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Catalina Molina Resumen

Estudios moleculares e histoquimicos para el

mejoramiento en Cafia de Azucar (Saccharum spp.)

Resumen

El cultivo de cafia de azucar es de gran importancia econdmica en Argentina y en el mundo.
Su naturaleza poliploide y aneuploide dificulta el mejoramiento genético tradicional. El uso de
marcadores moleculares podria aumentar el conocimiento de los genotipos utilizados para los
cruzamientos y acelerar los ciclos del mejoramiento. El objetivo de este trabajo es desarrollar
estrategias y generar conocimiento para el mejoramiento de cafia de azlcar mediante la
aplicacion de tecnologias de genotipificacion masiva, asi como explorar la variabilidad
anatomica de entrenudos para la seleccion de materiales de alta biomasa. En este trabajo se
establecié un protocolo de genotipificacién por secuenciacidn en cinco genotipos de cafa. El
protocolo se implementé en 90 individuos de la poblacién NA 78-724 x LCP 85-384. Se generd
un panel de 2.066 SNPs que se aplico para estudios de diversidad y mapeo genético. Se generé
un mapa marco representativo de los 10 grupos de ligamiento de cafia de azucar y un mapa de
haplotipos a partir de los dosajes alélicos de los loci SNP. Se caracterizo la deposicidn de lignina,
la composicién de los haces vasculares y su relacion con el drea del entrenudo del tallo.
Paralelamente se identificaron 15 SNP vinculados a proteinas y enzimas clave en la sintesis de
polisacdridos y lignina. A partir de esta tesis se generaron conocimientos y herramientas
moleculares fundamentales para contribuir al entendimiento de la estructura genética de las
variedades de cafia de azlcar y sustentar el mejoramiento de caracteristicas de interés

agroindustrial.

Palabras clave: genotipificacion por secuenciacidn - hibridos de Saccharum - polimorfismo de
un solo nucleétido - poliploides- dosaje alélico- mapas genéticos - haces vasculares:
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Catalina Molina Abstract

Molecular and histochemical studies for sugarcane

(Saccharum spp.) breeding

Abstract

The sugarcane crop is of great economic importance in Argentina and around the world. Its
polyploid and aneuploid nature makes traditional breeding difficult. The use of molecular
markers could increase the knowledge of genotypes used for crosses and accelerate breeding
cycles. The aim of this work is to develop strategies and generate knowledge for sugarcane
breeding programmes by applying genotyping technologies and exploring the anatomical
variability of internodes for the selection of high biomass materials. A sequencing genotyping
protocol was established for five sugarcane genotypes. The protocol was performed on 90
individuals from the NA 78-724 x LCP 85-384 population. A panel of 2,066 SNPs was generated
and applied for diversity and genetic mapping studies. A representative genetic map of the 10
linkage groups and a haplotype map were generated from the allele dosages of the SNP loci.
Lignin deposition, vascular bundle composition, and its relationship with the stem internode
area were characterised. Moreover, 15 SNPs related to key proteins and enzymes in the
synthesis of polysaccharides and lignin were identified. This work has provided knowledge and
basic molecular tools that contribute to the understanding of the genetic structure of sugarcane

cultivars and support the the breeding of agro-industrial traits.

Keywords: genotyping by sequencing - Saccharum hybrids - single nucleotide polymorphism

- polyploids - allelic dosage - genetic mapping - vascular bundles
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Abreviaturas, acronimos vy siglas

A adenina

ADN Acido desoxirribonucleico o Deoxyribonucleic acid

AFLP polimorfismos de longitud de fragmentos amplificados

Ampure XP Marca comercial de perlas magnéticas para purificar ADN

ANOVA Anélisis de la varianza

ApeKl Enzima de restriccion ApeKI

BAC cromosomas artificiales bacterianos

BAM archivo Binary Alignment Map

BIC Criterio de Informacidn Bayesiano de Bayesian Information Criterion

Brul gen de resistencia a la roya

C Citosina

C4 via de 4 carbonos o via de Hatch-Slack

Chip Chip o microarreglo

CICVyA Centro de Investigacion en Ciencias Veterinarias y Agrondmicas

CNIA Centro Nacional de Investigaciones Agropecuarias

CONICET Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas

CP Componentes principales

d.e. Desvio estandar

DAPC Analisis Discriminante de Componentes Principales o Discriminant Analysis of
ddRADseq Double-digest Restriction-site Associated DNA sequencing

EEA Estacidn Experimental Agropecuaria

EST marcadores de secuencia expresada o por la sigla en inglés expressed sequence tag
FASTA formato FASTA

Fastq formato fastq de calidad de secuencias

FS Esquemas de filtrado

G Guanina

Gb Giga pares de bases

GBS Genotipado por secuenciacion o Genotyping by Sequencing

gff3 General Feature Format 3

GL Grupos de ligamiento

GO Gene Ontology

GWHAS Estudio de Asociacidn de Genoma Amplio o Genome wide association study
ha hectarea

HC cobertura de secuenciacidn alta

IABiMo Instituto de Agrobiotecnologia y Biologia Molecular (UEDD INTA-CONICET)
ie “id est” o “es decir”

INDEC Instituto Nacional de Estadistica y Censos
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INDEC Instituto nacional de estadisticas y censos

InDel Inserciones/deleciones

INTA Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria

INTA Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria

LD Desequilibrio de ligamiento

LD-kNNi algoritmo Linkage Disequilibrium k-nearest neighbor genotype
MAF Frecuencia alélica minima o Minimum allele frequency

MAS Seleccidn asistida por marcadores o Marker Assited Selection
Mb mega pares de bases

Mbol Enzima de restriccion Mbol

MC secuenciacién media

Mpb o Mb Mega pares de bases

msnm metros sobre el nivel del mar

n° nimero

NCBI Centro Nacional para la Informaciéon Biotecnoldgica o National Center for
Biotechnology Information

Ne-70 75 pb lecturas simples recortados a 70 pb; ~cuatro millones de lecturas/individuo
NEA noreste argentino

NEB New England Biolabs

NextSeq Equipo de secuenciacion de la empresa Illumina

NGS Next Generation Sequencing

No-150 Lecturas de 150 pb pareadas; ~diez millones de lecturas/individuo, denominada de
aqui en mas cobertura de secuenciacion alta

No-150-PE/MC lecturas No-150 se submuestrearon de HC a MC

No-70-PE/HC lecturas obtenidas en No-150 se acortaron a 70 pb (manteniendo la alta
cobertura de secuenciacidn y pareadas

No-70-PE/MC 4 millones de lecturas/individuo seleccionadas aleatoriamente de No-70-
PE/HC

NOA noroeste argentino

NovaSeq Equipo de secuenciacion de la empresa Illumina

pb pares de bases

PC componente principal

PCA Analisis de componentes principales

PCR Reaccién en cadena de la polimerasa o Polymerase Chain Reaction
PE lecturas o secuencias pareadas Paired End

PMGCA Programa de Mejoramiento Genético de Cana de Azucar
Principal Components

Pstl Enzima de restriccidn Pstl

QTLs loci de caracteres cuantitativos o Quantitative Trait Loci

R1 Lecturas leidas desde el comienzo del fragmento
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R2 Lecturas leidas desde el final del fragmento

RAD Secuenciacion de ADN asociada a los sitios de restriccion o Restriction-site Associated
DNA sequencing

RAPD amplificacidn aleatoria de ADN polimdrfico
RD profundidad de lectura
RFLP polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccidon

rho medida de la correlaciéon (la asociacidon o interdependencia) entre dos variables
aleatorias

S. Saccharrum

SAM Archivo en formato Sequence Alignment Map

SE lecturas o secuencias Single end

SNPs Polimorfismo de Nucleétido Sinple o Single Nucleotide Polymorphism
SSR Repeticién de secuencia simple polimdrfica o Simple sequence Repeat o microsatélites
T timina

USA Estados Unidos de América

USDA Departamento de Agricultura de los Estados Unidos de América
UTR unstranlated region o regiones no traducidas de los genes

VCF Formato de llamada variante o Variant Call Format

VEP prediccion de efectos de las variantes del Ensembl Plants

VS versus

°C Grados centigrados

pm micrémetro
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Introduccién general
Taxonomia, origen y domesticacion

La cafia de azUcar (Saccharrum sp.) es una planta C4, que pertenece al género Saccharum,
a la familia Poaceae (o Gramineae). El nombre cafia de azlcar refiere cualquier especie de las
diversas que pertenecen al género Saccharum. La clasificacién taxondmica de estas especies es
dificil, confundida por muchos afos entre los géneros emparentados (Evans et al. 2022).
Originalmente se consideraba que existian seis especies fundadoras: S. spontaneum (x=8;
2n=40-126), S. robustum (x=10; 2n=60-80), S. officinarum (x=10; 2n=80-120), S. sinense (2n= 80-
124), S. edule y S. barberi (2n=116-120) (Paterson et al. 2012). En la actualidad suele excluirse a
S. edule debido a que estudios in situ han revelado que es un probable hibrido entre S.
officinarum y S. robustum, con lo cual se redujo el numero de especies fundadoras a cinco. S.
robustum y S. spontaneum, se consideran silvestres, y las restantes son cultivadas (Nayak et al.
2014; Zhang et al. 2019; Fickett et al. 2020). Los mapas genéticos sugieren que las diferencias
en el numero basico entre S. officinarum y S. spontaneum se deben a simples eventos de fusion

o fision (Grivet y Arruda 2002).

Se sostiene que la cafia de azucar se origind en el Pacifico Sur, pero fue ampliamente
dispersada por los primeros exploradores, lo que dificulta precisar el origen exacto. S. robustum,
es autdéctona de Nueva Guinea y se encuentra en las riberas de los rios. Por su parte, S.
spontaneum se presume originaria de la India, pero puede encontrarse en estado silvestre desde
el este y el norte de Africa, a través de Oriente Medio, hasta la India, China, el Sudeste Asiatico
y, a través del Pacifico, hasta Nueva Guinea. S. officinarum se considera que también es
originaria de Nueva Guinea y que probablemente derivd de S. robustum. De esta forma, los
cultivares comerciales modernos tienen genomas poliploides complejos como resultado de
muchas generaciones de hibridaciéon (Shearman et al. 2022). La cafa energia posee una
definicion menos rigurosa que las variedades de cafia de azlcar, y es aplicada a los cultivares de
cafia que tienen mayor biomasa, aunque menor concentracién de sacarosa. Las variedades de
cafia energia, son una forma de cafa de azlucar cultivada especificamente para su
aprovechamiento como materia prima en la produccidn de bioenergia. Estas variedades
provienen de la introgresion de genes de alta biomasa en los programas de mejoramiento de
Estados Unidos de los afios 70, con parentales que eran retrocruzamientos con S. spontaneum
(Sandhu et al. 2016). Estas variedades poseen un alto potencial como fuente de lignocelulosa,
lo que convierte al cultivo en una opcién prometedora para la produccién sostenible de

biocombustibles. Se ha reportado que las estrategias fisiolégicas de estas variedades son
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diferentes a la observada por los cultivares de cafia de azlcar, como, por ejemplo, que el
desarrollo de brotes empieza antes del crecimiento de las raices, sin embargo, poseen un
desarrollo rapido y vigoroso, superando el volumen de raices de la cafia de azlcar (Abreu et al.

2020).

Acevedo et al. (2017) estudiaron las genealogias de 16 cultivares utilizados en la provincia
de Tucuman (nueve argentinos y siete proveniente de Estados Unidos) y encontraron que todos
ellos difieren en la proporcién de especies fundadoras. También confirmaron que S. officinarum
es el mayor contribuyente, seguido por S. barberi, y S. spontaneum. Ademas, LCP 85-384, el
genotipo mas cultivado (67,7%, segun Ostengo et al. 2021) en Tucuman, tiene 3 genotipos de

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

Generalidades de la cafia de azucar

La cafia de azlcar es un cultivo de gran importancia econdmica en el mundo (1.949.310.108
toneladas producidas al afio) y es el cultivo azucarero mas 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 extension en el pais (INDEC, 2021). Tucuman es la
provincia que posee la mayor extensién 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 mas recientes del Censo Nacional Agropecuario indican que Argentina
registra 3200 explotaciones dedicadas al cultivo de cafia de azucar (INDEC, 2021). El sector
agroindustrial vinculado a este cultivo destaca sobremanera en el ambito social debido a
gue esta representado por un gran nimero de explotaciones pequenas y medianas que
resultan un eslabén fundamental en el desarrollo de las economias regionales del NOA vy

NEA (INDEC, 2021).
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Figura il. Areas actuales y potenciales de cultivo de cafia de azicar en Argentina. A: Argentina. B: Norte de
Argentina: drea potencial de expansion de la cafia de azucar (amarillo), area cultivada de cafia de azucar en 2018
(marrén) y estaciones de mejoramiento (1: Estacién Experimental Agropecuaria Famailla del Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria, 2: Estacién Experimental Obispo Colombres de la Provincia de Tucumén, 3: Chacra
Experimental Agropecuaria Santa Rosa). Modificado de Benedetti (2018).

En Argentina, las condiciones climaticas conllevan a una baja fertilidad natural, y no es
posible la reproduccidn artificial porque las plantas no llegan a la etapa de floracion, o, si lo
hacen, su polen no es fértil (Budeguer et al. 2021). Asimismo, la falta de sincronizacion floral
entre los diferentes genotipos provoca momentos distintos de floracién entre los cultivares, lo
gue aumenta las probabilidades de que haya autopolinizacién (Garcia et al. 2020). La cafia de
azlcar se propaga vegetativamente mediante trozos de tallo que contienen yemas fértiles, lo
que significa que las variedades son clones que se reproducen a partir de esquejes de tallo
(Grivet y Arruda, 2002). Durante el primer afio, se denomina "cafia planta". Esta plantacién
permanece en el campo por un periodo de 4 a 5 afios, con rebrotes y cosechas anuales. Cada
rebrote se conoce como "cafa soca", seguido del nimero de cosecha correspondiente (Garcia
et al. 2020). Tradicionalmente, los programas de mejoramiento se han enfocado en el
incremento del contenido de azlcar en tallos por hectadrea. El cambio en la forma de uso de la
cafia de azUcar realza la importancia de la implementacién de estrategias de seleccidn, en las

que el analisis de los genotipos es la clave para revelar la variabilidad natural de su genoma.

Usos de la cafla de azucar

La cafia de azucar cumple con varios criterios que la califican como un cultivo energético.

En primer lugar, presenta una alta productividad de materia seca por area y un balance
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energético muy favorable al considerar toda la cadena productiva, ya que la cantidad de energia
obtenida es significativa en comparacidon con la invertida (Acevedo et al. 2021). Ademas, la
materia prima esta disponible durante un largo periodo, ya que el contenido de fibra no varia
considerablemente a lo largo del crecimiento, lo que la convierte en una opciéon econémica a
largo plazo (Matsuoka et al. 2014). La produccién de bioetanol de primera generacidn a partir

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

En la campania 2018/2019, la produccién nacional alcanzé los 16,8 millones de toneladas
de azucar y 4,7 millones de toneladas de bioetanol 1G. En la provincia de Tucuman en el 2020
se registraron 260.800 hectdreas cultivadas, que produciran 1,4 millones de toneladas de azucar
(78% de la produccion total argentina) y mas de 300.000 metros cubicos de etanol (Di Pauli et
al.2021). Ademas, en esta provincia se encuentran 15 de los 22 ingenios azucareros del pais
(Ministerio de Hacienda, 2018), algunos de los cuales también producen bioetanol 1G. Los
ingenios en Tucuman son: Bella Vista, Concepcién, Famailla, La Corona, La Florida, La Trinidad,
Leales, Marapa, San Juan, Santa Barbara 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 Rio Grande (Garcia et al. 2020).

Otra aplicacion energética de la cafia de azucar es la produccion de briquetas de carbén a
partir del residuo agricola de cosecha. Después de la cosecha, quedan aproximadamente 15
toneladas (peso fresco) por hectarea de residuo agricola en el campo (Garcia et al. 2020).
También se aprovecha el bagazo, un subproducto de laindustria azucarera, para la cogeneracién
de energia en las calderas de los ingenios. El excedente de energia generado, equivalente a 100
MW, se integra al sistema energético argentino (Garcia et al. 2020). El aumento del contenido
de fibra en los materiales de cafia energia, 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 econémicos y ambientales. Una
mejor adaptacidn a regiones marginales evita la competencia por tierras destinadas a la
produccién 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 conversidn en

biocombustibles (Garcia et al. 2023b).
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Estructura celular del tallo de la cana de azucar

Para comprender los procesos bioquimicos vy fisiolégicos que influyen en las funciones de
los tejidos y drganos, asi 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 gendmica, transcriptdmica, protedmica y metaboldmica permiten cuantificar las
funciones de las redes reguladoras de genes y proteinas en érganos, tejidos y células durante el
desarrollo y en respuesta a perturbaciones ambientales (Fu et al. 2023). El resultado de esta
informacidn es la capacidad de realizar modificaciones genéticas centradas en la obtencion de
fenotipos de interés con mayor productividad, resistencia a estreses bidticos o abidticos, o la

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

El segmento cosechable de la planta de cafia de azlcar es su tallo, una estructura
compuesta por una sucesion de nudos y entrenudos cilindricos alternados. Los entrenudos, que
son las porciones del tallo situadas entre dos nudos, exhiben una disposiciéon que contribuye a
la morfologia general de la planta. Dentro de la regidon central, denominada médula, se
encuentran células del parénquima, que se caracterizan por su notable tamafio en comparacion
con las células de los tejidos circundantes (Glyn et al. 2004). La actividad de divisién y expansion
celular en este tejido especifico desempeia 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 monocotileddneas exhibe
caracteristicas Unicas, como elementos vasculares con paredes con un patrdn de engrosamiento
en forma escalonado, que se forma debido a la deposicién 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 asi una eficiente conduccion de agua y
nutrientes a través de la planta. Este tipo de estructura es caracteristico de las
monocotiledéneas y contribuye a su adaptacidon a diferentes condiciones ambientales. La
disposicion ordenada de los haces vasculares en los tallos indica una organizacion especifica que

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

Las paredes celulares de las plantas evolucionaron para evitar el ataque de patdgenos,
asegurar la rigidez de la planta y reducir la pérdida de agua (Moore et al. 2014). Presenta una
estructura compleja compuesta por polisacaridos, proteinas, enzimas, polimeros fendlicos y
otros elementos secretados por la célula. Su matriz, con la capacidad de lignificarse, se compone
principalmente de hemicelulosas, pectinas y glucoproteinas estructurales. Las hemicelulosas,

son polisacaridos no celuldsicos que recubren vy cristalizan las fibrillas de celulosa, formando
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cadenas cohesionantes o actuando como recubrimiento resbaladizo. La combinacién de
microfibrillas mediante hemicelulosas forma macrofibrillas sélidas. Las pectinas y las
hemicelulosas (homogalacturonanos, rhamnogalacturonanos, arabinanos, galactanos)
contribuyen a la unién de microfibrillas y mantienen la hidratacidn en paredes celulares jovenes
(Ferreira et al. 2016). Las sustancias incrustantes como lignina, cutina y suberina aportan rigidez
e impermeabilidad. También estan presentes los mucilagos, ricos en polisacdridos. Los
compuestos pécticos y proteinas estructurales, ricas en serina e hidroxiprolina, vinculadas con
azucares, contribuyen a la fuerza mecdnica de la pared. Aunque el papel exacto de las proteinas
estructurales no se comprende completamente, se sugiere que actian como elementos de

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

Generalidades de las técnicas genémicas

El estudio inicial de los genomas de las plantas se llevd a cabo mediante marcadores
moleculares de bajo rendimiento, como los polimorfismos de longitud de fragmentos de
restriccion (RFLP), o amplificados (AFLP), amplificacidén aleatoria de ADN polimérfico (RAPD), y
marcadores de secuencia expresada (o EST por la sigla en inglés expressed sequence tag). Esto
proporciond informacidn sobre la organizacion y el contenido de los genomas, asi como sobre
la funcionalidad de los genes y del ADN no codificante, pudiendo determinar su ubicacion
precisa (Thirugnanasambandam et al. 2018). Estos marcadores se caracterizan por su precision,
reproducibilidad y, en algunos casos, neutralidad. Los ejemplos en la cafia de azlcar involucran
proyectos que han identificado la asociacion 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 (Brul) (Asnaghi et

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

Los polimorfismos de un solo nucledtido (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
comunmente en sitios homodlogos a lo largo del genoma. Este fendmeno es frecuente y tiene
diversas aplicaciones en genética, incluyendo la identificacion de alelos vinculados a
enfermedades, estudios poblacionales y la creacién de mapas de ligamiento de alta densidad.
En el ambito 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, asignacién cromosdémica especifica y distribucion a lo

largo de todo el genoma. Los SNPs revelan polimorfismos que podrian pasar desapercibidos con
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otros métodos, y su capacidad de automatizacién los convierte en herramientas ideales para un

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

Con la llegada de las tecnologias de NGS, los marcadores SNPs cobraron mayor relevancia
por su eficiencia ya que pueden automatizarse facilmente y proporcionar informacion a lo largo
de todo el genoma. Debido a su abundancia en el genoma y a su bajo costo de deteccién, los
marcadores SNPs han superado el uso de los microsatélites, aunque estos sigan utilizandose 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 varia entre especies.
Cuando un nucledtido de una accesidn difiere del genoma de referencia en la misma localizacién
nucleotidica, se detecta un SNP. En ausencia de un genoma de referencia, se detecta una
variacion comparando lecturas de diferentes genotipos mediante metodologias 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 cafia de azlcar porque son codominantes, estan extendidos por todo el genoma y
pueden determinar el nimero de copias de cada alelo en un locus polimérfico dado (dosaje
alélico) a través de los subgenomas (mas de dos cromosomas por grupo homedlogo) (Garcia et
al. 2013). A su vez, se cree que el dosaje alélico estd implicado en la variacion de la expresion
génica y, por tanto, en la variacién fenotipica causada por la abundancia relativa de cada alelo
(Garcia et al. 2013). Aitken (2021) ha publicado recientemente una revision exhaustiva de SNPs
y otros marcadores moleculares en cafia de azlcar. La implementacion de SNPs y datos
fenotipicos ayuda a identificar las correlaciones entre estas variantes y los loci de rasgos
cuantitativos, asociaciones que pueden ser potencialmente utiles para futuros programas de

mejoramiento de la caiia de azlcar (You et al. 2019; Yadav et al. 2021; Mahadevaiah et al. 2021).

La introduccién de enfoques como genotipificacién por secuenciacion (GBS) y otras
tecnologias NGS ha dado lugar a un crecimiento significativo en el niumero de especies
secuenciadas, en particular las especies no modelo, asi como el nimero de marcadores
disponibles para el analisis (Koseva et al. 2017). En comparacion con las tecnologias anteriores,
permiten construir mapas de ligamiento genético mas 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 representacion reducida de las
plataformas Illumina y pueden utilizarse sin un genoma de referencia para la deteccion de SNPs
(Balsalobre et al. 2017).
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Generalmente, los errores de genotipado causados por una baja cobertura de
secuenciaciéon se eliminan mediante filtrado, por ejemplo, marcando como ausentes los
genotipos que poseen una profundidad de lectura inferior a algun valor umbral o descartando
variantes mediante criterios de calidad establecidos (Blischak et al. 2017). Sin embargo, esto
requiere una secuenciacion mas profunda, lo que se traduce en un menor numero de individuos
secuenciados y un menor nimero 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 erréneos en datos de secuenciacion gendmica
de baja profundidad de lectura (Fu 2014; Hundia et al. 2022); pero estos algoritmos estan
disefiados exclusivamente para poblaciones consanguineas. Otro problema es la presencia de
errores de secuenciacidn, 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
secuenciacion pueden hacer que los homocigotas se etiqueten como heterocigotas (Bilton et al.

2018).

El mejoramiento vegetal ha incorporado, en los ultimos afios, la utilizacién de la seleccion
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 aplicacion en la caiia de azucar. Los microarreglos
de SNPs son mas faciles de usar, siendo mds sencilla también la interpretacidn de los datos, sin
necesidad de un analisis bioinformatico significativo. Estos son una herramienta muy utilizada
en biologia molecular para estudiar los genomas, ya que contienen miles o incluso millones de
sondas de ADN dispuestas en una disposicion ordenada disefiadas a medida por los
investigadores. Estos microarreglos tienen una amplia gama de usos, como pueden ser los
estudios de diversidad genética en cafia de azucar. Los marcadores SNPs de los poliploides que
se representan en el microarreglo se determinan mediante la seleccién de variantes, el dosaje
de alelos y la validacion dependiendo de la calidad. De esta forma, se desarrollé un microarreglo
de SNPs (Axiom Sugarcane 100K) utilizado para crear mapas genéticos de cafna de azlcar 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 disefiados con sondas especificas tienen capacidad
limitada para adaptarse a nuevas variedades y dependen mucho de la informacién genémica
disponible (Manimekalai et al. 2020). Para que un microarreglo de SNPs tenga una
representacién efectiva en cafia de azlcar, es necesario una cantidad significativa de datos de
secuenciaciéon debido a la ploidia y al tamafio de su genoma. Cuando se dispone de un

microarreglo SNPs de alta densidad o de un microarreglo especifico para un rasgo, el andlisis de
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datos y el genotipado pueden llevarse a cabo sin ambigliedades. A pesar de esta ventaja, los
SNPs de los microarreglos representan una muestra sesgada de todos los SNPs que segregan en
la poblacién de interés, mientras que con GBS no existe esta limitacién. 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 bioinformatica especializada para
analizar los resultados para la deteccidn de variantes dentro de la poblacién secuenciada

(Rochette et al. 2019).

Analisis multivariados aplicados a datos gendmicos

Para el andlisis de datos gendmicos, existen cuatro métodos principales que permiten
inferir relaciones filogenéticas y entender la evolucion molecular: la estimacion de la parsimonia,
los métodos de distancia, la maxima verosimilitud y el andlisis bayesiano (Palacio et al. 2020).
Los métodos de estimacidon de la parsimonia buscan la simplicidad en la explicacidon de la
evolucidon, minimizando el nimero de cambios evolutivos necesarios para explicar las
diferencias observadas en las secuencias. Esto se logra mediante la identificacion de
caracteristicas compartidas entre grupos de organismos (Smith 2019). Los métodos de distancia,
como el método de neighbor-joining, calculan distancias evolutivas entre secuencias y
construyen arboles filogenéticos basados en estas distancias. Aunque son rapidos
computacionalmente y utiles para grandes conjuntos de datos, su validez filogenética puede ser
cuestionada debido a las limitaciones en la interpretacién de las distancias evolutivas (Palacio et
al. 2020). La maxima verosimilitud y el andlisis bayesiano son métodos probabilisticos que
modelan la evolucién molecular y buscan el drbol filogenético que maximiza la probabilidad de
observar los datos. La maxima verosimilitud asume que los datos observados son mas probables
bajo un conjunto particular de parametros del arbol y del modelo evolutivo, mientras que el
analisis bayesiano incorpora informacién a priori sobre los pardmetros y actualiza estas

creencias en funciéon 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 meidticos. La construccidon de estos mapas se basa en la deteccién de eventos de

recombinacidn entre sitios gendmicos y la cuantificacidn de las fracciones de recombinacién de
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a pares de loci. Este fendmeno es facilmente apreciable en organismos diploides, donde las
cromatidas hermanas intercambian segmentos después de una duplicacién homdéloga. Al
comparar la composicion cromosémica de parentales y progenies, la presencia de marcadores
informativos, como los SNPs, permite determinar la fraccién de recombinacién entre pares de
loci. Para organismos poliploides, la generacidon de mapas de ligamiento es mas desafiante. A
diferencia de los diploides, donde un marcador bialélico proporciona informacién completa para
distinguir entre los dos alelos presentes en un par de homdélogos, en los poliploides se deben
considerar las proporciones de dosis alélicas. Estas limitaciones dificultan la evaluacion de los
eventos de recombinacién durante la meiosis, especialmente a medida que aumenta el nivel de
ploidia. Para obtener informacién multialélica en especies poliploides, es necesario tener en
cuenta las frecuencias de recombinacién, estimar las configuraciones de fase y reconstruir los
haplotipos tanto de los progenitores como de los individuos de la poblacion. (Wu et al. 2002;

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

El limitado nimero de divisiones meidticas desde los primeros cruzamientos artificiales que
condujeron a los cultivares modernos (entre 15-20 genotipos) ofrecid escasas oportunidades
para la recombinacién de cromosomas de las especies fundadoras (Yadav et al. 2020). Ademas,
se ha hipotetizado que la escasez de cromosomas recombinantes se debe al reducido nimero
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 cafa de azlcar, como se ha confirmado en una muestra de cultivares
de la Isla Mauricio, donde ciertos haplotipos cromosémicos permanecen significativamente
conservados en regiones de hasta 10 centiMorgans. Este descubrimiento podria facilitar la
identificacion y localizacion de genes relacionados con caracteristicas de interés. En los
programas de mejoramiento modernos, se sigue utilizando ampliamente material genético
relativamente antiguo (>50 afios) en disefios de cruzamientos para crear nuevas variedades,
razon por la cual ha habido pocas oportunidades para la recombinaciéon cromosémica a partir

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

Aunque la poliploidia complica el mapeo, el alto desequilibrio de ligamiento, en
comparaciéon con otros genomas, puede ofrecer algunas ventajas, como la posibilidad de
trabajar con una baja densidad de marcadores para la construccion de mapas genéticos. Sin
embargo, el desarrollo de un mapa saturado de baja densidad para la cafia de azlcar 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 mas densamente

cubiertos que los de S. officinarum (Grivet y Arruda 2002). Se han propuesto nuevos modelos
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tedricos para una extraccion mas precisa y exhaustiva de la informacidn para el mapeo en

especies poliploides complejas (Mollinari et al. 2019).

Genética del cultivo

El genoma monoploide de la cafia de azucar (cultivar R570) posee un tamafio que oscila
entre 760 y 926 Mb, que es casi el doble del tamafio del genoma del arroz (389 Mb) y similar al
del sorgo (760 Mb) (Garsmeur et al. 2018). A través de un estudio por citometria de flujo se
determind que la cafia de azlcar tiene un gran genoma de casi 3,80-10,96 pg. (Manimekalai et
al. 2020). Ademas, 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 nimero total de
cromosomas varia entre los distintos genotipos (Vieira et al. 2018; Thirugnanasambandam et al.
2018). Con 10 grupos de ligamiento homdlogos, el tamafio del genoma total estimado de los
hibridos de cafia de azucar es de 10 Gb (Xiong et al. 2023). A pesar de que durante el
apareamiento cromosémico en la meiosis se observan generalmente bivalentes, existe un

patron complicado y desequilibrado dentro de algunos grupos homadlogos (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 comun con el
sorgo, hace aproximadamente 8 millones de afos, para convertirse en octoploides. A pesar de
que cada octoploide posee ocho genomas, la identificacion 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 homedlogos durante la meiosis,
generando un mosaico de los ocho genomas (Grivet y Arruda 2002; Vieira et al. 2018). Las
caracteristicas distintivas de los genomas de las variedades cultivadas incluyen un alto nivel de
ploidia, aneuploidia, el origen al menos biespecifico de los cromosomas proveniente de las
diversas especies fundadoras con sus diferencias estructurales, y la presencia de recombinantes

cromosomicos interespecificos (Grivet y Arruda 2002).

En los cultivos poliploides, la detecciéon precisa de SNPs polimorfismos de un solo
nucledtido (SNPs) es mas compleja debido al mapeo ambiguo de loci homedlogos 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 secuenciaciéon de amplicones en genotipos de cafia de
azucar (1 SNP/118,1 pb) fue inferior en comparacién con un anélisis 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 secuenciaciéon de amplicones PCR clonados (Parida et al. 2016).

Secuencia consenso | TCCGCGGCAGGTGGCGCATGATCGCCACCTCACGGCGGACGTCCTCGACG
TCCGAGGCAGGTGGCGCATGATCGCCACCT ACGGCGCACGTCCTCAACG | | Subgenoma 1
TCCGAGGCAGGTGGCGCATGATCGCCACCT ACGGCGCACGTCCTCAACG Subgenoma 2
TCCGCGGCAGGTGGCGCATGATCGCCACCTCACGGCGGACGTCCTCGACG
TCCGAGGCAGGTGGCGCATGATCGCCACCT ACGGCGCACGTCCTCAACG
TCCGCGGCAGGTGGCGCATGATCGCCACCTCACGGCGGACGTCCTCGACG

| TCCGAGGCAGGTGGCGCATGATCGCCACCT ACGGCGCACGTCCTCAACG

TCCGAGGCAGGTGGCGCATGATCGCCACCT ACGGCGCACGTCCTCAACG

TCCGCGGCAGGTGGCGCATGATCGCCACCTCACGGCGGACGTCCTCGACG
TCCGAGGCAGGTGGCGCATGATCGCCACCT ACGGCGCACGTCCTCAACG

TCCGAGGCAGGTGGCGCATGATCGCCACCT ACGGCGCACGTCCTCAACG

TCCGCGGCAGGTGGCGCATGATCGCCACCTCACGGCGGACGTCCTCGACG
TCCGCGGCAGGTGGCGCATGATCGCCACCTCACGGCGGACGTCCTCGACG
TCCGAGGCAGGTGGCGCATGATCGCCACCTCACGGCGCACGTCCTCAACG
TCCGCGGCAGGTGGCGCATGATCGCCACCTCACGGCGGACGTCCTCGACG
Genotipo 2 TCCGCGGCAGGTGGCGCATGATCGCCACCTCACGGCGGACGTCCTCGACG
TCCGAGGCAGGTGGCGCATGATCGCCACCTCACGGCGCACGTCCTCAACG
TCCGAGGCAGGTGGCGCATGATCGCCACCTCACGGCGCACGTCCTCAACG
TCCGAGGCAGGTGGCGCATGATCGCCACCTCACGGCGCACGTCCTCAACG
TCCGAGGCAGGTGGCGCATGATCGCCACCTCACGGCGCACGTCCTCAACG |

Genotipo 1

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 cafia de azlcar 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 comparacién con las especies silvestres.
En el transcriptoma de la hoja, S. officinarum mostré una media de 32,3 SNPs por kb, un 8%
menos que S. spontaneum vy S. robustum, que mostraron 34,9 y 35,1 SNPs por kb,
respectivamente (Arro et al. 2016). En el transcriptoma del tallo, S. officinarum tenia una media
de 45,8 SNPs por Kb, un 11% menos que S. spontaneum, que mostrd 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 mds abundantes incluso en la caiia de azUcar. Saccharum se caracteriza por la
prevalencia de alelos de frecuencia intermedia en el contexto de una reproduccién

predominantemente asexual (Arro et al. 2016).

En las regiones de exones, se observd una densidad menor de SNPs, con una tasa de 1 SNP
por cada 82 pares de bases, en comparacion con las regiones de intrones, donde se registré una
tasa de 1 SNP por cada 55 pares de bases. Se identificaron en total de 170544 SNPs no sinénimos

y 156816 SNPs sindnimos en las regiones de exones. Ademas, se encontraron 3519 SNPs que
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generan codones stop prematuros, 92 sitios de SNPs que ocasionan mutacién del codén de inicio
y 1558 sitios de empalme. Los SNPs que no se encontraron en estas categorias, 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 caia de
azucar. En 2018, se publicé un genoma ensamblado a nivel de cromosomas del hibrido 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, ademas de la anotacidn en pares de bases (formato FASTA), posee
la anotacién funcional (formato gff). Ademas, este genoma monoploide posee un tamafio
razonable (530 Mb), lo cual representa una ventaja para la demanda computacional que estos

analisis requieren (Garsmeur et al. 2018).

Diferentes proyectos de secuenciacién publicaron genomas de variedades de cafia de
azUcar, 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 secuenciacién de nueva generacion (NGS). El hibrido de cafia de azucar
CC 01-1940 fue secuenciado utilizando tecnologias NGS (lecturas largas PacBio, lecturas cortas
Illumina y lecturas HI-C) (Trujillo-Montenegro et al. 2021). Las especies fundadoras de los
hibridos actuales S. officinarum (acceso al coédigo del ensamblado del GenBank:
GCA _020631735.1; BioProject: PRINA744175) y S. spontaneum Np-X (Zhang et al. 2022; acceso
al cédigo del ensamblado del GenBank: GCA_022457205.1) fueron secuenciadas combinando

lecturas largas PacBio y lecturas cortas Illlumina.

En marzo del 2024 finalmente se publicé un nuevo ensamblado del genoma del cultivar
R570 que incluye un ensamblado "primario" de 67 pseudocromosomas organizados en 10
grupos homoélogos. Esto representa 5,04 Gb de secuencias, en la que se predijeron 194,593
modelos de genes codificadores de proteinas. Ademads, se construyé 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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en multiples copias (2-4x) de segmentos idénticos o casi idénticos que se colapsaron en el
ensamblado. Considerando estos segmentos colapsados, el tamafio total del ensamblado del

genoma representa 9,3 Gb (Healey et al. 2024).

Mejoramiento genético en cafia de azUcar en el pais y el mundo

Dentro del complejo Saccharum existe una gran variabilidad natural. Dado que los
caracteres fenotipicos estdn sujetos a la influencia de factores medioambientales, el analisis del
perfil molecular emerge como una herramienta fundamental para la identificacién de las
combinaciones éptimas entre accesiones en los cruzamientos, asi como para la estimacion
precisa de la diversidad genética (Mahadevaiah et al. 2021). En colecciones de germoplasma de
cafia de azucar, se han empleado diversos tipos de marcadores moleculares, tales como RFLP,

el RAPD, el AFLP y SSRs (Perera et al. 2023).

Los principales objetivos de los programas de mejoramiento de cafia de azlcar actuales son
aumentar el rendimiento total de la biomasa, contenido de azucar, la resistencia a las
enfermedades e insectos, tolerancia al frio y la capacidad de macollaje (Xiong et al. 2023). Los
progenitores son seleccionados entonces considerando estas caracteristicas fenotipicas
fundamentales. Para potenciar el contenido de azucar en los hibridos interespecificos de cafia
de azlcar, se utiliza un método conocido como "nobilizacidn". Este proceso implica realizar
entre 3 y 6 generaciones de retrocruzamiento, lo que permite estabilizar el genoma y recuperar
la caracteristica deseada, como puede ser el alto contenido de azucar en el tallo (Xiong et al.

2023).

El contenido de fibra es otro rasgo importante considerado en los programas de
mejoramiento para aumentar el rendimiento de biomasa (Leal et al. 2013). Sin embargo, como
estos programas se han centrado principalmente en el contenido de azucar, la fibra ha sido
valorada negativamente en algunos indices de seleccidon (Wei et al. 2008). Esto puede explicar
por qué los cultivares y germoplasmas de élite actuales acumulan mucha sacarosa, pero no
logran buenos resultados en la acumulacion total de biomasa. Ademads, las variedades
comerciales de cafia de azlcar tienen una base genética relativamente estrecha, lo que podria
limitar las ganancias de rendimiento en cada nueva variedad comercial (Thiappan Selvi y Nair

2009).

La alta variabilidad genética propia de la cafia de azlcar podria utilizarse para desarrollar
nuevos genotipos con rasgos industriales con mejores aptitudes, como el aumento del

contenido de azucar y la mejora de la digestibilidad del bagazo. Sin embargo, el mejoramiento
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convencional requiere afios de pruebas, tanto en invernaderos como en campos experimentales
antes de que un nuevo hibrido pueda ser liberado. En este contexto, conocer los perfiles
moleculares de las accesiones utilizadas para los cruzamientos y, ademas, la utilizaciéon de
marcadores moleculares para asistir a los programas de mejoramiento permite acortar los ciclos

de mejoramiento.

Por su parte, los objetivos de los programas de mejoramiento en cafia energia se centran
en lograr una gran capacidad para generar biomasa, lo que respalda la produccion de energia
renovable para contrarrestar el impacto del cambio climatico. Estas variedades también se
caracterizan por su resistencia tanto a factores bidticos como abidticos, lo que permite una
produccién mas eficiente con menor necesidad de insumos como fertilizantes, pesticidas y
energia. Esto es especialmente beneficioso en tierras de menor valor agronédmico (menos
productivas), que presentan limitaciones como menor fertilidad, escasez de agua, temperaturas

extremas y suelos salinos.

En Argentina, el Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) cuenta con un
Programa de Mejoramiento Genético de Cafia de Azucar (PMGCA) que se desarrolla en la
Estacidn Experimental Famailld en Tucumadn. El mismo tiene como objetivo desarrollar
variedades de cafia de azlcar para Argentina con resistencia/tolerancia a enfermedades y
plagas, y que tengan un alto rendimiento tanto en biomasa como en azucar (Sopena et al.
2015; Garcia et al. 2023a). EIl PMGCA del INTA se enfoca especialmente en desarrollar
hibridos de cafia que produzcan grandes cantidades tanto de caina por hectarea como de
sacarosa por hectdrea (Sopena et al. 2015; Garcia et al. 2023a). Ademas, se emplean
rigurosos estandares fitosanitarios para seleccionar hibridos con resistencia o tolerancia a
las principales enfermedades que afectan a los cultivos de cafia (Rago et al. 2012), siguiendo
una tradicion agrondémica y fitosanitaria que ha perdurado en los programas de
mejoramiento genético de la cafia de azlcar en todo el mundo durante mas de un siglo. Sin
embargo, dada la importancia creciente de la cafia de aztcar como cultivo bioenergético,
especialmente por su alta produccién de biomasa (Santchurn et al. 2019), se han
incorporado nuevos criterios de seleccion centrados en estos objetivos. Entre ellos, se
destaca la medicidn de los niveles de fibra en el tallo, lo que permite evaluar la aptitud de
los genotipos de cafia para diferentes usos energéticos derivados de la biomasa
lignocelulésica. EIl PMGCA del INTA también ha adoptado esta perspectiva para desarrollar

variedades de caia de azucar versatiles, capaces de utilizarse para producir azlcar y generar
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bioenergia, contribuyendo a la reduccién del uso de combustibles fdsiles y a la mitigacién

de los efectos del cambio climatico (Garcia et al. 2023b).

A lo largo de los afios, se han utilizado diversos métodos basados en multiples disciplinas
para apoyar al PMGCA. El uso de herramientas genémicas y metagendmicas permitié desarrollar
marcadores moleculares que favorecen a reducir los tiempos de seleccion (Di Pauli et al. 2017;
Molina et al. 2022), estimar por primera vez la composicién microbiana de los suelos bajo
distintos sistemas de manejo (Fontana et al. 2019) y generar nueva variabilidad genética
mediante la mutagénesis in vitro (Di Pauli et al. 2021). La deteccién y caracterizacion de los
principales patégenos que afectan al cultivo facilité el descarte temprano de clones en el PMGCA
(Fontana et al. 2013; 2018). Ademads, se logrd la detecciéon simultdnea de roya marrén vy
anaranjada (Di Pauli et al. 2015), lo que mejoré las medidas de prevencion de estas

enfermedades.
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Hipotesis
1. Las metodologias de genotipificacién de genoma completo, como ser ddRADseq,
permiten identificar variantes gendmicas de tipo SNPs en genomas complejos, como el de Ia

cafa de azucar;

2. En cruzamientos artificiales de cafia de azlcar, el comportamiento genético de la
poliploidia genera variabilidad adicional por si misma. Esta variabilidad seria mayor en la
progenie de cruzamientos entre hibridos comerciales que entre los respectivos progenitores y

puede caracterizarse mediante la metodologia ddRADseg;

3. Existe variabilidad anatémica entre los hibridos LCP85-384 e INTA05-3116, la cual puede

ser visualizadas mediante técnicas histoquimicas.

Objetivo General

El objetivo del presente trabajo consiste en desarrollar estrategias y generar conocimiento
util para los programas de mejoramiento de cafa de azlcar a partir de la aplicacidn de nuevas
tecnologias de genotipificacion de alto rendimiento en poblaciones de mejoramiento de cafia
de azucar disponibles en INTA, asi como explorar la variabilidad anatédmica de entrenudos de
hibridos contrastantes como variable informativa para la seleccién de buenas propiedades

biomasicas.

Objetivos especificos

1. Poner a punto un protocolo de identificacidn de marcadores moleculares de tipo
polimorfismo de un sélo nucledtido (SNP) usando la metodologia ddRADseq (genotipificacion de
genoma completo) en cafia de azlcar para identificar variantes gendmicas potencialmente utiles
y aplicables en el programa de mejoramiento del INTA;

2. Evaluar la eficiencia de los paneles de SNPs en la caracterizacidn genética de hibridos de
cafia de azlcar y el mapeo genético de poblaciones del programa de mejoramiento genético a
través del andlisis de paneles de SNPs;

3.  Predecir el efecto funcional de los SNPs presentes en genes y regiones gendmicas
candidato para caracteres agroindustriales;

4.  Analizar de manera comparativa la anatomia del tallo en clones contrastantes para el
contenido de azucar y fibra: LCP 85-384, hibrido comercial de alto contenido de aztcar e INTA

05-3116, biotipo de cafia energia de alto contenido de fibra.
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Capitulo 1. Puesta a punto e implementacion de un
protocolo de genotipificacion ddRADseq en cafia de azucar,
y su evaluacion en variedades del programa de
mejoramiento del INTA.

Introduccion

En los ultimos afios, los avances en biologia molecular, especialmente, en el desarrollo de
la secuenciacién de ADN de alto rendimiento asistida por la bioinformatica, representan una
poderosa herramienta para la identificacion de rasgos de interés agrondmico en especies
cultivables (de Carvalho et al. 2019). En cafia de azlcar, la aplicacion de este tipo de tecnologia
se ha centrado en el descubrimiento de nuevos genes y regiones conservadas y su asociacion
con rutas metabdlicas asociadas a azUcares y a las vias de biosintesis de la pared celular o de sus
componentes, como la celulosa, hemicelulosa y lignina (Calvifio et al. 2008; Vermerris et al.
2011). Explorar todo el genoma a través de técnicas de secuenciacién masiva puede ayudar a la
comprension de la organizacion y estructura del genoma (de Carvalho et al. 2019) y esta

informacidn puede ser util en futuros programas de mejoramiento.

Como se menciond en la introduccién general, la complejidad del genoma de la caiia de
azucar es una de las mas importantes dentro de las especies cultivadas, debido al alto nivel de
poliploidia, su tamafio de aproximadamente 10 Gb y las aneuploidias (Yang et al. 2017b). La
aneuploidia afecta directamente al apareamiento de los cromosomas durante la meiosis y
genera una variacion adicional por ganancia o pérdida de material genético (Glyn et al. 2004;
Vieira et al. 2018). Para estudiar las caracteristicas de los genotipos de cafia de azlcar, es
conveniente reducir el alto nivel de complejidad de su genoma para obtener datos de

polimorfismo de alta calidad (Balsalobre et al. 2017).

La secuenciacion de ADN asociada a la digestidon con dos enzimas de restriccion (ddRADseq),
es una de las tecnologias incluidas dentro de la familia que se denominé genéricamente
genotipificacién por secuenciacion (GBS) (Peterson et al. 2012). Este protocolo implica el uso de
dos enzimas de restriccion diferentes y la seleccidon de un tamafio de fragmento especifico. Este
método permite la identificacion y genotipificacién simultanea de miles de loci distribuidos por
todo el genoma, proporcionando perspectiva gendmica de los genotipos analizados. También
proporciona una alta reproducibilidad, una gran profundidad de lecturas por loci y la seleccion

de polimorfismos de un solo nucledtido (SNP) distribuidos por todo el genoma (Aguirre et al.
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2019). Para los cultivos poliploides, la deteccién de SNPs verdaderos es mas desafiante que para
los cultivos diploides debido a la presencia de subgenomas dentro de un mismo individuo
(resultado de la interaccién inter o intraespecifica). Sin embargo, muchas herramientas
desarrolladas para los diploides también pueden aplicarse a los alopoliploides ya que el
comportamiento en la segregacion es similar (Bourke et al. 2018). No obstante, el control de
calidad vy el filtrado son pasos importantes en el analisis bioinformatico para detectar los SNPs

falsos positivos.

Un gran interrogante al comienzo de un proyecto de llamado de variantes suele ser
plantearse un proceso basado en el alineamiento a un genoma de referencia, o bien, realizar un
analisis de novo. La principal diferencia entre estas opciones radica en que, en la primera
estrategia, las lecturas provenientes del secuenciador se mapean a un genoma usado como
“base” o referencia para poder ordenarlas y referenciarlas a una posicién especifica. Esto resulta
beneficioso para el posterior andlisis de los SNPs obtenidos. En la segunda estrategia, se utilizan
las propias lecturas para generar un catalogo y, ese catdlogo es utilizado a modo de referencia
para encontrar las variantes entre las muestras (Rochette et al. 2017). En estos casos, las
regiones identificadas no se pueden referenciar a una posicién y cada una se analiza de manera
independiente. En general, suelen generar mas datos, pero muchas veces esto va de la mano de
errores por falsos positivo, por lo que los posteriores pasos de filtrado por calidad se vuelven
claves. El software Stacks puede realizar ambas estrategias (Catchen et al. 2011; Catchen et al.

2013; Rochette et al. 2017).

La rutina planteada por el programa Stacks puede resumirse de la siguiente manera: (1) Las
lecturas crudas son por un lado demultiplexadas, es decir, ordenadas en carpetas/directorios
para cada una de las muestras segun un cédigo de identificacion que le fue asignado en la etapa
de laboratorio (preparacién de la biblioteca), y en la misma instruccion, filtradas de acuerdo con
diferentes criterios como la calidad, las bases indeterminadas y la longitud de la lectura (médulo
process_radtags); (2) las lecturas de cada individuo son agrupadas en loci putativos, y se
identifican los sitios de nucledtidos polimérficos (mdédulo ustacks); (3) los loci putativos son
agrupados a través de los individuos y de los catalogos de RAD-loci, mientras que se identifican
los SNPs, con alelos de referencia y alternativo (mddulo cstacks); (4) los loci putativos de cada
individuo se cotejan con el catdlogo (modulo sstacks); (5) se realiza el llamado de variantes de
todos los loci (mddulo gstacks); y (6) los resultados se pueden escribir en formato VCF para su

posterior analisis (mddulo populations) (Rochette et al. 2019).

En este tipo de protocolos, es muy comun que se incurra en errores durante la preparacion
de la biblioteca gendmica o en el andlisis bioinformatico, por lo que etapas de evaluacién de la
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calidad permiten reducir los artefactos técnicos antes de que los datos sean procesados y se
infieran conclusiones bioldgicas erroneas (O’Leary et al. 2018). Hay ciertos pardmetros que
deben ser considerados durante la etapa de filtrado, sin embargo, para cada set de datos se
definiran especificamente los pasos empleados y los umbrales aplicados. Es asi como, en
general, se trabaja con el 20% de datos perdidos, es decir, que exista un 20% de
indeterminaciones para un cierto locus, un determinado valor de frecuencia de alelo minoritario
(MAF) y rangos minimos y maximos de profundidad de lecturas por locus, para asegurar que
dicho SNP sea verdadero (Clevenger et al. 2015). Los valores de estos parametros pueden variar
segun las caracteristicas de la especie con la que se esté trabajando, el nUmero de muestras del

ensayo y si se trata de una poblacidn natural o biparental (O’Leary et al. 2018).

En el presente capitulo se analizan las técnicas empleadas para la aplicacion del protocolo
ddRADseq en cafia de azucar, con el fin de identificar variantes gendmicas de tipo SNPs en
variedades utilizadas en el programa de mejoramiento de cafia de azlcar de INTA. Ademas, se
evaluaron en un nuimero reducido de muestras los resultados de lecturas obtenidas en dos
plataformas de secuenciacidon de lllumina, para comprobar la eficiencia de la técnica en el
descubrimiento de variantes genéticas a nivel de genoma completo. Concierne también a este
capitulo, el establecimiento del flujo de trabajo bioinformatico para el descubrimiento de
variantes SNPs. La comparacion de los resultados de las estrategias con y sin genoma de
referencia en el llamado de variantes y la exploraciéon de varios esquemas de filtrado para
identificar los parametros que equilibren la tasa de datos perdidos con la precisiéon del SNP

detectado.

Materiales y métodos
Material vegetal

En este capitulo se seleccionaron cinco accesiones de cafia de azlcar (Saccharum spp.) (los
hibridos comerciales: NA 78-724, NA 56-30, LCP 85-384 y HOCP 92-665, y el biotipo de alta fibra
INTA 05-3116), todos ellos provenientes de la coleccion del Banco de Germoplasma de la
Estacion Experimental Agropecuaria Famailld, del Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria, Famailla (27°03'S, 65°25'0, 363 msnm), Tucuman, Argentina. Se seleccionaron
estas muestras debido a las siguientes caracteristicas: 1) El biotipo de alta fibra INTA 05-3116
fue desarrollado para maximizar la produccion de energia a partir de la biomasa total (Garcia et
al. 2022); 2) Los hibridos comerciales NA 78-724, NA 56-30 (de origen argentino), LCP 85-384 y

HOCP 92-665 (de origen estadounidense, USDA), son utilizados activamente como progenitores
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en el programa de mejoramiento de cafia de azucar por sus caracteristicas industriales y
agrondmicas (Acevedo et al. 2017; Garcia et al. 2022); 3) LCP 85-384 es el cultivar
predominantemente plantado en Argentina (Acevedo et al. 2017; Garcia et al. 2022); 4) El
coeficiente de parentesco (COP) de NA 56-30 con LCP 85-384 es 0,133, y 0,156 con HOCP 92-
665. El COP entre LCP 85-384 y HOCP 92-665 es de 0,225 (Acevedo et al. 2017); y 5) Los cinco
genotipos seleccionados fueron evaluados como potenciales materias primas para la produccion

de etanol lignocelulésico (Kane et al. 2021; Garcia et al. 2023a).

Ademas, se selecciond una de las especies fundadoras de los genotipos comerciales (S.
spontaneum) y tres genotipos de sorgo (cv Wiley, Rex y MN1054) que se encontraron dentro de

la genealogia del cultivar comercial LCP 85-384 (Acevedo et al. 2017).

Bibliotecas ddRADseq

Se utilizaron hojas de tres réplicas por accesidén de cafia de azucar para la extraccion y la
purificacién de ADN de alta calidad, utilizando un kit de extraccién de ADN gendmico vegetal
EasyPure (TransGen Biotech). La calidad del ADN se comprobd mediante Nanodrop (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.) y electroforesis en gel de agarosa (1% de agarosa en
Buffer TAE). EI ADN se cuantificé por fluorometria utilizando Qubit 2.0 (Thermo Fisher Scientific).
El protocolo ddRADseq 1 optimizado para Eucalyptus dunnii (Aguirre et al. 2019) se modificé
para cafia de azucar, utilizando la combinacion de enzimas de restriccidn Pstl/Mbol, en el paso
de digestion de ADN, teniendo la primera una enzima con un sitio de reconocimiento de seis
pares de bases mientras que la segunda reconoce 4 pares de bases, siendo ambas parcialmente
sensibles a metilacién. El tamafio de los fragmentos de ADN de la biblioteca final oscilé entre
400 y 600 pb, representando 260-460 + 140 pb de barcodes, segun la evaluacidn de un equipo
automatizado para la evaluacion de fragmentos (Analizador de fragmentos, Agilent
Technologies, Santa Clara, USA). Todos los experimentos se realizaron en la Unidad de
Gendmica, IABIMO-Instituto de Biotecnologia INTA, Argentina. La biblioteca se secuencié
utilizando dos plataformas lllumina (lllumina Inc., San Diego, CA, EE.UU.): (1) secuenciador
Illumina Nextseq500 a partir de ahora denominada Ne-70 (75 pb lecturas simples recortados a
70 pb; ~cuatro millones de lecturas/individuo, denominada de aqui en mas cobertura de
secuenciacién media (MC)), y (2) secuenciador lllumina Novaseq6000, desde aqui denominada
No-150 (lecturas de 150 pb pareadas; ~diez millones de lecturas/individuo, denominada de aqui

en mas cobertura de secuenciacidn alta (HC)).
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Eficiencia de la longitud del fragmento de lectura, la profundidad de
secuenciacion y las lecturas simples frente a lecturas pareadas

Para evaluar la eficiencia de las plataformas de secuenciacién en términos de longitud del
fragmento de lectura, profundidad de secuenciaciéon y lecturas simples frente a lecturas leidas
de ambos extremos del fragmento o pareadas: (a) las lecturas obtenidas en No-150 se acortaron
a 70 pb (manteniendo la alta cobertura de secuenciacién y siendo pareadas, desde aqui
denominado No-70-PE/HC) y se compararon con No-150; (b) Se seleccionaron aleatoriamente 4
millones de lecturas/individuo entre las lecturas No-70-PE/HC ya acortadas, para analizar el
efecto del nimero de lecturas por individuo (No-70-PE/MC); (c) las No-70-PE/MC seleccionadas
se compararon con las Ne-70 originales para analizar las lecturas pareadas frente a las simples;
(d) finalmente, las lecturas obtenidas en No-150 se submuestrearon de HC a MC (No-150-

PE/MC).

Construccion de paneles de SNPs de cafia de azucar

La calidad de la corrida en el secuenciador se comprobé visualmente utilizando FastQC
(Andrews 2010) para cada muestra por separado y, se utilizd el programa MultiQC para
condensar la informacién (Ewels et al. 2016). Para el llamado de variantes alélicas se utilizé el
software Stacks. Este software es un sistema de cédigo abierto compuesto por varios programas
interconectados, inicialmente creado para el ensamblado de secuencias RAD de novo para la
generacidn de mapas genéticos (Catchen et al. 2011); pero posteriormente fue ampliado por su
versatilidad en estudios de organismos con o sin genoma de referencia. El software permite
ejecutar un conjunto de programas, gracias a que fue disefiado en el lenguaje de programacion
Perl. Dado que posee distintos médulos, es posible aplicarlo a diversos escenarios. La limpieza
por calidad se realizé mediante el mddulo "process_radtags" del paquete Stacks v 2 (Catchen et
al. 2011; Rochette et al. 2019). Se descartaron aquellas lecturas cuya calidad media dentro de
una ventana cayera por debajo de una puntuacion Phred de 28 (Ewing y Green 1998), o tuvieran
nucledtidos no identificados, secuencias de adaptadores o sitios de corte de enzimas de
restriccion deficientes (Catchen et al. 2011). Se siguieron dos estrategias para el llamado de

SNPs: (1) utilizando un genoma de referencia y (2) de novo.

Para la primera estrategia, las lecturas limpias se mapearon con Bowtie2 usando los
parametros por defecto (Langmead y Salzberg 2012) y el genoma de referencia del cultivar de
cafia de azlicar monoploide R570 (Garsmeur et al. 2018). La identificacion de SNPs se realizd
utilizando la rutina "ref_map.pl" del paquete Stacks v 2 (pardmetros por defecto). En la segunda

estrategia, se utilizd la rutina "denovo_map.pl" del Stacks para el descubrimiento de SNPs sin
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referencia. Para ambas estrategias, se obtuvieron los correspondientes paneles de SNPs en
formato Variant Call Format (VCF), utilizando el médulo "Population" implementado en Stacks.
Se calcularon las estadisticas de los paneles con datos crudos para determinar los subsiguientes

umbrales de filtrado.

Evaluacion de genomas de referencia de Saccharum sp. disponibles en
bases de datos (NCBI-Genomes) para el llamado de variantes de cafia de
azUucar

Los cuatro genomas de referencia para Saccharum sp., segun la base de datos del NCBI, mads
el genoma del Sorghum bicolor cv BTx623, fueron evaluados para el lamado de variantes dentro
del protocolo ddRADseq desarrollado y analizado en este trabajo de tesis. Para ello, se trabajé
con las lecturas provenientes de la secuenciacién de 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) que se encontraron dentro de la genealogia del
cultivar comercial LCP 85-384 (Acevedo et al. 2017). A estas muestras se le aplico el protocolo
ddRADseq desarrollado para este trabajo de tesis. La biblioteca se secuencid a través de la
plataforma Novaseq6000 de lllumina (lllumina Inc, San Diego, CA, EE.UU.). Las lecturas pareadas
obtenidas fueron procesadas para que todas tuvieran el mismo largo (242 pb). La cantidad de
lecturas por muestra se establecié en ~4 millones de lecturas/individuo. Para cada genoma, se
mapearon las lecturas utilizando el Bowtie2. Estos resultados fueron usados para la

identificacion de SNPs utilizando la rutina "ref_map.pl" del paquete Stacks v 2.

Filtrado de paneles SNP

El filtrado de los marcadores se realizoé utilizando VCFtools (Danecek et al. 2011). Se aplicé
un filtro inicial y global de 0% de datos perdidos a todos los conjuntos de datos para garantizar
SNPs de buena calidad y confiables. Se utilizdé una frecuencia de alelo minoritario (MAF) > 0,1,
comunmente aplicada a los diploides, como umbral conservador, mientras que se utilizé un MAF
minimo de 0,3, como se recomienda para los alopoliploides (Clevenger et al. 2015). Se evaluaron
tres rangos diferentes de profundidad de lectura por locus, con umbrales minimos y maximos:

1- 10x-36x: siendo 10x la recomendacidon habitual para diploides y 36x como umbral
maximo (Ravinet y Meier 2020).

2- 30x-60x: siendo 30x la recomendacién habitual para alopoliploides (Clevenger y Ozias-
Akins 2015) y 60x como umbral maximo.
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3- 56x-200x: siendo 56x el umbral descripto por Yang et al (2017b) para la cafia de azucary
200x como umbral maximo.

Seis esquemas de filtrado (FS) resultaron de la combinacién de los diferentes parametros

de MAF y profundidad de lectura (Fig. 1.1).

VCFtools Filtrado

«  sin datos perdidos de
FS1: MAF- = 0.1, RD: 10x-36x FS2: MA=-» 0.3, RD: 10x-36x pane |eS
FS3: MAM— = 0.1, RD: 30x-60x FS4: MAT - = 0.3, RD: 30x-60x
FS5: A== 5 0.1, RD: 58x-200x FS6: MAF= > 0.3, RD: 56x-200x S N PS

Fig. 1.1 Esquemas de filtrado (FS) que combinan la cobertura de la frecuencia alélica menor (MAF) y la
profundidad de lectura (RD).

Analisis de clusteres jerarquicos y analisis de componentes principales

Se utilizo el paquete vcfR para introducir los archivos con formato VCF en el entorno R para
su posterior analisis (Knaus BJ y Grinwald 2017; R Core Team 2019). La densidad de SNP por
cromosoma para Ne-70 con FS1 y No-150 con FS5 se determind con el paquete CMplot (Yin et
al. 2021). El analisis de correlacion de la longitud del cromosoma y el nimero de SNPs por
cromosoma se realizd utilizando las funciones "cor" y "cor.mtest" (paquete corrplot) (Wei y
Simko 2021). Los coeficientes de correlacion se consideraron significativos si el valor p era <0,05
(*). Las distancias genéticas (alelos compartidos) entre las muestras de Ne-70 con FS1y No-150
con FS5 se calcularon con el paquete pegas (Paradis 2010) y se graficaron con el paquete Stats
de R (R Core Team 2019). El método de aglomeracién utilizado fue el "promedio" ya que tenia
la mayor correlacion cofenética (mejor modelo de agrupacidn para ambos conjuntos de datos)
(Borcard et al. 2018). El andlisis de componentes principales (PCA) sobre los mismos paneles se
calculd con Tassel y se graficd con el paquete ggplot2 de R para analizar el conjunto completo
de SNPs de cada panel, y para representar las relaciones entre las muestras (Bradbury et al.

2007, Wickham 2016).

Prediccion del efecto funcional de los SNPs

Se utilizo el sistema de prediccidn de efectos funcionales de las variantes (VEP) de Ensembl
Plants (version 51) para predecir el efecto funcional del SNP de Ne-70 con FS1y No-150 con FS5,

siguiendo las instrucciones descriptas en Ensembl/plant-scripts: Scripting analyses of genomes
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in Ensembl Plants (Yates et al. 2022), con el genoma de referencia y su anotacion, en formatos

FASTA y gff3.

Evaluacion de la robustez del protocolo

Para evaluar la robustez del protocolo, se cred una nueva biblioteca de las muestras NA 78-
724 y LCP 85-384 a partir de una nueva extraccion de ADN utilizando el protocolo descripto
anteriormente y se secuencié utilizando la plataforma lllumina Novaseq6000 (150 bp pareadas;
~cuatro millones de lecturas, denominada cobertura de secuenciacion media (MC)). Ademas, se
realizd un submuestreo aleatorio de las lecturas No-150 para obtener un conjunto de datos de
cobertura de secuenciacidon 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

evaluacion de la robustez del protocolo.

El protocolo se evalué comparando dos réplicas de los hibridos comerciales NA 78-724 y
LCP 85-384. El lamado de variantes se realizd6 como se ha descripto anteriormente. El archivo
VCF se filtré 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

Construccion y secuenciacion de bibliotecas ddRADseq para cafia de
azucar

El kit EasyPure (TransGen Biotech) utilizado para realizar la extraccién de ADN del material
vegetal fue efectivo para los genotipos de caia de azlcar evaluados. Se observaron los indices
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 gendmico) en el gel para cada muestra (Apéndice 1 Figura 1.1.).

El protocolo ddRADseq para pocas muestras implementado en este capitulo permitié la
generacion de una biblioteca de muestras agrupadas con buena calidad y cantidad. Las enzimas
de restriccion elegidas, Pstl/Mbol, fueron una combinacidn exitosa para la digestién del ADN de
cafia de azucar (Fig. 1.2 a). La seleccion del tamafo de los fragmentos de ADN de interés de

forma manual fue eficiente (Fig. 1.2 b).
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Figure 1.2. Visualizacion de la corrida en el Analizador de fragmentos. (a) Digestiones in vitro de ADN gendmico
de hibridos de cafia de azucar con Pstl-Mbol y (b) de la biblioteca gendmica (400-600 pb).

Se evaluaron los resultados de dos plataformas de secuenciacion a través la comparacion
del rendimiento obtenido utilizando el protocolo ddRADseq. Se consideraron el contenido de
informacidn obtenido, la mejor relacién costo-beneficio y diferentes esquemas de filtrado.
Ademas, la biblioteca cumplié con las expectativas de rendimiento esperada para las
plataformas lllumina, lo cual se comprobd 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 segun la codificacién 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 tecnologia de secuenciacion.
Se puede observar en la Figura 1.3 c que las lecturas leidas desde el comienzo (linea verde) y

desde el final del fragmento (linea naranja) tuvieron calidades similares.
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a. FastQC: Mean Quality Scores b. FastQC: Per Sequence Quality Scores

C. FastQC: Mean Quality Scores d. FastQC: Per Sequence Quality Scores

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; Numero de lecturas con valor de calidad promedio de b. Ne-70 y d. No-150. Linea verde: lecturas
leidas desde el comienzo del fragmento; Linea naranja: lecturas leidas desde el final del fragmento.

Enla Tabla 1 se muestran el nimero de lecturasy su alineacién con el genoma de referencia
para cada muestra, para las corridas Ne-70 y No-150. El nimero de lecturas de No-150 fue en
promedio mas de siete veces el nimero detectado en Ne-70 (Tabla 1.1, Apéndice 1 Tabla 1.2),
superando la relacion esperada de 2,5:1. Dado que se utilizé la misma biblioteca en ambos
ensayos, las proporciones diferenciales podrian deberse a la naturaleza de la muestra, el proceso
de carga del secuenciador y la distribucién de la solucidn en la celda de flujo. Las muestras NA
78-724 y NA 56-30 representaron el mayor y el menor nimero 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 cafia de azucar 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 excepcion de la muestra NA

78-724, que reporté un 50% (Tabla 1.1).
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Tabla 1.1. Numero de lecturas obtenidas con dos plataformas de secuenciacion. Tasa de alineamiento total
respecto al genoma de cafia de azGcar monoploide del cultivar R570 (Garsmeur et al. 2018), nimero de lecturas
alineadas en un solo sitio, y nimero de lecturas alineadas en mds de un sitio. Ne-70 = Lecturas simples de 75 pb
recortada a 70 pb, MC; No-150 = Lectura pareadas de 150 pb, HC.

Lecturas Tasa de Lecturas
Plataforma Lecturas . . ) )
» ) alineadas en alineamiento alineadas en
de Accesion N°lecturas  alineadas en , . .
o o mds de un total / N un solo sitio /
secuenciacion un solo sitio . .
sitio lecturas N°lecturas
INTA05-3116 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
Ne-70 | |cpgs.38a 3307885 1315870 462541 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
INTAO05-3116 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
Na=150 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

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

Cinco genomas de referencia para Saccharum sp., seguin 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). Cémo se puede observar en la Figura 1.4, al utilizar el genoma de referencia de
cafia de azucar del cultivar hibrido R570, el mapeo general disminuye respecto a los resultados
obtenidos previamente, dado que aqui se trata de lecturas mas 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 cafias de azucar 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 hibrido de cafia
de azlcar CC 01-1940 y S. spontaneum Np-X, ambas arrojaron tasas de alineamiento similares,
siendo ~46-49% para las caias y ~“35% para los sorgos. Por ultimo, el ensamblado de otra de las

especies fundadoras de los cultivares comerciales, S. officinarum, dio como resultado un menor
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porcentaje de alineamiento (~30% para las cafas de azlcar, ~27% para el genotipo de S.

spontaneum evaluado y ~20% para los sorgos).
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Figura 1.4. Porcentaje de alineamiento entre las muestras evaluadas y los genomas de referencia. Cultivares
comerciales de cafa de azucar: NA 78-724, LCP 85-384; especies fundadora: S. spontaneum; cultivares de sorgo:
Wiley, Rex y MN1054.

Paneles de marcadores SNPs para cafia de azucar

Se obtuvieron paneles de SNPs para los cinco genotipos de cafia de azlcar secuenciados en
cada plataforma Illumina (Ne-70 y No-150), a partir del llamado de variantes poliméficas 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 analisis de novo y 460.890 SNPs en el
usando el genoma monoploide de la cafia de azucar (Tabla 1.2). La estrategia de novo permitio
identificar una cantidad de SNPs 2,1y 6,1 veces mayor que la basada en genoma de referencia
en Ne-70y No-150, respectivamente. Ademas, se recuperaron 15 veces mas SNPs con el analisis
de novo en el No-150 en comparacién al Ne-70, mientras que usando la referencia se

recuperaron 5,4 veces mas SNPs.
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Tabla 1.2. Nimero de SNPs por panel obtenido. Los paneles de SNPs crudos se obtuvieron de los cinco genotipos
de cafia de azucar 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), mas 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 Ultimo, 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 secuenciaciéon media; HC: cobertura de secuenciacidn alta; SR: lecturas simples; PE: lecturas pareadas;
Ne: Plataforma de secuenciacion Nextseq500; No: Plataforma de secuenciacién 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 nimeros en negrita
representan los SNPs que se tuvieron en cuenta para continuar el analisis.

FS1 FS2 FS3 FS4 FS5 FS6
PIatafon:ma.l’de . Datos
secuenciaciony Estrateg|a
simulaciones crudos
MAF>0,1 MAF>0,3 MAF>0,1 MAF>0,3 MAF>0,1 MAF>0,3
RD=10x-36x RD= 30x-60x RD=56x-200x
referencia 86.051 9.094 6.237 4.246 3.111 2.122 1.619
Ne-70 de novo 188.199 14.36 9.206 3.222 2.193 723 555
No-70- referencia 174.585 16.464 10.31 9.954 6.921 6.719 4.964
PE/MC de novo 363.919 7.205 4,011 3.282 2.012 1.195 852
No-70- referencia 351.864 15115 8770 17689 11570 24799 17280
PE/HC de novo 767.203 28734 15947 17290 10461 11433 7469
No-150- referencia 127.556 13.227 9.571 3.595 3.047 1.883 1.712
PE/MC 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 47.964 334
No-150 de novo 2.831.922 30.167 16.925 15.568 9.102 5.43 3.392

Después de recortar las secuencias de No-150 a 70 pb (No-70-PE/HC) y de reducir el nimero
de lecturas de HC a MC (No-70-PE/MC), también se realizé 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 compard con los paneles obtenidos a partir de las lecturas de
No-150 para evaluar el efecto de la longitud de las lecturas en el nimero de SNPs identificados.
El nimero de SNPs identificados en No-150 con la estrategia de novo fue 3,7 y con referencia
1,3 veces mas que el nimero de SNPs identificados en No-70-PE/HC, respectivamente. En el
analisis sin referencia, se detecté el menor nimero 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 mayoria
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 evalud también el efecto del nimero de lecturas por individuo en el descubrimiento de
SNPs. Para ello, se comparé el panel No-70-PE/HC habiendo seleccionado de forma aleatoria

cuatro millones de lecturas por individuo, considerado como cobertura de secuenciacién media
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(No-70-PE/MC). Los SNPs identificados en No-70-PE/HC (351.864 SNPs utilizando la busqueda
con referencia y 767.203 SNPs usando el analisis 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 asi para ambas estrategias de llamado de variantes (Tabla 1.2). Esto sugiere ademas
que el nimero de SNPs no es directamente proporcional al nimero de lecturas por individuo.
Como se predijo, al comparar No-150-PE/MC con No-150, fue con esta ultima que se

recuperaron mas SNPs.

Por ultimo, para estudiar el efecto de las lecturas pareadas frente a las simples en el nUmero
de SNPs identificados, se compard el Ne-70 original con el panel No-70-PE/MC. Como se
esperaba, el nimero de SNPs identificados en No-70-PE/MC fue casi el doble del nimero 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 funcién 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/MCy 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 cumplian 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 recuperé
un mayor nimero de SNPs en el andlisis con referencia con una profundidad de lectura de 56x-
200x (FS5 y FS6) (Tabla 1.2). Esta tendencia también se observé en la simulacién No-70-PE/HC,
pero en este panel el nimero de SNPs fue menor debido al menor tamanfio de los fragmentos. A
esta profundidad, los alelos que presentan dosaje Unico podrian recuperarse en un locus
heterocigota, mientras que a una profundidad menor no es posible distinguirlos o se pueden
confundir con errores de secuenciacion. Los SNPs retenidos dentro de cada rango de
profundidad de lectura evaluado fueron mayores con MAF >0,1 para ambas plataformas. Dado
que la aplicaciéon de FS1 en Ne-70 y FS5 en No-150 retuvo el mayor nimero de SNPs, se

seleccionaron ambos esquemas de filtrado para las comparaciones posteriores.

Para visualizar la distribucion de SNPs a lo largo de cada cromosoma se representd
graficamente la densidad de SNPs (Fig. 1.5). Los datos crudos de Ne-70 mostraron regiones con
mas de 289 SNPs repartidos en todos cromosomas, y las regiones distales mostraron una
densidad de SNPs relativamente alta, es decir, mds de 181 SNPs (Fig. 1.5 a). La aplicacién del FS1
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sobre la plataforma Ne-70 disminuyé drasticamente la densidad de SNPs en todos los
cromosomas (Fig. 1.5 b), siendo esta reduccidn consistente con el nimero de SNPs retenidos en
el FS1 en comparacion con los datos crudos (Tabla 1.2). Los datos crudos de No-150 mostraron
regiones con mas de 1621 SNPs repartidos en todos cromosomas (Fig. 1.5 c). La aplicacién del
FS5 sobre la plataforma No-150 revelé una menor distribucién de SNPs en las regiones

pericentroméricas en comparacién con las distales (Fig. 1. 5 d).
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Figura 1.5. Densidad de SNPs por cromosoma. Distribucion de SNPs en 10 cromosomas de la cafia de azlcar cv
R570. a. Datos crudos de Ne-70; b. Ne-70 con FS1; c. Datos crudos de No-150; d. No-150 con FS5. La escala de colores
de la leyenda indica el nimero de marcadores dentro de una ventana de un Mbp

La longitud del cromosoma y el nimero de SNPs por cromosoma se correlacionaron
positivamente en ambos paneles de SNPs, Ne-70 con FS1 (rho= 0,94; valor p < 2,2e-16) y No-150
con FS5 (rho= 0,96; valor p < 2,2e-16), (Fig. 1.6). De esta forma, el cromosoma 1, que es el que
presenta mayor numero de bases, representd 1545 SNPs en el primer panel (Tabla 1.3) mientras
gue 8850 en el segundo (Tabla 1.3). Por el contrario, los cromosomas 5 y 8, los mas cortos en
pares de bases, mostraron 573 y 526 SNPs respectivamente en Ne-70 con FS1, mientras que

2534y 2702 SNPs respectivamente en No-150 con FS5 (Tabla 1.3).
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Figura 1.6. Analisis de correlacién de Spearman entre el nimero 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. Relacion entre el largo de cada cromosoma y el nimero de SNPs. Largo de cada cromosoma de cafia
de azucar y numero de SNPs por cromosoma en Ne-70 con FS 1y No-150 con FS 5. pb= pares de bases.

n° SNPs n° SNPs
Cromosoma |Largo del cromosoma (pb)
Ne-70 FS1 | No-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
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Analisis jerarquico de clusteres y analisis de componentes principales

Los paneles filtrados, Ne-70 FS1 y No-150 FS5, con el andlisis basado en el genoma de
referencia, fueron analizados de acuerdo con dos métodos multivariados diferentes, uno basado
en el agrupamiento jerarquico de clusteres y el otro en el ordenamiento reducido en el espacio,
a través de un analisis de componentes principales (PCA). El andlisis de agrupamiento de los
paneles de SNPs reveld dos grandes grupos dentro de los dendrogramas (Fig. 1.7 a, b). En ambos
dendrogramas, el hibrido INTA 05-3116 (biotipo de alta fibra) formé un solo cluster (Fig. 1.7 a,
b). El segundo cluster, lo conformaron los cuatro hibridos 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).
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Figura 1.7. Relacion entre cultivares de cafia de azucar basada en marcadores SNPs. Distancia promedio de
agrupamiento en (a) Ne-70 con FS1y (b) No-150 con FS5. Analisis de componentes principales en (c) Ne-70 con FS1y
(d) No-150 con FS5. PC, componente principal. Agrupados por lineas sélidas azules se identifican los dos grandes
grupos que se forman a partir de la ubicacidn de las muestras en el espacio.
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El PCA permitié representar graficamente las relaciones entre los cinco genotipos de cafa
de azucar (Fig. 1.7 c, d). El gréfico de PCA, explicd el 56% de la varianza total, en ambos paneles
de SNPs, distribuidos en un primer (PC1) y el segundo (PC2) componentes principales. El PC1
contribuyd al 32% de la varianza total y distinguié dos grupos de genotipos (agrupados por lineas
solidas en la Fig. 1.7 ¢, d). El grupo 1 estaba compuesto por el INTA 05-3116, mientras que el
grupo 2 lo conforman los cuatro genotipos comerciales. El PC2 representd 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 ¢, cuadrante inferior izquierdo) para Ne-70 FS1, mientras que NA 56-30y
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 andlisis de agrupamiento
jerdrquico y el PCA revelaron patrones similares de agrupacion y ordenacién en el espacio

reducido de genotipos analizados.

Prediccion del efecto funcional de los SNPs

Para predecir las posibles implicancias funcionales de los SNPs en los cinco genotipos de
cafia de azucar estudiados en este capitulo se utilizé el sistema de prediccion 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 rio arriba y rio abajo de los genes alcanzaron el 60,6% (8.415 SNPs),
representando mas de la mitad de las variantes detectadas (Fig. 1.8 a). Las variantes intergénicas
e intronicas 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 ultimo porcentaje de SNPs, 894 causaron cambios en
los aminoacidos (variante con cambio de sentido, 50,3%), 868 no causaron ningln cambio
resultante en el aminoacido codificado (variantes sinénimas, 48,9%), 5 evitaron el inicio de la
transcripcién (codén de inicio perdido, 0,3%), 5 provocaron una ganancia (0,3%) y 4 una pérdida

de codones de finalizacién (0,2%) (Fig. 1.8 b, Apéndice 1 Tabla 1.3).
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Figura 1.8. Andlisis funcional in silico de SNPs. Porcentajes del efecto bioldgico 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 segun la
localizacion del sitio del genoma en b. Ne-70 con FS1 o d. No-150 con FS5.

Las variantes génicas ubicadas rio arriba y rio 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 intrénicas lograron 9.834 (13%) y 9.662 SNPs (12,7%), respectivamente
(Fig. 1.8 ¢, 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 proteina; 2)
3.586 SNPs fueron variantes sindnimas (46,2%); 3) 19 SNPs causaron la pérdida de codones de
inicio; y 4) 80 SNPs modificaron los codones de finalizacion (55 se ganaron, 14 se perdieron, y
en 11 codones se cambid al menos una base, pero se mantuvo el codén de finalizacién) (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

Pagina 49| 144



Catalina Molina Capitulo 1

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
observé 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 mas altas, se obtuvieron valores de

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

Discusion

El analisis gendmico de la cafia de azucar resulta complejo debido a la ganancia y la pérdida
de material genético estrechamente asociadas a la naturaleza altamente poliploide y aneuploide
del cultivo. La aneuploidia y la ploidia, desconocida de algunos hibridos, dificultan el genotipado
de la cafa de azucar debido al multiple nimero de copias alélicas (Serang et al. 2012). Ademas,
en los poliploides la tasa de falsos positivos en la deteccidn de SNPs aumenta debido a que el
mapeo puede resultar ambiguo para loci homedlogos altamente similares, lo que se convierte

en un reto para la deteccion precisa de SNPs (Clevenger et al. 2015). Las técnicas de GBS han
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demostrado ser una forma exitosa de analizar la cafia de azlcar (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 hibridos de cafia de azucar, hay

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

Las plataformas NGS actuales generan datos para analizar genes y genomas, a través de la
secuenciacion por sintesis (Lépez de Heredia 2016). Las diferencias entre plataformas se basan
en el rango de lecturas obtenidas por corrida, la longitud mdxima de lectura de los fragmentos
y los costos por corrida (Stoler and Nekrutenko 2021). Por esta razdn, la comparacién entre
plataformas de secuenciacion es crucial para decidir cdmo invertir los recursos disponibles. Los
resultados de este capitulo demuestran que el numero de lecturas asignadas a cada genotipo
siguié el mismo orden en las plataformas Ne-70 y No-150, no obstante, el nimero final de
lecturas en esta ultima fue superior al detectado en la primera (Tabla 1.1). Cabe destacar que
NA 78-724 y NA 56-30, dos hibridos argentinos provenientes del mismo programa de
mejoramiento de cafia de azlcar presentaron valores extremos para el nimero de lecturas en
ambas plataformas de secuenciacidn, lo que sugiere una consistencia en el desempefio de la

metodologia entre ambas muestras.

La puesta a punto del protocolo ddRADseq en cafia de azucar se realizé utilizando como
genoma de referencia al hibrido R570, el Unico genoma ensamblado a nivel de cromosoma con
gue 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 fendmenos no excluyentes podrian ser responsables de este valor.
En primer lugar, el ensamblado del genoma de referencia hibrido R570 se origind 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 hibridos de cafia de azucar. En segundo
lugar, R570 es un cultivar de la Isla de la Reunién, ubicada en el Océano indico, lo que sugiere
que podria ser genéticamente distante de las variedades argentinas y americanas utilizados en
esta investigacion (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 cafia de azucar, mas alla de
las limitantes computacionales. Estas observaciones aumentan la dificultad de localizar las
lecturas en la posicion exacta del genoma de referencia, aunque Yang et al. (2017b) informaron

que el programa Bowtie 2 era mas eficaz que otros alineadores en la cafia de azucar.
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Curiosamente, el biotipo de alta fibra y los cultivares de cafia de azlcar mostraron tasas de

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

Luego, se llevé a cabo la evaluacion de cuatro genomas de Saccharum sp. que fueron
publicados en los ultimos anos, junto con el genoma del Sorghum bicolor cv BTx623, el cual se
compard con el R570. Como se explicd previamente en la introduccidn, muchos estudios sobre
el genoma de la cafia de azlcar contindan utilizando al sorgo bicolor como punto de referencia,
considerandolo la especie diploide mas relacionada (Garsmeur et al. 2018), a pesar de la
disponibilidad de varios genomas de Saccharum en las bases de datos. La seleccidén de las
muestras permitio llevar a cabo una evaluacidn de los diferentes "tipos" de cafas, tanto de
azucar como de energia, asi 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 mas elevadas, aunque no se incrementé de manera significativa el nimero de

SNPs detectados.

El software Stacks proporciona dos tipos de analisis para la recuperacidon de SNPs: el de
novoy el basado en la referencia (Rochette y Catchen 2017). Como era de esperar, el analisis de
novo, considerando los datos crudos, permitié una mayor tasa de deteccidn de SNPs que el
analisis basado en la referencia en ambas plataformas, ya que esta ultima rutina solo considerd
las lecturas que mapearon contra el genoma de referencia. Sin embargo, los paneles obtenidos
a partir del andlisis con genoma de referencia dan informacién sobre la posicion del SNP en el
cromosoma, por lo que resultan mas informativos. Ademas, como discutiremos mas adelante,

los filtros de calidad son esenciales para encontrar SNPs robustos.

Las simulaciones aplicadas para dilucidar el rol del tamafo del fragmento de lectura, la
cobertura de la secuenciacidn y el impacto de las lecturas pareadas frente a las simples han
demostrado que los SNPs no estdn distribuidos uniformemente a lo largo del fragmento. Como
se esperaba, se recuperaron mas SNPs en las lecturas mas largas (No-150) que en las mas cortas
(No-70-PE/HC) para ambas estrategias de mapeo, pues que la probabilidad de encontrar una
variante aumenta con el tamafio de la lectura, junto con la precision del locus mapeado. Otros
autores como Manimekalai et al. (2020) recomiendan lecturas pareadas de al menos 150 pb
para distinguir los SNP homedlogos de los SNP alélicos en aloploides para el descubrimiento de
variantes de alta calidad. Por su parte, el nimero de SNPs no es directamente proporcional al
numero 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 analisis 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 andlisis sin referencia), lo que sugiere que asignar una
cobertura de secuenciacion media (~4 millones de lecturas/individuo) sigue siendo una

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

La falta de informacidn sobre la aplicacion del protocolo ddRADseq en la cafia de azucar
nos llevé a estudiar seis esquemas de filtrado (FS) compuestos por una combinacion de
diferentes MAF y profundidades de lectura por locus a fin de seleccionar los valores de los
pardmetros mas adecuados para mejorar el llamado de variantes SNPs. La inclusién de filtros de
minima profundidad por locus se implementé para eliminar los falsos positivos y asegurar
variantes de mayor calidad, y de maxima profundidad por locus que tienden a evitar las regiones
paralégas o repetitivas (Ravinet y Meier 2020). Se observd que, con una cobertura de
secuenciaciéon media, a medida que el valor de la profundidad de lectura aumenta, el nimero
de SNPs recuperados disminuye. Con una cobertura de secuenciaciéon alta, esta tendencia se
invirtid. La combinacion de este MAF con el aumento del valor de corte minimos y maximos para
la profundidad de secuenciacion por locus disminuyd 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 combinacién de este MAF con profundidades de lectura crecientes aumenté el
niumero de SNPs recuperados. Esto podria estar relacionado con las regiones paralogas
procedentes de los eventos de duplicacidn 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 secuenciacién de
lecturas mas largas (comparando No-150 con No-70-PE/MC, No-70-PE/HC, No-150-PE/HC y Ne-
70) producen un mayor numero de SNPs. Aunque la cobertura de secuenciacion alta es ideal
para los poliploides, en particular para la cafia de azucar, la cobertura de secuenciacion media
(alrededor de 4 millones y lecturas PE/individuo) proporciona suficientes variantes y, combinada
con la plataforma lllumina Novaseq6000, podria ser una opcién rentable para aplicar el
protocolo ddRADseq a un mayor nimero de muestras. Por otra parte, se vio que la mejor
combinacion 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 cafa de azlcar mostraron una
densidad de SNPs relativamente alta tanto en los datos crudos como, en menor medida, en los
FS1y FS5 (Fig. 1.5) debido al nimero diferencial de SNPs retenidos en estos FS en comparacién
con los datos crudos (Tabla 1.2). Estas observaciones son consistentes con el patron 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 recombinacidon (McCormick et al. 2018). En cuanto al nimero de SNPs por
cromosoma, resultados similares fueron encontrados por You et al (2019) en donde el numero
maximo de SNPs se encontré en cromosoma 1 (16,66%), mientras que el nimero minimo de
SNPs se encontré en cromosoma 5 (4,35%). La mayoria 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 analisis de agrupamiento jerarquico y de componentes principales
revelaron patrones similares. Es importante destacar que el biotipo de alta fibra quedé aislado
respecto de los hibridos comerciales (Fig. 1.7), probablemente debido a los diferentes fondos
genéticos de los hibridos comerciales respecto del biotipo de alta fibra (Garcia 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 cafa de
azucar. Sin embargo, NA 56-30 y HOCP 95-665 mostraron la distancia genética mds 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 proteinas y regiones reguladoras en los cinco genotipos de cafia de azlcar
ensayados, se utilizd 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 ademas que, independientemente del nimero 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 analisis posteriores.
Estos SNPs serian responsables del cambio de una base de la secuencia original, pero se conserva
la longitud de la proteina. Mas de la mitad de las variantes detectadas se localizaron dentro de
regiones reguladoras, lo que sugiere que podrian alterar la funcionalidad bioldgica del gen (Fig.
1.8 a, c¢). Por ultimo, en las variantes no codificantes o que afectan a genes no codificantes, el

impacto es dificil 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 realizé una comparacién 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 podrian estar relacionadas con
la capacidad de detectar la heterocigosidad de un locus con baja frecuencia, como en SNPs de
dosaje Unico, que son comunes en la cafia de azlcar y requieren una alta profundidad de
secuenciacion 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
seleccidn 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 Unico e identificar mas del 90%

de los SNPs potenciales incluso en una especie dodecaploide.
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Capitulo 2. Generacion de paneles de SNP en una
poblacion biparental y evaluacion de su eficiencia en Ia
construccion de mapas genéticos.

Introduccion

Los programas de mejoramiento actuales buscan, ademas de mejorar ciertas caracteristicas
de interés, que pueden ser tanto agrondmicas como de calidad del producto final, disminuir los
tiempos del proceso. Las técnicas de biologia molecular contribuyen a lograr ambos objetivos.
El desarrollo de protocolos especie especificos es una de las principales ventajas de las técnicas
de GBS, lo que permite caracterizar el germoplasma a través de SNPs especificos representativos
de cada poblacién. El desarrollo de paneles de SNPs potencia al programa al brindar las
herramientas necesarias para un analisis exhaustivo de los genotipos y sus relaciones genéticas,

asi como de los potenciales cruzamientos y de las asociaciones fenotipo-genotipo.

A diferencia del capitulo anterior, en este capitulo, el lamado de variantes alélicas se realizé
a nivel de una poblacién de mejoramiento utilizando el mismo software Stacks v2 (Catchen et
al. 2011; Rochette et al. 2019). Dentro del mdédulo que permite identificar SNPs previo al
alineamiento con genoma de referencia, el Stacks permite especificar si se trabaja con una
poblacién natural o una poblacidn biparental, y el algoritmo a aplicar es ligeramente distinto en
un caso o el otro (Rochette et al. 2019). De esta manera, los loci se procesan de manera
diferente. El primer paso analiza las variantes considerando la profundidad de lectura de cada
sitio polimdrfico en el conjunto de individuos del grupo. Posteriormente, se revisa las variantes
de cada individuo en particular. Asi, la agrupacién de los individuos puede resultar en un nimero
variable de variantes dependiendo de cémo se realice esta agrupacion (Rochette et al. 2019).
Este enfoque puede ser especialmente interesante al analizar una poblacién biparental en
comparacién con la agrupacion de los mismos individuos sin relaciones de parentesco en un
genoma complejo, como el de la cafia de azucar. A su vez, permite evaluar solo los SNPs que
difieren en los progenitores y observar su comportamiento en la progenie, o comparar todos los
SNPs que puedan aparecer dentro de los individuos. Esto resulta relevante debido a que el
genoma altamente heterocigota y poliploide de la cafia de azucar representa un cuello de botella

para el analisis de la heredabilidad de los rasgos de interés (Singh Sandhu et al. 2022).

La construccién de mapas genéticos se fundamenta en identificar los eventos de

recombinacidn entre sitios gendmicos y calcular las tasas de recombinacién entre pares de loci.
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En el caso de especies poliploides, para obtener datos multialélicos es crucial considerar las
frecuencias de recombinacién, realizar estimaciones de configuraciones de fase y reconstruir los
haplotipos de los progenitores e individuos de la poblacién (Margarido et al. 2007). Los grandes
bloques de desequilibrio de ligamiento (LD), causados por los largos ciclos de autofecundacion
en cafia de azUcar, pueden ser Utiles para localizar marcadores vinculados a genes que controlan
las caracteristicas agrondmicas claves. Estudiar la descendencia F1 de dos parentales
heterocigdticos o incluso la poblacién de descendientes obtenidas por autofecundacion de un
determinado cultivar, puede ser desafiante debido al genoma altamente heterocigota de la caia
de azlcar y a la fuerte depresion por endogamia para varias caracteristicas (Xiong et al. 2023).
Sin embargo, existen varias alternativas de software que permiten hacer las estimaciones de LD
basandose en datos de SNPs (Yang et al. 2017a; Gerard et al. 2018; Gerard 2021). Esta
informacidn resulta muy util para la seleccion de SNPs que permitan la realizacién de mapas

genéticos.

En estudios previos, distintos grupos de trabajo han desarrollado mapas genéticos para
cafia de azlcar, utilizando distintas metodologias 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 andlisis estadistico para evaluar
la asociacién de los marcadores, se conservaron 119 AFLPs por bloque de LD. Sin embargo, los
autores encontraron dificultades metodoldgicas debido la presencia de multiples copias del
genoma que dificultaron el reconocimiento de marcadores ligados (Raboin et al. 2008).
Recientemente, otros autores trabajando con una nueva generacién de marcadores basados en
secuenciacién 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 homadlogos (HGs). También, utilizando técnicas de GBS,
Yang et al. (2017c) construyeron mapas genéticos de alta densidad para los hibridos de cafia de
azucar 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 utilizd el microarreglo
Affymetrix Axiom de 100K para genotipar 469 clones derivados del cruzamiento de las
variedades Green German e IND81-146, y una poblacion autofecundada de CP80-1827. Se

obtuvieron mapas genéticos con 3482 marcadores SNPs para Green German, con un tamano 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 poblaciéon de CP80-1827 con 536 SNP presentd una extension 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 depresion por endogamia y su propagacion clonal dificultan la utilizaciéon de
poblaciones F2, lineas endégamas recombinantes, lineas endégamas por retrocruzamiento y
lineas de doble haploide (DH), como si es posible en otros cultivos (Yang et al. 2018). La
construccion de un mapa genético en una poblacién de hermanos completos puede resumirse

en cinco pasos basicos:

i. estimacidon de las fracciones de recombinacién por pares y pruebas estadisticas
asociadas;

ii. separacion de marcadores en grupos de ligamiento;

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

iv. cdlculo de las probabilidades de la fase parental y actualizacién de la fraccion de
recombinacién

v. sielorden es 6ptimo, el mapa estd completo; de lo contrario, se vuelve al paso iii.

Durante la meiosis, las posibles configuraciones resultantes del apareamiento
cromosdmico son diversas, predominando los bivalentes en muchos casos. Sin embargo, la
complejidad de estas configuraciones aumenta exponencialmente con el nivel de ploidia. Si se
considera "m" como el nivel de ploidia, es posible identificar hasta "m" alelos distintos para un
locus en un organismo. Asimismo, si algunos de estos alelos no pueden ser distinguidos entre si,
es necesario considerar la cantidad de copias de cada variante alélica especifica, 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 relacién entre la abundancia de sus dos formas

alélicas) (Mollinari et al. 2019).

En estudios genéticos de especies con altos niveles de ploidia se utiliza como estrategia
para bajar la complejidad, marcadores de dosis Unica. En una poblacién de hermanos completos,
los marcadores presentan una segregacion en proporciones de 1:1 (cuando solo estan 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 estandar apropiado para poblaciones diploides (Mollinari

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

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

caracteristicas cuantitativas (QTL) u otros analisis. Ademas, cuando los marcadores estan en fase
de repulsién, resulta mas dificil detectar un ligamiento estadisticamente significativo entre ellos

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

Los avances en las técnicas de secuenciacién han mejorado significativamente la precision
y exhaustividad de los mapas genéticos, permitiendo la generacién de mapas mds densos gracias
a la capacidad de descubrir muchos mdas marcadores. Ademas, es posible relacionar estos
marcadores con los mapas fisicos, ya que se pueden referenciar a posiciones gendmicas
especificas (Vining et al. 2017). Las tecnologias de secuenciacidon de alto rendimiento han
permitido la generaciéon de mapas de ligamiento de alta densidad, ayudando al desarrollo de
ensamblados gendémicos para especies no modelo (Audano y Beck 2023). Sin embargo, los
problemas como los errores de secuenciacién 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 caia de azucar, caracterizado por extensos elementos
repetitivos y copias casi idénticas dificiles de separar en cada cromosoma homo(ed)logo con
lecturas cortas de NGS, se ha optado por el ensamblado de las secuencias en un Unico contig
colapsado. Ademas, los métodos actuales de NGS generan contigs y scaffolds de longitud
limitada, lo que resulta numerosas regiones sin informacién. Por tanto, los mapas de ligamiento
de alta resolucidn 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 bioinformdaticas como los paquetes de R OneMap, para diploides, y
posteriormente el MAPpoly, para poliploides, que aplican la metodologia descripta por Wu et
al. (2002), basadas en los modelos ocultos de Markov, para modelar con precision datos de
secuenciacién de baja cobertura, proporcionando estimaciones precisas de las fracciones de
recombinacidn y de las distancias totales de los mapas (Margarido et al. 2007; Mollinari y Garcia
2019). Estos avances ponen de manifiesto la viabilidad de la utilizacién eficaz de los datos de
secuenciacién para mejorar la calidad de los mapas genéticos sin necesidad de un filtrado

exhaustivo de genotipos potencialmente erréneos.

En este capitulo se aplicé el protocolo ddRADseq desarrollado en el capitulo anterior a una
poblacién biparental con el objetivo de investigar el potencial de los marcadores SNP
desarrollados para la construcciéon de mapas genéticos. Se analizaron estrategias que tienden a

reducir la complejidad genética y otras que captan la complejidad de la presencia de multiples
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alelos para cada gen. Se realizd la evaluacion de dosaje alélico y se evalud la estructura de la

poblacién para evaluar la constitucion 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 cafia de azlcar (Saccharum spp.) NA 78-724 (de origen
argentino) x LCP 85-384 (de origen estadounidense (Xiong et al. 2023)) provenientes de la
Estaciéon Experimental Agropecuaria Famailld, del Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria, Famailla (27°03'S, 65°25'0, 363 msnm), Tucuman, Argentina. Estos materiales se
usan como parentales en los programas de mejoramiento de cana de azlcar por sus

caracteristicas industriales y agrondmicas (Acevedo et al. 2017; Garcia 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 inverndculo en el Instituto de Suelos del Centro
Nacional de Investigaciones Agropecuarias (CNIA-INTA) hasta el momento de realizar los

ensayos.

Construccion y secuenciacion de bibliotecas ddRADseq para cafia de
azucar

Se utilizaron hojas de tres réplicas por accesion de cafia de azlcar para la extraccién de
ADN de alta calidad. La extraccion de ADN gendmico vegetal, la evaluacidon de su calidad y
cantidad se realizd de la misma forma que se explicd en la seccion Materiales y métodos del
capitulo 1. Se construyeron dos bibliotecas de 48 muestras cada una. Para ello, se utilizé el
protocolo ddRADseq 2 optimizado para Eucalyptus dunnii (Aguirre et al. 2019). En este caso,
como se menciond en la seccion Materiales y métodos del capitulo 1 se modificé este protocolo
para cafia de azlcar utilizando la combinacidén de enzimas de restriccidn Pstl/Mbol en el paso
de digestion de ADN. El tamafio 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
Gendmica, IABIMO-Instituto de Biotecnologia INTA, Argentina. La biblioteca se secuencié
utilizando la plataforma Novaseq6000 de lllumina (lllumina Inc, San Diego, CA, EE. UU.). Las

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

Paneles de SNPs de cafia de azUcar

El flujo de trabajo bioinformatico usado para analizar los datos fue el descripto en la seccién

Materiales y métodos del capitulo 1. De las lecturas obtenidas del secuenciador, se descartaron
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aquellas que fueran de baja calidad o tuvieran nucleétidos no identificados, secuencias de
adaptadores o sitios de corte de enzimas de restriccion deficientes. Las lecturas recuperadas se
mapearon contra el genoma de referencia del genotipo comercial de cafia de azucar R570

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

Para la identificacién de SNPs, se utilizd la estrategia “con referencia”, implementada con
el mdédulo "ref_map.pl" del paquete Stacks v2, donde es posible agrupar las muestras segln 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 informacién por encima de la jerarquia de parentesco en la poblacién. 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 poblacién 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
poblacién natural, evaluando a todos los individuos sin distincion de orden o parentesco. Esta
estrategia permite obtener paneles de SNPs mas numerosos que permitan evaluar informacion
que este en baja frecuencia dentro de la poblacién analizada. Ademas, para cada analisis en el
llamado de variantes, se establecié que el porcentaje minimo de individuos de la poblaciéon
requerido para procesar un sitio nucleotidico fuese el 90% para el andlisis como poblacién
biparental y 80% para el analisis como poblacién 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
proporcién en los datos analizados como alelo de referencia, mientras que llama alelo

alternativo a la variante encontrada para ese locus.

Se realizé una evaluacidn de los paneles de marcadores a través del paquete VCFTools
(Danecek et al. 2011) y se utilizé el software R para el andlisis estadistico y para realizar los
graficos (R Core Team 2023). Luego de este analisis, 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 tomo la determinacién de bajar el umbral
de profundidad de lectura a 10, respecto al usado en el capitulo 1, para poder recuperar mayor
numero de SNPs, teniendo en cuenta el aumento considerable del nimero de muestras

evaluadas. Se realizé la imputacion de datos faltantes a través del médulo LD KNNi del software
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Tassel, para continuar los anadlisis posteriores. Este algoritmo de imputacidon 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 mas cercanos a K. El genotipo se llama

con un modo ponderado de los KNNs

Construccion de mapas genéticos

Aproximacién para diploides

Para conocer la segregacion de los marcadores SNPs filtrados se utilizé el paquete de R
OneMap (Margarido et al. 2007). Este andlisis emplea la verosimilitud multipunto mediante
modelos ocultos de Markov (HMM) para estimar simultaneamente el ligamiento, las fases de
ligamiento y el ordenamiento de marcadores. Se utilizé un conjunto de diferentes patrones de
segregacion de marcadores que fueron codificados segun la notacién propuesta por Wu et al.
2002. Los alelos codominantes se representaron como "a" y "b”. Se utilizaron marcadores de
tipo codominante para evaluar la segregacion en tres tipos de cruzamientos: 'B3.7' (ab x ab),

‘D1.10' (ab x aa, la madre es heterocigota) y 'D2.15' (aa x ab, el padre es el heterocigota).

Utilizando la funcién find_bins se determind cudles son los SNPs redundantes. Para evaluar
si existe alguna distorsién en la segregacién de los marcadores se utilizé la funcién segreg_test,
que realiza una prueba estadistica de chi-cuadrado para comprobar si un marcador especifico
sigue el patrén de segregacion esperado segln la segregacion mendeliana. Por defecto, utiliza
como umbral para la prueba un a global=0,05 corregido para pruebas multiples con la correccion

de Bonferroni.

Para agrupar los marcadores en grupos de ligamiento, se utilizoé la funcién suggest_lod para
calcular una puntuacién LOD sugerida teniendo en cuenta que se estan realizando multiples
pruebas. La fraccion de recombinacién asignada fue de 0,40, segun las sugerencias de estudios
previos para la deteccion de las fases de acoplamiento y repulsion (Andru et al. 2011). El mapa
genético marco se construyé con la funcion de mapeo de Haldane, que permite incluir multiples
sobrecruzamientos entre dos marcadores. Se utilizaron las funciones make_seq y record, para
definir los grupos de ligamiento y ordenar los marcadores, respectivamente. La funcion
draw_map2 permitio obtener una visualizacién de cada grupo de ligamiento representado como
un cromosoma y los marcadores como lineas que los cortan a una determinada distancia (en
centimorgan). La calidad de los datos para la construccién del mapa marco se analizé con un

mapa de calor a partir de las frecuencias de recombinacidn de los marcadores.
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Aproximacién para poliploides

Se utilizé el paguete de R updog (por las siglas en inglés de “Using Parental Data for
Offspring Genotyping”) (Gerard et al. 2018) para la estimacidn del dosaje alélico para cada SNP
por individuo, con un pardmetro de ploidia fijo de 8 y considerando el modelo de poblacién F1.
Este paquete permite estimar cada genotipo, basandose 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 secuenciacién.

Con la informacion del dosaje alélico para cada SNP/individuo, se utilizé el paquete de R
MAPpoly (Mollinari et al. 2019) para construir mapas genéticos con una aproximacién para
poliploides. Este paquete fue desarrollado para autopoliploides con niveles de ploidia
uniformes, y aunque este no es el caso de la cafia de azlcar, ya que es alopoliploide y los niveles
de ploidia son variables, se incorpord al andlisis para intentar obtener mas informacién acerca
del comportamiento en la segregacion de los marcadores. Se eligié un nivel de ploidia de 8 que
es el valor maximo que puede manejar el paquete cuando se utilizan Modelos ocultos de Markov

(HMM).

Estructura genética vy diversidad poblacional mediante analisis
multivariados con datos gendmicos

Se utilizé el paquete Adegenet para realizar un Andlisis 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 poblacidn. Para lograr esto, se emplea una estrategia que implica la
transformacién de datos genémicos mediante un analisis de componentes principales (PCA),
como paso previo a un analisis 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
variacion genética global. Se utilizé el algoritmo find-cluster para determinar el nimero ideal de
conglomerados (K); este algoritmo realiza agrupaciones sucesivas K-means con valores
crecientes de K. El nUmero de conglomerados debe ser el que posea menor valor segun el

Criterio Bayesiano de Informacién (BIC). Las accesiones se dividieron en subpoblaciones
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mediante el método DAPC. Los graficos de carga destacaron las contribuciones de los SNPs a

cada funcion discriminante.

Por ultimo, se realizé un analisis de componentes principales (PCA) sobre el panel poliploide
y se graficd con el paquete ggplot2 de R para analizar el conjunto completo de SNPs de cada

panel

Resultados
Paneles de SNPs de cafia de azucar

Aligual que sucedid con el set de muestras utilizado en el capitulo 1 de esta tesis, al evaluar
la progenie de los genotipos comerciales NA 78-724 x LCP 85-384, el kit EasyPure (TransGen
Biotech) permitié obtener una buena calidad y cantidad de ADN gendmico. En el Apéndice 2
Tabla 2.1 se observan los indices de absorbancia (A260/A280 y A260/A230) obtenidos en un
Nanodrop (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.), y la cuantificacién de ADN por
fluorometria medida en un Qubit 2.0 (Thermo Fisher Scientific). El protocolo de ddRADseq para
muchas muestras, implementado en este capitulo, permitié generar dos bibliotecas de 48
muestras agrupadas de buena calidad y cantidad. Nuevamente, las enzimas de restriccion

elegidas, Pstl/Mbol, fueron una combinacion exitosa para el paso de digestion.

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 restriccion,
barcodes indeterminados). Las lecturas leidas desde el comienzo (R1) y desde el final (R2) del
fragmento fueron de buena calidad, con un valor promedio de 35 segun la codificacién 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 variacion, lo que se
puede apreciar en el valor del desvio estandar. En ambos conjuntos de muestras se incluyeron
los parentales. Por esta razdn, se obtuvo un mayor nimero de lecturas para estos dos genotipos,
lo que se puede observar en los puntos que se encuentran por encima de ambos graficos de
cajas y bigotes. Los otros puntos que aparecen como outliers o fuera de tipo corresponden a las
muestras 99, 125y 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 poblacién biparental. Combinacion gréficos violin y de cajas y bigotes
para el nimero de lecturas leidas desde el comienzo y desde el final del fragmento; R1: lecturas leidas desde el
comienzo del fragmento; R2: lecturas leidas desde el final del fragmento.

Llamado de variantes SNPs

El llamado de las variantes se realizé utilizando el mapeo con el genoma de referencia, bajo
dos estrategias de agrupamiento de las muestras (biparental, natural), para evaluar aquella que

ofreciera resultados mas precisos en cuanto a la identificacién de SNPs.

Seleccién de estrategias para identificacion de variantes SNPs: panel A, una poblacion

biparental de cafia de azucar

La implementacién de la estrategia con referencia para una poblacidn biparental, utilizada
con el paquete Stacks (v2), permitié la identificacién de un panel de SNPs en el cual las variantes
identificadas estan 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 quedd conformado por 24443 SNPs. La profundidad media de cada una de las
variantes, esto es esencialmente el nimero de lecturas que se han mapeado en esta posicion,
tuvo mucha variacion, con un minimo de 1y 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. Distribucion de la profundidad media de las lecturas.

Al evaluar la profundidad media de lecturas por individuo, también se obtuvo mucha

variacion (Fig. 2.3). Este parametro varié 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.
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Figura 2.3. Profundidad media de lecturas de las variantes y numero de sitios evaluados por individuo. Relacion
entre la profundidad media de lecturas de las variantes y el nimero total de variantes por individuo. La intensidad
del color azul refleja el valor de la profundidad media de lecturas de las variantes, siendo mas oscuro para los valores
mas bajos, y mas claros para los mas altos. Los diagramas de cajas y bigotes de la profundidad media de lecturas de
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las variantes y del nimero de sitios para cada individuo permiten ver la distribucién de los datos de estas variables
por separado.

300-

Panel de 2263 SNPs
con 20% de datos perdidos

200~
mo. | | | | |
0- I I

0.00 0.04 0.08 0.12
Frecuencia de datos faltantes

Variantes

Figura 2.4. Frecuencia de datos faltantes por variante SNP. NiUmero de variantes segun la frecuencia de datos
perdidos, seleccionando solo los SNPs que estan presentes en el 80% de los individuos.

Dado que el analisis fue realizado para una poblacién biparental, primero se buscaron los
SNPs en los parentales y, luego, en las progenies. Ademas, como se menciond anteriormente,
se obtuvo mayor nimero de lecturas para los parentales que para la mayoria de las progenies.
Por lo tanto, los parentales tuvieron muy pocos datos perdidos, mientras que en las progenies
hubo mayor nimero de datos perdidos por cuestiones propias de la metodologia aplicada. Esto
resultd en que el nimero 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
poblacién. De esta forma, se puede observar que un pequefio nimero de sitios en todos los

individuos tuvieron una baja frecuencia de datos faltantes. (Fig. 2.4).

La poblacién de mapeo se creé mediante el cruce de progenitores poliploides que eran
heterocigotas. En este sentido, la distribucidn de frecuencias alélicas para el panel de SNPs
presentd una mayor densidad en frecuencias 0,5 (Fig. 2.5). Esto indica que hay mucha
heterocigosis, lo cual es esperable de una poblacién F1 proveniente de parentales

heterocigdticos. Sin embargo, también se observaron loci en frecuencias diferentes a 0,5 (Fig.
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2.5), que podrian asociarse a los largos ciclos de reproduccién y a la depresidn por endogamia

que se ha reportado en estudios previos o a la segregacién que no sigue un patrén bivalente

(Xiong et al. 2023).

Densidad

0.2 0.4 0.6 0.8

Frecuencias alélicas

Figura 2.5. Distribucion de frecuencias alélicas. Histograma de frecuencias alélicas.

Con esta informacion, se aplicé un segundo filtro para recuperar solo los loci que presenten
un MAF mayor a 0,1. Finalmente, se aplico el filtro de profundidad de lectura de entre 10x y
200x. Con estos filtros se obtuvo un panel de 2066 SNPs. La distribucion de los SNPs identificados
por cromosoma de cafia fue heterogénea (Fig. 2.6 y 2.7) y coherente con el tamafio de estos,
como se vio también en los resultados del capitulo 1. El cromosoma 1 acumulé 388 variantes,
seguido de los cromosomas 3, 2 y 4 que acumularon entre 260, 251 y 234 SNPs respectivamente.
Los cromosomas con menos variantes polimérficas fueron el 5 y el 8, con 118 y 114 SNPs
respectivamente (Fig. 2.6). La distribucién de los SNPs en cada cromosoma siguié un patrén
similar al encontrado en el capitulo 1, donde se observéd mayor variabilidad en las regiones

distales y en el centro menos frecuencia de variantes o baches sin informacion (regiones en

blanco) (Fig. 2.7).

68 | 144



Catalina Molina Capitulo 2

400 -

300 -

Sho1  Sh02  Sh03  Sh04  ShO5  ShO6  Sh07  Sh08  Sh09  Sh10
Cromosoma

20

Numero de SNPs
(e}

10

o

Figura 2.6. Numero de variantes SNPs por cromosoma. NUumero de SNPs para cada uno de los 10 cromosomas
de la cafia de azucar.
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Figura 2.7. Densidad de SNPs por cromosoma. Distribucidn de SNPs en 10 cromosomas de la caiia de azucar cv
R570. La escala de colores de la leyenda indica el nimero de marcadores dentro de una ventana de un Mb.
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Seleccidn de estrategias para identificacion de variantes SNPs: panel B, poblacién natural o

priorizacion de loci informativos a relaciones de parentesco.

El llamado de alelos bajo el criterio de poblacion natural permitié identificar un panel de
4372 SNPs en el cual las variantes registradas estén presentes en un minimo de 73 muestras.
Este parametro fue mas restrictivo que el utilizado en el apartado anterior, por lo que el panel
generado tuvo menor proporcién de datos faltantes. La profundidad media de lectura de cada
variante, es decir el nimero de lecturas mapeadas en cada posicion, oscilé 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 distribucion de frecuencias alélicas se puede apreciar en la Figura 2.8a, en
la que se observd un patrdn similar al del Panel A, donde se registré una mayor concentracion
en el valor de 0,5. Posteriormente, se filtrd el panel para recuperar solo los loci que tuvieran una
profundidad de lectura de entre 10x y 200x, lo que resulté en el Panel B de 3907 SNPS. La
cantidad de SNPs identificados por cromosoma (Fig. 2.8b) siguié el mismo patrén observado

para el Panel A (Fig. 2.6).
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Figura 2.8. Distribucion de frecuencias alélicas y numero de variantes SNPs por cromosoma. a. Distribucién de
frecuencias alélicas; b. NUmero de SNPs para cada uno de los 10 cromosomas de la cafia de azucar.
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Construccion de mapas genéticos

Se exploraron dos metodologias alternativas para la creacion de mapas genéticos en
organismos poliploides. Inicialmente, se evaluaron los 2066 SNPs del Panel A tratdndolos como
si fueran de una especie diploide (metodologia mas comun para la creacién de mapas) usando
el algoritmo OneMap de Ry se siguieron los criterios recomendados para tales casos. Luego, se
calcularon las dosis alélicas de cada SNP y se exploré una metodologia 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.

Aproximacioén para diploides

Para la construccién del mapa, utilizando el software OneMap (Margarido et al. 2007)
desarrollado para especies diploides, se evalud la segregacién 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
gue estos marcadores no se consideran informativos en poblaciones de cruzamiento biparental.
De esta forma, el panel (2066 SNPs) quedd conformado por 553 marcadores SNPs. Dado que la
informacidn genotipica de algunos SNPs puede coincidir con la de otros marcadores debido a
qgue no ha ocurrido ninguna recombinacion entre ellos, su inclusién incrementa la carga
computacional en la construccién del mapa y no aporta informacion adicional. En consecuencia,
se excluyeron estos marcadores para la construccion del mapa. Por consiguiente, se agruparon
los marcadores en intervalos segun su informacidn genotipica en 430 bins o grupos, con un

promedio de 1,29 marcadores/grupo.
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Figura 2.9. Tipos de segregacion. B3.7= Parentales= abxab; segregacion= 1:2:1 (a, 2ab, b). D1.10= Parentales=
abxaa; segregacion= 1:1 (a,ab). D2.15= Parentales= aaxab; segregacion=1:1 (a,ab).

Se evaluaron los tipos de segregacidn propuestos por Wu et al. (2002) y se observo que 142
SNPs resultaron heterocigotas para ambos progenitores (B3.7= ab x ab), mientras que 185 SNPs
eran heterocigotas para el parental NA 78-724 (D1.10= ab x aa) y 103 SNPs eran heterocigotas
para el parental LCP 85-384 (D2.15=aa x ab) (Fig. 2.9). Mediante la prueba de chi-cuadrado, se
identificaron 183 marcadores sin distorsidon en la segregacion (Fig. 2.10), y estos se utilizaron

para la construccion del mapa de ligamiento.
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Figura 2.10. Distorsion en la segregacion mendeliana. Non sign.= no es significativa la distorsion; sign= es
significativa la distorsion.

Para la generacién del mapa se emplearon 183 SNPs, con un LOD de 5,45 y una fraccién de
recombinacidn 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 informacidn, se elaboré 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 disponia de las
posiciones fisicas de los marcadores mapeados en los cromosomas para cada LG. Cuando un LG
tenia mas del 80% de marcadores correspondientes al mismo cromosoma de caiia, se agrupaba
en el grupo homélogo (HG), que se nombraba segln el nimero de cromosoma de referencia
correspondiente. El tamafio total del mapa fue de 570,1 cM. El grupo LG2, ubicado dentro del
HG 1, fue el mas extenso con 49,9 cM, mientras que los LGs 13, 32 y 33 fueron los mas 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 lineas azules se encuentran cada uno de los 112 marcadores SNPs agrupados en 38 LGs.
A laizquierda se detalla la distancia dentro de cada LG y a la derecha el nombre del SNP. Se agregé de forma manual
el grupo homologo (HG) al que pertenecia cada LG, segun la posicidn fisica de cada marcador.

Para evaluar la calidad de los datos obtenidos para la construccidon del mapa marco se
graficd un mapa de calor a partir de las frecuencias de recombinacién de los 112 marcadores
(Fig. 2.12). Se puede observar que los colores mas calidos, que representan frecuencias de
recombinaciéon mas bajas, se encuentran cercanas a la diagonal, formando pequefios grupos. La
mayor parte de los marcadores se encuentran a distancias de recombinacidon mas altas, aunque

es posible ver varios puntos en celeste (frecuencias de recombinacién entre 0,3 y 0,4).
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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 célidos representan
frecuencias de recombinacion mds bajas, mientras que los colores frios representan frecuencias de recombinacion
mas altas. rf= frecuencias de recombinacion.

Aproximacién para poliploides

La estimacion de los dosajes alélicos para cada SNP por individuo del panel (2066 SNPs) se
realizd con el paquete de R updog (Gerard et al. 2018). Este paquete devuelve dos conjuntos de
datos. El primero engloba las caracteristicas de los SNPs, incluyendo valores estimados del sesgo
alélico y la tasa de error de secuenciacién, asi 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 caracteristicas de cada individuo respecto a cada SNP (Fig. 2.14).
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Figura 2.13. Estimacion de los dosajes alélicos de todos los marcadores para los parentales. a. NA 78-724 y b.
LCP 85-384. La estimacidn se realizé en base a la profundidad de lectura del alelo de referencia, respecto al nimero
de lecturas total, asumiendo una ploidia uniforme de 8. Un marcador "7" representa siete copias del alelo de
referencia y una copia del alelo alternativo.

La mayoria de los SNPs mostraron una alta probabilidad de tener 6 o 7 copias del alelo de
referencia en los parentales, lo que significa que tenian 2 o 1 copias del alelo alternativo,
respectivamente (por ejemplo, AAAAAAaa para el primer caso). Se observé una proporcion
mayor de la relacidn 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 segregacion mendeliana, mientras que en otros se comportaron de manera
similar a uno de los parentales. El programa updog permitié tener una estimacién de la correcta
asignacion de los genotipos de la progenie, teniendo en cuenta los errores de secuenciacion, la
profundidad de lectura por SNP para cada individuo y los datos faltantes. Esto permitié realizar
una estimacion mas real de los genotipos poliploides, considerando la cantidad de copias de
cada alelo para cada loci. A su vez, fue posible representar graficamente la probabilidad de los
dosajes alélicos de la poblacidon, 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 mas 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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Esto permite observar los dosajes alélicos de toda la poblacién para
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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 nUmero de copias del alelo de referencia (A)
y el eje X representa el nimero de copias del alelo alternativo (a). El simbolo “+” es la ubicacion del parental femenino

(NA 78-724) y

“uy,n

x"” es el parental masculino (LCP 85-384). Los individuos de la progenie se muestran como puntos

codificados por colores segun su genotipo con la probabilidad posterior mas alta. Por ejemplo, un genotipo “7”
representa siete copias del alelo de referencia y una copia del alelo alternativo (AAAAAAAaA). Las lineas discontinuas
indican nueve dosis posibles en un individuo octoploide. El nivel de transparencia es proporcional a la probabilidad
posterior maxima. Esto equivale a la probabilidad posterior de que la estimacidn del genotipo sea correcta. NA= sin

dato.
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Para construir el mapa genético con una aproximacion para poliploides se utilizé el paquete
de R MAPpoly (Mollinari et al. 2019), a partir de la estimacion de los genotipos, con sus dosajes
alélicos, como se explicé previamente. Primero, se realizd un analisis 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
analisis del tipo poliploide (Fig. 2.15). En el analisis como diploide, se observa que la mayoria de
los marcadores son heterocigotas, tanto en los parentales, que se puede observar en el panel
de la izquierda como grafico de barras del nimero de marcadores por cada combinacién de
dosis alélica en ambos progenitores (mayor proporcion segregacion 1:1), o en el panel de las
progenies como color amarillo en el panel central (Fig. 2.15a). En caso del analisis como
poliploide, se observa que mayoria de los marcadores son heterocigotas, con dosis alélicas muy
variables, pero con mayor proporcion 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. Composicion genética de cada genotipo segun las estrategias utilizadas para el armado de los
mapas. Analisis 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 representacion
grafica del nimero de marcadores por cada combinacidn de genotipos de los progenitores (0= homocigota para el
alelo de referencia; 1= heterocigotas; 2= homocigota para el alelo alternativo). Los nimeros separados por un guion
indican la dosis en los parentales NA78-724 y LCP85-384 respectivamente. En el panel superior derecho se muestra
el logl0 (valor p) de una prueba chi-cuadrado para los patrones de segregacion esperados segun la herencia
mendeliana. El panel inferior derecho muestra una representacion grafica de la distribucidn de dosis en la poblacién
de hermanos completos. La barra azul indica la proporcién de marcadores Unicos vs. redundantes. b. A la izquierda
se encuentra la representacién grafica del nUmero de marcadores por cada combinacién de genotipos de los
progenitores, asumiendo una ploidia uniforme de 8. Los nimeros separados por un guion indican la dosis en los
parentales NA78-724 y LCP85-384 respectivamente. El panel superior muestra la leyenda “no segregation test”
porque no se pudo obtener la informacién de los patrones de segregacion esperados segun la herencia mendeliana.
El panel inferior derecho muestra una representacion grafica de la distribucion de dosis en la poblacién de hermanos
completos.
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El software MAPpoly permite una evaluacién grafica del desempefio de cada marcador
(Figura 2.16), sintetizando la informacidn y facilitando la comparacidon entre marcadores, asi
como la evaluacién 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 referenciay 1 del alelo alternativo. Ademas,
este locus no tiene datos faltantes y la mayoria de las progenies son homocigotas para el alelo
de referencia, aunque algunos muestran 1 copia del alelo alternativo. Este andlisis nos permite
visualizar las probabilidades de que cada marcador esté correctamente genotipado y la cantidad

de genotipos que cumplen con estas caracteristicas.

274423:72:+ ‘ R —

marker #: 156 10 —7
Dose in P1: 8

Dose in P2: 7

Missing: 0%

p-value: 3.16e-03
sequence: 8

se%.J position: 4529276
prob. threshold: 0.5

30 40 50

20

10

Figura 2.16. Visualizacion de las probabilidades del dosaje alélico de los marcadores utilizando MAPpoly.
Ejemplo de un marcador SNP “274423:72:+" con sus posibles dosajes alélicos. Se utilizé uno de los marcadores de la
Figura 2.14 para evaluar la informacion del marcador. El panel superior izquierdo da un resumen, informando el
dosaje de cada parental, porcentaje de datos perdidos, valor p asociado, posicion en el genoma de referencia y
probabilidad de recombinacion. En el panel inferior izquierdo se visualizan la proporcién de progenies con dosajes de
7 u8ysin datos. Por ultimo, como figura central se ve un grafico de tres dimensiones en la que se ve por cada progenie
(eje x) el dosaje alélico (eje z) y su probabilidad (eje y).

Se aplicd 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 vy, luego, se refind a 1196 SNPs al eliminar aquellos ubicados en la misma regién
gendmica. Es importante aclarar que muchos de los marcadores se perdieron al no poseer la
cantidad de lecturas necesarias para una evaluacién del dosaje alélico. Por este motivo, los
marcadores que pasaron los filtros de calidad fueron 568, distribuidos por todo el genoma, que

conformaran el mapa poliploide. El algoritmo del MAPpoly es diferente al del OneMap, razoén

80 | 144



Catalina Molina Capitulo 2

por la cual cambié el nimero de marcadores final con el que se construyeron los mapas de

ligamiento.
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Figura 2.17. Mapa genético de los parentales ejemplificado para los grupos de ligamiento 2 (a) y 7 (b).
Representados como lineas 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 estan codificados por colores segun la dosis alélica de cada genotipo.
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El mapa de ligamiento se construyd 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 recombinacion de los 568 SNPs, solo 51 se pudieron agrupar, formando grupos
de marcadores muy distanciados entre si. 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 nUmero de marcadores por cromosoma utilizados para calcular las fracciones de
recombinacidn (Apéndice Tabla 2.2 a) y el nimero de marcadores por grupo homaélogo (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 fisica 26 Mb, mientras que el LG7 tiene 1,2 cM con una distancia fisica de
101 pb. Esta permite también la visualizacién de las copias de cada alelo para cada marcador,
en cada parental. En la Fig. 2.17a hay mas variacion 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 mas 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 vy diversidad poblacional mediante analisis
multivariados con datos genomicos

Para conocer la diversidad genética y la estructura poblacional se realizé un Analisis
Discriminante de los Componentes Principales (DAPC) sobre los 183 SNPs que no poseen
distorsidn en la segregacion analizado con técnicas diploides (Fig. 2.10). Utilizando el valor BIC
mas bajo, se detectaron tres cllsteres (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
Funcién Discriminante 1 (eje horizontal) separé al cluster 1 del 2 y del tres, mientras que Funcion
Discriminante 2 (eje vertical) permitid separar los clisteres dos y tres. El cluster 1 agrupé 43
genotipos, entre ellos el parental LCP 85-384, el grupo 2 permitid asociar a 12 individuos, entre

ellos el otro parental NA 78-724, mientras que el clUster 3 agrup6 a 37 lineas (Fig. 2.18a).
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Figura 2.18. Andlisis discriminante de los componentes principales. a. DAPC para la poblacién biparental (dos
parentales y las 90 progenies) a partir de 183 SNPs. 80 PCs y 2 funciones discriminantes fueron retenidos durante los
analisis, para describir la relacién entre los clusters. Los ejes representan las primeras dos Funciones Discriminantes
Lineales. Cada circulo representa un cluster y cada punto representa un individuo. Los nimeros representan las
diferentes subpoblaciones identificadas por el andlisis DAPC; b. Densidad individual y por clusters (3) en la primera
funcidn discriminante.

De forma analoga, se realizé un andlisis de componentes principales (PCA) para el panel de
568 SNPs, codificados segln sus dosajes alélicos (Fig. 2.19). Se observa que el componente
principal 1 (PC1, eje horizontal) explicé el 4,5% de la varianza total, mientras que PC2 (eje
vertical) permitié explicar el 4,2% de la varianza total. El parental NA 78-724, resaltado con un
rectangulo amarillo en la Figura 2.19, se agrupd junto a 10 lineas, que coinciden con el
agrupamiento de la Figura 2.18, con la excepcion de la linea 150. El otro parental LCP 85-384,
marcado con un rectangulo azul (Fig. 2.19), se ubicé mas alejado de otras muestras. Un grupo
de 6 progenies (94, 98, 140, 145, 153 y 164), identificadas con un rectangulo rojo en la Figura
2.19, se diferencid de los dos parentales y de las progenies restantes que se encuentran mas
proximas espacio.

83 | 144



Catalina Molina Capitulo 2

148

/
89
129 125
N 7
20\
NA_78724 ‘o4
10
113/ /167
150
1557 119" / 70
102
e
144 88
128 108 \ 189 J157 g2
\ 131
& 115 159/ 1 “1
& / 15\ l8 112
= 7 109 /99 2 27 N |
] 153 152, 107 168 g7 S 16 120
g o oo o530 -\ 1T aett S
85 E 16- 130 114\ 121 135/ 174 4a3g
110, g3— N 95 LAV e ;7 B -
\ 4N 123 97 134 -
5 161 ~ ~ 17 | %6 | e\
145 Yaa 100" 62 61 86 (2
/ 106 160 165 Nyo0 o
/ 94 172 ol / / 907 e
Lo / 143 126 N
158
/ \
122
-10-
LCP 85384
98
~ T
M
10 ‘.7 0 5
PC1 (4.5%)

Figura 2.19. Andlisis de componentes principales. PCA para la poblacién 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 rectangulo representa un grupo y cada punto representa un individuo.

Discusion

La implementacién del protocolo ddRADseq desarrollado para cafa de azucar en esta tesis
demostré ser aplicable tanto para pocos individuos como para un escalado en el nimero de
muestras al evaluar una poblacién biparental de 90 individuos. El mismo permitié la obtencion
de datos gendmicos de buena calidad que se pudieron utilizar para el desarrollo de paneles de
SNPs y la caracterizacion de germoplasma complejo como lo es el de la cafia de azlcar. 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 poblacion.

Como se discutid en el capitulo anterior, las técnicas de ddRADseq presentan limitaciones
inherentes a su metodologia e inciden en el nimero de lecturas obtenidas por sitio, un factor
crucial para los algoritmos de llamado de variantes. En este capitulo, se crearon dos bibliotecas,
cada una de 48 muestras, las cuales se secuenciaron por separado y a distintos tiempos en el

mismo servicio de secuenciacidn. Para que sea econdmicamente viable a nivel poblacional, se

84 | 144



Catalina Molina Capitulo 2

redujo la profundidad de secuenciacién por individuo a 4 X de cobertura en comparacién con la
puesta a punto inicial (10 X, capitulo 1), que implicé un nimero reducido de cinco muestras. Los
parentales se incluyeron en todas las corridas de secuenciaciéon para aumentar la profundidad
de lectura y cobertura del genoma, ademas de utilizarse como control de la calidad de la
secuenciacion por llevarse a cabo en tandas separadas. Un factor limitante a la hora del lamado
de alelos de la poblacidn fue el genoma de referencia utilizado para el alineamiento de las
lecturas, en el que los individuos evaluados compartian entre un 30 y un 50% de similitud,
dependiendo del largo de los fragmentos, como se vio en el capitulo 1. No obstante en este
trabajo, alin con porcentajes de alineamiento bajos, fue posible encontrar variantes SNPs con
las distintas estrategias utilizadas. La variacién en el nimero de lecturas obtenidas dentro de los
individuos evaluados podria explicar que algunos genotipos posean profundidades de lecturas
medias menores a la media de la poblacién o que tengan varias regiones en el genoma sin
informacidn. Este fendmeno se observd previamente en los protocolos de ddRADseq (Bilton et
al. 2018; Cerca et al. 2021), y puede atribuirse a la naturaleza de esta técnica de representacion
reducida del genoma. Cuando las muestras exhiben una alta divergencia genética, pueden surgir
datos faltantes, ya que solo se registran lecturas solapadas en un porcentaje menor al 100% de
los individuos genotipificados. Dado el tamafio y la complejidad del genoma, es evidente que se
requieran mayores esfuerzos de secuenciacion para aumentar el nimero de lecturas por
individuo. Esto permitiria incrementar los sitios que comparten informacién entre las muestras,

mejorando asi la recuperaciéon de marcadores (Cerca et al. 2021).

El programa Stacks permite realizar el llamado de variantes agrupando las muestras por
metapoblaciones, facilitando la creacién de paneles con diferentes perspectivas o
aproximaciones (Rochette et al. 2019). Al abordar los datos como provenientes de una poblacion
biparental, se reduce el nimero de SNPs, lo que facilita la identificaciéon de las regiones mas
relevantes para diferenciar la poblacion en cuestion. Ademds, la construccién de mapas
genéticos a partir de la identificacién de los alelos provenientes de cada parental simplifica la
seleccidon de marcadores con segregaciéon mendeliana. Por su parte, al tratar los datos como una
poblacién natural, es decir sin las relaciones de parentesco entre los individuos, los paneles
resultantes contienen un mayor nimero de SNPs, lo que puede ser Util para descubrir variantes
que posiblemente se encuentran en baja frecuencia en la poblacién analizada, pero que son
relevantes para el programa de mejoramiento (Rochette et al. 2017). En este capitulo, se
evaluaron ambas aproximaciones, pero se optd por la primera para continuar explorando la
construcciéon de mapas genéticos, ya que la seleccidon de los marcadores satisface mejor los

requisitos establecidos por los algoritmos empleados para el mapeo genético.
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La definicién de las metapoblaciones, al momento de realizar el llamado de variantes,
influye en el nimero de SNPs final del panel. Las profundidades medias de lectura por variante
en el analisis como poblacidn biparental (mediana de 10,50 y media de 26,77 lecturas por sitio)
fueron menores comparadas con el andlisis de la poblacién 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 poblacidn biparental compara a los dos
parentales y luego, en estas regiones, registra lo encontrado en las progenies, o en el caso de la
poblaciéon natural evalua los loci de todos los individuos sin una priorizacién (Cerca et al. 2021).
Sin embargo, como puede apreciarse en la diferencia entre la media y la mediana de ambos
analisis, se observé una gran variabilidad. Segun las recomendaciones de Gerard et al. (2018)
para el analisis de poliploides, se sugiere utilizar mds de 25 lecturas para obtener una fuerte
correlacién de genotipos verdaderos, considerando también el nimero de individuos incluidos
en el estudio. En el capitulo anterior se tuvieron en cuenta estas recomendaciones por tratarse
Unicamente de 5 variedades de cafia. No obstante, en el andlisis de la progenie se disminuyo el
umbral a un minimo de 10 lecturas por sitio, para evitar una condicidn excesivamente restrictiva
que pudiera ocasionar la pérdida de informacién. Ademas, se considerd la naturaleza biparental

de la poblacién, en la que los genotipos parentales tuvieron un mayor nimero de lecturas.

En total se identificaron 2066 marcadores para el panel Ay 3907 para el panel B. El numero
de marcadores y su distribucidn por cromosoma fue similar en los paneles A (biparental) y B
(generado al analizar las muestras como una poblacidén natural) y, a su vez, estos se
correspondieron con los resultados obtenidos en el capitulo 1. Estos resultados son coherentes
con el tamafo de los cromosomas y podria ser un indicio de que el nimero 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 areas sin informacion
(regiones en blanco). Este patrén de distribucién podria confirmar que las zonas centroméricas
son mas metiladas que las zonas distales que alojan mas regiones codificantes (Garsmeaur et al.
2018; Xue et al. 2022). En un estudio en el que se analizaron los perfiles de metilacién de cafia
de azlcar, aplicando la digestion del ADN con endonucleasas McrBC para enriquecer regiones
eucromaticas, observaron que, areas del genoma con baja metilacidn coincidian con factores de
transcripcién y genes relacionados con la sacarosa, tales como WRKY (proteinas 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). Ademds, observaron

que los genes que se superponen con regiones del ADN que presentan diferentes niveles de
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metilacion, tienden a expresarse de manera diferente entre distintos tejidos (Grativol et al.
2014). Estos resultados proporcionan informacién valiosa para comprender la estructura

gendmica de la cafia de azucar.

Después de analizar la segregacidon alélica, de los 2066 SNPs del panel A, 183 SNPs
resultaron adecuados para el mapeo genético. Los marcadores bialélicos codominantes que
siguieron una segregacién en proporcién 1:2:1, es decir, donde ambos progenitores resultaron
ser heterocigotas, fueron 142. Ademas, se encontraron 185 SNPs heterocigotas solo en el
parental NA 78-724 y 103 SNPs solo en el parental LCP 85-384. Esto indica que el parental
femenino presentd una mayor heterocigosis que el masculino (Fig. 2.9). Esta condicidn de alta
heterocigosidad en las lineas parentales implicé que se descartaran numerosos SNPs debido a
la distorsion en la segregacion, como se ilustra en la Figura 2.10. Asimismo, el uso del software
para mapeo genético disefado para diploides y aplicada a datos poliploides puede profundizar
este filtrado (Mollinari et al. 2019). En comparacién con bases de datos de diploides, la
proporcién de SNPs complejos es significativamente mayor en este contexto poliploide (Taniguti

et al. 2022).

El mapeo genético con 183 marcadores permitid generar un mapa marco para todos los
grupos de ligamiento de cafa de azucar (Fig. 2.11). Sin embargo, cada uno de estos grupos de
ligamientos se presenta como un conjunto de fragmentos anclados al genoma de referencia (Fig.
2.12). Esta caracteristica es comun para diferentes mapas genéticos desarrollados por diferentes
grupos de trabajo usando distintos tipo de marcadores moleculares (Yan et al. 2018).
Considerando esta situacion, para estudios posteriores se recomienda intensificar los esfuerzos
de secuenciacién para aumentar el nimero de lecturas asignadas a cada muestra de manera de
lograr un mayor solapamiento entre regiones gendmicas a lo largo de la poblacién,
disminuyendo el nimero de datos faltantes. De esta manera, se llegardn a mapas genéticos mas
densos, que permitiran unir estos LG pequefios y lograr un nimero mas cercano al de los grupos

homélogos (numero de cromosoma de referencia correspondiente).

La recomendacion de intensificar los esfuerzos de secuenciacidon cobra mayor relevancia a
la hora de generar mapas con programas disefiados para las poblaciones poliploides. El primer
paso de esta estrategia es estimar el dosaje alélico a partir de las lecturas asignadas a uno u otro
alelo. Aunque se sabe que en la cafia de azlcar se presentan aneuploidias, los modelos aplicados
en esta tesis permiten obtener informacién sobre los genotipos de los que se trabaja en los
programas de mejoramiento, que suelen ser de ploidias desconocidas. Ademas, estos modelos
permiten identificar los heterocigotas ocultos en los paneles analizados como diploides, ya que
de tratarse de SNPs AAAAAAAa o aaaaaaaA, probablemente sean considerados homocigotas
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para una u otra variante (De Lara et al. 2019). Estos analisis se podrian complementar con
estudios citogenéticos o conteos cromosdmicos para ir ajustando los modelos (Gerard et al.
2018). Pereira et al. 2018, utilizé otro software similar (SuperMASSA) para identificar los dosajes
alélicos en alfalfa, papa y pasto varilla (Panicum virgatum). En los estudios realizados sobre la
ultima especie mencionada, encontraron que la mitad de los marcadores no se podian agrupar
o que generaban LGs muy pequefios, lo que coincide con los resultados obtenidos en esta tesis
(Pereira et al. 2018). Garcia et al. (2013) realizé experimentos similares a los que se describen
en este trabajo, y encontraron que el nimero de loci variaba dentro de cada clase de ploidia. Se
conoce que el numero de cromosomas en los grupos homedlogos de la caia de azlcar no es
constante, lo que implica una variabilidad genética en la ploidia de esta especie (Garcia et al.

2013).

A pesar de que las metodologias mencionadas dependen mucho de los esfuerzos de
secuenciacién, ya que se basan en el nimero de lecturas para cada locus para el calculo de los
dosajes alélicos, son capaces de generar informacién muy valiosa para comprender el
comportamiento de la meiosis en especies con un alto nivel de complejidad (Soares et al. 2021).
La posibilidad de la visualizacién del dosaje para cada marcador (Fig. 2.14), permite tener un
analisis detallado de cada locus, y poder seleccionar aquellos que resulten mas eficientes para
los analisis posteriores, como lo puede ser el desequilibrio de ligamiento. Ademas, es importante
destacar el comportamiento de las progenies respecto a los progenitores varia por locus, y en
muchos loci, el dosaje heredado coincide con uno u otro parental, mientras que en otros se dan

situaciones intermedias.

El software empleado para la construccidn de mapas genéticos en poliploides aborda los
pasos i. (estimacion de las fracciones de recombinacidon por pares y pruebas estadisticas
asociadas) y iv. (cdlculo de las probabilidades de la fase parental y actualizacidn de la fraccidn
de recombinacidn), que se mencionan en la introduccion de este capitulo, especialmente en el
caso de autopoliploides con niveles elevados de ploidia (Mollinari et al. 2019). En este contexto,
se emplean las fracciones de recombinacion derivadas de la verosimilitud obtenida mediante
Modelos Ocultos de Markov (HMM), teniendo en cuenta la variabilidad continua en las dosis de
alelos posibles. En lugar de asignar Unicamente dos dosis posibles, representa la dosis de alelos
con una distribucién de probabilidad, lo que permite estimar mas precisamente las tasas de
recombinacidon (Mollinari et al. 2019). La Fig. 2.15 muestra que los datos analizados como
especie diploide asigna a la mayor cantidad de SNPs como heterocigotas, pero aun asi ~ 300

SNPs los considera como homocigotas para la referencia en alguno de los parentales, mientras
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gue cuando se los analiza teniendo en cuenta las dosis alélicas el niumero de homocigotas baja

considerablemente.

El MAPpoly también permite resumir la informacidn 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. Ademas, se informa la posicidon
del marcador en el genoma y las proporciones de los individuos que contienen uno u otro dosaje
alélicoy las indeterminaciones. A partir de las frecuencias de recombinacién se formaron grupos
de marcadores muy distanciados entre si, por lo que no se pudo graficar en un mismo mapa
todos los LGs, pero si 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 permitiria la reconstruccion
de un mapa mas denso. Sin embargo, esta primera aproximacién permite tener una idea de la
factibilidad de evaluar genomas con tan alta complejidad, utilizando genotipificaciéon por

secuenciacion.

Para entender mejor la estructura poblacional, se realizaron analisis multivariados a partir
de los paneles de marcadores SNPs. El método DAPC permitié dividir la poblacidn en grupos
definidos, una opcién atractiva en comparacién con el software STRUCTURE. A diferencia de
este ultimo, el método DAPC no exige que las poblaciones estén en equilibrio HW y, ademas,
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
gue no puede manejar loci con ploidias tan elevadas, por lo que se decidié analizar los datos con
un analisis de componentes principales (PCA), igual que en el capitulo 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 lineas 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 seguin el modelo
con el menor BIC. La Funcion Discriminante 1 logrd separar al cluster 1 de los clusteres 2 y 3 (Fig.
2.18 a y b). Esta separacion sugiere que este primer eje captura las principales diferencias
genéticas entre estos grupos. El cluster 1, que incluye 43 genotipos y, aunque un poco mas
alejado, al parental LCP 85-384, representa una agrupacion genética especifica que podria estar
relacionada con las caracteristicas heredadas de este parental (circulo azul en Fig. 2.18 a). Por
otro lado, la Funcion Discriminante 2 separd los clusteres 2 y 3, destacando las diferencias
genéticas adicionales entre estos grupos. El clister 2, con 12 individuos incluyendo el parental
NA 78-724 (circulo amarillo en Fig. 2.18 a), parece reflejar la influencia genética de este segundo

parental. El cluster 3, que agrupa 37 lineas, sugiere la existencia de una subpoblacidn con
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caracteristicas genéticas diferenciadas que podrian ser de interés para el mejoramiento
genético. El Andlisis de Componentes Principales (PCA) realizado sobre los 568 SNPs, codificados
segln sus dosajes alélicos, proporciond una visién adicional de la estructura genética en la
poblacién estudiada (Fig. 2.19). El PC1 explicd el 4,5% de la varianza total, mientras que el PC2
explicd el 4,2%. Estos porcentajes, aunque relativamente bajos, son tipicos en estudios
genéticos complejos donde la variabilidad estd distribuida en muchos componentes. A pesar de
esto, los primeros dos componentes permiten observar patrones importantes de agrupamiento
y diferenciaciéon genética. Como ocurrié en otros estudios con métodos multivariados, para
analizar las relaciones entre individuos mediante marcadores con segregacion mendeliana, a
menudo no se pueden caracterizar adecuadamente los genotipos poliploides (Medeiros et al.
2020; Pimenta et al. 2021). Esta limitacion no esta relacionada con la calidad de los marcadores,
sino con la complejidad del genoma poliploide. El andlisis PCA mostré que el parental NA 78-
724, destacado con un rectangulo amarillo en la Figura 2.19, se agrupd junto a 10 lineas. Este
agrupamiento coincide con el observado en el DAPC (Fig. 2.18), excepto por la linea 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 rectangulo azul, se ubicé mas alejado de otras muestras
(Fig. 2.19). Este hallazgo es consistente con la separacion observada en el DAPC. Un grupo de
seis progenies (94, 98, 140, 145, 153 y 164), identificadas con un rectangulo rojo, se diferencio
claramente de los dos parentales y de las demas progenies (Fig. 2.19). Estos resultados son
consistentes con los PCA realizados sobre variables fenotipicas evaluadas en la familia realizada
en paralelo a esta investigacion en la Tesis Doctoral del Ing. Agr. José Maria Garcia (comunicacion
personal). En el DAPC, estos individuos se registraron en el grupo 3, entre otras 31 lineas, y
separadas de los parentales (Fig. 2.18). Esta diferenciaciéon podria indicar la presencia de
combinaciones alélicas Unicas o adaptaciones especificas que las distinguen dentro de la
poblacién. La identificacion de estas progenies destaca la utilidad de los analisis multivariados
para revelar subestructuras genéticas que podrian ser importantes para estudios de asociaciéon

genética y mejoramiento.

El protocolo de laboratorio utilizado en este estudio permitié escalar en el nimero de
muestras analizadas y la generacion de marcadores moleculares del tipo SNPs a nivel
poblacional. El uso de enzimas de restriccidon sensibles a la metilaciéon permitié filtrar areas
metiladas del genoma, favoreciendo asi el genotipado de regiones codificantes. En varias etapas
del analisis, se remarcd laimportancia de duplicar los esfuerzos de secuenciacidn para aumentar
el nimero de lecturas por regién. Ademas, si las secuenciaciones ocurren en diferentes

momentos y se generan bibliotecas gendmicas en ensayos independientes cada vez, se
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recomienda incluir a los parentales en cada ensayo como control de la secuenciacién, para
garantizar la consistencia en calidad y cantidad de lecturas, y para aumentar especificamente
las lecturas asignadas a estos individuos. Por su parte, el protocolo bioinformatico resulté util
para identificar SNPs robustos utilizando el software Stacks, con genoma de referencia e
identificando primero a los parentales, para caracterizar las variantes polimoérficas v,
posteriormente, a las progenies. Si bien se trabajé con un minimo de 10 lecturas por sitio, la
evaluacion de 90 individuos facilité la identificacidn de SNPs robustos. No obstante, para lograr
una mayor recuperacion de SNPs se requieren mayores profundidades de lectura por locus, lo
gue también beneficia la estimacidon de los dosajes alélicos. Las rutinas utilizadas permitieron la
generacion de mapas genéticos en hibridos de cafia de azlcar a través de dos enfoques distintos.
El primero adoptd un enfoque reduccionista, analizando los datos con algoritmos desarrollados
para especies diploides y desarrollando un mapa marco al que podrian agregarse mas
marcadores al grupo de 183 SNPs. El segundo enfoque reflejd la naturaleza poliploide basandose
en los dosajes alélicos de los loci SNP. Resulta interesante la evaluacion de estos datos con la
nueva version poliploide del genoma de referencia del cultivar R570, aunque no fue evaluada
en esta tesis debido a su reciente publicaciéon (Healey et al. 2024). Por ultimo, se evalud la
estructura poblacional, lo que permitié la identificacion de agrupamientos consistentes y la
diferenciacidn de ciertos genotipos que podrian indicar la presencia de combinaciones alélicas
Unicas. Estos hallazgos subrayan la importancia de utilizar multiples enfoques analiticos para
obtener una visién integral de la diversidad genética. Este trabajo desarrollado en paralelo a la
tesis doctoral de Ing. Agr. José M Garcia representa una fase inicial del desarrollo de estudios de
mapeo de QTL y/o fenotipo-genotipo de caracteres agrondmicos de interés en el programa de
mejoramiento del cultivo. En este sentido, la evaluacion fenotipica de la poblacién de 90
individuos para el mejoramiento de cafia de azucar se realizé en el contexto del trabajo titulado
“Caracterizacidn feno-genotipica de familias hibridas de Saccharum spp. y clones derivados de
cruzamientos con S. spontaneum para aumento de produccion de fibra, biomasa y azucar”
(Facultad de Agronomia y Zootecnia, Universidad Nacional de Tucuman, adn sin publicar).
Asimismo, los métodos establecidos en este capitulo pueden aplicarse al banco de germoplasma
para el manejo y preservacion de las accesiones, y para la seleccidén de parentales para generar
nuevas variedades ya sea por distancia genética combinada o no con datos de asociacion
fenotipo-genotipo para caracteres de interés. La utilizacion de marcadores SNP-ddRADseq en el
mejoramiento de cafia de azlcar es una innovacion prometedora para acortar los tiempos del
proceso de mejoramiento y obtener nuevas variedades respondiendo a las necesidades del

sistema productivo.
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Capitulo 3. Analisis de la variabilidad anatomica de los
entrenudos en variedades seleccionadas para la
acumulacion de azucar o fibra e identificacién de genes
candidato para caracteristicas agroindustriales.

Introduccion

La cafia de azucar se ha cultivado principalmente por su alto contenido de sacarosa en los
tallos, el sustrato principal para producir azlcar y etanol. Durante muchos afios, no se
diferenciaron las variedades cultivadas para la obtencidon de estos productos, ya que ambas
industrias utilizaban los jugos de fermentacidon y las melazas de los tallos de cafia para la
produccién de azucar comestible y biocombustibles de primera generacion (Ferreira et al. 2016).
Sin embargo, con la aparicién de tecnologias de segunda generacién para la obtencion de
bioenergia, es posible aprovechar la biomasa, especialmente la celulosa, que antes se
desperdiciaba (Ali et al. 2019). Esto ha llevado a incorporar en los programas de mejoramiento
genético materiales con altos contenidos de celulosa en los tejidos del tallo y bajos porcentajes
de ligninas y amilopectinas, componentes de las paredes celulares que dificultan el
aprovechamiento energético de la biomasa (Garcia et al. 2022; Garcia et al. 2023b). Por esta
razon, resulta fundamental estudiar el metabolismo de los polisacaridos y los factores clave en
su regulacion, asi como los reguladores de la biosintesis de la pared celular, ya que estas vias

pueden alterarse segun el objetivo del programa de mejoramiento (Souza et al. 2019).

La porcién cosechable de la planta de cafia de azlcar es su tallo, con una estructura formada
por nudos y entrenudos cilindricos interconectados. En los entrenudos se encuentran varios
tejidos esenciales: la epidermis que protege el tallo, el parénquima ubicado en la médula,
almacena nutrientes, el colénquima que aporta flexibilidad, y el esclerénquima que proporciona
rigidez. Ademas, el tejido vascular, compuesto por xilema y floema, transporta agua, minerales
y productos de la fotosintesis (Moore et al. 2014). Estos tejidos trabajan juntos para asegurar la
estructura, el soporte y el funcionamiento adecuado del tallo. Las variedades de cafia de azlcar
exhiben divergencias en el tamario y la configuracién de sus haces vasculares (HV), asi como en
el nimero y distribucion dentro del tejido parenquimatico del tallo (Costa et al. 2013). Cada haz
vascular comprende el xilema, que consiste en células del protoxilema flanqueadas por dos
elementos del metaxilema, asi como el floema'y las células del parénquima que conectan ambos

tejidos. Los HV localizados en la médula del tallo en la cafia de azlcar estan rodeados por una
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vaina de células fibrosas, cuya funcién 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 funcidn 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, desempefiando un papel de anclaje y asegurando la integridad de

la estructura vascular (Santiago et al. 2010).

La necesidad de mejorar las caracteristicas de los cultivos energéticos para eficientizar el
uso de la biomasa estimuld el estudio de la biogénesis de la pared celular, asi como la eficiencia
de la actividad fotosintética y la translocacién de los productos fotosintéticos (Chang et al. 2022).
En este sentido, se realizaron estudios de gendmica comparativa que permitieron la
identificacion de nuevos genes y regiones asociadas con la pared celular, y en la sintesis de
polisacaridos como celulosa y hemicelulosa en especies vinculadas (de Carvalho et al. 2019).
Ademas, para mejorar la calidad de la biomasa y facilitar su utilizacion como materia prima, se
han llevado a cabo simulaciones bioinformaticas entre regiones gendmicas de plantas de
interés, como Sorghum bicolor y Miscanthus sinensis, para identificar posibles QTLs vinculados
a la composicién de la pared celular y caracteristicas de eficiencia de bioconversién (de Carvalho

et al. 2019).

La caracterizacién a gran escala de los SNPs ofrece una visidn integral de los patrones de
variaciones tanto dentro de un mismo individuo como de una poblacién, asi como sus posibles
impactos en las funciones metabdlicas (Song et al. 2016). La utilizacidn de estas variaciones en
las secuencias de ADN se traduce en herramientas potentes para el genotipado de especies de
interés agricola como la cafa de azlcar, facilitando la exploracién y explotacion 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
especificas proporcionando datos acerca de cdmo las mutaciones afectan al proteoma. Asi, es
habitual utilizar genomas secuenciados y caracterizados para asociar las variantes con funciones
especificas, buscando su relacién o proximidad a los genes candidato (de Carvalho et al. 2019).
El empleo de marcadores SNPs basados en genes que regulan las rutas metabdlicas de los
polisacaridos, la sintesis de lignina o asociados a genes de resistencia a enfermedades podria ser
util 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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azlcar, mientras que reducir el contenido de lignina puede facilitar la sacarificacién de la

celulosa para la produccién de energia (Perera et al. 2023).

La evaluacidn genotipica del germoplasma de caifia de azucar como informacidn adicional
al fenotipado resulta fundamental para que los programas de mejoramiento puedan utilizar
progenitores genéticamente mas diversos o con mejores aptitudes para rasgos de interés. Los
paneles de marcadores se aplican ampliamente al analisis de la diversidad, mapeo genético,
estudios de asociacidn, seleccidn asistida y selecciéon gendmica. Ademads, 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
asociacién para distintos caracteres agroindustriales (Xiong et al. 2023). Los estudios de
asociaciéon se han empleado para caracterizar resistencia a enfermedades y rasgos anatéomicos,
proporcionando informacidn valiosa para la seleccién asistida y la seleccion gendmica en los
programas de mejoramiento de cafia de azucar (Chen et al. 2022; Xiong et al. 2023). Utilizando
estos marcadores genéticos vinculados a funciones bioldgicas, los mejoradores pueden
seleccionar eficientemente variedades superiores de cafia de azucar con las caracteristicas
deseadas, mejorando en ultima instancia la productividad del cultivo y la resistencia a las

enfermedades.

En este Capitulo, se caracterizd la variabilidad en la anatomia en entrenudos del cultivar
comercial (LCP 85-384) y del biotipo de cana energia (INTA 05-3116), contrastantes
fenotipicamente a campo, complementando los datos de variabilidad genotipica obtenidos en
capitulos anteriores. Se utilizé un enfoque bidimensional que involucré etapas criticas del ciclo
de cultivo (patrones temporales) y diferentes posiciones de entrenudos a lo largo del tallo
(patrones espaciales). La descripcidon anatdmica incluyd 1- analisis histoquimico de la deposicion
de lignina 2- descripcidn cuantitativa de los elementos de los haces vasculares, 3- relacidn entre
el nUmero de haces vasculares con el area del entrenudo. Paralelamente, se predijo el efecto de
las variantes alélicas identificadas en los capitulos anteriores de este trabajo de Tesis para
explorar regiones funcionales a partir de la exploracién de genes candidato para el metabolismo
de los polisacdridos, de la estructura de la pared celular o implicados en la respuesta al estrés

abidtico.
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Materiales y métodos
Material vegetal y disefio experimental

En este experimento se utilizaron dos hibridos de cafia de azucar 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 cafna energia y con contenido bajo en sacarosa, analizados
también en el capitulo 1. Tallos de cafia de azucar de soca 2 (rebrote después de la segunda
cosecha) fueron recolectados al azar en el campo experimental de la Estacion Experimental INTA
Famailld (27°03'S, 65°25'0, 363 msnm, provincia de Tucuman, 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), maduracion
temprana (mayo) y maduracién tardia (agosto). Las etapas se eligieron por ser criticas para
determinar el rendimiento agrondmico a lo largo del ciclo de cultivo de la caia de azucar (Moore
y Frederick, 2014). El nimero de entrenudos muestreados en las diferentes posiciones de los
entrenudos (IP) aumenté con el desarrollo de la planta, por lo que la IP 1 se recogié en el
macollaje, las IP 1y 5 en el gran crecimiento, las IP 1, 5, 10 y 15 en la maduracién temprana y
lasIP 1, 5,10, 15 y 20 en la maduracion tardia. El IP se definié como el numero de entrenudos
contados desde el nivel del suelo; por lo tanto, los entrenudos conservan su posicién a lo largo
del desarrollo de la planta, lo que permite una interpretacion mas facil de los cambios en Ila
composicion de los entrenudos. Ademads, se contd el nimero de entrenudos por debajo de la
primera hoja con cuello visible (TVD) en cada fase para tener en cuenta la edad fisioldgica del
entrenudo en la interpretacion de los datos. Los entrenudos de dos tallos recogidos (réplicas
independientes) se utilizaron para este analisis.

Gran Maduracién Maduracién
Crecimiento Temprana Avanzada

Hile AN 74
\[£ ,
15 |— '\{ 3 .
10 |__ f\\v \ 7\. )
: [/
5 | " \ /
1 B q

Etapas de desarrollo

Macollaje

Posicion de entrenudos

Figura 3.1. /lustracion esquemadtica del disefio experimental utilizado para la caracterizacion de los entrenudos
de la cafia de azicar. La composicidn de los entrenudos se estudié en un perfil temporal que incluye cuatro etapas
criticas de desarrollo en el ciclo de crecimiento de la planta. En cada etapa de desarrollo, se evalué un perfil espacial
que incluye varias posiciones de entrenudos (IP) desde el nivel del suelo. Figura creada con BioRender.com
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Anatomia de entrenudos de cafia de azucar y biotipo de cafia energia

Para la determinacién histoquimica de la lignina, se cortaron manualmente secciones de
tallo de aproximadamente un centimetro en el punto medio del entrenudo. Las secciones se
fijaron en una solucién FAA (formol-alcohol-acido acético) durante 48 h y se conservaron en
alcohol al 70%. Se realizaron cortes a mano con bisturi y se tifieron con floroglucinol-HCl durante
5a 10 min (Tao et al. 2009). Las secciones tefiidas se enjuagaron en agua destilada, se montaron
en un portaobjetos y se examinaron mediante campo brillante en un microscopio 6ptico de
transmisién. Las muestras se observaron con un objetivo de 20X. Las figuras se capturaron con
un tamano de imagen de 1704 x 2272 pixeles. Se determiné la longitud y el ancho de los haces
vasculares y el didmetro del metaxilema. Se selecciond un minimo de 20 haces vasculares para

realizar las mediciones, para cada una de las dos réplicas seleccionadas por genotipo.

Andlisis estadistico

El andlisis de datos de la variabilidad anatémica en hibridos de cana con fenotipos
contrastantes se realizo utilizando el software Rv 2.5.2 (R Core team, 2018). Se utilizé el analisis
de varianza (ANOVA) con un enfoque de Modelos Lineales Generalizados Mixtos (GLMM)
(Garibaldi et al. 2016) para analizar los efectos del genotipo, el IP y la etapa de desarrollo en los
componentes anatdomicos de los entrenudos de la cafia de azucar. Debido a restricciones
biolégicas (no se disponia del conjunto completo de entrenudos en todos los estadios de
desarrollo) fueron necesarios dos analisis estadisticos independientes para analizar los efectos
del IP y del estadio de desarrollo. El primer analisis incluyd los efectos del genotipo, la IP y la
interaccion genotipo:IP y se dividié por estadios de desarrollo (perfil temporal). El segundo
anadlisis incluyd los efectos del genotipo, el estadio de desarrollo y la interaccion
genotipo:estadio de desarrollo y se dividid por IP (perfil espacial). Se incorpord un efecto
aleatorio de multiples mediciones para los haces vasculares. Se utilizaron los indices del criterio
de informacion de Akaike (AIC) y del criterio de informacién bayesiano (BIC) para seleccionar el
modelo de mejor ajuste para cada analisis estadistico, y se utilizd la prueba Tuckey como prueba
de comparacion de medias post-hoc. Se utilizd la funcién Varldent (paquete nlme) para

modelizar la heteroscedasticidad (Garibaldi et al. 2016).

Prediccion del efecto funcional de los SNPs y anotacion génica

Se generd una lista de 261 posiciones gendmicas correspondientes a la poblacién en
estudio (en formato VCF). Esta lista surgié de integrar los datos de los paneles de SNPs de los
parentales obtenidos en el capitulo 1 (No-150) y de la progenie obtenidos en el capitulo 2. Luego,
se utilizo el sistema de prediccidon de efectos de las variantes (VEP) de Ensembl Plants (version

51) para predecir el efecto funcional y asignar una funcién molecular inferida a partir de la
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notacion del genoma de referencia (en formatos FASTA y gff3). Para identificar genes ubicados
rio arriba o rio abajo de una variante determinada se utilizd el parametro por defecto de 5000

bases (5 kb).

De las 261 posiciones analizadas, se seleccionaron los SNPs ubicados en las regiones 3'y 5'
UTR, en sitios de splicing alternativo y en exones. A su vez, se descartaron aquellos SNPs con
anotacion funcional de "Proteina hipotética conservada", debido a la falta de informacion sobre
su implicancia en el metabolismo, lo que resulté en la eliminacién de 8 loci. Posteriormente, se
seleccionaron cuatro SNPs por estar vinculados con posibles genes candidato para la seleccién
de materiales de caiia, afines al metabolismo de los polisacdridos, de la estructura de la pared
celular oimplicados en la respuesta al estrés abidtico. Las tablas y figuras se realizaron utilizando
los paquetes readx! (Wickham et al. 2023), writexl (Ooms 2023), tidyverse (Wickham et al. 2019)
y ggplot2 (Wickham 2016) del entorno R.

Validacion de los SNPs

Para la validacion, se realizé una busqueda bibliografica de estudios que identificaron
variantes SNPs en cafia de azucar utilizando el mismo genoma de referencia empleado en esta
tesis (Garsmeaur et al. 2018). Luego, se compararon las posiciones gendmicas y se verificaron

los alelos para confirmar que se trataba del mismo SNP.

Resultados
Anatomia de entrenudos de cafia de azucary del biotipo de cafia energia

Explorando técnicas complementarias a los paneles de SNPs, se realizd un anilisis
histolégico de entrenudos de tallos, para evaluar la variabilidad en la anatomia de estos tejidos
en cafas contrastantes fenotipicamente a campo, utilizando distintos patrones temporales y
espaciales. En las secciones transversales de los entrenudos de cafia de azlcar evaluadas, se
reconocieron dos regiones: la médula central y la corteza, en la periferia del tallo, adyacente a
la epidermis (Fig. 3.2). En la médula, los haces vasculares (HV) estaban en baja densidad y
dispersos con una distribucién organizada, separados por células de parénquima de
almacenamiento (Fig. 3.2 c-h). Por el contrario, los haces vasculares se encontraban en mayor
concentracién y apretados cerca de la corteza, conformando parte del tejido de sostén del tallo
(Fig. 3.2 a, b). La tincién de color rojo correspondiente a la deteccion de lignina con el reactivo
floroglucinol acido permitié visualizar su acumulacion en el esclerénquima de los HV de ambos
hibridos. La forma de la vaina del esclerénquima fue diferente en ambos genotipos, siendo

romboidal en INTA 05-3116 y oval en LCP 85-384 (Fig. 3.2 e, h).
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En términos generales, la longitud de los HV exhibid similitudes a lo largo del ciclo de
crecimiento y desarrollo de la planta. No obstante, se destacaron HV notablemente mas
extensos en el caso de IP1 durante la fase de gran crecimiento para el cultivar LCP 85-384, y
durante la etapa de maduracion temprana y tardia para el INTA 05-3116 (Fig. 3.3 a, Apéndice 2
Tabla 3.1). En IP1 se observd una tendencia hacia mayores longitudes de HV en INTA 05-3116
en comparacion con LCP 85-384 en tres etapas de desarrollo, a excepcién de la fase de gran
crecimiento (Fig. 3.3 a, Apéndice 3 Tabla 3.1). Se identificaron diferencias estadisticamente
significativas durante la maduracién temprana en la interaccién genotipo:IP. En esta etapa, se
observé que en el IP1 en INTA 05-3116 (536,8 um), los HV presentaron una longitud de 117 um
mayor en comparacion con los HV del mismo entrenudo en LCP 85-384 (419,3 um). 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 maduracién tardia, el IP1 de INTA05-3116
(474,6 um) mostré una longitud promedio de los HV de 93 um mayor que el mismo entrenudo

del LCP 85-384 (381,9 um) (Fig. 3.3 a, Apéndice 3 Tabla 3.1).

Los HV resultaron mas anchos en LCP 85-384 que los de INTA 05-3116, destacandose
tendencias desde la fase de gran crecimiento, aunque la interaccién genotipo:IP solo resulté
estadisticamente significativa en la maduracion tardia (Fig. 3.3b, Apéndice 1 Tabla 3.2). En esta
ultima etapa, el IP10 (405,4 um) en LCP 85-384 mostré HV de 58,1 y 55,7 pm mas anchos que
los respectivos anchos de los IPs 10 y 15 de INTA 05-3116 (347,3 y 349,7 um, respectivamente)
(Apéndice 3 Tabla 3.2). Analizando el IP15 (420,2 um) en LCP 85-384 en maduracion tardia
mostré que los HV resultaron un 72,9, 70,5 y 77,7 um mas anchos que los IPs 10 (347,3 um), 15
(349,7 um) y 20 (342,5 um) en INTA 05-3116 (Fig. 3.3 b, Apéndice 3 Tabla 3.1). En esta dimension
analizada, se identificaron variaciones propias para cada genotipo. La tendencia observada en
LCP 85-384 fue en aumento progresivo desde la base hacia el dpice del tallo. En maduracion
temprana, por ejemplo, los HV pasaron de 374,4 um (IP1) a 390,2 um (IP15) (Fig. 3.3b, Apéndice
3 Tabla 3.1). En cambio, INTA 05-3116 mostré una tendencia opuesta, disminuyendo de abajo
hacia arriba, como se evidencié en la maduracion temprana, donde los HV descendieron de
362,9 um (IP1) a 338,4 um (IP15) (Fig. 3.3 b, Apéndice 3 Tabla 3.1). Esta diferencia en la
tendencia se mantuvo consistentemente incluso en maduracion tardia, donde los anchos de HV
en LCP 85-384 (364,0 um en IP1 a2 402,9 um en IP20) contrastaron con los de INTA 05-3116 (362,1
pum en IP1 a 342,5 um en 1P20).
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Macollaje Gran Crecimiento Maduracién Temprana

Figura 3.2. Seccion transversal de entrenudos de los cultivares LCP 85-384 (cultivar comercial) e INTA 05-3116
(biotipo cafia energia) tefiidas con floroglucinol dcido (rojo), a lo largo de tres estadios de desarrollo. Imagenes
representativas de la region de la corteza de entrenudos de INTA 05-3116 (a) y LCP 85-384 (b); region 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
um.

Aunque los valores del didmetro del metaxilema de los IPs para cada genotipo fueron
estables durante las etapas de macollaje y maduracién temprana, LCP 85-384 presentd una

tendencia a valores mas altos que en el biotipo de cafia energia en las cuatro etapas de
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desarrollo analizadas. En maduracién tardia, los IP superiores de LCP 85-384 mostraron una
tendencia a valores mas altos que en los entrenudos inferiores, pasando de 121,5 um en IP20 a
109,4 um 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 nUmero de HV para cada genotipo
fue estable a lo largo del perfil espacial dentro de cada fase de crecimiento. Excepto en
macollaje, se observé un mayor nimero de HV en LCP 85-384 que en INTA 05-3116 en las

restantes etapas de desarrollo de la planta (Fig. 3.3 ¢, Apéndice 3 Tabla 3.1).
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Figura 3.3. Medias de los efectos principales de las medidas anatémicas de los entrenudos de LCP 85-384
(cultivar comercial) e INTA 05-3116 (biotipo de cafia energia) en cuatro estadios de desarrollo. Largo y ancho de los
haces vasculares en micrémetro (um) y niumero de haces por unidad de medicion. T= Macollaje; GG= Gran
crecimiento; ER=Maduracién temprana; LR=Maduracién tardia; IP= entrenudo

Prediccion del efecto funcional de los SNPs

Para predecir las posibles implicancias funcionales de los SNPs, se recurrid al sistema de

prediccidon de efectos de las variantes (VEP) de Ensembl Plants (Fig. 3.4). Este analisis se aplico a
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una lista de 261 posiciones gendmicas correspondientes a SNPs informativos de la poblaciéon en
estudio. Se observd un patrén de localizacion similar al explorado en el capitulo 1 con respecto
al porcentaje de variantes identificadas por cromosoma para el efecto de los SNPs. Las variantes
genéticas ubicadas rio arriba de los genes representaron el 23,4% del total (61 SNPs), mientras
que las variantes rio abajo de los genes constituyeron el 28,0% (73 SNPs), conformando mas de
la mitad de las variantes detectadas, con una suma del 51,3% (Fig. 3.4). Ademds, se encontraron
21 variantes intergénicas (8,1%) y 60 SNPs intrdnicos (23,0%) (Fig. 3.4). Se identificaron 20
variantes con cambio de sentido y 16 sindnimas. Por su parte, 3 SNPs se localizaron en la regién
de splicing alternativo. Finalmente, se hallaron 6 variantes en la region 3' UTRy 1 en la 5' UTR

(Fig. 3.4).
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Figura 3.4. Andlisis funcional in silico de SNPs. Tipos de variantes encontradas para el panel de 261 SNPs y su
frecuencia de aparicion.
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Anotacion génica de los 261 loci

Se realizd la anotacién funcional por inferencia usando la base de datos Ensembl Plants para
comprender mejor el impacto bioldgico de las variantes genéticas identificadas. A partir de los
261 loci analizados, se identificaron 28 SNPs ubicados en regiones codificantes, tales como
regiones 3’ y 5’ UTR, splicing alternativo y exones como posibles candidato para estudios de
asociacion (Tabla 3.1; Apéndice 3 Tabla 3.3). La Tabla 3.1 detalla la informacién correspondiente
a cada SNP, incluyendo su posicién en relacidon con el genoma de referencia (cv R570), alelos,
tipo de variante y los genes a los que estan asociados. Ademads, se buscé vincular estos genes a
las distintas vias o ciclos del metabolismo. De estos SNPs, 8 estdn asociados a proteinas de
membrana (de los cuales 5 pertenecen al mismo gen), 3 estdn relacionados con el
funcionamiento celular, 5 estan vinculados al crecimiento y desarrollo, 2 estan asociados al
estrés, 1 combina las dos categorias anteriores. Por otro lado, se registrd 1 SNP relacionado a
cada una de las siguientes rutas o ciclos metabdlicos: biosintesis de lignina, biosintesis de
purinas, flujo citoplasmatico, regulaciones transcripcionales, acidos 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 sintesis de polisacaridos (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
modificacién de las paredes celulares (SNP 234; ID: 122049_17; vinculado a la proteina de
reduccion de la acetilacion de la pared celular). Ademas, se encontraron dos intrones en factores
de transcripcion de genes relacionados con la sintesis de sacarosa, como el factor de
transcripcién para BZIP (SNP 42, ID: 15715 _29) y para WRKY (SNP 177, ID: 96556_143). Los

detalles de estos sitios polimodrficos se encuentran en el Apéndice 3, Tabla 3.3.
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Tabla 3.1. Andlisis funcional in silico de SNPs. Descripcidn de 28 variantes SNPs seleccionadas a modo de ejemplo
y su asociacién al metabolismo vegetal. SNP_ID: nombre del SNP; Gen ID: nombre del gen asociado al SNP; SNP POS:
posicién del SNP en pares de bases, segun el genoma de referencia de la cafia de azucar del cv R570; SNP: variante
de referencia/variante alternativa; Tipo de variante: implicancia de la variante; Anotacion funcional - Gen: nombre de
la proteina, enzima o factor de transcripcidn asociado al SNP; Metabolismo: ruta o ciclo al que pertenece el gen del
SNP asociado.

N° SNP_ID  Cromosoma Gen_ID SNP POS SNP Tipo de variante Anotacion funcional - Gen Metabolismo

Proteina TRANSMISION DE POLEN
40 | 14275120  ShOl  ShO1_g028810 48784756 A/G sinbnima A:E:::NTE ) Crecimiento y desarrollo

bio d
51 | 1754560  ShO1  ShO1 034620 57483546 C/T consfn":i d';’ ©  Proteina de unién a la miosina 1 Flujo citoplasmatico
con cambio de  Factor de transcripcion sensible al

sentido etileno ERF073

53 20736_42 Sho1l Sh01_g039470 64985402 C /T Respuesta a estrés

56 21119_126 Sho1i Sh01_g040050 65865714 C /T 5_prima_UTR  Inhibidor de la proteinasa de cisteina Crecimiento y desarrollo

con cambio de

59 22095_107 Sho1 Sh01_g041730 68144573 A /G sentido Proteina Dirigente Biosintesis de lignina
Fosforibosil aminoimidazol-succi
66 |31133.133  Sh02  Sh02_g015170 28854584 C/T  sinonima 0storibosit aminoIMIAazol-sucano g intesis de purinas
carboxamida sintasa
con cambio de  Proteina vegetal isoprenilada 41 Crecimiento, desarrollo,
71 | 31721.80  sho2  Sh02_g016110 30678593 G /C ) eina vegetal 15op ,
sentido asociada a metales pesados respuesta a estrés

Proteinas de la familia SR proteina-
cinasa especifica Il (SRPK4)
Proteinas de la familia Il de la
proteina cinasa especifica del SR

72 34111 _44 Sh02 Sh02_g020250 36503815 C /T 3_prima_UTR Crecimiento y desarrollo

73 34111_135 Sh02 Sh02_g020250 36503906 A /G  3_prima_UTR Crecimiento y desarrollo

bio d Regulacié

77 | 38037118  sh02  Sh02_g026950 45863362 T/c O @MPIOCE b oieina de union a ARN egulacion

sentido postranscripcional

Metaboli Acid

99 | 4918747  Sh03  Sh03_g016700 29709876 T/G  sinénima  Acil-CoA sintetasa de cadena larga gr:SZS("Sm" cldos
105 52535_52 Sho3 Sh03_g022050 38061066 C /T sindnima Proteina con dominio BSD Crecimiento y desarrollo
108 54307_136 Sho3 Sh03_g025100 42405274 T/G sindnima Proteina 2 similar a TOM1 Proteinas de membranas
131 69171_28 Sho4 Sh04_g019850 34011701 G /A sindnima Plastido (P)ppGpp sintasa Respuesta a estrés

Proteina VIP3 que contiene
repeticiones WD
con cambio de  similar a la proteina Os11g0587100  Estructura de la

148 77788_76 Sh0o5 Sh05_g008220 16430690 G /A sindnima Funcionamiento celular

149 | 77979_119 Shos Sh05_g008530 16967967 T /G

sentido (preniltransferasa) membrana celular
similar a la proteina HO305E08.1 (RRM Regulacion
153 84418 84 Shoé Sh06_g007200 13860027 G /A sinénima ) P - ; ( é -
domain-containing protein) postranscripcional
154 85290_8 Shoé Sh06_g008680 16056817 A /G sindnima Alfa-bisabolol sintasa Metabolismo secundario
193 |101832_105 Sho7 Sh07_g017160 28468845 T /A sindnima Beta C2-xilosiltransferasa Glicosiltransferasas

Transportador ABC de la familia B,

Proteinas de membranas
miembro 21

213 123364 _8 Sho9 Sh09_g003130 5126406 G /A sinénima

region

L Arabinosiltransferasa RRA1 Glicosiltransferasas
splicing_intrén

244 | 127495_112 sh10 Sh10_g009950 16910628 C /A

Proteasas d b
249 | 128509 49  Sh10  Sh10_g011180 20298999 C/T sindnima roteasas de memborana Proteinas de membranas
dependientes de metales

Proteasas de membrana
250 |128509_117 Sh10 Sh10_g011180 20299067 C /T 3_prima_UTR X Proteinas de membranas
dependientes de metales

Prot:
251 [128509.130  Sh10  Sh10_g011180 20299080 C/T  3_prima UTR | roreasasde membrana Proteinas de membranas
dependientes de metales

Proteasas d b
250 |128511 113 Sh10  Sh10_g011180 20299159 G/A  3_prima UTR o cocas demembrana Proteinas de membranas
dependientes de metales

Proteasas d b
253 | 128511 49  Sh10  Sh10 g011180 20299223 T/A 3 prima UTR . o cooos d€membrana Proteinas de membranas
dependientes de metales

con cambio de

257 133685_54 Sh10 Sh10_g018550 33613438 C/T sentido Quinasa de serina/treonina ATR Funcionamiento celular
bio d
260 | 13368556  Sh10  Sh10_g018550 33613440 A /G consfn":i d';’ € Quinasa de serina/treonina ATR Funcionamiento celular
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La Tabla 3.2 proporciona una visidon detallada de cdmo varian los genotipos en diferentes
muestras para cada uno de los cuatro SNPs seleccionados. Estos SNPs se distribuyen en distintos
cromosomas y estdn asociados con genes especificos, lo que permite identificar variaciones
genéticas potencialmente Utiles para la identificacion de variedades y la seleccidn asistida en
programas de mejoramiento genético. La informacion sobre los genotipos, incluyendo los
dosajes alélicos en muestras analizadas, proporciona datos valiosos para entender la

variabilidad genética y su aplicacién practica.

e EISNP 59, ID: 22095_107 (cromosoma 1; A/G) presenta una mutaciéon con cambio de
sentido en el gen de las proteinas dirigentes, que son un grupo de proteinas que juegan un
papel crucial en la biosintesis de lignina y en la formacién de compuestos fendlicos
estructurales (Li et al. 2022). En la version simplificada, simulando la diploidia, los genotipos
INTA 05-3116, NA 78-724, LCP 85-384 y NA 56-30, evaluados en el capitulo 1, se registraron
como heterocigotas, mientras que el HOCP 92-665 resulté homocigota AA. En los modelos
en los que se evalud el dosaje alélico, el parental LCP 85-384 también se registr6 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 resultd ser

homocigota GG, es decir, para el alelo alternativo (Tabla 3.2).

e EISNP 77, ID: 38037_118 (cromosoma 2; T/C) presenta una mutacién con cambio de
sentido en el gen de proteinas de unidon al ARN en plantas, clave en la regulacion
postranscripcional de la expresién génica. Estas proteinas se unen al ARN mensajero
(ARNm) y otros tipos de ARN para influir en su procesamiento, transporte, estabilidad, y
traduccién (Gururani 2023). Este caso es interesante porque en el biotipo INTA 05-3116 se
encontrod la variante alternativa en homocigosis, mientras que en el LCP 85-384 y NA 78-
724 resultaron homocigotas para la referencia en la versién simplificada. Sin embargo, al
evaluar a los parentales con sus dosajes alélicos el LCP 85-384 resultd heterocigota (con un
genotipo de 6/2). Ademds, 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),

combinacion que no se encontré en los parentales (Tabla 3.2).

e EISNP 193, ID: 101832_105 (cromosoma 7; T/A) presenta una mutacion sinénima en el
gen de la Beta C2-xilosiltransferasa, esencial para la sintesis y modificacidn de polisacaridos

en la pared celular de plantas, proporcionando resistencia y flexibilidad, lo cual permite su
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rapido crecimiento y adaptacidn a condiciones ambientales adversas (Takano et al. 2015;
Hrmova et al. 2022). Para este SNP, se registré un genotipo homocigota TT, tanto en el INTA
05-3116 como NA 56-30, mientras que para las demas accesiones fueron heterocigotas

(Tabla 3.2).

e El SNP 244, ID: 127495_112 (cromosoma 10; C/A) presenta una mutacion la region de
splicing en el gen de la arabinosiltransferasa RRA1, que es una enzima glicosiltransferasa,
es crucial en la incorporacidon de arabinosa a los polisacaridos de la pared celular,
contribuyendo a su robustez y flexibilidad para soportar el crecimiento y el estrés mecanico,
asi como a la adaptacién a condiciones ambientales adversas (Zhang et al. 2023). Para este
SNP, se registré un genotipo heterocigota en INTA 05-3116, NA 56-30, LCP 85-384, NA 78-
724, tanto en la version 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 mostrd 5 copias del alelo Cy 3 del alelo A, mientras que en LCP

85-384 se observaron 4 copias de cada alelo (Tabla 3.2).

Tabla 3.2. Asignacion de genotipos para cada SNP. Se seleccionaron cuatro SNPs: 22095_107, 38037_118,
101832_105 y 127495_112 para ejemplificar la informacidn 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 capitulo 1, analizado como diploide; LCP 85-384 diplo: panel No-150 del capitulo
1, analizado como diploide; NA 78-724 ploi8: panel de SNPs con los dosajes alélicos asignados del capitulo 2; LCP 85-
384 78-724 ploi8: panel de SNPs con los dosajes alélicos asignados del capitulo 2.

Cromosoma Gen ID SNP INTA 05-3116 N:?:;:M LC:?;':“ HOCP 92-665 NA 56-30 NAPT:;;M LC:|§;38
59 22095_107 sho1 Sh01_g041730 A/G 0/1 0/1 0/1 0/0 0/1 0/8 5/3
77 38037_118 Sh02 sh02_g026950 T/C 1/1 0/0 0/0 0/1 0/1 8/0 6/2
193 101832_105 sho7 Sh07_g017160 T/A 0/0 0/1 0/1 0/1 0/0 5/3 5/3
244 127495_112 sh10 sh10_g009950 C/A 0/1 0/1 0/1 0/0 0/1 5/3 4/4

Evaluacion de la heterocigosis

La cafia de azlicar es un cultivo altamente heterocigético. En comparaciéon con las
gramineas diploides, donde cada gen tiene una sola copia, en la cafia de azlcar estos genes
suelen tener de 2 a 6 copias, pudiendo llegar hasta 15 (Souza et al. 2019). Por esta razén, se
evalud la proporcién de alelos diferentes en los SNPs identificados. A partir de la informacion de
las 261 posiciones analizadas, se realizd el recuento de los SNPs en los que se obtuvieron
individuos heterocigotas y homocigotas, pero para facilitar la visualizacidén, 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
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variantes fueron heterocigotas en 90 o mas individuos. Estos extremos podrian ser de interés
particular para estudios de asociacién 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 cafia de aztcar. Nimero de individuos homocigotas y heterocigotas para cada SNP.
SNP_ID: nombre del SNP.

N° SNP_ID Cromosoma SNP Heterocigotas Homocigotas
40 14275_129 Sho1l A /G 97 0
51 17545_60 Sho1l c/T 84 13
53 20736_42 Sho1 c/T 97 0
56 21119 126 Sho1l Cc/T 87 10
59 22095_107 Sho1l A /G 96 1
66 31133_133 Sho2 G/C 97 0
71 31721_90 Sho2 Cc/T 84 13
72 34111 _44 Sho2 A /G 89 8
73 34111_135 Sho2 T/C 43 53
77 38037_118 Sho2 T/G 95 2
99 49187_47 Sho3 Cc/T 68 29
105 52535_52 Sho3 T/G 97 0
108 54307_136 Sho3 T/G 97 0
131 69171_28 Sho4 G/A 86 11
148 77788_76 Shos T/G 85 12
149 77979_119 Shos G/A 79 18
153 84418 84 Shoe A /G 97 0
154 85290_8 Shoe T/A 95 2
193 101832_105 Sho7 A /G 91 6
213 123364_8 Sho9 C/A 96 1
244 127495_112 Shio0 c/T 97 0
249 128509_49 Shio c/T 97 0
250 128509_117 Shio c/T 97 0
251 128509_130 Sh10 G/A 97 0
252 128511 113 Shio0 T/A 97 0
253 128511_49 Shio c/T 82 15
257 133685_54 Sh10 c/T 82 15
260 133685_56 Shio A /G 82 15

Al evaluar el comportamiento de cada individuo, se destacé el elevado niumero 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 registré un mayor nimero de SNPs como heterocigotas. Esto

sugiere que el segundo analisis refleja mejor la naturaleza heterocigota en poliploides.
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Tabla 3.4. Heterocigosis en cafia de azucar. Nimero de loci homocigotas y heterocigotas para cada individuo
evaluando las 261 posiciones gendmicas. NA 78-724 diplo: panel No-150 del capitulo 1 (resaltado en amarillo),
analizado como diploide; LCP 85-384 diplo: panel No-150 del capitulo 1 (resaltado en violeta), analizado como
diploide; NA 78-724 ploi8: panel de SNPs con los dosajes alélicos asignados del capitulo 2 (resaltado en amarillo); LCP
85-384 78-724 ploi8: panel de SNPs con los dosajes alélicos asignados del capitulo 2 (resaltado en violeta).

Loci Loci Loci Loci w Loci Loci
Individ
Individuos Heterocigotas Homocigotas e Heterocigotas Homocigotas Individuos Heterocigotas Homocigotas
INTA 053116 152 109| [Prol07 246 15| |Prol41 238 23
NA7872 diplo 213 4g| [Prol08 247 14| |pro142 245 16
LCP85384 diplo 240 21 z“’ifi ;:; i: Prol43 248 13
HOCP 92665 205 56| -2 Prol44 240 21
Prolll 251 10
NA 5630 195 63 Prol45 236 25
Proli2 249 12
NA7872 ploi8 250 11| {pror13 276 35| |Proldé 252 9
LCP8538 ploi8 260 1| [pro11a 250 11| |Prol4? 255 6
Pro83 239 22 Prolls 242 19 Pro148 244 17
Prog4 245 16| [proi16 250 11| |Pro14s 253 8
Pro8s 250 11 Proll7 256 5 Prol50 243 18
Prost 255 6| [pro11s 241 20| [Pro151 250 11
Pro87 249 12 Pro119 233 28 Prol52 237 24
Pross 240 21| [Pro120 254 7| [Prols3 255 &
Progs I s8] [pess 7| -
Prog0 241 20| [2© ro
Prool 56 5 Pro123 248 13 Prol56 245 16
ro Pro124 256 5| |Pro157 242 19
Pro92 243 18 Prol25 248 13 Pro158 253 8
Pro93 242 19 lero126 256 5| [pro159 247 14
Pro34 253 8 |Pro127 256 5 |Prot60 241 20
Pro95 246 15| |pro128 252 9 lprot61 228 13
Pro96 255 6 Pro129 243 18 Prol62 246 15
Pro97 248 13| |Pro130 241 201 fpro163 260 1
Pro38 245 16| |Prol3l 25 8 Iprot6a 249 12
Pro132 257 4
Pro99 255 6 Prol165 246 15
Pro133 248 13
Pro100 243 18 ro134 247 1a| |Prolé7 240 21
ro
Pro101 254 7 Prol3s 256 5 Prol68 257 4
Pro102 241 20 Prol36 246 15 Prol69 245 16
Pro103 249 12| [pro137 247 1a| |Pro170 241 20
Pro104 233 28 Pro138 246 15 Prol71 245 16
Pro105 240 21| [pro139 247 14| |Pro172 245 16
Prol106 252 9 Pro140 240 21 Prol74 254 7

Validacion de los SNPs

Se realizé una busqueda en la bibliografia para ver si los SNPs hallados en este trabajo
fueron reportados previamente. En este sentido, se tomo el trabajo de Souza et al. (2019) y se
encontré que 20 de los 261 loci con funcién asignada coinciden con los reportados para la
variedad SP80-3280 (Tabla 3.5). Cabe destacar que, en ese trabajo, los autores utilizaron otra
metodologia para la generacidon de SNPs, desde la preparacion de la biblioteca gendmica, tipo
de secuenciacién y analisis bioinformatico (Souza et al. 2019). La Tabla 3.5 informa la
denominaciéon numérica asignada a cada variante SNP identificada en esta tesis, el nombre del
SNP asignado, el cromosoma y la posicién en pares de bases segun la referencia del cv R570, la
variante de referencia y la alternativa, asi como el nombre de la proteina, enzima o factor de
transcripcién asociado al SNP. Ademas, se especifica la posicién referenciada al genoma de la

variedad SP80-3280 (Tabla 3.5).
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Tabla 3.5. Comparacién de SNPs encontrados en este trabajo y en Souza et al. (2019). 20 variantes SNPs
compartidas entre la publicacién Souza et al. (2019) y este trabajo de Tesis. N°: nimero de SNP de la Tabla 3.1; SNP_ID:
nombre del SNP; R570 Cromosoma: cromosoma de la cafia de azucar del cv R570; Gen_ID: nombre del gen asociado
al SNP; SNP_POS: posicidén del SNP en pares de bases, segliin el genoma de referencia de la cafia de azucar 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. Anotacidn funcional - Gen: nombre de la proteina, enzima o factor de transcripcion
asociado al SNP.

N° SNP_ID '0Cromosa  Gen_ID SNP_POS SNP gene_sp80 SP80_contig Anotacion funcional - Gen
P ina TRANSMISION ABERRANTE DE
40 |14275_120 ShO1  ShO1_g028810 48784756 A /G uti_cns_0123139.4 uti_cns_0123139 P:Lt:,;”f SMISIO
51 |17545_60 Sho1 Sh01_g034620 57483546 C /T uti_cns_0076942.3 uti_cns_0076942 Proteina de unién a la miosina 1
53 |20736.42  Shol ShO1_g039470 64985402 C/T  uti_cns 00468719 uti_cns_ 0046871 |2cto" de transcripcion ERFO73 que
responde al etileno
56 [21119_ 126 ShO01 Sh01_g040050 65865714 C/T uti_cns_0180774.4 uti_cns_0180774 Inhibidor de la proteinasa de cisteina
59 22095_107 Sho1 Sh01_g041730 68144573 A /G uti_cns_0041399.8 uti_cns_0041399 Proteina Dirigente
Fosforibosil aminoimidazol-succi
66 [31133_133 Sh02  Sh02_g015170 28854584 C/T uti_cns_0022996.1 uti_cns_0022996 - o' oS aminoimidazol-succino
carboxamida sintasa
Protef tal i ilada 41
71 [31721.90  sho2 Sh02_g016110 30678593 G /C uti_cns_0213914.3 uti_cns_0213914  OLc/na vegetalisopreniiada
asociada a metales pesados
Protef de la familia SR proteil
72 34111 44  sho2 Sh02_g020250 36503815 C/T  uti_cns_0140879.1 uti_cns_0140879 o o nas @€ la tamilia 5t proteina
quinasa especifica |l (SRPK4)
77 38037_118 Sh02 Sh02_g026950 45863362 T/C uti_cns_0229455.1 uti_cns_0229455 Proteinas de unién al ARN
99  |49187_47 Sho3 Sh03_g016700 29709876 T /G  uti_cns_0047315.1 uti_cns_0047315 Acil-CoA sintetasa de cadena larga 4
105 [52535_52 Sho3 Sh03_g022050 38061066 C /T  uti_cns_0209082.3 uti_cns_0209082 Proteina con dominio BSD
108 [54307_136 Sh03 Sh03_g025100 42405274 T /G  uti_cns_0271902.2 uti_cns_0271902 Proteina 2 similar a TOM1
131 (6917128 Sho4 Sh04_g019850 34011701 G /A uti_cns_0320494.1 uti_cns_0320494 Sintasa de plastidio (P)ppGpp
. . Proteina VIP3 que contiene
148 |77788_76 Sh05 Sh05_g008220 16430690 G /A uti_cns_0291462.1 uti_cns_0291462 .
repeticiones WD
Simil | teina HO305E08.1
153 [84418.84  ShO6  Sh06_g007200 13860027 G /A uti_cns_0006206.6 uti_cns_0006206 o 2 1@ Proteina
(proteina que conti
154 (85290_8 Sh06 Sh06_g008680 16056817 A /G uti_cns_0339519.1 uti_cns_0339519 Sintasa de alfa-bisabolol
193 (101832_105 Sh07 Sh07_g017160 28468845 T /A  uti_cns_0235753.1 uti_cns_0235753 Beta C2-xilosiltransferasa
Ti tador ABC de la familia B
213 1233648  Sho9 Sh09_g003130 5126406 G /A uti_cns_0126667.2 uti_cns_0126667 o -portador ¢ fatamilia 5
miembro 21
. . Proteasa de membrana dependiente de
249 |128509_49 Sh10 Sh10_g011180 20298999 C/T  uti_cns_0130101.2 uti_cns_0130101 .
metal similar
257 |133685_54 Sh10 Sh10_g018550 33613438 C/T uti_cns_0183331.5 uti_cns_0183331 Quinasa de serina/treonina ATR
Discusion

Para mejorar la produccién de bioenergia a partir de fuentes derivadas de la cafia de azucar,
resulta fundamental comprender mejor la biosintesis de su pared celular. Esto permitiria el
desarrollo de cultivares con mayor biomasa y paredes celulares mas susceptibles a la hidrdlisis.
En este capitulo se ha caracterizado la variabilidad anatomica de los entrenudos en el cultivar
comercial LCP 85-384 y el biotipo de cafia energia INTA 05-3116, los cuales presentan diferencias
fenotipicas marcadas a campo. Ademas, se explord el impacto bioldgico de variantes alélicas
identificadas en el capitulo 2 sobre genes candidatos relacionados con el metabolismo de la

sacarosa, y el metabolismo de la lignina.
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Las regiones reconocidas en la caracterizacidn de las dos variedades de cafia fueron
similares a lo observado por distintos autores en la misma especie y en otras gramineas (Da
Costa et al. 2019; Zhong et al. 2019). En el centro del tallo, en la regidn conocida como médula,
las células de parénquima son mas grandes que los tipos de células circundantes. En estudios
previos, se hipotetizé que los haces vasculares se forman en el punto de elongacién o antes del
proceso de diferenciacién celular, ya que su nimero no varia significativamente, al igual que los
resultados observados en este capitulo (Matos et al 2013). De forma andloga, el tamafio de los
haces vasculares (HV) de cada genotipo no tuvo variaciones significativas a lo largo del cultivo.
Sin embargo, al evaluar los genotipos, se observd que INTA 05-3116 tendid a tener HV mas largos
gue LCP 85-384 en varias etapas de desarrollo, mientras que LCP 85-384 presentd HV mas
anchos, especialmente durante la Gltima etapa evaluada (Figura 3.3; Apéndice Tabla 3.1). En
cuanto al impacto de las etapas de desarrollo, los resultados durante la maduracién temprana,
con diferencias significativas en la longitud de HV entre los genotipos, sugieren que INTA 05-
3116 puede estar mejor adaptado para un crecimiento rapido en esta fase (Figura 3.3; Apéndice
Tabla 3.2). Durante la maduracion tardia, las diferencias observadas resaltan la estabilidad de
ciertas caracteristicas morfoldgicas en cada genotipo. LCP 85-384 mantiene un mayor ancho de
HV (Figura 3.3; Apéndice Tabla 3.2), lo que podria 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 relacién 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 drea entre los haces vasculares
aumenté significativamente en 5300 um2 entre la elongaciéon y la emergencia de la
inflorescencia (Matos et al 2013). Por lo tanto, el aumento del area del entrenudo del tallo antes
de la floracion fue explicado por un incremento en el tamafo de las células parenquimaticas y

no un cambio en el tamafio de los haces vasculares (Matos et al. 2013).

Como la mayoria de los cultivares de cafia energia (Sandhu et al. 2015, 2016; Fanelli et
al.2020), el INTA 05-3116 esta estrechamente relacionado con el ancestro silvestre de alto
contenido en fibra S. spontaneum (Garcia et al. 2022). La influencia de esta especie ancestral fue
evidente a nivel histolégico, en donde el INTA 05-3116 mostré un menor niumero de HV y
didmetro de los vasos del metaxilema que el cultivar de cafia de azucar, lo que probablemente
sea heredado de S. spontaneum (Poelking et al. 2015). Ademas, los resultados histoquimicos
revelaron que la deposicion de lignina en INTA 05-3116 se extendia a las paredes celulares del
parénquima, patron que fue descripto anteriormente en S. spontaneumy S. Robustum (Poelking

et al. 2015; Llerena et al. 2019). La mayor intensidad de la tincién de floroglucinol en los tejidos
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evaluados del INTA 05-3116, en comparacion con el LCP 85-384, se debid probablemente al
mayor contenido total de fibra del INTA 05-3116, que fue 121% superior al LCP 85-384, en la
etapa de maduracién tardia y no a una diferencia en el contenido de lignina, que fue similar en

ambos genotipos evaluados (Garcia et al 2023).

De forma complementaria a los estudios sobre la anatomia de la pared celular,
investigamos la anotacién funcional de los SNP identificados en el capitulo 2 para vincularlos a
genes candidato para caracteristicas agroindustriales. Las anotaciones funcionales de SNP
contribuyen al descubrimiento de variantes implicadas en regulacidn génica. Esta informacion
es relevante para proponer estrategias mas focalizadas y eficaces en el estudio de la base
genética de caracteristicas complejas. Los paneles de marcadores moleculares caracterizados en
esta tesis (capitulos 1 y 2) permitieron identificar 261 posiciones gendmicas presentes la
poblacién en estudio sobre los cuales se realizé un proceso de anotacidn funcional. Para ello se
predijo el efecto de las variantes (VEP) usando la base de datos Ensembl Plants. Este proceso
eficientiza la interpretacién de los SNPs, al clasificarlos utilizando términos establecidos en la
base de datos Gene Ontology para las categorias funcién molecular, compartimentalizacion y
proceso bioldgico (Mclaren et al. 2016). Esta informacidn facilita el andlisis y priorizacion de
variantes genéticas. Ademas, estas pueden visualizarse en el contexto de la estructura génicay
los dominios proteicos. Como ya se ha mencionado a lo largo de este trabajo de tesis, estas
herramientas son fundamentales para el avance en la caracterizacion de la cafia de azucar,
aunque el desarrollo de las mismas sigue siendo limitado por la baja disponibilidad de genomas
completos de alta calidad para ser usados como referencias. En este sentido, los proyectos de
abordaje gendmico se ven acotados en el porcentaje de lecturas alineadas con las referencias
disponibles. En coincidencia con este trabajo, Chaves et al. (2022) reporté alineamientos del
50% lecturas provenientes de GBS contra la referencia del cv R570 (Garsmeur et al. 2018), no
obstante, la proporcidn de los SNPs con datos funcionales fue baja. Estos autores describieron
patrones de distribucién gendmica similares a los encontrados en esta tesis. Respecto a las
implicancias funcionales de los SNPs, también reportan un menor nimero de loci en las regiones
codificantes en comparacidon con las regiones no. Otros autores reportaron una abundancia de
variantes génicas especialmente en las regiones reguladoras aguas arriba de los genes, lo que
puede afectar el nivel de expresion entre las distintas copias de los genes (Souza et al. 2019). En
este trabajo, se destacd que la frecuencia de SNPs en los extremos 3'UTR (6 SNPs) fue mayor
que enlas 5'UTR (1 SNP), un resultado similar fue descripto por Parida et al. (2016). Estos autores
sugieren que las secuencias no codificantes 5'UTR estdn funcionalmente mas conservadas que

las 3'UTR, ya que contienen secuencias que regulan la expresion.
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Mediante la utilizacién de paneles de marcadores moleculares asociados a genes
candidato, es posible concentrarse en las regiones funcionales del genoma. Esta aproximacion
facilita la comparacion de caracteristicas contrastantes en las variedades a mejorar, como el
contenido de azucar o la estructura de la pared celular de los distintos genotipos (Khanbo et al.
2021). Sin embargo, es necesario realizar multiples pruebas para validar los resultados obtenidos
en genomas complejos como la caia de azlcar, con altos niveles de ploidia y de heterocigosis.
No obstante, la presencia de SNPs asociados a una amplia gama de funciones bioldgicas sugiere
gue estos marcadores genéticos pueden aportar informaciéon sobre multiples aspectos del
crecimiento, el desarrollo y la respuesta a diferentes condiciones ambientales. La tabla Apéndice
3 Tabla 3.3 describe la anotacidn de las 261 variantes SNPs, lo cual permite explorar variantes
con impacto potencial en el metabolismo de una ruta, ciclo o via particular. En la Tabla 3.1 se
recopila la informacién sobre 28 SNPs, en lo que se examind con gran precisién cdmo un cambio
de base puede afectar diversos aspectos celulares y moleculares que ocurren en la poblacion de

estudio.

Por ejemplo, la identificacion de SNPs asociados a las paredes celulares provee informacion
respecto a roles criticos en el transporte de nutrientes, la comunicacién celular y la respuesta a
factores ambientales, sugiriendo que los SNPs identificados pueden tener un impacto
significativo en la adaptacién y la supervivencia de la planta. En este trabajo se detectaron varios
SNPs vinculados con proteinas y enzimas claves para las paredes celulares. EI SNP 59, ID:
22095_107 presenta una mutacién con cambio de sentido en el gen de una proteina dirigente.
Estas proteinas no tienen actividad enzimatica propia, pero dirigen la formacion
estereoespecifica de compuestos fendlicos, particularmente lignanos, al guiar la accién de otras
enzimas. En la biosintesis de ligninas, estas proteinas guian la polimerizacién de monolignoles.
Los lignanos y ligninas refuerzan las paredes celulares, actuando como barreras fisicas en la
respuesta de las plantas a estreses bidticos y abidticos, al ayudar a mantener la integridad de la
pared celular y regular la transpiracién (Li et al. 2022). Por su parte el SNP 234, 1D:122049 17
ubicado en un intrén esta vinculado con el gen involucrado en la regulacion de la acetilacién de
los componentes de la pared celular (RWA, por sus siglas en inglés, de "Reduction of Wall
Acetylation"), como los polisacéridos (pectinas, hemicelulosas). La acetilacion afecta las
propiedades fisicas y quimicas de la pared celular, incluyendo su porosidad, rigidez y capacidad

de interaccion con otras moléculas.

La estructura de la pared celular influye en la capacidad de la planta para retener agua y
regular el transporte de solutos, lo cual es esencial para la supervivencia en condiciones

adversas. Las glicosiltransferasas son un grupo de enzimas que participan en la biosintesis de
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polisacaridos como la celulosa, hemicelulosa y pectina en las paredes celulares de las plantas,
entre otras rutas metabdlicas. La presencia de SNPs asociados a genes que codifican para
glicosiltransferasas, como la beta c2-xilosiltransferasa (SNP 193, ID: 101832_105) y la
arabinosiltransferasa (SNP 244, ID: 127495 112) podrian ser utilizados para evaluar el
comportamiento de estas enzimas en el metabolismo de la cafia de azucar. La actividad de la
beta C2-xilosiltransferasa en la sintesis de hemicelulosa contribuye a estas propiedades
estructurales, permitiendo a la planta mantener su forma y resistir estrés mecanico (Bencur et
al. 2005). La modificacion de los componentes de la pared celular, incluida la incorporacion de
xilosa por la beta C2-xilosiltransferasa, permitiria a las plantas a adaptarse a diversas condiciones
ambientales, como la sequia y la salinidad, al fortalecer la estructura celular y regular el
transporte de agua y solutos (Takano et al. 2015; Hrmova et al. 2022). Por su parte, la actividad
de la arabinosiltransferasa en la incorporacion de arabinosa en los polisacdridos contribuye a las
propiedades estructurales, permitiendo a la planta mantener su forma vy resistir el estrés
mecanico. La identificacidon de variantes especificas asociadas a estas enzimas podria revelar
patrones de regulacién o eventos de seleccion que han afectado la evolucién de estas vias
metabdlicas. En este trabajo, se registraron variante localizadas en 6 intrones vinculados con
genes implicados en la sintesis de polisacdridos, especificamente con hexosiltransferasas (SNP
8, ID: 22325_137; SNP 21, ID: 2070_95; SNP 22, ID: 2070_93; SNP 23, ID: 2070_43). Las
hexosiltransferasas juegan un papel crucial en la sintesis de polisacaridos, como la celulosa y la
hemicelulosa, que son componentes esenciales de la pared celular. Ademas, estas enzimas
pueden estar implicadas indirectamente en el metabolismo de la sacarosa y otros
oligosacdridos, facilitando la formacién de moléculas complejas a partir de azUcares simples. Se
identificd un SNP en cada uno de los factores de transcripcidon WRKY y bZIP, los cuales regulan
genes involucrados en la fotosintesis y en la producciéon de compuestos intermedios necesarios
para la sintesis de sacarosa, como la sacarosa-fosfato sintasa. Ademas, estos factores de
transcripcién estdn implicados en la respuesta de las plantas a diversas formas de estrés, tanto

bidtico como abidtico (Xue et al. 2022).

La identificacion de varios SNPs asociados al mismo gen, como es el caso del gen de la
proteasa de membrana dependiente de metales (SNPs de 249 a 253 vinculados con el Gen ID:
Sh10_g011180, Tabla 3.1), puede indicar la presencia de regiones gendmicas sujetas a una
fuerte presidon de seleccion, lo que a su vez implicaria una mayor variabilidad fenotipica en la
poblacion para determinados caracteres (Bowles 2002; Ernst y Klaffke 2003). Al igual que lo
observado en el capitulo 2, la Tabla 3.2 presenta las discrepancias con relaciéon al estado de las

variantes SNP cuando se caracterizan como de segregacién mendeliana respecto a la poliploide.
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Un ejemplo es el SNP 59: ID: 22095_107 que resultd en un genotipo heterocigota (A/G) en el
analisis simplificado (simulando que se trata de una especie diploide), mientras que para el
parental NA 78-724 analizando los dosajes alélicos resulté en homocigota para el alelo
alternativo (0/8). Un caso inverso se dio en el SNP 77; ID: 38037_118 donde el LCP 85-384 resultd
ser homocigota para la referencia (T/T) con el analisis diploide y heterocigota con el poliploide
(6/2). Basandonos en estos resultados, recomendamos que, para genomas tan complejos como
este, se priorice la asignacidn de recursos durante la secuenciacién para obtener profundidades

por locus que faciliten la determinacién precisa de los dosajes alélicos.

Varios autores han destacado altos niveles de heterocigosidad en la cafia de azucar
(Gutierrez et al. 2018; Souza et al. 2019). A pesar de la identificacion de multiples variantes
alélicas en un mismo loci, las mutaciones que implican una sola variante genética son mas
comunes que aquellas con tres o cuatro SNPs. Por su parte, resultados de andlisis de citologia
en cultivares modernos han demostrado que la mayoria de los cromosomas en cafia usualmente
forman bivalentes, lo que podria explicar que la mayoria de los SNPs sigan un comportamiento
bialélico (Vieira et al. 2018; Souza et al. 2019). Sin embargo, la presencia de varias copias génicas
reportadas en la bibliografia (Souza et al. 2019), nos llevo a evaluar la heterocigosis de la
poblacién biparental bajo estudio (Tablas 3.3 y 3.4). El alto nimero de loci heterocigotas en la
mayoria de los individuos, incluso la presencia de individuos completamente heterocigotas (72
genotipos) resalta la diversidad genética dentro de la poblacién, sugiriendo una alta capacidad
de adaptacion a diferentes entornos o condiciones ambientales. El SNP 73 ID: 34111_135, uno
de los pocos SNPs en los cuales se identificaron mds variantes homocigotas que heterocigotas,
podria indicar una seleccidn o una presion evolutiva especifica en ese locus. La exploracién de
este sitio genético en otras variedades de cafia de azucar o, incluso de otras especies del género
Saccharum, resulta interesante para conocer la implicancia en términos de la historia evolutiva
o la adaptacién de la poblacién. Otros autores han reportado diferentes niveles de heterocigosis
en las especies fundadoras de cafa de azlcar, a partir de calcular los indices de Shannon, a través
de la evaluacion de 36 marcadores microsatélites (Nayak et al. 2014). Los resultados mostraron
indices de Shannon para S. spontaneum (0,492), S. officinarum (0,456), S. Barberi (0,423), S.
robustum (0,427) y S. sinense (0,383). Estos valores sugieren una mayor heterocigosidad en las

dos primeras especies fundadoras, lo que contribuye a la variabilidad genética de sus progenies.

La validacion de las variantes SNP mediante la comparacién con los SNP reportados por
Souza et al. (2019) otorga valor adicional a nuestros hallazgos (Tabla 3.5). La consistencia en la
identificacion de estas variantes en los mismos loci, utilizando una metodologia diferente en

cuanto a la preparacién de la biblioteca gendmica (kit de lllumina TruSeq), secuenciacién con
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lecturas largas (~5 kb) y andlisis bioinformatico, respalda la robustez de nuestros resultados.
Ademas, se empled una variedad de caina de azucar diferente (SP80-3280). En el estudio de
Souza et al. (2019), los autores se propusieron ensamblar las regiones genéticas de la variedad
SP80-3280, ampliamente cultivada en Brasil, mediante comparaciones con otras especies de
gramineas. Una vez obtenido el ensamblado, realizaron un mapeo contra el genoma de
referencia del sorgo y el del cultivar R570 de caia de azucar (el mismo utilizado en este trabajo
de tesis) para identificar los SNPs. Los resultados obtenidos son de gran utilidad los programas
de mejoramiento locales tanto para para llevar a cabo estudios de asociacion de genoma
completo (GWAS), como de seleccion gendmica, en conjunto con andlisis fenotipicos

complementarios.

En este capitulo se realizd una caracterizacién de la variabilidad anatémica de los
entrenudos en el cultivar comercial LCP 85-384 y el biotipo de cafa energia INTA 05-3116,
aportando informacién util de las estructuras fisicas y morfoldgicas de los segmentos del tallo.
Cuando se evaluaron los genotipos, se observé que INTA 05-3116 tendid a tener HV mas largos
que LCP 85-384 en varias etapas de desarrollo, mientras que LCP 85-384 presentd HV mas
anchos, especialmente durante la etapa previa a una cosecha tardia. En cuanto al impacto de
las etapas de desarrollo, la longitud de HV entre los genotipos fue significativamente mayor
durante la maduracién temprana, lo que sugiere que el biotipo de alta fibra puede estar mejor
adaptado para un crecimiento rapido en esta fase. A su vez, se logré la exploracién del impacto
bioldgico de 261 SNPs de alta calidad y representatividad. Se registraron un mayor nimero de
variantes polimérficas en regiones reguladoras (rio arriba o debajo de genes), respecto a
regiones codificantes. Los datos generados en este capitulo permitieron detectar varios
polimorfismos vinculados con proteinas y enzimas claves para las paredes celulares, que
intervienen en la sintesis de polisacdridos y lignina que agregan valor a los paneles de SNP
desarrollados. En concordancia con los resultados obtenidos por otros grupos de trabajo, se
encontraron altos niveles de heterocigosis en la poblacion analizada, incluso la presencia de 72

individuos completamente heterocigotas para los 261 loci evaluados.
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Sintesis final

Poseer un conocimiento detallado de la diversidad genética del germoplasma utilizado en
el mejoramiento de la cafia de azlcar es crucial para determinar la estructura poblacional dentro
de las colecciones de germoplasma y comprender los patrones de diversidad. Esto permite
seleccionar progenitores adecuados para cruzamientos dirigidos, con el objetivo de lograr la
introgresion efectiva de alelos favorables para los rasgos de interés. En los programas de
mejoramiento de instituciones publicas, la adopcion de herramientas moleculares
generalmente se ve restringida por la falta de recursos, financiamiento e infraestructura. Esta
condicién limita la complementacién de las estrategias de mejoramiento clasico con las
innovaciones emergentes de las tecnologias gendmicas. Sin embargo, estos avances recientes
en este campo ofrecen alternativas eficientes para la caracterizacion molecular de poblaciones
de mejoramiento, alentando a los programas mas pequeios a diversificar sus estrategias
mediante la incorporacion de datos moleculares. Esta tesis se enfocé en desarrollar marcadores
moleculares de tipo SNP a nivel poblacional en cafia de azucar, empleando técnicas de
genotipificacién por secuenciacion. Se explord su potencial en estudios de diversidad, mapeo
genético y el efecto funcional de los loci SNP. Este trabajo se enmarca en las prioridades

estratégicas del drea de biotecnologia para el mejoramiento de la cafia de azlcar en INTA.

En este trabajo, se puso a punto un protocolo de ddRADSeq (digestion con dos enzimas de
restriccion) en un numero reducido de genotipos de cafia de azucar del programa de
mejoramiento de INTA. Luego, el protocolo fue escalado a un mayor nimero de muestras,
proporcionando informacién relevante sobre marcadores moleculares SNPs a nivel poblacional.
Este protocolo fue evaluado desde el laboratorio hasta el andlisis bioinformatico, comparando
distintas plataformas de secuenciacidn y pardmetros para obtener SNPs confiables. Como
resultado se generd un panel de 47.964 SNPs para cinco lineas del programa de mejoramiento,

y otro panel de 2.066 SNPs para la poblacidon de mejoramiento NA 78-724 x LCP 85-384.

Con estos datos se generaron mapas genéticos para la poblacion de cafia de azucar a través
de dos enfoques. El primero se basd en algoritmos desarrollados para especies diploides,
generando un mapa marco preliminar representativo de los 10 grupos de ligamiento de la cafia
de azucar. El segundo enfoque se basdé en estimar los dosajes alélicos para reflejar la naturaleza
poliploide, generando un mapa de haplotipos que permita estimar la contribucidn de cada
parental sobre los loci en estudio. Disponer de herramientas y métodos para desarrollar estos
mapas es crucial para entender la estructura del genoma sustentar el mejoramiento de
variedades para caracteristicas de interés agroindustrial.
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Se evalué la estructura poblacional, lo que permitid la identificacién de agrupamientos
consistentes y la diferenciacion de conjuntos de genotipos, reflejando la presencia de

combinaciones alélicas Unicas.

Se realizd una caracterizacion de la variabilidad anatémica de los entrenudos en el cultivar
comercial LCP 85-384 vy el biotipo de cafia energia INTA 05-3116. EI INTA 05-3116 mostré menor
numero de haces vasculares y didmetro del metaxilema y su deposicién de lignina se extendio
mas hacia el tejido parenquimatico, en comparacion con la cafia comercial a lo largo del ciclo de
crecimiento. Se observaron haces vasculares mas largos en INTA 05-3116 que en LCP 85-384 en

varias etapas de desarrollo, mientras que este ultimo presentd haces vasculares mas anchos.

Finalmente, se evalud el panel generado en relacién con genes de interés agroindustrial,
especialmente aquellos asociados al metabolismo de polisacdridos y otros componentes de las
paredes celulares. Se exploré el impacto biolégico de 261 SNPs de alta calidad y
representatividad, destacandose la identificacion de 28 SNPs en regiones codificantes con
potencial impacto bioldgico. Entre estos, se detectaron 15 polimorfismos vinculados a proteinas

y enzimas clave en la sintesis de polisacdridos y otros componentes de la pared celular.
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Conclusiones

La tecnologia ddRADseq demostrd ser eficiente para el desarrollo de SNPs en cafia de
azucar. La seleccion de enzimas de restriccidon sensibles a la metilacién resulté adecuada para
muestrear el genoma de manera homogénea a lo largo de todos los cromosomas. Se obtuvieron
paneles de SNPs en cantidad y representacién global del genoma, conforme a lo esperado por
el método. Esta metodologia fue reproducible tanto intra-muestras (en distintas bibliotecas y
momentos, asi como en diferentes plataformas de secuenciacién) como entre muestras (en una

poblacién de 90 individuos).

La metodologia es adecuada para programas de mejoramiento genético con bajo
financiamiento, ya que puede aplicarse en distintos momentos segun la necesidad y el
presupuesto. La intensidad de secuenciacidén en cafia de azucar es crucial. Es posible obtener
marcadores SNPs robustos utilizando lecturas pareadas de un tamafio minimo de 150 pb, una
profundidad de lectura minima de 10, un maximo de 4 millones de lecturas por individuo y un
numero minimo de 90 individuos. Sin embargo, como recomienda la literatura, se comprobd
que, para la asignacion correcta de dosajes alélicos, la profundidad minima de lecturas debe ser

de 56.

El genoma de referencia utilizado permitio la identificacion de numerosas variantes SNPs,
potencialmente Utiles y aplicables en el programa de mejoramiento del INTA; sin embargo, las
tasas de alineamiento con el genoma monoploide del R570 sugieren que se trata de un cultivar
genéticamente distante de las variedades argentinas y americanas. Utilizar una referencia mas
cercana o, incluso, la de los mismos parentales permitiria un mejor aprovechamiento de los
datos de secuenciacidon. Ademas, con estos mismos datos, se podria realizar un nuevo analisis
utilizando la referencia poliploide, que posee 5,04 Gb de datos organizados en 10 grupos
homdlogos, lo que resultaria en una mayor cobertura del genoma en comparacién con el

ensamblado de 530 Mb utilizado aqui como la referencia.

El panel de SNPs resultd eficiente para captar la variabilidad entre las accesiones de los
programas de mejoramiento genético de INTA y USDA evaluados, demostrando su potencial

para la seleccion de parentales de futuras poblaciones de mejoramiento.

La estrategia de secuenciacion de menor intensidad aplicada a la progenie de la poblacién
de mejoramiento, habiendo definido previamente los paneles de SNPs en las lineas parentales
con una profundidad de 56x, resultd eficiente para la generacién de un panel de 2066

marcadores.
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La representacion gendmica de los SNPs permitié reconstruir 38 grupos de ligamiento
parciales correspondientes a los 10 cromosomas basicos de cafia de azucar. Dada la complejidad
del genoma, el mapeo genético basado en marcadores de segregacion mendeliana requiere
paneles de marcadores mds abundantes debido a la baja proporcién de marcadores con esta

segregacion.

La estimacidn de los dosajes alélicos y el mapeo basado en algoritmos poliploides permitié
la reconstruccién de los haplotipos, reflejando la contribucidén de cada parental en las progenies
de la poblacién de mapeo. Considerando que la cafia de azlcar es una especie alopoliploide que
presenta aneuploidias, es fundamental contar con mayor profundidad de lecturas por loci para

lograr una asignacion de dosajes alélicos mas representativa y de mayor cobertura genémica.

Para realizar una seleccién de parentales para mejoramiento de materiales multipropdsito,
las mediciones a nivel de haces vasculares y distribucion de lignina necesitan ser
complementadas por mediciones quimicas de los componentes basicos de las paredes celulares

para ser informativos.

La prediccion de la funcidn de los SNPs corroboré que la metodologia implementada fue
exitosa para explorar regiones codificantes del genoma, incluyendo aquellas con posible
implicancia en el metabolismo de los polisacaridos y otros componentes de la pared celular,
posibilitando la identificacion de genes candidato que pueden ser relevantes para futuros

estudios.
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Figura 1.1. Gel de agarosa con ADN gendmico de los genotipos analizados. L: marcador de peso molecular (1kb).
5 pl de muestra fueron sembrados en cada calle. Distintas intensidades se deben a diferentes concentraciones (Tabla
1).

Tabla 1.1. Cuantificacién de la concentracion e indices de pureza de ADN gendmico. Contenido de acido
nucleicos medidos con Nanodrop ((ng/ul)). Relaciones de los indices de absorbancia de las muestras analizadas
(A260/A280 y A260/A230) y contenido de ADN medido con Qubit (ng/ul).

Nanodrop Absorbancia Absorbancia QUIBIT

Genotipo " ./ul)  260/280  260/230  (ng/ul)
NA78724 | 181,78 1,91 2,39 20
LCP 85384 | 169,68 1,94 2,39 11
HOCP 92-665 | 181,42 1.9 2,46 29,3
NA 56-30 136,41 1,99 2,49 10,4
INTA 05-3116| 163,93 1,91 2,31 18,7

Tabla 1.2. Numero de lecturas por muestra para dos plataformas de secuenciacion lllumina. Nimero de lecturas
por muestra para la secuenciacion NextSeq y NovaSeq vy la relacion de entre dichas plataformas por genotipo.

) NovaSeq:

Genotipo NextSeq NovaSeq NextSeq
NA 78-724 3.944.615 29057716 7,4
LCP 85-384 3.437.305 24093598 7,0
HOCP 92-665 | 2.943.710 20986808 7,1
NA 56-30 2.658.076 18674372 7,0
INTA 05-3116 | 3.168.549 23580998 7,4
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Tabla 1.3. Andlisis funcional in silico. Consecuencias de los SNPs para a. Ne-70 FS 1y b. No-150 FS 5
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a.Ne-70 FS1 Variantes procesadas 9,094|Overlapped genes 6,618
Mds severas Todas las consecuencias Regidn Codificante
Tipo de consecuencias cantidad Tipo de consecuencias cantidad | Tipo de consecuencias cantidad
splice_donor_variant 3 splice_donor_variant 3 stop_gained 5
splice_acceptor_variant 4 splice_acceptor_variant 4 stop_lost 4
stop_gained 5 stop_gained 5 start_lost 5
stop_lost 4 stop_lost 4 missense_variant 894
start_lost 5 start_lost 5 synonymous_variant 868
missense_variant 894 missense_variant 894
splice_region_variant 67 splice_region_variant 76
synonymous_variant 861 synonymous_variant 868
5_prime_UTR_variant 69 5_prime_UTR_variant 69
3_prime_UTR_variant 147 3_prime_UTR_variant 148
intron_variant 1,255 intron_variant 1,314
upstream_gene_variant 2,179 upstream_gene_variant 3,889
downstream_gene_variant 1,531 downstream_gene_variant 4,526
intergenic_variant 2,070 intergenic_variant 2,070
b. No-150 FS5 Variants processed 47,964|Overlapped genes I 11,764
Mads severas Todas las consecuencias Regidn Codificante
Tipo de consecuencias cantidad Tipo de consecuencias cantidad | Tipo de consecuencias | cantidad
splice_acceptor_variant 9 splice_acceptor_variant 9 stop_gained 55
splice_donor_variant 16 splice_donor_variant 16 stop_lost 14
stop_gained 55 stop_gained 55 start_lost 19
stop_lost 14 stop_lost 14 missense_variant 4,071
start_lost 19 start_lost 19 stop_retained_variant 11
missense_variant 4,071 missense_variant 4,071 synonymous_variant 3,586
splice_region_variant 446 splice_region_variant 504
stop_retained_variant 7 stop_retained_variant 11
synonymous_variant 3,541 synonymous_variant 3,586
5_prime_UTR_variant 481 5_prime_UTR_variant 486
3_prime_UTR_variant 1,014 3_prime_UTR_variant 1,018
intron_variant 9,270 intron_variant 9,662
upstream_gene_variant 11,428 upstream_gene_variant 21,216
downstream_gene_variant 7,759 downstream_gene_variant 25,306
intergenic_variant 9,834 intergenic_variant 9,834
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Tabla 1.4. Largo por cromosoma de los genomas de referencia publicados en la base de datos del NCBI.

Largo de Sacch.arum s. hybrid cvs. officinarum S. officinarum 5. spontaneum S. S?rghum
cromosoma | hybrid cv cC_01.1940|cv LA-purple * cv LA-purple v Np-X * spontaneum | bicolor cv
(bp) R570 - - *x cv Np-X ¥** BTx623

1 72,286,729 | 88,339,610 | 1,009,619,034| 126,202,379 386,138,825 96,534,706 80,884,392

2 52,638,177 | 65,155,311 | 813,567,220 | 101,695,903 314,321,578 78,580,395 77,742,459

3 54,887,512 | 70,187,887 | 704,817,492 88,102,187 319,972,482 79,993,121 74,386,277

4 45,576,573 | 55,866,964 | 709,685,400 88,710,675 273,307,304 68,326,826 68,658,214

5 23,282,433 | 34,980,033 | 632,133,836 79,016,730 288,376,667 72,094,167 71,854,669

6 35,411,752 | 39,115,154 | 505,128,628 63,141,079 243,136,612 60,784,153 61,277,060

7 30,096,520 | 35,448,535 | 551,872,265 68,984,033 220,037,474 55,009,369 65,505,356

8 24,320,556 | 32,638,014 | 481,975,548 60,246,944 200,069,948 50,017,487 62,686,529

9 36,579,524 | 36,164,970 | 586,230,261 73,278,783 237,609,866 59,402,467 59,416,394

10 34,651,920 | 41,117,929 | 501,742,417 62,717,802 243,887,692 60,971,923 61,233,695

*Suma de las 8 copias de cada cromosoma (x=8)
**promedio de las 8 copias de cada cromosoma (x=8)

***promedio de las 4 copias de cada cromosoma (x=4)
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Tabla 2.1. Cuantificacion de la concentracion e indices de pureza de ADN gendmico. Contenido de acido
nucleicos medidos con Nanodrop (ng/ul). Relaciones de los indices de absorbancia de las muestras analizadas
(A260/A280 y A260/A230) y contenido de ADN medido con Qubit (ng/ul).

Muestra Nanodrop | Absorbanci | Absorbanci Qubit
(ng/ul) a260/280 | a260/230 (ng/ul)

83 183,4 1,84 1,73 43,3
84 258,50 1,93 2,35 66,8
85 176,80 1,85 1,79 54,4
86 142,80 1,72 1,26 74,3
87 129,7 1,81 1,42 33,8
88 20,7
89 169,8 1,88 1,67 22

90 56,5 1,87 1,38 16,3
91 186,80 1,81 1,59 74,7
92 81,9 1,89 1,89 18,1
93 152,70 1,86 2,32 88,9
94 89,30 1,84 1,84 23,1
95 103,40 1,86 1,78 23,2
96 30,9
97 101,70 1,94 2,02 25,3
98 58,10 1,96 1,87 26,7
99 85,60 1,75 1,59 55,5
100 76,00 1,90 1,80 19,7
101 131,2 1,74 1,25 47,6
102 76,40 1,82 1,42 32,5
103 65,0 1,67 1,04 36,8
104 109,90 1,85 1,41 24,0
105 34,1
106 76,60 1,86 1,94 36,9
107 88,30 1,80 1,31 17,0
108 102,30 1,76 1,09 45,5
109 146,60 0,63 0,64 25,1
110 66,50 1,82 1,68 23,5
111 67,5 1,76 1,50 19,8
112 151,0 1,93 1,98 20,6
113 95,80 1,70 1,14 57,2
114 85,1 1,67 0,97 40,3
115 102,70 1,82 1,40 49,8
116 111,6 1,82 1,21 10

117 65,7 1,70 1,29 43,1
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Tabla 2.1. Continuacién
Nanodrop | Absorbanci | Absorbanci Qubit
Muestra
(ng/ul) a260/280 | a260/230 (ng/ul)

118 217,5 1,88 1,96 58,4
119 107,10 1,83 1,50 70,3
120 117,2 1,93 2,90 14,4
121 99,1 1,76 1,12 14,2
122 25,8
123 72,90 1,84 1,59 18,1
124 72,90 1,77 1,30 30,2
125 178,40 1,90 2,18 51,1
126 125,2 1,85 1,95 25,7
127 106,5 1,75 1,34 50,1
128 71,3 1,66 0,92 43,8
129 54,20 1,84 1,26 26,5
130 60,40 1,89 1,48 30,7
131 78,7 1,69 0,83 26,7
132 74,10 1,84 1,32 24,6
133 74,8 1,63 0,89 60,7
134 160,4 1,81 1,87 74,2
135 68,90 1,82 1,42 25,1
136 114,5 1,81 1,51 17,9
137 40,7
138 56,5 1,89 1,85 9,82
139 106,50 1,87 2,04 48,6
140 85,80 1,92 1,93 27,0
141 57,90 1,92 1,88 11,0
142 83,80 1,98 1,94 14,7
143 25,2 1,13 0,27 18,2
144 152,3 1,73 1,34 69,2
145 104,80 1,93 1,94 17,1
146 159,3 1,88 1,65 10,4
147 65,8 1,94 1,64 16,2
148 125,9 1,73 1,40 74,6
149 48,4 1,83 1,39 11,9
150 42,6 1,70 1,19 25

151 53,30 1,93 1,78 11,0
152 88,30 1,70 1,08 54,2
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Tabla 2.1. Continuacion

Apéndice Capitulo 2
Nanodrop | Absorbanci | Absorbanci Qubit
Muestra
(ng/ul) a260/280 | a260/230 (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

Tabla 2.2. Datos analiticos del mapa de ligamiento poliploide. a) nimero de marcadores por cromosoma; b)
numero de marcadores por grupo homalogo (HG).

a)

Cromosoma

N° marcadores

-
o

O© 00 N O U1 A W N B

123
59
64
69
27
52
40
36
44
54

568

b)

HG N° marcadores
1 6
2 4
3 4
4 7
5 4
6 4
7 4
8 6
9 6

10 6
51
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Apéndice Capitulo 3

Tabla 3.1. Medias, desvio estandar e intervalos de confianza (IC) inferior y superior de LCP 85-384 (cultivar
comercial) e INTA 05-3116 (biotipo cafia energia) en cuatro estadios de desarrollo para las variables largo y ancho de
haces vasculares en micrometro (um), diametro de metaxilema en micrémetro (um) y nimero de haces por unidad
de medicion. HV= haces vasculares; SD= desvio estandar; IC= intervalos de confianza.

Apéndice Capitulo 3

. . Largo  Largo IC IC Ancho  Ancho IC IC Diametro de Diémet_ro i IC NIEDES RIS
Genotipo EHac 1> H\g/ HV gD inferior superior | HV HV SD inferior superior | Metaxilema MR B inferior superior HV. por HV por
unidad unidad SD
Macollaje 1[ 418 28.7 2926 5434 | 387.9 125 334.2 4416 125.3 17 1181 1324 24.64 3.2
Gran crecimiento 1| 4289 142 390.0 467.7 | 3784 5.9 362.0 3948 116 25 109.9 1224 30.97 0.79
Gran crecimiento 5| 375.7 14 336.4 415.0 | 375.8 5.6 360.1 3914 119.5 2.4 1142 126.3 31.62 0.81
Maduracion temprana| 1 | 419.3 184  378.0 460.6 | 374.4 10 3522 396.6 120 33 1127 127.2 40.91 5.89
Maduracion temprana| 5| 359.2  18.3 318.0 400.4 | 370.6 9.8 348.6 3925 124.4 3.2 117.3 1316 36.42 5.25
LCP 85-384 Maduracion temprana| 10| 350.6 ~ 18.1  309.6 3916 | 372.8 9.6 351.3 39%4.2 126.8 31 119.8 1337 35.46 5.52
Maduracion temprana| 15| 384.3 132  355.0 413.7 | 390.2 7.2 3742 406.3 125.6 2.4 120.3  130.9 39.63 6.14
Maduracion tardia 1| 3819 146 349.2 4146 | 3649 7.2 3489 380.8 109.8 2.9 102.7 116.2 19.92 2.4
Maduracion tardia 5| 3842 153 350.8 417.6 | 385.5 8.1 367.4 403.6 119.7 31 1139 1284 19.68 1.88
Maduracién tardia 10| 3945 146 361.8 427.3 | 4054 7.3 389.1 4218 129.5 2.9 1226 136.3 23.05 1.99
Maduracion tardia 15| 4181 146 3854 450.8 | 420.2 7.3 403.9 436.6 129.2 2.9 1228 136.5 25.27 2.16
Maduracion tardia 20| 4343 142 4019 466.7 | 402.9 6.7 387.9 4178 124 2.8 1148 128.1 29.48 2.51
Macollaje 1] 4813 289 3589 6038 [ 3481 119 3104 385.9 290.8 15.3 95.3 1059 45.05 5.73
Gran crecimiento 1| 4041 142 365.3 4429 | 340.8 Bi5 327.8 3539 106.5 2.2 1017 1112 24.92 0.73
Gran crecimiento 5] 3901 138 350.3 429.9 | 343.6 5.2 329.3 358.0 1111 2.2 1052  116.0 25.45 0.74
Maduracion temprana| 1 | 536.8 19 4949 5787 | 362.9 9.7 3425 3833 107.2 31 100.6  113.7 23.35 2.87
Maduracion temprana| 5| 3945 186 353.0 4359 | 350.1 9.5 3290 3713 110.7 31 1039 1175 20.78 2,57
INTA 05-3116 Maduracion temprana| 10| 372.7  18.1 3317 4137 | 3275 9.2 307.0 3481 108.8 3 102.3 1155 20.23 3.15
Maduracion temprana|15| 3936 19.7 350.8 4365 | 3384 101 3159 360.9 1184 3.3 111.0 125.7 22.61 3.51
Maduracio6n tardia 1| 4746 147 4417 507.4 | 362.1 6 349.5 3746 109.3 2.8 102.6 115.0 13.88 1.69
Maduracion tardia 5| 4156 158 381.6 449.6 | 351.9 6.7 336.8 366.9 112 8] 1039 118.0 13.71 1.45
Maduracién tardia 10| 396.3 144  363.8 4289 | 347.3 5.8 3344 360.2 116.9 2.7 109.7 1227 16.06 1.39
Maduracion tardia 15| 391.5 148 358.6 4243 | 349.7 6 336.2 3631 1135 2.8 105.0 1182 17.61 1.52
Maduracién tardia 20| 407.1 144 3745 439.6 | 3425 5.8 329.6 3555 102.1 2.7 946 1075 20.54 1.76
Tabla 3.2. Medias, desvio estdndar e intervalos de confianza (IC) inferior y superior de LCP 85-384 (cultivar
comercial) e INTA 05-3116 (biotipo de cafia energia) para los entrenudos 1,5, 10, 15 y 20 para las variables de largo y
ancho de haces vasculares en micrémetro (um), didametro de metaxilema en micrémetro (um) y nimero de haces por
unidad de medicién. HV= haces vasculares; SD= desvio estandar; IC= intervalos de confianza.
Genotipo Estadio P Largo Largo : IC' IC. Ancho  Ancho : IC' IC' Diémet'ro de B:::;i:zr:: : IC' IC. N:Tf:;fe Nl:_‘"\]/e::?e
HV HV SD inferior superior | HV HV SD inferior superior | Metaxilema inferior superior . .
SD unidad unidad SD
Macollaje 1] 4181 17.4 3779 4582 | 3884 84 369.1 407.7 1235 2.8 117.1  129.9 231 31
Gran crecimiento 1| 4289 18.0 387.3 4705 | 3784 8.6 3586 398.2 116.0 29 109.4  122.7 30.8 0.75
Maduracion temprana| 1 | 419.3 174  379.1 459.6 | 3745 8.2 355.6 393.4 119.6 2.8 1132 126.0 37.3 0.83
Maduracion tardia 1]3948 177 3539 4356 | 365.8 8.3 3465 385.0 110.3 2.8 103.8  116.7 18.2 3.89
Gran crecimiento 5| 375.8 117 347.1 4044 | 375.8 7.0 3587 3928 119.4 29 1123 1265 318 5.3
LCP 85-384 Maduracion temprana| 5 | 362.6 ~ 11.4 3347 390.5 | 373.8 6.7 357.2  390.3 1239 2.8 1169 130.8 38.6 4.9
Maduracion tardia 5] 3839 126 353.0 4148 | 385.8 7.6 367.3 404.3 119.5 3.1 1120 127.0 19.4 6.1
Maduracion temprana| 10| 353.7 9.2 3281 379.2 | 375.6 8.6 351.6 399.6 125.2 2.9 117.3 1332 384 2.6
Maduracion tardia 10{ 394.6 9.9 367.0 422.1 | 4054 9.3 379.6 4311 128.1 3.0 119.7  136.6 23.0 19
Maduracion temprana| 15| 384.3 16.0 3451 4235 | 390.2 6.9 3733  407.2 123.8 12 1209 126.8 38.3 21
Maduracién tardia 15( 4180 226 3627 473.4 | 420.2 9.8 3962 4441 129.0 17 1249 1331 26.9 2.2
Maduracion tardia 20| 434.2 13.5 376.0 4925 | 407.5 4.8 386.8 428.2 124.2 1.3 1185 129.8 28.8 2.3
Macollaje 1| 4664 18.0 428.0 504.7 | 3511 7.8 3345 367.8 102.2 2.6 96.7  107.6 44.6 5.2
Gran crecimiento 1| 4125 181 370.7 4543 | 3421 8.0 323.7 360.5 106.4 2.6 100.5 1124 252 0.9
Maduracion temprana| 1 | 5255 19.0 4817 569.4 | 363.1 8.2 3442 3820 107.0 2.7 1009 1131 245 0.8
Maduracion tardia 1| 4745 18.2 4325 5165 | 359.6 8.0 3412 378.0 109.4 2.6 1034  115.3 15.3 2.3
Gran crecimiento 5] 390.1 112 3654 4147 | 3439 6.6 3295 3584 110.7 2.7 104.7 116.7 252 2.7
INTA 05-3116 Maduracion temprana| 5 | 3944 114 3665 4223 | 350.1 6.7 333.7 366.4 111.0 2.8 1043 117.8 20.1 a5
Maduracion tardia 5] 4156 125 3849 4463 | 3519 74 3337 3701 113.0 2.9 1059 120.1 14.0 3.3
Maduracion temprana| 10| 372.7 9.0 3514 3940 | 328.0 8.0 309.0 347.0 108.6 2.8 1020 115.2 18.6 15
Maduracion tardia 10| 396.3 9.5 370.1 422.6 | 347.2 8.2 3244  370.0 116.8 2.9 108.9 124.8 16.1 1.6
Maduracion temprana| 15| 393.7 232  341.1 446.3 | 3384 9.8 316.3 3605 115.9 16 1123 1195 234 14
Maduracion tardia 15[ 3915 226 3363 446.7 | 349.7 9.3 327.0 3723 1139 14 1105 117.3 16.5 15
Maduracién tardia 20| 409.9 133 3675 4523 | 3425 3.8 3304 3545 102.1 12 98.3 1058 212 16
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Tabla 3.3. Andlisis funcional in silico de SNPs. Descripcidn de 261 variantes SNPs y su asociacion al metabolismo
vegetal. SNP_ID: nombre del SNP; Gen ID: nombre del gen asociado al SNP; SNP POS: posicién del SNP en pares de
bases, segun el genoma de referencia de la cafia de azlcar del cv R570; SNP: variante de referencia/variante
alternativa; Tipo de variante: implicancia de la variante; Gen Bioldgico de anotacidn funcional: nombre de la proteina,
enzima o factor de transcripcidn asociado al SNP.

SNP_ID  Cromosoma Inicio Gen  Fin Gen GenID SNP POS Tipo de variante Anotacion funcional - Gen
1 9282_6 Sho1 3607193 3607909 Sh01_g002680 3594861 C/T intergénica Débilmente similar a la proteina OSJNBa0009P12.16
2 9282_6 Sho1 3608206 3609559 Sh01_g002690 3594861 C/T intergénica Reductasa de alfa-pirona tetracétida 1
3 9282_6 Sho1 3611008 3612683 Sh01_g002700 3594861 C/T intergénica Dihidroflavonol-4-reductasa
4 9282_6 Sho1 3612685 3615709 Sh01_g002710 3594861 C/T intergénica Dihidroflavonol 4-reductasa
5 9282_6 Shol 3616931 3621271 Sh01_g002720 3594861 C/T intergénica Fosfatasa acida
6 9282_6 Sho1 3674561 3675040 Sh01_g002730 3594861 C/T intergénica Proteina hipotética conservada
7 10696_14 Sho1 4018838 4022360 Sh01_g002880 4019271 G /T rio arriba del gen Proteina hipotética conservada
8 22325_137 Sho1 6860376 6861811 Sh01_g004730 6861623 C/T intrén Hexosiltransferasa
9 24531_122 Sho1 8940352 8941299 Sh01_g006160 8986204 T/C rio abajo del gen Similar a proteina expresada
10 24531_122 Sho1 8950733 8953669 Sh01_g006170 8986204 T/C rio abajo del gen Miembro 25 de la familia de transportadores ABC B

11 24531_122 Sho1 8987073 8987493 Sh01_g006180 8986204 T/C rio abajo del gen Factor de transcripcion bHLH84

12 24547_65 Sho1 8999610 9002696 Sh01_g006220 9002098 A /C rio arriba del gen Subunidad 50 del factor de estimulacion de la escision
13 370_51 Sho1 11012217 11013869 Sh01_g007780 11012295 C/T rio arriba del gen Transportador de folato C cloroplastico

14 371_143 Sho1 11012217 11013869 Sh01_g007780 11012435 T/C rio arriba del gen Transportador de folato C cloroplastico

15 37196 Sho1 11012217 11013869 Sh01_g007780 11012482 G /A rio arriba del gen Transportador de folato C cloroplastico

16 483_79 Sh0l 11326042 11326349 ShO1_g007960 11326218 T/C intrén e:ﬁi“;?il‘:;‘:;fzzm de 4-hidroxi-3-metilbut-2-

17 483_79 Sho1 11350959 11354762 Sh01_g007970 11326218 T/C intrén p10Sh086H20

18 528_118 Sho1 11402384 11403755 Sh01_g008030 11405804 G /A rio arriba del gen Proteina hipotética conservada

19 609_146 Sho1 11637691 11639826 Sh01_g008100 11638378 A /C intrén Similar a proteina expresada

20 1281_58 Sho1 13338899 13348697 Sh01_g009130 13340417 C/T intrén Quinasa de proteina serina/treonina putativa IREH1
21 2070_95 Sho1 15362440 15367158 Sh01_g010480 15364933 G /A intrén Hexosiltransferasa

22 2070_93 Sho1 15362440 15367158 Sh01_g010480 15364935 T/A intrén Hexosiltransferasa

23 2070_43 Sho1 15362440 15367158 Sh01_g010480 15364985 G /A intrén Hexosiltransferasa

24 2131_124 Sho1 15526636 15533807 Sh01_g010540 15530796 A /G intrén ATPasa 1C de tipo de membrana plasmatica

25 2131 124 ShO1 15540945 15544979 ShO1_g010550 15530796 A /G intrén dci“:;stzz;‘:s‘:;:?:::f:i:m deinositoly difosfato
26 2131 124 ShO1 15544981 15547997 ShO1 010560 15530796 A /G intrén dci“:;:z;‘;s;;zzxeaﬂf:::m de inositol y difosfato
27 3165_56 Sho1 18198427 18202722 Sh01_g011970 18202939 G /A rio abajo del gen Reductasa NOL 2C cloroplastico de clorofil(ide) b

28 3165_20 Sho1 18204026 18204622 Sh01_g011980 18202975 T/A rio abajo del gen Factor de transcripcion de la familia Myb PHL12

29 3385_138 Sho1 18789961 18793513 Sh01_g012340 18791970 C/T rio abajo del gen BHS(I)-an()logo de fosfatasa de proteina serina/treonina
30 6737_106 Sho1 28715966 28728597 Sh01_g017730 28716594 C/T rio abajo del gen Sintetasa de glutamil-ARNt

31 7109_59 Sho1 29579188 29581380 Sh01_g018240 29578159 G /C rio abajo del gen Similar a proteina expresada

32 7109_59 Sho1 29583343 29584110 Sh01_g018250 29578159 G /C rio abajo del gen Reductasa de versicolorina

33 7109_59 Sho1 29585924 29586691 Sh01_g018260 29578159 G /C rio abajo del gen Reductasa de versicolorina

34 7109_59 Sho1 29587003 29592050 Sh01_g018270 29578159 G /C rio abajo del gen Proteina 8 LRR del grupo Ras intracelular de plantas
35 7109_59 Sho1 29592138 29592326 Sh01_g018280 29578159 G /C rio abajo del gen Proteina 8 LRR del grupo Ras intracelular de plantas
36 7109_59 Shol 29595855 29596640 Sh01_g018290 29578159 G /C rio abajo del gen Reductasa de versicolorina
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Tabla 3.1. continuacion.

SNP_ID  Cromosoma | Fin Gen GenID SNP POS SNP Tipo de variante Anotacion funcional - Gen

Proteina similar a reductasa de aldehido dependiente

37 7109_59 Shol 29615693 29616421 Sh01_g018300 29578159 G /C rio abajo del gen L.
de NADPH 2C cloroplastico

38 7109_59 Sho1 29620358 29621143 Sh01_g018310 29578159 G /C rio abajo del gen Reductasa de versicolorina
Proteina simil ductasa de aldehido d dient

39 7109_59 ShO1 29627563 29627976 Sh01_g018320 29578159 G/C rio abajo del gen roteina similar a reductasa de aldehido dependiente
de NADPH 2C cloroplastico

40 14275_129 Sho1 48780528 48786411 Sh01_g028810 48784756 A /G sindénima Proteina ABERRANT POLLEN TRANSMISSION 1

41 15668_18 Sho1 52881210 52886748 Sh01_g031520 52883359 G /A intrén Proteina de fluorescencia alta de clorofila 107

42 15715_29 Sho1 52965703 52967105 Sh01_g031600 52978947 A /G intrén Factor de transcripcion BZIP (Fragmento)

43 15715_29 Sho1 52974266 52980077 Sh01_g031610 52978947 A /G intrén Homdlogo de proteasa Lon 2C mitocondrial

44 15716_130 Sho1 52974266 52980077 Sh01_g031610 52979090 G /A intrén Homélogo de proteasa Lon 2C mitocondrial

45 15716_12 Sho1 52974266 52980077 Sh01_g031610 52979208 T/C intrén Homdlogo de proteasa Lon 2C mitocondrial

46 15716_7 Sho1 52974266 52980077 Sh01_g031610 52979213 G /A intrén Homdlogo de proteasa Lon 2C mitocondrial

47 15716_7 Sho1 52980798 52981501 Sh01_g031620 52979213 G /A intrén Homélogo de proteasa Lon 2C mitocondrial

48 15716_7 Sho1 52995493 52995755 Sh01_g031630 52979213 G /A intrén Proteina hipotética conservada
H o] d teina interact! t int d

49 16802_24 Sh01 55609755 55611382 Sh01_g033320 55610672 T/C intrén riomologo de proteina interactuante con sintasa de
oxido nitrico

50 16802_21 Sh0l 55609755 55611382 ShO1_g033320 55610675 C/A intrén Homélogo de proteina interactuante con sintasa de
oxido nitrico

51 17545_60 Sho1 57481757 57484587 Sh01_g034620 57483546 C/T con cambio de sentido Proteina 1 de unién a miosina
Simil. ible dominio de unid tal

52 20269_42 ShOl 63851400 63855439 Sh01_g038840 63853892 A /T intrén ‘mflar a posible cominio de Union a metalen
proteina de la familia inhibidora de RNasa L 2C RLI

53 20736_42 Shol 64984272 64985502 Sh01_g039470 64985402 C/T con cambio de sentido Factor de transcripcion sensible al etileno ERFO73

54 20736_42 Sho1 64987113 64987382 Sh01_g039480 64985402 C/T con cambio de sentido Proteina hipotética conservada

55 20736_42 Sho1 64998190 64999664 Sh01_g039490 64985402 C/T con cambio de sentido Factor de transcripcion sensible al etileno 1

56 21119_126 Sho1 65865707 65866388 Sh01_g040050 65865714 C/T 5_prima_UTR Inhibidor de cisteina proteinica

57 22093_29 Sho1 68137797 68145908 Sh01_g041730 68144366 C/G con cambio de sentido Proteina hipotética conservada

58 22093_48 Sho1 68137797 68145908 Sh01_g041730 68144385 G /T con cambio desentido Proteina hipotética conservada

59 22095_107 Sho1 68147544 68148380 Sh01_g041740 68144573 A /G con cambio de sentido  Proteina dirigent

60 22095_107 Shol 68137797 68145908 Sh01_g041730 68144573 A /G con cambio de sentido Proteina hipotética conservada

61 22095_107 Sho1 68149601 68150607 Sh01_g041750 68144573 A /G con cambio de sentido  Proteina PIR

62 23633_124 Sho1 71904198 71907130 Sh01_g044530 71887627 G /C intergénica Familia NRT1/PTR 6.3 de proteinas

63 23633_124 Shol 71919865 71920610 Sh01_g044540 71887627 G /C intergénica Similar a deshidrogenasa de malato [NADP] 2C
precursor de cloroplasto

64 27353_125 Sh02 1747634 1749025 Sh02_g001140 1748576 A /G con cambio de sentido Proteina hipotética conservada

65 | 28913 135  sh02 2210778 2220103 Sh02_g001550 2215265 T/A intrén Similar a secuencia genémica completa del andamio 8
del cromosoma chr3

imilar a fosforibosilaminoimidazol-

66 | 31133.133  Sh02 28852622 28856523 Sh02_g015170 28854584 C/T sinénima Similar a fosforibosilaminoimidazol
succinocarboxamida sintasa

67 31133 90 Sh02 28852622 28856523 Sh02_g015170 28854627 T/C intrén Similar a fosforibosilaminoimidazol-
succinocarboxamida sintasa

68 31133 89 Sh02 28852622 28856523 Sh02_g015170 28854628 A /G intrén Similar a fosforibosilaminoimidazol-
succinocarboxamida sintasa

imilar a fosforibosilaminoimidazol-

69 31133_70 Sh02 28852622 28856523 Sh02_g015170 28854647 T/A intrén Similar a fosforibosilaminoimidazo
succinocarboxamida sintasa

70 31133 55 Sh02 28852622 28856523 Sh02_g015170 28854662 G /A intrén Similar a fosforibosilaminoimidazol-
succinocarboxamida sintasa

71 3172190 Sh02 30674121 30679473 Sh02_g016110 30678593 G /C con cambio de sentido  Proteina de planta asociada a metal pesado 41

72 34111_44 Sh02 36503678 36506910 Sh02_g020250 36503815 C/T 3_prima_UTR Similar a SRPK4

73 34111_135 Sho2 36503678 36506910 Sh02_g020250 36503906 A /G 3_prima_UTR Similar a SRPK4

74 36952_148 Sh02 43193853 43197582 Sh02_g025020 43194508 A /G intrén Transportador organico de cationes/carnitina 7

75 37622_48 Sho2 45035060 45036886 Sh02_g026400 45056945 G /A intrén ATPasa transportadora de fosfolipidos 2
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Tabla 3.1. continuacion.

SNP_ID  Cromosoma Inicio Gen Fin Gen GenID SNP POS SNP Tipo de variante Anotacion funcional - Gen

76 37622_48 Sho2 45056148 45060247 Sh02_g026410 45056945 G /A intrén Proteina UPF0553

77 38037_118 Sh02 45860831 45866790 Sh02_g026950 45863362 T/C con cambio de sentido Proteina similar a unién de ARN

78 59190_24 Sho3 624191 625563 Sh03_g000400 624971 C/T intrén Proteina que contiene dominio B3 0s01g0234100

79 59190_24 Sho3 625608 635933 Sh03_g000410 624971 C/T intrén Proteina que contiene dominio B3 At3g19184

80 59820_24 Sho3 763340 769912 Sh03_g000530 766930 T/A rio arriba del gen TRZ4 de tRNAse Z 2C mitocondrial

81 47124_82 Sho3 2368252 2368902 Sh03_g001570 2381688 T/A intergénica Dioxygenasa de acido giberélico 2-beta 1

82 47124 _82 Sho3 2370195 2371230 Sh03_g001580 2381688 T/A intergénica Dioxygenasa de acido giberélico 2-beta 1

83 47124_82 Sho3 2372371 2372861 Sh03_g001590 2381688 T/A intergénica Proteina B2

84 47124 82 sho3 2394447 2396069 Sh03_g001600 2381688 T/A intergénica Amidasa A putativa del asparagina N-acetil-beta-
glucosaminilo de péptido-N4
Ami Adel ina N- il-| -gl inil

85 47124 82 sho3 2398300 2400549 Sh03_g001610 2381688 T/A intergénica midasa A del asparagina N-acetil-beta-glucosaminilo
de péptido-N4

86 51868_119 Sho3 3663934 3675816 Sh03_g002150 3673559 G /A intrén Polimerasa de ARN dependiente de ARN

Similar a secuencia gendmica completa del andamio 6

87 59030_92 Sho3 5778489 5785354 Sh03_g003170 5841806 G /A rio abajo del gen
del cromosoma chr4

88 59030_92 Sho3 5787807 5794952 Sh03_g003180 5841806 G /A rio abajo del gen Quinasa 2 relacionada con CDPK
Subunidad M del factor de inicio de traduccid
89 59030_92 sho3 5833603 5834710 Sh03_g003190 5841806 G/A  rio abajo del gen ubunidad M del factor de iniclo de traduccion
eucariota 3
Subunidad M del factor de inicio de traduccid
90 59030_92 sho3 5837484 5838554 Sh03_g003200 5841806 G/A  rio abajo del gen eu”ca':i';'t; ! factor de niclo de traduccion

91 42718_131 Sho3 10666798 10668608 Sh03_g006370 10672413 A /G rio arriba del gen DExH-box helicasa de ARN dependiente de ATP DExH3

92 42718_131 Sho3 10671155 10674410 Sh03_g006380 10672413 A /G rio arriba del gen Aldolasa de fructosa-bisfosfato

93 43189_124 Sho3 12118555 12121659 Sh03_g007070 12119407 G /A intrén 3-beta-hidroxiesteroide-delta-isomerasa
94 43189_124 Sho3 12122742 12124844 Sh03_g007080 12119407 G /A intrén Similar a proteina Os08g0190200
95 46170_58 Sho3 20695376 20696348 Sh03_g011980 20699150 G /A rio arriba del gen Proteina hipotética conservada

96 46170_58 Sho3 20704696 20710926 Sh03_g011990 20699150 G /A rio arriba del gen Similar a transportador ABC tipo MDR

97 46686_59 Sho3 22383985 22385358 Sh03_g012800 22382742 C/T rio abajo del gen Factor de transcripcion bHLH87

98 48405_112 Sho3 27391719 27396942 Sh03_g015400 27396082 A /G intrén Similar a proteina 0Os01g0624000
99 49187_47 Sho3 29703315 29710846 Sh03_g016700 29709876 T/G sinénima Sintetasa de acil-CoA de cadena larga 4 (Fragmento)
100 49187_112 Sho3 29703315 29710846 Sh03_g016700 29709941 G /A intrén Sintetasa de acil-CoA de cadena larga 4 (Fragmento)

Proteina que contiene dominio de homologia de

101 49894_12 Sho3 31592347 31594058 Sh03_g017620 31593543 A /G intrén L
receptor 2C transmembrana y dominio RING 1

102 51301_51 Sho3 35129621 35132854 Sh03_g020020 35130488 C/T rio abajo del gen Proteina hipotética conservada

103 52014_73 Sho3 37040789 37042716 Sh03_g021220 37044305 C/T rio arriba del gen Similar a proteina 0s01g0242300

104 52014_73 Sho3 37043671 37044971 Sh03_g021230 37044305 C/T rio arriba del gen Similar a proteina 0s02g0788500

105 52535_52 Sho3 38058175 38061455 Sh03_g022050 38061066 C /T sinénima Proteina que contiene dominio BSD

106 52656_64 Sho3 38284938 38286313 Sh03_g022370 38284738 G /C rio abajo del gen Hidrolasa de ubiquitina 13

107 54306_124 Sho3 42403545 42408352 Sh03_g025100 42405218 A /G intrén Proteina tipo TOM1 2

108 54307_136 Sho3 42403545 42408352 Sh03_g025100 42405274 T/G sindénima Proteina tipo TOM1 2

Subunidad 5 de succinato deshidrogenasa 2C

109 54307_136 Sho3 42417598 42419132 Sh03_g025110 42405274 T/G sinénima ) R
mitocondrial

110 56120_42 Sho3 47168114 47169504 Sh03_g028340 47170727 T/C rio abajo del gen Similar a proteina P0696G06
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111 56556_142 Sho3 48693945 48694130 Sh03_g029330 48704317 G /C rio arriba del gen Transferasa 1 de hidroxicinamoil espermidina

112 56557_96 Sho3 48707041 48713520 Sh03_g029340 48704430 A /T rio arriba del gen Desmetilasa de lisina especifica IMJ705

113 56557_96 Sho3 48715358 48716467 Sh03_g029350 48704430 A /T rio arriba del gen Similar a endopeptidasa de cisteina

Proteina que contiene repeticion de tetratricopeptido
1

Subunidad TOM20 del receptor de importacion
mitocondrial

114 56557_96 Sho3 48734450 48735666 Sh03_g029360 48704430 A /T rio arriba del gen

115 57148_35 Sho3 50159721 50161464 Sh03_g030490 50160414 A /T rio abajo del gen

116 73257_132 Sho4 4413607 4415777 Sh04_g003050 4414423 A /G con cambio de sentido Proteina hipotética conservada

117 74875_95 Sho4 7722040 7725551 Sh04_g005130 7724241 T/C intréon Proteina TIC 2C cloroplastico

118 63659_87 Sho4 19200671 19201400 Sh04_g010660 19202026 G /A rio arriba del gen Fosfatidilinositol/fosfatidilcolina transferasa SFH10

119 63913_142 Sho4 20076949 20079076 Sh04_g011160 20078548 A /C intrén CRL de liasa de croméforo 2C cloroplastico

120 65009_37 Sho4 23447797 23450293 Sh04_g013080 23450380 A /G rio arriba del gen Proteina hipotética conservada

121 67025_35 Sho4 28868047 28870150 Sh04_g016340 28863197 G /T  rio arriba del gen Peroxidasa putativa (Fragmentos)

122 67025_35 Sho4 28870784 28871044 Sh04_g016350 28863197 G /T rio arriba del gen Proteina PBP1 de unidn a calcio

123 67907_85 Sho4 31147548 31148409 Sh04_g017660 31148359 C/G rio arriba del gen Proteina secretora 12 rica en repeticiones de cisteina
124 67951_7 Sho4 31197797 31198339 Sh04_g017710 31212095 A/C rio arriba del gen Jun o 2 de polcalcina

125 67951_7 Sho4 31200080 31200740 Sh04_g017720 31212095 A/C rio arriba del gen Proteina hipotética conservada

126 67951 7 Sho4 31201507 31204774 Sh04_g017730 31212095 A/C rio arriba del gen Endoglucanasa 6

127 68281_44 Sho4 31863202 31863773 Sh04_g018390 31872627 C/T rio arriba del gen Receptor 3.3 de glutamato

128 68281_44 Sho4 31865121 31867754 Sh04_g018400 31872627 C/T rio arriba del gen Transportador bidireccional de azicar SWEET

129 68281_107 Sho4 31872799 31873804 Sh04_g018410 31872690 C/T rio arriba del gen Componente SEC3A del complejo exocisto

130 68405_136 Sho4 32176362 32177627 Sh04_g018660 32179452 A /C rio abajo del gen Desaturasa de &cidos grasos DES2

131 69171_28 Sho4 34005538 34012193 Sh04_g019850 34011701 G /A sinénima Similar a sintetasa de (P)ppGpp en plastidos

132 69423_89 Sho4 34554248 34556658 Sh04_g020250 34555757 A /C rio abajo del gen Factor de elongacion Tu 2C cloropléstico

133 70295_126 Sho4 37003544 37003933 Sh04_g021550 37003495 C/T rio arriba del gen Proteina que delimita la célula cortical

134 70295_126 Sho4 37015730 37016179 Sh04_g021560 37003495 C/T rio arriba del gen Proteina rica en prolina de 14 kDa DC2

135 70295_126 Sho4 37027503 37027856 Sh04_g021570 37003495 C/T rio arriba del gen Similar a proteina RCc3

136 71294_66 Sho4 39764471 39767360 Sh04_g023440 39766922 G /C intron Proteina relacionada con WAT1

137 71294_67 Sho4 39764471 39767360 Sh04_g023440 39766923 A /C intrén Proteina relacionada con WAT1

138 72305_77 Sho4 42193842 42194154 Sh04_g025130 42203566 C/T rio abajo del gen Factor de transcripcion bHLH82

139 72305_77 Sho4 42195025 42195282 Sh04_g025140 42203566 C/T rio abajo del gen Factor de transcripciéon bHLH69

140 72305_77 Sho4 42204979 42205749 Sh04_g025150 42203566 C/T rio abajo del gen Helicasa de ARN dependiente de ATP de caja DEAD 1

141 72305_77 Sho4 42209744 42210014 Sh04_g025160 42203566 C/T rio abajo del gen Helicasa de ARN dependiente de ATP de caja DEAD 1

Fosfatasa del dominio C-terminal de la ARN
polimerasa Il similar a 4

Proteina putativa similar a la sintasa de estrictosidina
3

142 72305_77 Sho4 42216597 42217148 Sh04_g025170 42203566 C/T rio abajo del gen

143 72305_77 Sho4 42218132 42218317 Sh04_g025180 42203566 C/T rio abajo del gen

144 73161_112 Sho4 43890277 43893127 Sh04_g026460 43890777 A /G rio arriba del gen 3-cetoacil-CoA tiolasa C peroxisomal

145 73161_122 Sho4 43890277 43893127 Sh04_g026460 43890787 A /G rio arriba del gen 3-cetoacil-CoA tiolasa C peroxisomal
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146 73161_124 Sho4 43890277 43893127 Sh04_g026460 43890789 C/T rio arriba del gen 3-cetoacil-CoA tiolasa C peroxisomal

147 73591_90 Sho4 44856995 44860721 Sh04_g027370 44859374 G /A rio arriba del gen Proteina de dedo de zinc tipo NF-X1 NFXL1

148 77788_76 Sho5 16429742 16432894 Sh05_g008220 16430690 G /A sindnima Proteina que contiene repeticiones WD VIP3

149 77979_119 Sho5 16966691 16968739 Sh05_g008530 16967967 T /G con cambio de sentido Similar a la proteina Os11g0587100

150 93647_124 Shoé 5608118 5608527 Sh06_g002400 5608321 G/A sinénima Proteina hipotética conservada

151 83045_114 Sho6 10444073 10447661 Sh06_g004750 10447404 A /G rio abajo del gen Similar a la proteina que contiene el dominio DDT

152 84156_79 Sho6 13260375 13262987 Sh06_g006780 13263137 T/A rio abajo del gen Débilmente similar a la proteina OSIGBa0115M15.9
153 84418 _84 Shoe 13856615 13861095 Sh06_g007200 13860027 G /A sinénima Similar a la proteina HO305E08.1

154 85290_8 Shoé6 16056079 16057571 Sh06_g008680 16056817 A /G sindnima Alfa-bisabolol sintasa

155 85835_5 Sho6 17433056 17435418 Sh06_g009590 17474221 A /G rio abajo del gen L-alotreonina aldolasa

156 88715_73 Sho6 25008113 25009622 Sh06_g014050 25015855 C/T rio arriba del gen Proteina nuclear localizada con motivo AT-hook 13

157 88715_73 Sho6 25009649 25010666 Sh06_g014060 25015855 C /T rio arriba del gen Proteina nuclear localizada con motivo AT-hook 1

158 88715_73 Shoé 25016378 25017713 Sh06_g014070 25015855 C/T rio arriba del gen Similar a la proteina OSINBa0086006.15

159 88715_73 Shoe 25020676 25021608 Sh06_g014080 25015855 C/T rio arriba del gen Proteina nuclear localizada con motivo AT-hook 21

160 88811_87 Shoé 25259857 25260357 Sh06_g014150 25318355 T/C rio abajo del gen Proteina ribosomal 60S L12

161 88811_87 Shoé 25300847 25303630 Sh06_g014160 25318355 T/C rio abajo del gen Proteina similar a FloricaulA / tipo leafy

162 88811_87 Sho6 25310467 25311543 Sh06_g014170 25318355 T/C rio abajo del gen Quinasa asociada a la pared

163 88811_87 Sho6 25315957 25316436 Sh06_g014180 25318355 T/C rio abajo del gen At1g06060

164 88811_87 Sho6 25351802 25353430 Sh06_g014190 25318355 T/C rio abajo del gen Proteina ribosomal 60S L12-1

165 90656_113 Shoe 29608788 29613931 Sh06_g017000 29611274 G /T rio abajo del gen Similar a la proteina OSIGBa0097P08.1

166 101227_12 Sho7 286078 286350 Sh07_g000150 268639 G /A intergénica Quinasa de serina/treonina STY8

167 | 10122712 sho7 287026 287401 Sh07_g000160 268639 G /A intergénica Proteina con repeticiones pentatricopéptido
At1g62930 2C cloroplastica

168 101227_12 Sho7 322383 326976 Sh07_g000170 268639 G /A intergénica Proteina tipo Tubby-like F-box 12

169 101227_12 Sho7 327453 330080 Sh07_g000180 268639 G /A intergénica S-aciltransferasa

170 95538_85 Sho7 1078892 1083348 Sh07_g000680 1079822 T/G rio abajo del gen Proteina NCA1

171 102695_94 Sho7 3669990 3670157 Sh07_g002730 3674263 G/C rio abajo del gen Proteina hipotética conservada

172 | 102695.94  Sh07 3671066 3674835 Sh07 g002740 3674263 G/C  rioabajodelgen ' oteinaque contiene el dominio de dedo de zinc

CCCH 55
173 102695_94 Sho7 3676520 3680665 Sh07_g002750 3674263 G/C rio abajo del gen Transportador de cationes organicos/carnitina 7
174 104767_66 Sho7 9544132 9545855 Sh07_g006570 9544695 C/T rio arriba del gen 5-pentadecatrienil resorcinol O-metiltransferasa
175 96406_85 Sho7 13444883 13448106 Sh07_g008310 13446888 A /T  rio arriba del gen Proteina tipo anquirina

176 96406_132 Sho7 13444883 13448106 Sh07_g008310 13446935 C/A rio arriba del gen Proteina tipo anquirina

177 96556_143 Sho7 13937392 13942398 Sh07_g008530 13941816 C/T intrén Factor de transcripcion WRKY WRKY24

178 96568_56 Sho7 13953298 13953807 Sh07_g008560 13955115 A /T rio abajo del gen Miembro de la superfamilia de transmembrana 9

179 96568_56 Sho7 13953809 13956613 Sh07_g008570 13955115 A /T rio abajo del gen Miembro de la superfamilia de transmembrana 9
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180 96649_146 Sho7 14292508 14293996 Sh07_g008660 14351243 T/C rio abajo del gen ATPasa transportadora de fosfolipidos 10

181 96649_146 Sho7 14347985 14349916 Sh07_g008670 14351243 T/C  rio abajo del gen BURPS

182 99734_87 Sho7 23070018 23073710 Sh07_g013280 23071332 A/G rio arriba del gen Proteina hemo citocromo ¢

183 99734_150 Sho7 23070018 23073710 Sh07_g013280 23071395 A/G rio arriba del gen Proteina hemo citocromo ¢

184 99734_150 Sho7 23084888 23085883 Sh07_g013290 23071395 A /G rio arriba del gen Similar a la familia de fosfoesterasas tipo calcineurina

185 101130_78 Sho7 26641616 26642570 Sh07_g015960 26650785 G /C intron Proteina que contiene dominios BTB/POZ y MATH 1
186 101130_78 Sho7 26648932 26651432 Sh07_g015970 26650785 G /C intron Similar a la proteina H0112G12

187 101130_78 Sho7 26653766 26654740 Sh07_g015980 26650785 G /C intrén Proteina que contiene dominios BTB/POZy MATH 1
188 101130_78 Sho7 26656112 26657104 Sh07_g015990 26650785 G /C intrén Proteina que contiene dominios BTB/POZ y MATH 2
189 101130_78 Sho7 26679926 26680916 Sh07_g016000 26650785 G /C intron Proteina que contiene dominios BTB/POZ y MATH 2
190 101130_78 Sho7 26688364 26690038 Sh07_g016010 26650785 G /C intron Proteina que contiene dominios BTB/POZ y MATH 2

Similar a la familia de proteinas tipo quinasa de
carbohidratos PfkB
Similar a la familia de proteinas tipo quinasa de
carbohidratos PfkB

191 101726_10 Sho7 28144261 28147732 Sh07_g016960 28146289 G /A rio arriba del gen

192 101727_34 Sho7 28144261 28147732 Sh07_g016960 28146564 A /G  rio arriba del gen

193 101832_105 Sho7 28468220 28471442 Sh07_g017160 28468845 T /A sinénima Beta C2-xilosiltransferasa

194 | 102104_66  Sh07 29192883 29198424 ShD7_g017670 29198132 G /C intrén CP(;;’(T;"E de ensamblaje de fa citocromo c oxidasa
195 110558_70 Shos 2529055 2531127 Sh08_g001730 2531248 G /A  rio abajo del gen Hexosiltransferasa

196 110558_70 Shog 2531150 2533506 Sh08_g001740 2531248 G /A  rio abajo del gen Hexosiltransferasa

197 110558_70 Shog 2536444 2538295 Sh08_g001750 2531248 G /A  rio abajo del gen Transportador de calcio uniporter 6 2C mitocondrial

Reductasa-dihidrofolato sintasa de timidilato

198 110558_70 shog 2541304 2542071 Sh08_g001760 2531248 G /A rio abajo del gen . .
bifuncional

199 110558_70 Sho8 2560669 2563394 Sh08_g001770 2531248 G /A  rio abajo del gen Proteina tipo kinesina KIN-7D 2C mitocondrial

200 111333_133 Shog 4733022 4733445 Sh08_g003130 4733618 T/C rio arriba del gen Proteina que contiene el dominio ACT ACR12

201 111334_56 Shog 4734417 4736047 Sh08_g003140 4733781 T/A rio arriba del gen Proteina que contiene el dominio ACT ACR12

202 111334 _56 shog 4740084 4740251 Sh08_g003150 4733781 T/A  rioarribadelgen  Proteina tipo HUA2-LIKE 3

203 112190_103 Sho8 7449643 7452150 Sh08_g004520 7451527 G/A intrén Proteina hipotética conservada

204 106091_15 shos 13232482 13237736 Sh08_g006950 13245722 A/G  rio arriba del gen Proteina putativa ribosoma-inactivadora cucurmosina

Proteina que contiene el dominio de dedo de zinc

205 106091_15 Sho8 13240152 13240531 Sh08_g006960 13245722 A /G rio arriba del gen CCCH 16

206 106945_142 Sho8 15467976 15470086 Sh08_g007990 15470400 C/T  rio abajo del gen Inositolfosfotransferasa de fosfatidilinositol

207 106945_142 Sho8 15470096 15470429 Sh08_g008000 15470400 C/T  rio abajo del gen Inositolfosfotransferasa de fosfatidilinositol

208 106945_142 Sho8 15473663 15475342 Sh08_g008010 15470400 C/T  rio abajo del gen Similar a la proteina expresada

209 106945_142 Shog 15476354 15480690 Sh08_g008020 15470400 C/T rio abajo del gen Factor de licencia de replicacion del ADN MCM7

210 108926_97 Shog 20483441 20483719 Sh08_g011080 20495574 A /G sindnima Proteina hipotética conservada

211 108926_97 Sh08 20491683 20497534 Sh08_g011080 20495574 A /G sinbnima Similar a la proteina expresada

212 108927_133 Sho8 20491683 20497534 Sh08_g011090 20495690 T/C con cambio de sentido Similar a la proteina expresada

213 123364_8 Sho9 5121155 5127162 Sh09_g003130 5126406 G /A sinénima Transportador ABC familia B miembro 21

214 114111_147 Sho9 13463026 13482394 Sh09_g007120 13463862 G /A intrén Débilmente similar a la proteina 0Os05g0481700
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215 115772_115 Sho9 18758795 18761279 Sh09_g009320 18778481 A /T intergénica Proteina hipotética conservada
216 116564_21 Shog 21045071 21051332 Sh09_g010510 21050955 A /T intron Similar a la proteina 0s05g0406200

Proteina putativa con repeticiones pentatricopéptido

217 116564 _21 Sho9 21053730 21054965 Sh09_g010520 21050955 A /T intrén
At4g02750

218 116687_91 Shog 21455456 21457013 Sh09_g010700 21456810 C/T rio arriba del gen Proteina NRT1/ PTR FAMILY 3

219 118241_90 Shog 25960726 25966878 Sh09_g013360 25963663 A /G intrén Proteina tipo SelT

220 119219_79 sho9 27943821 27945461 Sh09_g014640 28030977 G /T  rio abajo del gen Proteina INDUCIDA POR DEFICIENCIA DE AZUFRE 1

221 119219_79 Shog 27946254 27947566 Sh09_g014650 28030977 G /T  rio abajo del gen Similar a la proteina 0s05g0506100

Proteina putativa metilacion del ADN dirigida por ARN

222 119219_79 Sho9 27960677 27964524 Sh09_g014660 28030977 G /T  rio abajo del gen 3

223 119219_79 Shog 27977797 27979349 Sh09_g014670 28030977 G /T  rio abajo del gen Proteina putativa esterase/lipasa GDSL At3g48460

224 119219_79 Sho9 27990502 27994226 Sh09_g014680 28030977 G /T  rio abajo del gen Factor de produccion de ribosomas 2 homdlogo

225 11921979 Sho9 27994764 27995582 Sh09_g014690 28030977 G /T  rio abajo del gen Similar a la proteina P0696G06.26

226 119219_79 Shog 28000724 28001309 Sh09_g014700 28030977 G/T  rio abajo del gen Proteina hipotética conservada

227 119219_79 Sho9 28004520 28009730 Sh09_g014710 28030977 G/T  rio abajo del gen Calreticulina-3 (Fragmento)

228 119219_79 Sh09 28026822 28029908 Sh09_g014720 28030977 G /T  rio abajo del gen Cisteina proteinasa RD21A

229 119809_87 Sho9 29659519 29663343 Sh09_g015820 29659430 A /G  rio abajo del gen Proteina de transferencia de histidina pseudo 5

230 120307_111 Sho9 30709421 30710848 Sh09_g016720 30732620 C/T rio arriba del gen Glucosiltransferasa

Factor de iniciacién de traduccion eucariético 3
subunidad F

Factor de iniciacién de traduccion eucariético 3
subunidad F

Transportador facilitado de glucosa de la familia de

231 120307_111 sho9 30734513 30735076 Sh09_g016730 30732620 C/T rio arriba del gen

232 120307_111 Sho9 30735078 30736028 Sh09_g016740 30732620 C/T rio arriba del gen

233 121440_99 Sho9 33248943 33253396 Sh09_g018530 33250897 C/A intrén A

transportadores de solutos 2C miembro 8
234 | 12204917  Sh09 34733711 34738344 Sh09_g019640 34735285 C/T intrén :me’"a REDUCEIONIOE LA ACETIRAGION D€ LABARED
235 134234 _45 Sh10 391922 396027 Sh10_g000200 374735 G /A  rio abajo del gen Proteina tipo oxidasa monocobre SKUS

236 134234 _45 Sh10 405103 407301 Sh10_g000210 374735 G /A  rio abajo del gen Proteina putativa

237 131573_35 Shi0 2874571 2876106 Sh10_g001800 2875014 C/T  rio abajo del gen Factor de transcripcion TRAF
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238 135172_134 Sh10 6552345 6561675 Sh10_g004220 6555530 C/A intrén Proteina asociada a la resistencia a multidrogas 3

— - — -
239 | 13562544  sh10 7807274 7811522 Sh10_g005010 7808455 A/T  rioarribadelgen | Oteina que contiene el dominio de dedo de zinc

CCCH 49

e - — -
240 | 13562548  Sh10 7807274 7811522 Sh10_g005010 7808459 A/C  rio arriba del gen cc'z:‘e:‘: que contiene el dominio de dedo de zinc
241 | 135626 64  Shi0 7807274 7811522 Sh10_g005010 7808679 C/T rio arriba del gen cr’crg:‘e:‘: que contiene el dominio de dedo de zinc
242 135626_64 Sh10 7811747 7812470 Sh10_g005020 7808679 C/T rio arriba del gen Adenililtransferasa y sulfurtransferasa MOCS3-2

243 125527 _54 Sh10 11097899 11098228 Sh10_g007020 11100316 C/T rio arriba del gen Proteina hipotética conservada

244 127495_112 Sh10 16897294 16911056 Sh10_g009930 16910628 C/A region splicing_intron Proteina hipotética conservada

245 127495_112 Sh10 16911058 16911511 Sh10_g009940 16910628 C/A region splicing_intron  Proteina hipotética conservada

246 127495_112 Sh10 16911540 16912047 Sh10_g009950 16910628 C/A region splicing_intrén  Arabinosiltransferasa RRAL

247 128130_74 Sh10 19140524 19145805 Sh10_g010830 19145041 T/C intrén Transportador de fosfato PHO1-3

248 128496_124 Sh10 20259310 20272775 Sh10_g011170 20259301 A /T rio abajo del gen Proteina hipotética conservada

Similar a la proteasa de membrana dependiente de

249 128509_49 Sh10 20295594 20299491 Sh10_g011180 20298999 C/T sinénima tal
meta
250 128509_117 Sh10 20295594 20299491 Sh10_g011180 20299067 C/T 3_prima_UTR Smt]lllar a la proteasa de membrana dependiente de
meta
251 [128509 130  Sh10 20295594 20299491 Sh10 g011180 20299080 C/T 3 prima UTR S'T"Ia' a la proteasa de membrana dependiente de
meta
. Similar a la proteasa de membrana dependiente de
252 128511_113 Sh10 20295594 20299491 Sh10_g011180 20299159 G /A 3_prima_UTR metal
. Similar a la proteasa de membrana dependiente de
253 128511_49 Sh10 20295594 20299491 Sh10_g011180 20299223 T/A 3_prima_UTR metal
254 129133_54 Sh10 22263744 22265187 Sh10_g011850 22366511 A /T intergénica Proteina putativa ligasa de ubiquitina E3 RMA1H1
255 129133_54 Sh10 22283816 22295049 Sh10_g011860 22366511 A /T intergénica Subunidad epsilon del complejo de proteinas 1
256 129133 _54 Sh10 22347505 22347966 Sh10_g011870 22366511 A /T intergénica Proteina hipotética conservada

257 133685_54 Sh10 33603089 33603577 Sh10_g018530 33613438 C /T con cambio de sentido Similar a la familia de proteinas tipo dedo de zinc

258 133685_54 Sh10 33604719 33606239 Sh10_g018540 33613438 C/T con cambio de sentido Factor de transcripcion bHLH93

259 133685_54 Shi0 33609588 33616085 Sh10_g018550 33613438 C/T con cambio de sentido Quinasa de serina/treonina ATR

260 133685_56 Sh10 33609588 33616085 Sh10_g018550 33613440 A /G con cambio de sentido Quinasa de serina/treonina ATR

261 133685_56 Sh10 33629927 33630169 Sh10_g018560 33613440 A /G con cambio de sentido Proteina TSS
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