromosomas y podría ser un indicio de que el número de variantes 

encontradas se relaciona con las regiones que segregan juntas (bloques de ligamiento). Las 

regiones distales de los cromosomas presentan una mayor variabilidad genética, mientras que 

en el centro se encuentra una menor frecuencia de variantes o incluso áreas sin información 

(regiones en blanco). Este patrón de distribución podría confirmar que las zonas centroméricas 

son más metiladas que las zonas distales que alojan más regiones codificantes (Garsmeaur et al. 

2018; Xue et al. 2022). En un estudio en el que se analizaron los perfiles de metilación de caña 

de azúcar, aplicando la digestión del ADN con endonucleasas McrBC para enriquecer regiones 

eucromáticas, observaron que, áreas del genoma con baja metilación coincidían con factores de 

transcripción y genes relacionados con la sacarosa, tales como WRKY (proteínas que se unen al 

ADN), bZIP (del inglés: Basic Leucine Zipper), WOX (del inglés: WUSCHEL-related Homeobox), 

sacarosa-fosfato sintasa y fructosa-1,6-bisfosfatasa (Grativol et al. 2014). Además, observaron 

que los genes que se superponen con regiones del ADN que presentan diferentes niveles de 
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que cuando se los analiza teniendo en cuenta las dosis alélicas el número de homocigotas baja 

considerablemente.   

El MAPpoly también permite resumir la información de cada marcador, como se observa 

en el ejemplo de la Fig. 2.16, donde se pueden contemplar los posibles dosajes alélicos de todos 

los individuos evaluados con sus probabilidades de ocurrencia. Además, se informa la posición 

del marcador en el genoma y las proporciones de los individuos que contienen uno u otro dosaje 

alélico y las indeterminaciones. A partir de las frecuencias de recombinación se formaron grupos 

de marcadores muy distanciados entre sí, por lo que no se pudo graficar en un mismo mapa 

todos los LGs, pero sí LGs por separado, donde se visualizan los SNPs en los parentales y con 

colores los dosajes alélicos. Se puede apreciar que hay mucha variabilidad en los LGs evaluados, 

por lo que el agregado de nuevos marcadores a este mapa marco permitiría la reconstrucción 

de un mapa más denso. Sin embargo, esta primera aproximación permite tener una idea de la 

factibilidad de evaluar genomas con tan alta complejidad, utilizando genotipificación por 

secuenciación. 

Para entender mejor la estructura poblacional, se realizaron análisis multivariados a partir 

de los paneles de marcadores SNPs. El método DAPC permitió dividir la población en grupos 

definidos, una opción atractiva en comparación con el software STRUCTURE. A diferencia de 

este último, el método DAPC no exige que las poblaciones estén en equilibrio HW y, además, 

puede manejar grandes conjuntos de datos sin usar software de procesamiento paralelo, ya que 

puede implementarse en R. El DAPC no pudo implementarse para el panel como poliploide, ya 

que no puede manejar loci con ploidías tan elevadas, por lo que se decidió analizar los datos con 

un análisis de componentes principales (PCA), igual que en el capítulo 1 de esta tesis. En ambos 

métodos, se agruparon 10 progenies con la madre NA 78-724, mientras que el comportamiento 

del resto de las líneas fue diferencial. Como se ha mencionado anteriormente, el método DAPC 

difiere ligeramente de un PCA, ya que obliga a los datos a agruparse en k grupos según el modelo 

con el menor BIC. La Función Discriminante 1 logró separar al clúster 1 de los clústeres 2 y 3 (Fig. 

2.18 a y b). Esta separación sugiere que este primer eje captura las principales diferencias 

genéticas entre estos grupos. El clúster 1, que incluye 43 genotipos y, aunque un poco más 

alejado, al parental LCP 85-384, representa una agrupación genética específica que podría estar 

relacionada con las características heredadas de este parental (círculo azul en Fig. 2.18 a). Por 

otro lado, la Función Discriminante 2 separó los clústeres 2 y 3, destacando las diferencias 

genéticas adicionales entre estos grupos. El clúster 2, con 12 individuos incluyendo el parental 

NA 78-724 (círculo amarillo en Fig. 2.18 a), parece reflejar la influencia genética de este segundo 

parental. El clúster 3, que agrupa 37 líneas, sugiere la existencia de una subpoblación con 



Catalina Molina   Capítulo 2 

P á g i n a 90 | 144 

 

características genéticas diferenciadas que podrían ser de interés para el mejoramiento 

genético. El Análisis de Componentes Principales (PCA) realizado sobre los 568 SNPs, codificados 

según sus dosajes alélicos, proporcionó una visión adicional de la estructura genética en la 

población estudiada (Fig. 2.19). El PC1 explicó el 4,5% de la varianza total, mientras que el PC2 

explicó el 4,2%. Estos porcentajes, aunque relativamente bajos, son típicos en estudios 

genéticos complejos donde la variabilidad está distribuida en muchos componentes. A pesar de 

esto, los primeros dos componentes permiten observar patrones importantes de agrupamiento 

y diferenciación genética. Como ocurrió en otros estudios con métodos multivariados, para 

analizar las relaciones entre individuos mediante marcadores con segregación mendeliana, a 

menudo no se pueden caracterizar adecuadamente los genotipos poliploides (Medeiros et al. 

2020; Pimenta et al. 2021). Esta limitación no está relacionada con la calidad de los marcadores, 

sino con la complejidad del genoma poliploide. El análisis PCA mostró que el parental NA 78-

724, destacado con un rectángulo amarillo en la Figura 2.19, se agrupó junto a 10 líneas. Este 

agrupamiento coincide con el observado en el DAPC (Fig. 2.18), excepto por la línea 155, lo que 

refuerza la consistencia de estos genotipos como un grupo genéticamente similar. Por otro lado, 

el parental LCP 85-384, marcado con un rectángulo azul, se ubicó más alejado de otras muestras 

(Fig. 2.19). Este hallazgo es consistente con la separación observada en el DAPC. Un grupo de 

seis progenies (94, 98, 140, 145, 153 y 164), identificadas con un rectángulo rojo, se diferenció 

claramente de los dos parentales y de las demás progenies (Fig. 2.19). Estos resultados son 

consistentes con los PCA realizados sobre variables fenotípicas evaluadas en la familia realizada 

en paralelo a esta investigación en la Tesis Doctoral del Ing. Agr. José María García (comunicación 

personal). En el DAPC, estos individuos se registraron en el grupo 3, entre otras 31 líneas, y 

separadas de los parentales (Fig. 2.18). Esta diferenciación podría indicar la presencia de 

combinaciones alélicas únicas o adaptaciones específicas que las distinguen dentro de la 

población. La identificación de estas progenies destaca la utilidad de los análisis multivariados 

para revelar subestructuras genéticas que podrían ser importantes para estudios de asociación 

genética y mejoramiento. 

El protocolo de laboratorio utilizado en este estudio permitió escalar en el número de 

muestras analizadas y la generación de marcadores moleculares del tipo SNPs a nivel 

poblacional.  El uso de enzimas de restricción sensibles a la metilación permitió filtrar áreas 

metiladas del genoma, favoreciendo así el genotipado de regiones codificantes. En varias etapas 

del análisis, se remarcó la importancia de duplicar los esfuerzos de secuenciación para aumentar 

el número de lecturas por región. Además, si las secuenciaciones ocurren en diferentes 

momentos y se generan bibliotecas genómicas en ensayos independientes cada vez, se 
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vaina de células fibrosas, cuya función es separar el agua del xilema del apoplasto de los tejidos 

de almacenamiento del tallo (Jacobsen et al. 1992; Walsh et al. 2005). Esta envoltura de fibras 

presenta paredes celulares lignificadas y/o suberizadas (Moore et al. 2014). En contraste, los HV 

ubicados en la corteza del tallo cumplen principalmente una función de sostén y no participan 

activamente en el transporte a larga distancia del floema (Walsh et al. 2005). Las células del 

esclerénquima no solo circundan los haces vasculares, sino que también establecen conexiones 

con las capas de la epidermis, desempeñando un papel de anclaje y asegurando la integridad de 

la estructura vascular (Santiago et al. 2010). 

La necesidad de mejorar las características de los cultivos energéticos para eficientizar el 

uso de la biomasa estimuló el estudio de la biogénesis de la pared celular, así como la eficiencia 

de la actividad fotosintética y la translocación de los productos fotosintéticos (Chang et al. 2022). 

En este sentido, se realizaron estudios de genómica comparativa que permitieron la 

identificación de nuevos genes y regiones asociadas con la pared celular, y en la síntesis de 

polisacáridos como celulosa y hemicelulosa en especies vinculadas (de Carvalho et al. 2019). 

Además, para mejorar la calidad de la biomasa y facilitar su utilización como materia prima, se 

han llevado a cabo simulaciones bioinformáticas entre regiones genómicas de plantas de 

interés, como Sorghum bicolor y Miscanthus sinensis, para identificar posibles QTLs vinculados 

a la composición de la pared celular y características de eficiencia de bioconversión (de Carvalho 

et al. 2019).  

La caracterización a gran escala de los SNPs ofrece una visión integral de los patrones de 

variaciones tanto dentro de un mismo individuo como de una población, así como sus posibles 

impactos en las funciones metabólicas (Song et al. 2016). La utilización de estas variaciones en 

las secuencias de ADN se traduce en herramientas potentes para el genotipado de especies de 

interés agrícola como la caña de azúcar, facilitando la exploración y explotación de los recursos 

genéticos para el mejoramiento del cultivo. Actualmente, la disponibilidad de genomas de 

referencia permite localizar las variantes genéticas identificadas en regiones funcionales 

específicas proporcionando datos acerca de cómo las mutaciones afectan al proteoma. Así, es 

habitual utilizar genomas secuenciados y caracterizados para asociar las variantes con funciones 

específicas, buscando su relación o proximidad a los genes candidato (de Carvalho et al. 2019). 

El empleo de marcadores SNPs basados en genes que regulan las rutas metabólicas de los 

polisacáridos, la síntesis de lignina o asociados a genes de resistencia a enfermedades podría ser 

útil para descubrir nuevas variantes alélicas (Ming et al. 2002). Esto es relevante ya que uno de 

los principales objetivos de los programas de mejoramiento es incrementar el contenido de 
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azúcar, mientras que reducir el contenido de lignina puede facilitar la sacarificación de la 

celulosa para la producción de energía (Perera et al. 2023). 

La evaluación genotípica del germoplasma de caña de azúcar como información adicional 

al fenotipado resulta fundamental para que los programas de mejoramiento puedan utilizar 

progenitores genéticamente más diversos o con mejores aptitudes para rasgos de interés. Los 

paneles de marcadores se aplican ampliamente al análisis de la diversidad, mapeo genético, 

estudios de asociación, selección asistida y selección genómica. Además, estos paneles permiten 

estudiar al mismo tiempo la diversidad alélica y los haplotipos de los genes o alelos vinculados 

a ciertos rasgos (Nayak et al. 2014). En la literatura se observa que la presencia de variantes 

asociadas a genes candidato en los paneles de SNP son relevantes en los estudios de mapeo de 

asociación para distintos caracteres agroindustriales (Xiong et al. 2023). Los estudios de 

asociación se han empleado para caracterizar resistencia a enfermedades y rasgos anatómicos, 

proporcionando información valiosa para la selección asistida y la selección genómica en los 

programas de mejoramiento de caña de azúcar (Chen et al. 2022; Xiong et al. 2023). Utilizando 

estos marcadores genéticos vinculados a funciones biológicas, los mejoradores pueden 

seleccionar eficientemente variedades superiores de caña de azúcar con las características 

deseadas, mejorando en última instancia la productividad del cultivo y la resistencia a las 

enfermedades. 

En este Capítulo, se caracterizó la variabilidad en la anatomía en entrenudos del cultivar 

comercial (LCP 85-384) y del biotipo de caña energía (INTA 05-3116), contrastantes 

fenotípicamente a campo, complementando los datos de variabilidad genotípica obtenidos en 

capítulos anteriores. Se utilizó un enfoque bidimensional que involucró etapas críticas del ciclo 

de cultivo (patrones temporales) y diferentes posiciones de entrenudos a lo largo del tallo 

(patrones espaciales). La descripción anatómica incluyó 1- análisis histoquímico de la deposición 

de lignina 2- descripción cuantitativa de los elementos de los haces vasculares, 3- relación entre 

el número de haces vasculares con el área del entrenudo. Paralelamente, se predijo el efecto de 

las variantes alélicas identificadas en los capítulos anteriores de este trabajo de Tesis para 

explorar regiones funcionales a partir de la exploración de genes candidato para el metabolismo 

de los polisacáridos, de la estructura de la pared celular o implicados en la respuesta al estrés 

abiótico.  
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Materiales y métodos 
Material vegetal y diseño experimental 

En este experimento se utilizaron dos híbridos de caña de azúcar con fenotipos 

contrastantes: LCP 85-384, un cultivar comercial con contenido alto en sacarosa y bajo en fibra, 

e INTA 05-3116, un biotipo de caña energía y con contenido bajo en sacarosa, analizados 

también en el capítulo 1. Tallos de caña de azúcar de soca 2 (rebrote después de la segunda 

cosecha) fueron recolectados al azar en el campo experimental de la Estación Experimental INTA 

Famaillá (27°03'S, 65°25'O, 363 msnm, provincia de Tucumán, Argentina) de plantas cultivadas 

en parcelas de una sola hilera de 6 m de largo y un espaciamiento entre hileras de 1,6 m. Se 

cortaron cinco tallos de cada genotipo a nivel del suelo en cada una de las siguientes etapas de 

crecimiento y desarrollo: macollaje (diciembre), gran crecimiento (febrero), maduración 

temprana (mayo) y maduración tardía (agosto). Las etapas se eligieron por ser críticas para 

determinar el rendimiento agronómico a lo largo del ciclo de cultivo de la caña de azúcar (Moore 

y Frederick, 2014). El número de entrenudos muestreados en las diferentes posiciones de los 

entrenudos (IP) aumentó con el desarrollo de la planta, por lo que la IP 1 se recogió en el 

macollaje, las IP 1 y 5 en el gran crecimiento, las IP 1, 5, 10 y 15 en la maduración temprana y 

las IP 1, 5, 10, 15 y 20 en la maduración tardía. El IP se definió como el número de entrenudos 

contados desde el nivel del suelo; por lo tanto, los entrenudos conservan su posición a lo largo 

del desarrollo de la planta, lo que permite una interpretación más fácil de los cambios en la 

composición de los entrenudos. Además, se contó el número de entrenudos por debajo de la 

primera hoja con cuello visible (TVD) en cada fase para tener en cuenta la edad fisiológica del 

entrenudo en la interpretación de los datos. Los entrenudos de dos tallos recogidos (réplicas 

independientes) se utilizaron para este análisis.  

 

Figura 3.1. Ilustración esquemática del diseño experimental utilizado para la caracterización de los entrenudos 

de la caña de azúcar. La composición de los entrenudos se estudió en un perfil temporal que incluye cuatro etapas 

críticas de desarrollo en el ciclo de crecimiento de la planta. En cada etapa de desarrollo, se evaluó un perfil espacial 

que incluye varias posiciones de entrenudos (IP) desde el nivel del suelo. Figura creada con BioRender.com  
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En términos generales, la longitud de los HV exhibió similitudes a lo largo del ciclo de 

crecimiento y desarrollo de la planta. No obstante, se destacaron HV notablemente más 

extensos en el caso de IP1 durante la fase de gran crecimiento para el cultivar LCP 85-384, y 

durante la etapa de maduración temprana y tardía para el INTA 05-3116 (Fig. 3.3 a, Apéndice 2 

Tabla 3.1). En IP1 se observó una tendencia hacia mayores longitudes de HV en INTA 05-3116 

en comparación con LCP 85-384 en tres etapas de desarrollo, a excepción de la fase de gran 

crecimiento (Fig. 3.3 a, Apéndice 3 Tabla 3.1). Se identificaron diferencias estadísticamente 

significativas durante la maduración temprana en la interacción genotipo:IP. En esta etapa, se 

observó que en el IP1 en INTA 05-3116 (536,8 µm), los HV presentaron una longitud de 117 µm 

mayor en comparación con los HV del mismo entrenudo en LCP 85-384 (419,3 µm). Estas 

discrepancias se intensificaron al comparar la longitud de los HV en el IP1 del INTA 05-3116 con 

los IPs superiores del genotipo LCP 85-384. Durante la maduración tardía, el IP1 de INTA 05-3116 

(474,6 µm) mostró una longitud promedio de los HV de 93 µm mayor que el mismo entrenudo 

del LCP 85-384 (381,9 µm) (Fig. 3.3 a, Apéndice 3 Tabla 3.1). 

Los HV resultaron más anchos en LCP 85-384 que los de INTA 05-3116, destacándose 

tendencias desde la fase de gran crecimiento, aunque la interacción genotipo:IP solo resultó 

estadísticamente significativa en la maduración tardía (Fig. 3.3b, Apéndice 1 Tabla 3.2). En esta 

última etapa, el IP10 (405,4 µm) en LCP 85-384 mostró HV de 58,1 y 55,7 µm más anchos que 

los respectivos anchos de los IPs 10 y 15 de INTA 05-3116 (347,3 y 349,7 µm, respectivamente) 

(Apéndice 3 Tabla 3.2). Analizando el IP15 (420,2 µm) en LCP 85-384 en maduración tardía 

mostró que los HV resultaron un 72,9, 70,5 y 77,7 µm más anchos que los IPs 10 (347,3 µm), 15 

(349,7 µm) y 20 (342,5 µm) en INTA 05-3116 (Fig. 3.3 b, Apéndice 3 Tabla 3.1). En esta dimensión 

analizada, se identificaron variaciones propias para cada genotipo. La tendencia observada en 

LCP 85-384 fue en aumento progresivo desde la base hacia el ápice del tallo. En maduración 

temprana, por ejemplo, los HV pasaron de 374,4 µm (IP1) a 390,2 µm (IP15) (Fig. 3.3b, Apéndice 

3 Tabla 3.1). En cambio, INTA 05-3116 mostró una tendencia opuesta, disminuyendo de abajo 

hacia arriba, como se evidenció en la maduración temprana, donde los HV descendieron de 

362,9 µm (IP1) a 338,4 µm (IP15) (Fig. 3.3 b, Apéndice 3 Tabla 3.1). Esta diferencia en la 

tendencia se mantuvo consistentemente incluso en maduración tardía, donde los anchos de HV 

en LCP 85-384 (364,0 µm en IP1 a 402,9 µm en IP20) contrastaron con los de INTA 05-3116 (362,1 

µm en IP1 a 342,5 µm en IP20).  
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Figura 3.2. Sección transversal de entrenudos de los cultivares LCP 85-384 (cultivar comercial) e INTA 05-3116 

(biotipo caña energía) teñidas con floroglucinol ácido (rojo), a lo largo de tres estadios de desarrollo. Imágenes 

representativas de la región de la corteza de entrenudos de INTA 05-3116 (a) y LCP 85-384 (b); región de la médula 

en tres estadios de desarrollo en IP1 en INTA 05-3116 (c, d, e) y en LCP 85-384 (f, g, h). HV= haz vascular, mx= 

metaxilema, px= protoxilema, fl= floema, pf= parénquima fundamental, e= epidermis, f= fibra. Barra de escala 100 

µm. 

Aunque los valores del diámetro del metaxilema de los IPs para cada genotipo fueron 

estables durante las etapas de macollaje y maduración temprana, LCP 85-384 presentó una 

tendencia a valores más altos que en el biotipo de caña energía en las cuatro etapas de 
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desarrollo analizadas. En maduración tardía, los IP superiores de LCP 85-384 mostraron una 

tendencia a valores más altos que en los entrenudos inferiores, pasando de 121,5 µm en IP20 a 

109,4 µm en IP1; en contraste con los valores de los IP de INTA 05-3116, que fueron similares a 

lo largo del mismo perfil espacial (Apéndice 3 Tabla 3.1). El número de HV para cada genotipo 

fue estable a lo largo del perfil espacial dentro de cada fase de crecimiento. Excepto en 

macollaje, se observó un mayor número de HV en LCP 85-384 que en INTA 05-3116 en las 

restantes etapas de desarrollo de la planta (Fig. 3.3 c, Apéndice 3 Tabla 3.1). 

 

Figura 3.3. Medias de los efectos principales de las medidas anatómicas de los entrenudos de LCP 85-384 

(cultivar comercial) e INTA 05-3116 (biotipo de caña energía) en cuatro estadios de desarrollo. Largo y ancho de los 

haces vasculares en micrómetro (µm) y número de haces por unidad de medición. T= Macollaje; GG= Gran 

crecimiento; ER=Maduración temprana; LR=Maduración tardía; IP= entrenudo 

 

Predicción del efecto funcional de los SNPs 

Para predecir las posibles implicancias funcionales de los SNPs, se recurrió al sistema de 

predicción de efectos de las variantes (VEP) de Ensembl Plants (Fig. 3.4). Este análisis se aplicó a 
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una lista de 261 posiciones genómicas correspondientes a SNPs informativos de la población en 

estudio. Se observó un patrón de localización similar al explorado en el capítulo 1 con respecto 

al porcentaje de variantes identificadas por cromosoma para el efecto de los SNPs. Las variantes 

genéticas ubicadas río arriba de los genes representaron el 23,4% del total (61 SNPs), mientras 

que las variantes río abajo de los genes constituyeron el 28,0% (73 SNPs), conformando más de 

la mitad de las variantes detectadas, con una suma del 51,3% (Fig. 3.4). Además, se encontraron 

21 variantes intergénicas (8,1%) y 60 SNPs intrónicos (23,0%) (Fig. 3.4). Se identificaron 20 

variantes con cambio de sentido y 16 sinónimas. Por su parte, 3 SNPs se localizaron en la región 

de splicing alternativo. Finalmente, se hallaron 6 variantes en la región 3' UTR y 1 en la 5' UTR 

(Fig. 3.4). 

 

Figura 3.4. Análisis funcional in silico de SNPs. Tipos de variantes encontradas para el panel de 261 SNPs y su 

frecuencia de aparición. 
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Anotación génica de los 261 loci 

Se realizó la anotación funcional por inferencia usando la base de datos Ensembl Plants para 

comprender mejor el impacto biológico de las variantes genéticas identificadas. A partir de los 

261 loci analizados, se identificaron 28 SNPs ubicados en regiones codificantes, tales como 

ǊŜƎƛƻƴŜǎ оΩ ȅ рΩ ¦¢wΣ splicing alternativo y exones como posibles candidato para estudios de 

asociación (Tabla 3.1; Apéndice 3 Tabla 3.3). La Tabla 3.1 detalla la información correspondiente 

a cada SNP, incluyendo su posición en relación con el genoma de referencia (cv R570), alelos, 

tipo de variante y los genes a los que están asociados. Además, se buscó vincular estos genes a 

las distintas vías o ciclos del metabolismo. De estos SNPs, 8 están asociados a proteínas de 

membrana (de los cuales 5 pertenecen al mismo gen), 3 están relacionados con el 

funcionamiento celular, 5 están vinculados al crecimiento y desarrollo, 2 están asociados al 

estrés, 1 combina las dos categorías anteriores. Por otro lado, se registró 1 SNP relacionado a 

cada una de las siguientes rutas o ciclos metabólicos: biosíntesis de lignina, biosíntesis de 

purinas, flujo citoplasmático, regulaciones transcripcionales, ácidos grasos, estructuras de las 

membranas y metabolismo secundario. Asimismo, se identificaron 2 variantes asociadas a 

glicosiltransferasas.  

De los 60 SNPs localizados dentro de intrones, se identificaron 7 variantes como posibles 

candidato para genes implicados en la síntesis de polisacáridos (SNP 8, ID: 22325_137; SNP 21, 

ID: 2070_95; SNP 22, ID: 2070_93; SNP 23, ID: 2070_43; vinculados con hexosiltransferasas) y la 

modificación de las paredes celulares (SNP 234; ID: 122049_17; vinculado a la proteína de 

reducción de la acetilación de la pared celular). Además, se encontraron dos intrones en factores 

de transcripción de genes relacionados con la síntesis de sacarosa, como el factor de 

transcripción para BZIP (SNP 42, ID: 15715_29) y para WRKY (SNP 177, ID: 96556_143). Los 

detalles de estos sitios polimórficos se encuentran en el Apéndice 3, Tabla 3.3. 
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Tabla 3.1. Análisis funcional in silico de SNPs. Descripción de 28 variantes SNPs seleccionadas a modo de ejemplo 

y su asociación al metabolismo vegetal. SNP_ID: nombre del SNP; Gen ID: nombre del gen asociado al SNP; SNP POS: 

posición del SNP en pares de bases, según el genoma de referencia de la caña de azúcar del cv R570; SNP: variante 

de referencia/variante alternativa; Tipo de variante: implicancia de la variante; Anotación funcional - Gen: nombre de 

la proteína, enzima o factor de transcripción asociado al SNP; Metabolismo: ruta o ciclo al que pertenece el gen del 

SNP asociado.  

  

N° SNP_ID Cromosoma Gen_ID SNP POSSNP Tipo de variante Anotación funcional - Gen Metabolismo

40 14275_129 Sh01 Sh01_g02881048784756 A /G sinónima
Proteína TRANSMISIÓN DE POLEN 

ABERRANTE 1
Crecimiento y desarrollo

51 17545_60 Sh01 Sh01_g03462057483546 C /T
con cambio de 

sentido 
Proteína de unión a la miosina 1 Flujo citoplasmático 

53 20736_42 Sh01 Sh01_g03947064985402 C /T
con cambio de 

sentido 

Factor de transcripción sensible al 

etileno ERF073
Respuesta a estrés

56 21119_126 Sh01 Sh01_g04005065865714 C /T 5_prima_UTR Inhibidor de la proteinasa de cisteínaCrecimiento y desarrollo

59 22095_107 Sh01 Sh01_g04173068144573 A /G
con cambio de 

sentido 
Proteína Dirigente Biosíntesis de lignina

66 31133_133 Sh02 Sh02_g01517028854584 C /T sinónima
Fosforibosil aminoimidazol-succino 

carboxamida sintasa
Biosíntesis de purinas

71 31721_90 Sh02 Sh02_g01611030678593 G /C
con cambio de 

sentido 

Proteína vegetal isoprenilada 41 

asociada a metales pesados

Crecimiento, desarrollo, 

respuesta a estrés 

72 34111_44 Sh02 Sh02_g02025036503815 C /T 3_prima_UTR 
Proteínas de la familia SR proteína-

cinasa específica II (SRPK4)
Crecimiento y desarrollo

73 34111_135 Sh02 Sh02_g02025036503906 A /G 3_prima_UTR 
Proteínas de la familia II de la 

proteína cinasa específica del SR 
Crecimiento y desarrollo

77 38037_118 Sh02 Sh02_g02695045863362 T /C
con cambio de 

sentido 
Proteína de unión a ARN

Regulación 

postranscripcional

99 49187_47 Sh03 Sh03_g01670029709876 T /G sinónima Acil-CoA sintetasa de cadena larga
Metabolismo Ácidos 

grasos

105 52535_52 Sh03 Sh03_g02205038061066 C /T sinónima Proteína con dominio BSD Crecimiento y desarrollo

108 54307_136 Sh03 Sh03_g02510042405274 T /G sinónima Proteína 2 similar a TOM1 Proteinas de membranas

131 69171_28 Sh04 Sh04_g01985034011701 G /A sinónima Plástido (P)ppGpp sintasa Respuesta a estrés

148 77788_76 Sh05 Sh05_g00822016430690 G /A sinónima
Proteína VIP3 que contiene 

repeticiones WD
Funcionamiento celular

149 77979_119 Sh05 Sh05_g00853016967967 T /G
con cambio de 

sentido 

similar a la proteína Os11g0587100 

(preniltransferasa)

Estructura de la 

membrana celular

153 84418_84 Sh06 Sh06_g00720013860027 G /A sinónima
similar a la proteína H0305E08.1 (RRM 

domain-containing protein)

Regulación 

postranscripcional

154 85290_8 Sh06 Sh06_g00868016056817 A /G sinónima Alfa-bisabolol sintasa Metabolismo secundario

193 101832_105 Sh07 Sh07_g01716028468845 T /A sinónima Beta C2-xilosiltransferasa Glicosiltransferasas

213 123364_8 Sh09 Sh09_g0031305126406 G /A sinónima
Transportador ABC de la familia B, 

miembro 21
Proteinas de membranas

244 127495_112 Sh10 Sh10_g00995016910628 C /A
región 

splicing_intrón 
Arabinosiltransferasa RRA1 Glicosiltransferasas

249 128509_49 Sh10 Sh10_g01118020298999 C /T sinónima
Proteasas de membrana 

dependientes de metales
Proteinas de membranas

250 128509_117 Sh10 Sh10_g01118020299067 C /T 3_prima_UTR 
Proteasas de membrana 

dependientes de metales
Proteinas de membranas

251 128509_130 Sh10 Sh10_g01118020299080 C /T 3_prima_UTR 
Proteasas de membrana 

dependientes de metales
Proteinas de membranas

252 128511_113 Sh10 Sh10_g01118020299159 G /A 3_prima_UTR 
Proteasas de membrana 

dependientes de metales
Proteinas de membranas

253 128511_49 Sh10 Sh10_g01118020299223 T /A 3_prima_UTR 
Proteasas de membrana 

dependientes de metales
Proteinas de membranas

257 133685_54 Sh10 Sh10_g01855033613438 C /T
con cambio de 

sentido 
Quinasa de serina/treonina ATR Funcionamiento celular

260 133685_56 Sh10 Sh10_g01855033613440 A /G
con cambio de 

sentido 
Quinasa de serina/treonina ATR Funcionamiento celular
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La Tabla 3.2 proporciona una visión detallada de cómo varían los genotipos en diferentes 

muestras para cada uno de los cuatro SNPs seleccionados. Estos SNPs se distribuyen en distintos 

cromosomas y están asociados con genes específicos, lo que permite identificar variaciones 

genéticas potencialmente útiles para la identificación de variedades y la selección asistida en 

programas de mejoramiento genético. La información sobre los genotipos, incluyendo los 

dosajes alélicos en muestras analizadas, proporciona datos valiosos para entender la 

variabilidad genética y su aplicación práctica. 

 

¶ El SNP 59, ID: 22095_107 (cromosoma 1; A/G) presenta una mutación con cambio de 

sentido en el gen de las proteínas dirigentes, que son un grupo de proteínas que juegan un 

papel crucial en la biosíntesis de lignina y en la formación de compuestos fenólicos 

estructurales (Li et al. 2022). En la versión simplificada, simulando la diploidía, los genotipos 

INTA 05-3116, NA 78-724, LCP 85-384 y NA 56-30, evaluados en el capítulo 1, se registraron 

como heterocigotas, mientras que el HOCP 92-665 resultó homocigota AA. En los modelos 

en los que se evaluó el dosaje alélico, el parental LCP 85-384 también se registró como 

heterocigota, pero con distintas dosis alélicas para cada variante, con 5 copias del alelo de 

referencia y 3 del alelo alternativo. En contraste, el parental NA 78-724 resultó ser 

homocigota GG, es decir, para el alelo alternativo (Tabla 3.2). 

 

¶ El SNP 77, ID: 38037_118 (cromosoma 2; T/C) presenta una mutación con cambio de 

sentido en el gen de proteínas de unión al ARN en plantas, clave en la regulación 

postranscripcional de la expresión génica. Estas proteínas se unen al ARN mensajero 

(ARNm) y otros tipos de ARN para influir en su procesamiento, transporte, estabilidad, y 

traducción (Gururani 2023). Este caso es interesante porque en el biotipo INTA 05-3116 se 

encontró la variante alternativa en homocigosis, mientras que en el LCP 85-384 y NA 78-

724 resultaron homocigotas para la referencia en la versión simplificada. Sin embargo, al 

evaluar a los parentales con sus dosajes alélicos el LCP 85-384 resultó heterocigota (con un 

genotipo de 6/2). Además, en las progenies 135, 153 y 172 se vio que sus genotipos son 

iguales al del INTA 05-3116, es decir, 0/8 (variante alternativa en homocigosis), 

combinación que no se encontró en los parentales (Tabla 3.2). 

 

¶ El SNP 193, ID: 101832_105 (cromosoma 7; T/A) presenta una mutación sinónima en el 

gen de la Beta C2-xilosiltransferasa, esencial para la síntesis y modificación de polisacáridos 

en la pared celular de plantas, proporcionando resistencia y flexibilidad, lo cual permite su 
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rápido crecimiento y adaptación a condiciones ambientales adversas (Takano et al. 2015; 

Hrmova et al. 2022). Para este SNP, se registró un genotipo homocigota TT, tanto en el INTA 

05-3116 como NA 56-30, mientras que para las demás accesiones fueron heterocigotas 

(Tabla 3.2).  

 

¶ El SNP 244, ID: 127495_112 (cromosoma 10; C/A) presenta una mutación la región de 

splicing en el gen de la arabinosiltransferasa RRA1, que es una enzima glicosiltransferasa, 

es crucial en la incorporación de arabinosa a los polisacáridos de la pared celular, 

contribuyendo a su robustez y flexibilidad para soportar el crecimiento y el estrés mecánico, 

así como a la adaptación a condiciones ambientales adversas (Zhang et al. 2023). Para este 

SNP, se registró un genotipo heterocigota en INTA 05-3116, NA 56-30, LCP 85-384, NA 78-

724, tanto en la versión simulada como diploide como al evaluar los dosajes alélicos. En 

contraste, el genotipo de HOCP 92-665 fue homocigota. Al evaluar los parentales con 

dosajes alélicos, NA 78-724 mostró 5 copias del alelo C y 3 del alelo A, mientras que en LCP 

85-384 se observaron 4 copias de cada alelo (Tabla 3.2). 

 

Tabla 3.2. Asignación de genotipos para cada SNP. Se seleccionaron cuatro SNPs: 22095_107, 38037_118, 

101832_105 y 127495_112 para ejemplificar la información que se puede extraer de cada variante. A su vez, se 

informa el genotipo de las muestras analizadas. SNP_ID: nombre del SNP; Gen ID: nombre del gen asociado al SNP; 

NA 78-724 diplo: panel No-150 del capítulo 1, analizado como diploide; LCP 85-384 diplo: panel No-150 del capítulo 

1, analizado como diploide; NA 78-724 ploi8: panel de SNPs con los dosajes alélicos asignados del capítulo 2; LCP 85-

384 78-724 ploi8: panel de SNPs con los dosajes alélicos asignados del capítulo 2. 

 

 

Evaluación de la heterocigosis 

La caña de azúcar es un cultivo altamente heterocigótico. En comparación con las 

gramíneas diploides, donde cada gen tiene una sola copia, en la caña de azúcar estos genes 

suelen tener de 2 a 6 copias, pudiendo llegar hasta 15 (Souza et al. 2019). Por esta razón, se 

evaluó la proporción de alelos diferentes en los SNPs identificados. A partir de la información de 

las 261 posiciones analizadas, se realizó el recuento de los SNPs en los que se obtuvieron 

individuos heterocigotas y homocigotas, pero para facilitar la visualización, solamente se 

muestran los datos de los 28 SNPs seleccionados en la Tabla 3.1 (Tabla 3.3 y Tabla 3.4). Del total 

de las variantes, 72 SNPs resultaron heterocigotas en todos los individuos analizados, y 216 

N° SNP_ID Cromosoma Gen ID SNPINTA 05-3116
NA 78-724 

diplo

LCP 85-384 

diplo
HOCP 92-665NA 56-30

NA 78-724 

ploi8

LCP 85-38 

ploi8

59 22095_107 Sh01 Sh01_g041730A/G 0/1 0/1 0/1 0/0 0/1 0/8 5/3

77 38037_118 Sh02 Sh02_g026950T/C  1/1 0/0 0/0 0/1 0/1 8/0 6/2

193 101832_105 Sh07 Sh07_g017160T/A 0/0 0/1 0/1 0/1 0/0 5/3 5/3

244 127495_112 Sh10 Sh10_g009950C/A 0/1 0/1 0/1 0/0 0/1 5/3 4/4
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variantes fueron heterocigotas en 90 o más individuos. Estos extremos podrían ser de interés 

particular para estudios de asociación genética. Uno de los pocos casos en los que se 

encontraron menos genotipos heterocigotas fue en el SNP 73, ID: 34111_135. En este caso 

particular, se observaron 43 en heterocigosis y 53 en homocigosis. 

 

Tabla 3.3. Heterocigosis en caña de azúcar. Número de individuos homocigotas y heterocigotas para cada SNP. 

SNP_ID: nombre del SNP. 

 

 

Al evaluar el comportamiento de cada individuo, se destacó el elevado número de loci 

heterocigotas, con un promedio de 245 loci heterocigotas por individuo (Tabla 3.4). Al comparar 

a los parentales NA 78-724 y LCP 85-384 en sus versiones diploide y poliploide, observamos que, 

al evaluar los dosajes alélicos, se registró un mayor número de SNPs como heterocigotas. Esto 

sugiere que el segundo análisis refleja mejor la naturaleza heterocigota en poliploides. 
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Tabla 3.4. Heterocigosis en caña de azúcar. Número de loci homocigotas y heterocigotas para cada individuo 

evaluando las 261 posiciones genómicas. NA 78-724 diplo: panel No-150 del capítulo 1 (resaltado en amarillo), 

analizado como diploide; LCP 85-384 diplo: panel No-150 del capítulo 1 (resaltado en violeta), analizado como 

diploide; NA 78-724 ploi8: panel de SNPs con los dosajes alélicos asignados del capítulo 2 (resaltado en amarillo); LCP 

85-384 78-724 ploi8: panel de SNPs con los dosajes alélicos asignados del capítulo 2 (resaltado en violeta). 

 

 

Validación de los SNPs 

Se realizó una búsqueda en la bibliografía para ver si los SNPs hallados en este trabajo 

fueron reportados previamente. En este sentido, se tomó el trabajo de Souza et al. (2019) y se 

encontró que 20 de los 261 loci con función asignada coinciden con los reportados para la 

variedad SP80-3280 (Tabla 3.5). Cabe destacar que, en ese trabajo, los autores utilizaron otra 

metodología para la generación de SNPs, desde la preparación de la biblioteca genómica, tipo 

de secuenciación y análisis bioinformático (Souza et al. 2019). La Tabla 3.5 informa la 

denominación numérica asignada a cada variante SNP identificada en esta tesis, el nombre del 

SNP asignado, el cromosoma y la posición en pares de bases según la referencia del cv R570, la 

variante de referencia y la alternativa, así como el nombre de la proteína, enzima o factor de 

transcripción asociado al SNP. Además, se especifica la posición referenciada al genoma de la 

variedad SP80-3280 (Tabla 3.5). 
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Tabla 3.5. Comparación de SNPs encontrados en este trabajo y en Souza et al. (2019). 20 variantes SNPs 

compartidas entre la publicación Souza et al. (2019) y este trabajo de Tesis. N°: número de SNP de la Tabla 3.1; SNP_ID: 

nombre del SNP; R570 Cromosoma: cromosoma de la caña de azúcar del cv R570; Gen_ID: nombre del gen asociado 

al SNP; SNP_POS: posición del SNP en pares de bases, según el genoma de referencia de la caña de azúcar del cv R570; 

SNP: variante de referencia/variante alternativa; gene_sp80= nombre del gen de la variedad SP80-3280; SP80_contig= 

contig de la variedad SP80-3280. Anotación funcional - Gen: nombre de la proteína, enzima o factor de transcripción 

asociado al SNP.   

 

 

 

Discusión  
Para mejorar la producción de bioenergía a partir de fuentes derivadas de la caña de azúcar, 

resulta fundamental comprender mejor la biosíntesis de su pared celular. Esto permitiría el 

desarrollo de cultivares con mayor biomasa y paredes celulares más susceptibles a la hidrólisis. 

En este capítulo se ha caracterizado la variabilidad anatómica de los entrenudos en el cultivar 

comercial LCP 85-384 y el biotipo de caña energía INTA 05-3116, los cuales presentan diferencias 

fenotípicas marcadas a campo. Además, se exploró el impacto biológico de variantes alélicas 

identificadas en el capítulo 2 sobre genes candidatos relacionados con el metabolismo de la 

ǎŀŎŀǊƻǎŀΣ ȅ Ŝƭ ƳŜǘŀōƻƭƛǎƳƻ ŘŜ ƭŀ ƭƛƎƴƛƴŀΦ 

N° SNP_IDR570 CromosomaGen_ID SNP_POS SNP gene_sp80 SP80_contig Anotación funcional - Gen

40 14275_129 Sh01 Sh01_g02881048784756 A /G uti_cns_0123139.4uti_cns_0123139
Proteína TRANSMISIÓN ABERRANTE DE 

POLEN 1

51 17545_60 Sh01 Sh01_g03462057483546 C /T uti_cns_0076942.3uti_cns_0076942Proteína de unión a la miosina 1

53 20736_42 Sh01 Sh01_g03947064985402 C /T uti_cns_0046871.9uti_cns_0046871
Factor de transcripción ERF073 que 

responde al etileno

56 21119_126 Sh01 Sh01_g04005065865714 C /T uti_cns_0180774.4uti_cns_0180774Inhibidor de la proteinasa de cisteína

59 22095_107 Sh01 Sh01_g04173068144573 A /G uti_cns_0041399.8uti_cns_0041399 Proteína Dirigente

66 31133_133 Sh02 Sh02_g01517028854584 C /T uti_cns_0022996.1uti_cns_0022996
Fosforibosil aminoimidazol-succino 

carboxamida sintasa

71 31721_90 Sh02 Sh02_g01611030678593 G /C uti_cns_0213914.3uti_cns_0213914
Proteína vegetal isoprenilada 41 

asociada a metales pesados

72 34111_44 Sh02 Sh02_g02025036503815 C /T uti_cns_0140879.1uti_cns_0140879
Proteínas de la familia SR proteína 

quinasa específica II (SRPK4)

77 38037_118 Sh02 Sh02_g02695045863362 T /C uti_cns_0229455.1uti_cns_0229455 Proteínas de unión al ARN

99 49187_47 Sh03 Sh03_g01670029709876 T /G uti_cns_0047315.1uti_cns_0047315 Acil-CoA sintetasa de cadena larga 4

105 52535_52 Sh03 Sh03_g02205038061066 C /T uti_cns_0209082.3uti_cns_0209082 Proteína con dominio BSD

108 54307_136 Sh03 Sh03_g02510042405274 T /G uti_cns_0271902.2uti_cns_0271902 Proteína 2 similar a TOM1

131 69171_28 Sh04 Sh04_g01985034011701 G /A uti_cns_0320494.1uti_cns_0320494 Sintasa de plastidio (P)ppGpp

148 77788_76 Sh05 Sh05_g00822016430690 G /A uti_cns_0291462.1uti_cns_0291462
Proteína VIP3 que contiene 

repeticiones WD

153 84418_84 Sh06 Sh06_g00720013860027 G /A uti_cns_0006206.6uti_cns_0006206
Similar a la proteína H0305E08.1 

(proteína que conti

154 85290_8 Sh06 Sh06_g00868016056817 A /G uti_cns_0339519.1uti_cns_0339519 Sintasa de alfa-bisabolol

193 101832_105 Sh07 Sh07_g01716028468845 T /A uti_cns_0235753.1uti_cns_0235753 Beta C2-xilosiltransferasa

213 123364_8 Sh09 Sh09_g003130 5126406 G /A uti_cns_0126667.2uti_cns_0126667
Transportador ABC de la familia B, 

miembro 21

249 128509_49 Sh10 Sh10_g01118020298999 C /T uti_cns_0130101.2uti_cns_0130101
Proteasa de membrana dependiente de 

metal similar

257 133685_54 Sh10 Sh10_g01855033613438 C /T uti_cns_0183331.5uti_cns_0183331 Quinasa de serina/treonina ATR
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Las regiones reconocidas en la caracterización de las dos variedades de caña fueron 

similares a lo observado por distintos autores en la misma especie y en otras gramíneas (Da 

Costa et al. 2019; Zhong et al. 2019). En el centro del tallo, en la región conocida como médula, 

las células de parénquima son más grandes que los tipos de células circundantes. En estudios 

previos, se hipotetizó que los haces vasculares se forman en el punto de elongación o antes del 

proceso de diferenciación celular, ya que su número no varía significativamente, al igual que los 

resultados observados en este capítulo (Matos et al 2013). De forma análoga, el tamaño de los 

haces vasculares (HV) de cada genotipo no tuvo variaciones significativas a lo largo del cultivo. 

Sin embargo, al evaluar los genotipos, se observó que INTA 05-3116 tendió a tener HV más largos 

que LCP 85-384 en varias etapas de desarrollo, mientras que LCP 85-384 presentó HV más 

anchos, especialmente durante la última etapa evaluada (Figura 3.3; Apéndice Tabla 3.1). En 

cuanto al impacto de las etapas de desarrollo, los resultados durante la maduración temprana, 

con diferencias significativas en la longitud de HV entre los genotipos, sugieren que INTA 05-

3116 puede estar mejor adaptado para un crecimiento rápido en esta fase (Figura 3.3; Apéndice 

Tabla 3.2). Durante la maduración tardía, las diferencias observadas resaltan la estabilidad de 

ciertas características morfológicas en cada genotipo. LCP 85-384 mantiene un mayor ancho de 

HV (Figura 3.3; Apéndice Tabla 3.2), lo que podría implicar una mayor estabilidad en condiciones 

adversas y una menor probabilidad de vuelco debido a su altura (Valarmathi 2021). Por otro 

lado, INTA 05-3116 sigue mostrando una mayor longitud de HV, lo que es observable en el 

campo en relación con la altura de las plantas y sus mayores posibilidades de vuelco (Figura 3.3; 

Apéndice Tabla 3.2). En otro trabajo similar, determinaron que el área entre los haces vasculares 

aumentó significativamente en 5300 µm2 entre la elongación y la emergencia de la 

inflorescencia (Matos et al 2013). Por lo tanto, el aumento del área del entrenudo del tallo antes 

de la floración fue explicado por un incremento en el tamaño de las células parenquimáticas y 

no un cambio en el tamaño de los haces vasculares (Matos et al. 2013). 

Como la mayoría de los cultivares de caña energía (Sandhu et al. 2015, 2016; Fanelli et 

al.2020), el INTA 05-3116 está estrechamente relacionado con el ancestro silvestre de alto 

contenido en fibra S. spontaneum (García et al. 2022). La influencia de esta especie ancestral fue 

evidente a nivel histológico, en donde el INTA 05-3116 mostró un menor número de HV y 

diámetro de los vasos del metaxilema que el cultivar de caña de azúcar, lo que probablemente 

sea heredado de S. spontaneum (Poelking et al. 2015). Además, los resultados histoquímicos 

revelaron que la deposición de lignina en INTA 05-3116 se extendía a las paredes celulares del 

parénquima, patrón que fue descripto anteriormente en S. spontaneum y S. Robustum (Poelking 

et al. 2015; Llerena et al. 2019). La mayor intensidad de la tinción de floroglucinol en los tejidos 
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Se evaluó la estructura poblacional, lo que permitió la identificación de agrupamientos 

consistentes y la diferenciación de conjuntos de genotipos, reflejando la presencia de 

combinaciones alélicas únicas. 

Se realizó una caracterización de la variabilidad anatómica de los entrenudos en el cultivar 

comercial LCP 85-384 y el biotipo de caña energía INTA 05-3116. El INTA 05-3116 mostró menor 

número de haces vasculares y diámetro del metaxilema y su deposición de lignina se extendió 

más hacia el tejido parenquimático, en comparación con la caña comercial a lo largo del ciclo de 

crecimiento. Se observaron haces vasculares más largos en INTA 05-3116 que en LCP 85-384 en 

varias etapas de desarrollo, mientras que este último presentó haces vasculares más anchos. 

Finalmente, se evaluó el panel generado en relación con genes de interés agroindustrial, 

especialmente aquellos asociados al metabolismo de polisacáridos y otros componentes de las 

paredes celulares. Se exploró el impacto biológico de 261 SNPs de alta calidad y 

representatividad, destacándose la identificación de 28 SNPs en regiones codificantes con 

potencial impacto biológico. Entre estos, se detectaron 15 polimorfismos vinculados a proteínas 

y enzimas clave en la síntesis de polisacáridos y otros componentes de la pared celular. 
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Tabla 2.1. Continuación 

 

 

Tabla 2.2. Datos analíticos del mapa de ligamiento poliploide. a) número de marcadores por cromosoma; b) 

número de marcadores por grupo homólogo (HG).  

 

 

Muestra
Nanodrop 

(ng/ul)

Absorbanci

a 260/280

Absorbanci

a 260/230

Qubit 

(ng/ul)

153 92,70 1,86 1,59 13,8

154 135,9 1,80 1,46 69,7

155 133,60 1,88 1,90 40,9

156 80,70 1,89 2,14 29,5

157 68,7 1,84 1,60 8,04

158 64,90 1,89 1,77 21,0

159 62,40 1,92 1,73 27,0

160 67,5 1,81 1,23 10,4

161 56,70 1,93 1,85 15,6

162 108,40 1,65 1,03 50,2

163 130,3 1,82 1,37 40,6

164 57,20 1,75 1,21 25,7

165 176,2 1,81 1,68 117

167 102,3 1,86 1,64 66

168 105,60 1,84 1,72 64,2

169 109,9 1,89 1,83 12,9

170 21,4

171 40,00 1,44 0,47 19,6

172 84,00 1,79 1,59 53,3

174 72,4 1,75 1,58 43,8

LCP 85-384 36,4

NA 78-724 29,4

a) Cromosoma N° marcadores b) HG N° marcadores

1 123 1 6

2 59 2 4

3 64 3 4

4 69 4 7

5 27 5 4

6 52 6 4

7 40 7 4

8 36 8 6

9 44 9 6

10 54 10 6

568 51
















