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Catalina Molina Introduccién general

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 cafaae éxbreu 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 camémgueS. officinarum
es el mayor contribuyente, seguido p8r barberiy S. spontaneumAdemas, LCP &84, el
genotipo mas cultivado (67,7%, segun Ostengo et al. 2021) en Tucuman, tiene 3 genotipos de

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

Generalidades de la cafia de azucar
La cafia de azucas @n cultivo de gran importancia econémica en el murid®49.310.108

toneladas producidas al ajiy es el cultivo azucarero mas importante de Argen{iValton

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 cul@%b),(7
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 Agampedadican 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 &mbito social debido a
que esta representado por un gran nimero de etgtiones pequefias y medianas que
resultan un eslabén fundamental en el desarrollo de las economias regionales del NOA y
NEA(INDEC, 2021)
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energético muy favorable al considerar toda la cadena productiva, ya que la cantidad de energia
obtenida es significativa en comparacién con la inver{ileevedo 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 produccion dethiag de primera generacion a partir

de la fermentacion de jugos o melazas es m@tgictiva para la industria energética.

En la campafia 2018/2019, la produccion nacional alcanzo los 16,8 millones de toneladas
de azlcar y 4,7 millones de toneladas de bioetanol 1G. En la provincia de Twaueid2020
se registraron 260.800 hectéreas cultivadas, que produciran 1,4 millones de toneladas de azucar
(78% de la produccion total argentina) y mas de 300.000 metros cubicos de @aRaluli et
al.2021) Ademas, a estaprovinciase encuentran 15 de los 22 ingenios azucareros del pais
(Ministerio de Hacienda, 2018), algunos de loslesidambién 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 JujBjo Ledesma S.A. y Rio Grar@ar¢ia et al020).

Otra aplicacion energética de la cafia de azUlcar 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 céGguia et al. 2020
También se aprovecha el bagazo, un subproducto de la industria 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 argent{@aicia et al. 2020 H aumento del contenido
de fibra en los materiales deafia energiaincorporados 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 adaptacion a regionemarginales evita la competencia por tierras destinadas a la
produccion de alimentos, y su baja demanda de fertilizantes y pesticidas reduce el impacto
ambiental (Carvalhdletto 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 conversion en

biocombustiblegGarcia et al. 2023b)
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Estructuracelulardel tallo de la cafia de azucar
Para comprender los procesos bioquimicos y fisioldgicos que influyen en las funciones de

los tejidos y 6rganos, asi como los rasgos que integran funciones en toda la planta, es necesario
dilucidar los procesos de desarrollo y regulaciones de célulasindies que componen tejidos
complejos. La gendmica, transcriptomica, 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 perturbaces ambientales (Fu et al. 2023). El resultado de esta
informacion es la capacidad de realizar modificaciones genéticas centradas en la obtencion de
fenotipos de interés con mayor productividad, resistencia a estreses bioticos o abioticos, o la

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

El segmento cosechable de la planta de cafia de azlcar es su tallo, una estructura
compuesta por una sucesiéon de nudos y entrenudos cilindricos alternados. Los entrenudos, que
son las porciones del tallo situadas entre dos nudos, exhiben una disposiciéorgtibuye a
la morfologia general de la planta. Dentro de la regién central, denominada médula, se
encuentran céluladel parénquimague se caracterizan por su notable tamafio en comparacién
con las células de los tejidos circundantes (Glyn et al. 2D@4ictividad de division y expansion
celular en este tejido especifico desempefia 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 monocotiledéneas exhibe
caracteristicas Unicas, como elementos vasculares con paredes con un padrigroeamiento
en forma escalonado, que se forma debido a la deposicion de materiales como lignina y otros
compuestos estructurales durante el desarrollo de la célula. psiporciona resistencia y
soporte a los elementos del xilema, permitiendo asi ufiaiemte conduccién de agua y
nutrientes a través de la planta. Este tipo de estructura es caracteristico de las
monocotiledéneas y contribuye a sadaptacion 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. 2fHsBnta una
estructura compleja compuesta por polisacéaridos, 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 glucopr@siestructurales. Las hemicelulosas,

son polisacaridos no celulésicos que recubregristalizan las fibrillas de celulosa, formando
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cadenas cohesionantes o actuando como recubrimiento resbaladizo. La combinacion de
microfibrillas mediante hemicelulosas forma macrofibrillas sélidas. Las pectinéss y
hemicelulosas (homogalacturonanos, rhamnogalacturonanos, arabinanos, galactanos)
contribuyen a la union de microfibrillas y mantienen la hidratacién en paredes celulares jovenes
(Ferreira et al. 2016).as sustancias incrustantes como lignina, cutina y suberina aportan rigidez

e impermeabilidad.También estan presentes los mucilagos, riews polisacaridos.Los
compuestos pécticos y proteinas estructurales, ricas en serina e hidroxiprolina, vinculadas con
azuUcares, contribuyen a la fuerza mecénica de la pared. Aunque el papel exacto de las proteinas
estructurales no se comprende completamente, se sugiere agiéan como elementos de

unién, formando cadenas que conectan otros componef@sang et al. 2022)

Generalidades de las técnicas gendmicas
El estudio inicial de los genomas de las plasadievé a cabomediante marcadores

moleculares de bajo rendimiento, comnlos polimorfismos de longitud de fragmentos de
restriccion (RFLP), o amplificados (AFLP), amplificacion aleatoria de ADN polimérfico (RAPD), y
marcadores de secuencia expresada (0 EST por la sigla en inglés expressed sequé&ste tag)
proporciond informacion sobre la organizacion y el contenido de los genomas, asi como sobre
la funcionalidad de los genes y del ADN no codificante,epddi determinar su ubicacién
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 adacion de varios marcadores como RFLP, AFLP,
microsatélites (SSB) 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 a2012; Balsalobre et al. 2017; Yang et al. 2018).

Los polimorfismos de un solo nucle6tido (o SNPs por las siglas enSimgjéss Nucleotide
Polymorphism$e refieren a las variaciones de una sola base en la secuencia de ADN que ocurren
comunmente en sitios homoélogos a lo largo del genoma. Este fendmeno es frecuente y tiene
diversas aplicaciones en genética, incluyendo la identificacion de alelos vincudados
enfermedades, estudios poblacionales y la creacion de mapas de ligamiento de alta densidad.
En el ambito de las plantas cultivables, se ha investigatiaustivamente la presencia y utilidad
de los SNPs como marcadores moleculares. Estos marcadores son ideales debido a su herencia
codominante, excelente reproducibilidad, asignacién cromosémica especifica y distribucion a lo

largo de todo el genoma. L&NPs revelan polimorfismos que podrian pasar desapercibidos con
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otros métodos, y su capacidad de automatizacion 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 cobsamelsvancia
por su eficiencia ya que pueden automatizarse facilmente y proporcionar informacién 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 microsatélitegiie estos sigan utilizandoger
ser altamente informativasSe sabe que los SNPs aparecen con frecuencias que oscilan entre
uno por cada 1000 pb en los genomas de las pksity que la cantidad varia entre especies.
Cuando un nucleétido de una accesion 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 lecturate 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 azUcar porque son codominantes, estan extendidos por todo el genoma y
pueden determinar el nUmero de copias de cada alelo en un locus polimédio @osaje
alélico) a través de los subgenomas (mas de dos cromosomas por grupo homeélogo) (Garcia et
al. 2013). A su vez, se cree que el dosaje alélico esta implicado en la variacion de la expresion
génica y, por tanto, en la variacién fenotipica caugamlala abundancia relativa de cada alelo
(Garcia et al. 2013). Aitken (2021) ha publicado recientemente una revision exhaustiva de SNPs
y otros marcadores moleculares en cafla de azlcar. La implementacién de SNPs y datos
fenotipicos ayuda a identificar lasrrelaciones entre estas variantes y los loci de rasgos
cuantitativos, asociaciones que pueden ser potencialmente Utiles para futuros programas de

mejoramiento de la cafia de azucar (You et al. 2019; Yadav et al. 2021; Mahadevaiah et al. 2021).

La introduccion de enfoques comgenotipificacién por secuenciacion (GBS)otras
tecnologias NGS ha dado lugar a un crecimiento significativo en el nUmero de especies
secuenciadas, en particular las especies no modelo, asi como el nimero de marcadores
disponibles para el analigiKoseva et al. 2017En 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 representacién 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
secuenciacién se eliminan mediante filtrado, por ejemplo, marcando como ausentes los
genotipos que poseen una profundidad de lectura inferior a algin valor umbral o descartando
variantes mediante criterios de calidad establecidBfischaket al. 207). Sin embargo, esto
requiere una secuenciacion mas profunda, lo que se traduce en un menor nimero de individuos
secuenciados y un menor nimero de loci utilizados a un costo determipadigndo dejar una
parte considerable de los datos originales inutilizables. Se han desarrollado varias técnicas para
imputar genotipos faltantes y corregir genotipos erroneos en datos de secuenciacion genémica
de baja profundidad de lecturd=¢ 2014 Hundia et al. 2022 pero estos algoritmos estan
disefiados exclusivamente para poblaciones consanguineas. Otro problema es la presencia de
errores de secuenciacion, lo que lleva a inflar las distancias genéticas si no se tiene en cuenta. A
diferencia de los mores 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 seleccién
asistida por marcadores moleculares, fundamentalmente a través de técnicas de genotipado
como los microarreglos de SNPs o0 GBS (Manimekalai et al. 2020). Al cdogpdosr procesos,
cada uno ofrece ventajas y desventajas para su aplicacion en la cafia de azlcar. Los microarreglos
de SNPs son mas faciles de usar, siendo mas sencilla también la interpretacién de los datos, sin
necesidad de un andlisis bioinformaticgrsficativo. 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 micraaglos 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 seleccion de variantes, el dosaje
de alelosy la validacion dependiendo de la calidad. De esta forma, se desarrollé un microarreglo
de SNPs (Axiom Sugarcane 100K) utilizado para crear mapas genéticos de cafia de azucar e
identificar QTL vinculados a la resistencia al virus de la hoja amarilla {¥bu2€19). 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 informaciéon genémica
disponible (Manimekalai et al. 2020). Para que un nadicegylo de SNPs tenga una
representacion efectiva en cafia de azucar, es necesario una cantidad significativa de datos de
secuenciacién debido a la ploidia y al tamafio de su genoma. Cuando se dispone de un

microarreglo SNPs de alta densidad o de un miceggorespecifico para un rasgo, el analisis de
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datos y el genotipado pueden llevarse a cabo sin ambigiiedades. A pesar de esta ventaja, los
SNPs de los microarreglos representan una muestra sesgada de todos los SNPs que segregan en
la poblaciéon de interés, mientras que con GBS no existe esta limit&&dm demostrado que

GBS es un mejor enfoque para especies no modelo, ya que no requiere genoma de referencia,
aungue tiene limitaciones computacionales cuando se analizan conjuntos de datos muy grandes.
Por otro lado, el enfoque GBS requiere el uso de mutina bioinformética especializada para
analizar los resultados para la deteccion de variantes dentro de la poblacion secuenciada
(Rochette et al. 2019).

Andlisis multivariados aplicados a datos genémicos

Para el andlisis de datos gendémicos, existen cuatro métodos principales que permiten
inferir relaciones filogenéticas y entendeelolucién molecular: la estimacion de la parsimonia,
los métodos de distancia, la maxima verosimilitud y el andlisis bayesiano (Palacio et al. 2020).
Los métodos de estimaciéon de la parsimonia buscan la simplicidad en la explicaciéon de la
evolucién, mininkando el namero 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 neighbojoining, 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 interpretacion de las distancias evolutivas (Palacio et
al. 2020). La maxima verosimilitud y el analisis bayesiano son métodos probabilisticos que
modelan la evolucién molecular y buscan el arbol filogenético gadmiza 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
andlisis bayesiano incorpora informacion dop sobre los parametros y actualiza estas

creencias en funcion 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 meiodticos. La construccion de estos mapas se basa en la deteccion e deen

recombinacion entre sitios genémicos y la cuantificacion de las fracciones de recombinacion 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 duplicacion homologa. Al
comparar la composiciéon cromosémica de parentales y progenies, la presenciaaalaras
informativos, como los SNPs, permite determinar la fraccién de recombinacién entre pares de
loci. Para organismos poliploides, la generacion de mapas de ligamiento es mas desafiante. A
diferencia de los diploides, donde un marcador bialélico projpoia informacién completa para
distinguir entre los dos alelos presentes en un par de homélogos, en los poliploides se deben
considerar las proporciones de dosis alélicas. Estas limitaciones dificultan la evaluacién de los
eventos de recombinacion duranka 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 recombinacion, 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 meiéticas desde los primeros cruzamientos artificiales que
condujeron a los cultivares modernos (entre-2® genotipos) ofrecié escasas oportunidades
para la recombinacion de cromosomas de las especies fundadoras (Yadla®020). Ademas,
se ha hipotetizado que la escasez de cromosoreesmbinantesse debe al reducido nimero
de individuos fundadores d8. officinaruny S. spontaneumComo resultado, persiste un alto
desequilibrio de ligamiento entre los cultivares modasry una base genética estrecha en el
germoplasma moderno de cafia de aztcar, como se ha confirmado en una muestra de cultivares
de la Isla Mauricio, donde ciertos haplotipos cromosémicos permanecen significativamente
conservados en regiones de hasta 10tidargans. 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 (>50f@s) en disefios de cruzamientos para crear nuevas variedades,
razén por la cual ha habido pocas oportunidades para la recombinacién cromos6mica a partir

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

Aunque la poliploidia complica el mapeo, el alto desequilibrio de ligamiento, en
comparacion 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 cromosom&. dpontaneursiendo mas densamente

cubiertos que los d&. officinarum(Grivet y Arruda 2002). Se han propuesto nuevos modelos
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tedricos para una extraccion mas precisa y exhaustiva de la informacion 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 MbjGarsmeur et al. 2018A través daun estudio por citometria de flujo se
determind que la cafa de azucar tiene un gran genoma de casil3,86 pg. (Manimekalai et

al. 2020). Ademass un cultivo aneuploide, donde cada individuo exhibe pérdidas variables de
cromosomas, lo que resulta en una de las principales razones por las cuales el niUmero total de
cromosomas varia entre los distintos genotifdieira et al. 2018; Thirugnanasambandam et al.
2018). Con 10 grupos de ligamiento homologos, el tamafio del genoma total estimado de los
hibridos @& cafia de azlcar es de 10 Gb (Xiong et al. 2023)esar de quedurante el
apareamiento cromosémicen la meiosis se observan generalmente bivalentedgste un

patron complicado y desequilibrado dentro de algunos grupos homdlogos (Xiong et al. 2023).

En el géner@accharumtodas 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 afios, para convertirse en octoplaigesar de
que cada octoploide posee ocho genomas, la identificacibn 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 homeodldgasite la meiosis,
generando un mosaico de los ocho genonf@sivet yArruda 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 cromosprasnientede las
diversasspecies fundadorasonsusdiferencias estructurales, y la presencia de recombinantes

cromosomicos interespecificoSifvet yArruda 2002.

En los cultivos poliploides, la deteccién precisa de SMHmorfismos de un solo
nucleotido (SNP®s mas compleja debido al mapeo ambiguo de loci homedlogyssimilares,
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 secuenciacion de amplicones en genotipos de cafia de
azucar (1 SNP/118,1 pb) fue inferior en comparacm un analisié silico(1 SNP /130,1 pb).

Alrededor del 61,6% de los SNPs predi¢ha#licoen genes del metabolismo de los hidratos de
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carbonqgy el 45,2% en genes de resistencia a enfermedadé&s efficinarumfueron validados

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

Secuencia consenso | TCCGCGGCAGGTGGCGCATGATCGCCACCTCACGGCGGACGTCCTCGACG
_TCCGAGGCAGGTGGCGCATGATCGCCACCT ACGGCGCACGTCCTCAACG (| Subgenoma
TCCGAGGCAGGTGGCGCATGATCGCCACCT ACGGCGCACGTCCTCAACG Subgenoma 2
TCCGCGGCAGGTGGCGCATGATCGCCACCTCACGGCGGACGTCCTCGACG
TCCGAGGCAGGTGGCGCATGATCGCCACCT ACGGCGCACGTCCTCAACG
TCCGCGGCAGGTGGCGCATGATCGCCACCTCACGGCGGACGTCCTCGACG
TCCGAGGCAGGTGGCGCATGATCGCCACCT ACGGCGCACGTCCTCAACG
TCCGAGGCAGGTGGCGCATGATCGCCACCT ACGGCGCACGTCCTCAACG
TCCGCGGCAGGTGGCGCATGATCGCCACCTCACGGCGGACGTCCTCGACG
TCCGAGGCAGGTGGCGCATGATCGCCACCT ACGGCGCACGTCCTCAACG

TCCGAGGCAGGTGGCGCATGATCGCCACCT ACGGCGCACGTCCTCAACG

TCCGCGGCAGGTGGCGCATGATCGCCACCTCACGGCGGACGTCCTCGACG
' TCCGCGGCAGGTGGCGCATGATCGCCACCTCACGGCGGACGTCCTCGACG

Genotipo 1

TCCGAGGCAGGTGGCGCATGATCGCCACCTCACGGCGCACGTCCTCAACG
TCCGCGGCAGGTGGCGCATGATCGCCACCTCACGGCGGACGTCCTCGACG
Genotipo 2 TCCGCGGCAGGTGGCGCATGATCGCCACCTCACGGCGGACGTCCTCGACG
TCCGAGGCAGGTGGCGCATGATCGCCACCTCACGGCGCACGTCCTCAACG
TCCGAGGCAGGTGGCGCATGATCGCCACCTCACGGCGCACGTCCTCAACG
TCCGAGGCAGGTGGCGCATGATCGCCACCTCACGGCGCACGTCCTCAACG
TCCGAGGCAGGTGGCGCATGATCGCCACCTCACGGCGCACGTCCTCAACG

Figura i2 Ejemplo de SNPs en genotipos poliploides.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 rojargaciones entre subgenomas de un
genotipoy, en este caspson los SNP de anclaje. Las bases en amarillo son los verdaderos SNP entre genotipos.
(Adaptado de Clevenger y Ozigkins 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 enSa officinarunrdomesticada en comparacion con las especies silvestres.
En el transcriptoma de la hoj8,. officinarummostré una media de 32,3 SNPs por kb, un 8%
menos queS. spontaneumy S. robustum que mostrarmn 34,9 y 35,1 SNPs por kb,
respectivamente (Arro et al. 2016). En el transcriptoma del tallofficinaruntenia una media
de 45,8 SNPs por Kb, un 11% menos $uspontaneumque mostrd 52,0 SNPs por Kb. Estos
SNPdueron97-98 % bialélicos y-2 % multialélicos. Esto afirma que los SNPs bialélicos son las
variantes SNPs méas abundantes incluso en la cafia de a®acaharunse caracteriza por la
prevalencia de alelos de frecuencia intermedia en el contexto de una reproduccién

predominantemente asexual (Aret al. 2016).

En las regiones de exones, se observé 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 identifecaia@tal de 170544 SNPs no sinbnimos

y 156816 SNPs sinénimos 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 mutacion del codon 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 (13g%hcuentran en las
regiones UTR (Song et al. 2016).

Genomas de referencia disponibles p@eecharum 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 génercSaccharunfManimekalai et al. 2020)| genoma de&Sorghum bicoldna sido utilizado
como modelo de referencia en estudios comparativos debido a su alta afinidad con la cafia 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 (Garsne¢at.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 dmlatacién en pares de bases (formato FASTA), posee
la anotacion funcional (formato gff). Ademas, este genoma monoploide posee un tamafo
razonable $30Mb), lo cual representa una ventaja para la demanda computacional que estos

analisis requieren (Garsmeet 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, ecientemente fueron publicados varios genomas del gérigaocharuna nivel de
cromosomasutilizando secuenciacion de nueva generacion (NGS). El hibrido de cafia de azucar
CC 011940 fue secuenciado utilizando tecnologias NGS (lecturas largas PacBio, lecturas cortas
lllumina y lecturas HC) (TrujilleMontenegro et al.2021). Las especies fundadoras de los
hibridos actuales S. officinarum (acceso al codigo del ensamblado del GenBank:
GCA _020631735.1; BioProject: PRINA7441355pontaneurlp-X (Zhang et al. 2022; acceso
al codigo del ensamblado del GenBank: GCA_0224572%08rbn secuenciadas combinando

lecturas largas PacBydecturas cortas Illumina

En marzo del 2024 finalmente se publicé un nuevo ensamblado del gedeintaltivar
R570que incluye un ensamblado "primario” de 67 pseudocromosomas organizados en 10
grupos homdlogos. Esto representa 5,04 Gb de secuencias, en la que se predijes®3 194
modelos de genes codificadores de proteinas. Ademdas, se construyé0 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 mitadalebgeansiste
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in Ensembl Plants (Yatesat2022), con el genoma de referencia y su anotacion, en formatos

FASTA y ¢ff3.

Evaluacién de la robustez del protocolo
Para evaluar la robustez del protocolo, se cre6 una nueva biblioteca de las muestras NA 78

724 y LCP 8384 a partir de una nueva extraccion de ADN utilizando el protocolo descripto
anteriormente y se secuencid utilizando la plataforma lllumina Novaseq@®00bppareadas
~cuatro millones de lecturas, denominada cobertura de secuenciacién media (MC)). Ademas, se
realizé un submuestreo aleatorio de las lecturas¥0 para obtener un conjunto de datos de
cobertura de secuenciacion media para las muestrag 8724 y LCP 8384. 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 124 y8
LCP 8884. El llamado de variantes se realizé como se ha descripto anteriormente. El archivo
VCF se filtr6 evitando los datos faltantes y se probaron tres rangos fengidad de lectura
por locus diferentes (a. RD= 18&x; b. RD= 36&0x; y c. RD= 5&00x). Utilizando los paneles
de SNPs, se calcularon las distancias alélicas entre las muestras, junto con las matrices

cofenéticas asociadas, como sedescriptoanteriormente.

Resultados

Construccidon y secuenciacion de bibliotecas ddRADseq para cafia de
azlcar
El kit EasyPure (TransGen Biotech) utilizado para realizar la extraccién de ADN del material

vegetal fue efectivo para los genotipos de cafia de azlcar evaluados. Se observaron los indices
de absorbancia (A260/A280 y A260/A280as cantidades obtenidas de ADN para cada muestra
(Apéndicel Tabla 1.1), determinantes de la pureza, y una banda intensa de alto peso molecular

(ADN gendmico) en el gel para cada muesi@efdice JFigura 1.1.).

El protocolo ddRADsepara pocas muestrasnplementado en esteapitulo permitio la
generacion de una biblioteca de muestras agrupadas con buena calidad y cantidad. Las enzimas
de restriccion elegidas, Pstl/Mbol, fueron una combinacion exitosalpdigestiondel ADN de
cafia de azUcaffig. 1.2 a). La seleccionl éd@mafio de los fragmentode ADN denterés de

formamanual fueeficiente(Fig. 1.2 b).
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Figure 1.2Visualizacion de la corrida enfelalizador de fragmentoga) Digestionesn vitrode ADN gendémico
de hibridos de cafia de azucar desttMbol y (b) de labiblioteca gendmic#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
informacién obtenido, la mejor relacién cosbeneficio y diferentes esquemade filtrado.
Ademas, la biblioteca cumpli6 con las expectativas de rendimiento esperada para la
plataformas Illumina, lo cual se comprob6 visualmente a través de los progheastQC y
MultiQC Fig. 1.3. Las secuencias fueron de buena calidad, con un valor promedio por base de
35 segun la codificacion de Pherd para ambas plataformas (Fiy. d,3jue va disminuyendo
hacia el final del fragmento (Fig. 1.3 a, ¢), lo cual es esperable por la tecnologia de secuenciacion.
Se puede observar en la Figura 1.3 ¢ que las lecturas leidas desde el comienzo (linea verde) y

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

Position (b Mean Sequence Quality (

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

Figura 1.3.Control de calidad visualizado con FastQC y Multt@lor de calidad promedio por base deNs-
70 y ¢ No-150; Numero de lecturas con valor de calidad prometid.Ne-70 y d No-150. Linea verdelecturas
leidas desde el comienziel fragmento; Linea naranja: lecturas leidasde el finatlel fragmento.

En la Tabla 1 se muestran el nimero de lecturas y su alineacion con el genoma de referencia
para cada muestra, para las corridasT™ey Ne150. El nimero de lecturas de 60 fue en
promedio mas de siete veces el nimero detectado efvBl¢Tabla 1.1Apéndicel Tablal.2),
superando la relacién esperada de 2,93Bdo 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 distribucionaledlucion en la celda de flujpas muestras NA
78724 y NA 580 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 azlcar fue mayor efiNgue en Nel50. 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

78724, que reporté un 50% (Tabla 1.1).
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Tabla 1.1.Numero de lecturas obtenidas con dos plataformas de secuencid@$a de alineamiento total
respecto al genoma de cafia de aztcar monoploide del cultivar R570 (Garsmeur et al. 2018), nimero de lecturas
alineadas en un solo sitio, y nimero @eturas alineadas en mas de un siti®70 = Lecturas simples de 75 pb
recortada a 70 pb, MC; Nb0 = Lectura pareadas de 150 pb, HC.

Lecturas Tasa de Lecturas
Plataforma Lecturas . . . .
., ) alineadas en alineamiento alineadas en
de Accesion N° lecturas alineadas en 3 o
., N mas deun total/ N° un solo sitio
secuenciacio un solo sitio .
sitio lecturas N° lecturas
INTA 05-3116 3.055.298 1.182.532 430.432 0,528 0,387
NA 78-724 3.759.023 1.499.488 569.465 0,55 0,399
Ne-70 LCP 85-384 3.307.885 1.315.870 462.541 0,538 0,398
HOCP 92-665 2.826.753 1.098.629 435.747 0,543 0,389
NA 56-30 2.535.384 1.006.667 368.096 0,542 0,397
INTA 05-3116 10.504.705 4.162.735 2.208.809 0,415 0,396
NA 78-724 13.056.991 5.696.204 2.484.897 0,504 0,436
No-150 | | cpg5.384 10.810451 4375030 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

Evaluacién de genomas de referembéaSaccharum splisponibles en
bases de datos (NCBEnomes)
Cinco genomas de referencia p&accharum spsegun la base de datos del NCBI, fueron

evaluadas paraer utilizads durante este trabajo de tesidas muestradutilizadas en este

ensayo fuerondos cultivares comerciales (NA-784, LCP 8884), una de las especies
fundadoras de los genotipos comercial&s §pontaneuiny tres genotipos de sorgo (cv Wiley,

Rex y MN1054)Cémo se puede observar en la Figlg al utilizar el genoma de referencia de

cafia de azucar del cultivar hibrido R5&0napeogeneral disminuye respecto a los resultados
obtenidospreviamente, dado que aqui se trata de lecturas mas largas42eates de bases.

Para los cultivares comerciales se obtuvo un alineamiento del ~30%, Earspehtaneunun
porcentaje similar (~27%), mientras que para los sorgos fue menor (~22%). Al evaluar el
alineamiento contra Sorgo bicolor BTx623 como referersgapbtienen 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 eyaede esperar ya que
hablamos de la misma especie. Respecto a las otras referencias evaluadas, con el hibrido de cafia
de azucar CC @940 yS. spontaneunlNp-X, ambas arrojaron tasas de alineamiento similares,
siendo~4649% para las cafas y ~35% para los sorgos. Por ultimo, el ensamblado de otra de las

especies fundadoras de los cultivares comerci&@esfficinarumgio como resultado un menor
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porcentaje de alineamiento (~30% para las cafias de azucar, ~27% para el gencBpo de

spontaneunevaluado y~20% para los sorgos).
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m S. officinarum cv LA-purple B S. spontaneum

Figura 14. Porcentaje de alineamiento entre las muestras evaluadas y los genomas de reféeilttiares
comerciales de cafia de azucar: NA728, LCP 8384; especies fundador&. spontaneumcultivares 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 azucar secuenciados en

cada plataforma lllumina (N0 y Ne150), a partir del llamado de variantes polimoéficas guiada

por referencia yde novo Para el primer set de datos, se recuperaron 188.199 SNPs usando la
estrategiade novoy 86.051 SNPs utilizando el alineamiento con una referencia, mientras que
en el segundo se identificaron 2.831.922 SNPs para el amfdisisvoy 460.890 SNPs en el
usando el genoma monoploide de la cafia de az(itabla 1.2)La estrategiale novopermitio
identificar una cantidad de SNPs 2,1 y 6,1 veces mayor que la basada en genoma de referencia
en Ne70 y Nel150, respectivamente. Ademas, se recuperaron 15 veces mas SNPs con el analisis
de novoen el Nel50 en comparacion al N&, mientras que usando la referencia se

recuperaron 5,4 veces mas SNPs.
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Tabla 1.2Numero de SNPs por panel obtenidos paneles de SNPs crudos se obtuvieron de los cinco genotipos
de cafia de azlcar analizados en cada plataforma/(Ne Ne150) y de dos estrategias de llamado de SNPs (guiada
por referencia yde novq. Las simulaciones aplicadas a la corridel Bi®, es decir, el submuestreo de HC a MG (No
150-PE/MC), mas las lecturas acotadas a 70bpABE/HC) y el posterior submuestreo de HC a ME/(NeE/MC)
también se analizaron con referencia guiaddeynovo Por (ltimo, se aplicaron los seis FS a cada unosdedneles
de SNPs crudos.

FS= esquemas de filtrado; MAF= frecuencia de alelo minoritario; RD= profundidad de lectura por locus; MC:
cobertura de secuenciacién media; HC: cobertura de secuenciacion alta; SR: lecturas simples; PE: lecturas pareadas;
Ne: Plataforma de secuenciacionxXteeq500; No: Plataforma de secuenciacion Novaseq6000; 70: Lectura de 70 pb
de longitud; 150: Lectura de 150 pb de longitud;MNe= Lecturas simples de 75 pb recortada a 70 pb, M58
Lectura pareadas de 150 pb, HC;-MBPE/MC= Lectura de 70 pb padas, MC; N@O-PE/HC= Lectura de pb
pareadas, HC, Nb50-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 nimerost&n neg
representan los SNPs que se tuvieron en cuenta para continuar el analisis.

FS1 FS 2 FS3 FS 4 FS5 FS 6
s:::ﬁ:;ogin;;gi Estrategia Datos
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 1619
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 1712
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 delN0 a 70 pb (N@0-PE/HC) y de reducir el nUmero
de lecturas de HC a MC @{W6-PE/MC), también se realiz6 el llamado de polimorfismos
utilizando la estrategia con referenciadg novo De esta forma, se obtuvieron otros cuatro
paneles de SNPs. N®-PE/HC se compar6 con los paneles obtenidos a partir de las lecturas de
No-150 para evaluar el efecto de la longitud de las lecturas en el nUmero de SNPs identificados.
El nimero de SNPs iaficados en Nel50 con la esttegiade novofue 3,7 y con referencia
1,3 veces mas que el numero de SNPs identificados erR&/HC, respectivamentén el
andlisis sin referencia, se dete@bmenor nimero de SNRs las primeras 70 pb (767.203 SNPs
en No70-PE/HC de 2.831.922 SNPs enr186), 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 en1¥0)(Tabla 1.2).

Se evalu6 también el efecto del nUmero de lecturas por individuo en el descubrimiento de
SNPs. Para ello, se compar6 el panel/®E/HC habiendoeteccionado de forma aleatoria

cuatromillones de lecturas por individuo, considerado como cobertura de secuenciacién media
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(No-70-PE/MC). Los SNPs identificados er7R®¥E/HC (351.864 SNPs utilizando la busqueda
con referencia y 767.203 SNPs usando el andsisiovd duplicaron la cantidad de los
identificados en N&/O-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 numero de SNPs no es directangeptoporcional al nimero de lecturas por individuo.
Como se predijo, al comparar N&O-PE/MC con NA50, 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 nimero
de SNPs identificados, se compar6é el/Meoriginal con el panel NoO-PE/MC. Como se
esperaba, el nimero de SNPs identificados er?IBE/MC fue casi el dobliel nimero de

SNPs identificados en N@®, para ambas estrategias de llamado de variantes (Tabla 1.2).

Paneles de SNRItrados

Los paneles de SNPs generados a patrtir de los conjuntos de datos7deyN&e150,
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 Fige én&aron sesenta
paneles de SNPs a partir de seis esquemas de filtrado aplicados (FS). Las matiGc@éoNe-
PE/MC y Nd50-PE/MC mostraron una tendencia decreciente de SNPs desde FS1 hasta FS6 con
ambas estrategias (con y sin referencia), lo quécanque los SNPs retenidos disminuyeron con
la profundidad de lectura a medida que menos SNPs cumplian las condiciones restrictivas
impuestas por las profundidades de lectura 2®0x (Tabla 1.2). Con N&0 la tendencia de
SNPs filtrados fue similar ak dNe70 en la estrategia sin referencia, pero-INe0 se recuperé
un mayor niamero 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 simutZG&ERKC,
peroen este panel el nimero de SNPs fue menor debido al menor tamafio 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 o0 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
gue b aplicacién de FS1 en 6 y FS5 en Nb50 retuvo el mayor nimero d8NPs, se

seleccionaron ambos esquemas de filtrado para las comparaciones posteriores.

Para visualizar la distribucion de SNPs a lo largo de cada cromosoma se represento
graficamerte la densidad de SNPs (Fig.)1l%®s datos crudos de N® mostraron regiones con
mas de 289 SNPs repartidos en todos cromosomas, y las regiones distales mostraron una
densidad de SNPs relativamente altagesir, mas de 181 SNPs (Fig.d).3.a aplicacion del FS1
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0.9393939 0.9636364

Figura 16. Analisis de correlacion de Spearman entre el nimero de SNPs (n° NPs) detectados por cromosoma
y la longitud del cromosoma (pb) para-X@ con FS1 y Nb50 con FS5.

Tabla 1.3Relacion entre el largo de cada cromosoma y el nimero de B&tBe de cada cromosoma de cafia
de azacar y numero de SNPs por cromosoma efiNeon FS 1y NB60 con FS 5. pb= pares de bases.

Cromosoma|Largo del cromosoma (g " SNPs| n” SNPs

Ne-70 FSINo-150 FS
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 jerarguico de clusteres y analisis de componentes principales
Los paneles filtrados, N&O FS1 y N&50 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 clusteresl otro enel ordenamiento reduciden el espacio,

a través de un analisis de componentes princip@RSA) El analisis de agrupamiento de los
paneles de SNPs redalos grandes grupos dentro de los dendrogramas (Fi@, ). En ambos
dendrogramas, ehibridoINTA 053116 (biotipo de alta fibra) formo un solo cluster (Fig.dl,.

b). El segundo cluster, lo conformaron los cuatro hibridos comerciales: 2478 CP 8384,

HOCP 9865 y NA 560; sin embargo, el agrupamiento enti@esgenotipos comercialesn cada

dendrograma fue diferente (Fig.71a, b).
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Figura 17. Relacion entre cultivares de cafia de azlcar basada en marcadoresC8d&scigpromedio de
agrupamiento en (a) Né0 con FS1y (b) NIb0 con FS5. Andlisis de componentes principales en {£) Hen FS1y
(d) N6150 con FS5. PC, componente principgrupados por lineas sélidas azulesdantificanlos dos grandes
gruposque se forman a partir de la ubicacion de las muestras en el espacio.
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El PCA permitié representar graficamente las relaciones entre los cinco genotipos de cafia
de azucar (Fig. 1c, d). El grafico de PCA, explico 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 genddigrogédos por lineas
sélidas en la Fig. 1.7 c).dEl grupo 1 estaba compuesto por el INTABDE6, mientras que el
grupo 2lo conformanlos cuatro gentipos comerciales. El PC2 represento el 24% de la varianza
total, separando LCP &84, NA 560 y HOCP 9@65 {ig.1.7 ¢, cuadrante superior izquierdo)
de NA 78724 Fig. 1.7 cguadrante inferior izquierdo) para N FS1, mientras que NA-36 y
HOCP 9565 Fig. 1.7 decuadrante superior izquierdo) de NA-784 y LCP 8384 fig. 1.7 d,
cuadrante inferior izquierdo) para NIb0 FS5. En conjunto, el andlisis de agrupamiento
jerarquico y el PCA revelaron patrones similares de agrupacioén y ordenacion en el espacio

reducido de genotipos analizados.

Prediccion del efecttuncionalde losSNIB

Para predecir las posibles implicancias funcionales de los&NBs cinco genotipos de
cafia de azucar estudiados en este capitulo se utilizés&ima de prediccion de efectos de las
variantes(VEP) del Ensembl Plants (Fig).1Del total de variantes procesadas en'NeFS1, las
variantes genéticas ubicadas rio arriba yaliajo de los genes alcanzaron el 60,6% (8.415 SNPs),
representando mas de la mitad de las variantes detectadas (8ig). Las variantes intergénicas
e intrénicas alcanzaron 2.0714,9%) y 1.314 SNPs (9,5%), respectivamente @#&Ahéndice
1 Tablal.3). Casi el 13% de las variantes (1.776 SNPs) correspondieron a regiones codificantes
(Fig. 18 a, Apéndice ITablal.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 sindnimas, 48,9%), 5 evitaron el inicio de la
transcipcién (coddn de inicio perdido, 0,3%), 5 provocaron una ganancia (0,3%) y 4 una pérdida
de codones de finalizacid,2%)Fig. 18 b, Apéndicel Tablal.3).
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Figura 18. Andlisis funcional in silico de SNIPsrcentajes del efecto bioldgico de las variantes SNPs para todas
las consecuencias en a. M@ FS1; o c. Nb50 FS5, y las consecuencias en las regiones codificantes segin la
localizacién del sitio del genoma en b.-Rcon FS1 o d. NtbO con FS5.

Las variantes génicas ubicadas rio arriba gléjo de los genes en Nib0 FS5 lograron un
porcentaje similar al de Né0 FS1 (46.522 SNPs, que representan el 61,4%) &ig. Las
variantes intergénicas e intronicas lograron 9.834 (13%) y 9.662 SNPs (12,7%), respectivamente
(Fig. 18 c, Apéndice 1Tablal.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 posibiapactosen la funcionalidad de la proteina; 2)

3.586 SNPs fueron variantes sin6nimas (46,2%); 3) 19 SNPs causaron la pérdida de codones de
inicio; y 4) 80 SNPs modificaras Icodones de finalizacion (55 se ganaron, 14 se perdieron, y
en 11 codones se cambi6 al menos una base, pero se mantuvo el codon de finalizacios) (Fig. 1.

d, Apéndice ITablal.3).

Robustez del protocolo
En total, las dos muestras de cdd@rido comercial y sus réplicdSlA 78724 y LCP 85

384), produjeron 77.918 SNPs. Tras filtrar los datos por datos perdidos, se retuvieron 22.744
SNPsLos tres umbrales de profundidad de lectura probados dieron lugar a tres paneles de SNPs:
a. RD=1086x, donde se encontraron 14.024 SNPs; b. RD€@Q>donde se encontraron 5.137
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SNPs; y ¢. RD= 5B80x, donde se encontraron 2.465 SNPs. Estos paneles de SNPs se utilizaron
para calcular las distancias alélicas entre las muestras (BigEh.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
78724y 0,161 para LCP-8B4(Fig. 19 a). En el panel con profundidad de lectanadidapor

locus media, el valor de la thaicia fue de 0,153 para NA-724 y de 0,112 para LCP-83%4

(Fig. 19 b). En el panel con profundidades de lecturas mas altas, se obtuvieron valores de
distancia méas bajos, de 0,066 para NA728 y 0,071 para LCP-884 (Fig. Bc).

a. RD= 10x-36x b. RD= 30x-60x ¢. RD= 56x-200x
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Figura 19. Distancia promedio de agrupamiento en dos répliddd 78724.1 y LCP 8384.1 (cobertura
media/individuo seleccionadas aleatoriamente del conjunto de datod58), y sus réplicas NA-724.2 y LCP 85
384.2 (lecturas de 150 giareadasMC). Se probaron tres umbrales de profundidad de lectura (RD) diferentes a. RD=
10%-36x, b. RD= 3660x, y c. RD= 5&00x.

Discusion

El andlisis genémico de la cafia de azlcar 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 algunoddsibdificultan el genotipado
de la cafia de azucar debido al multiple nUmero de copias alélicas (Serang et al. 2012). Ademas,
en los poliploides la tasa de falsos positivos en la deteccion de SNPs aumenta debido a que el
mapeo puede resultar ambiguo pal@ci 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 azUcar (Balsalobre et al. 2017; Yang et
al. 201'b), sin embargo, hasta el momento, el enfoque ddRADseq no se ha aplicado a este
cultivo. Las simulaciones y comparacionebasadas en datos realemostraron que,
independientemente de la complejidad del genotipado de los hibridos de cafia de azucar, hay

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

Las plataformas NGS actuales generan datos para analizar genes y genomas, a traves de la
secuenciacion por sintesis (Lopez de Heredia 2016). Las diferencias entre plataformas se basan
en el rango de lecturas obteras por corrida, la longitud méxima de lectura de los fragmentos
y los costos por corridéStoler and Nekrutenko 2021Por esta razén, la comparaciéon entre
plataformas de secuenciacion es crucial para decidir cémo invertir los recursos dispduables.
resultadosde este capitulo demuestrague el numero de lecturas asignadas a cada genotipo
siguié el mismo orden en las plataformas-Mey Nel50, no obstante, el numero final de
lecturas en esta Ultima fue superior al detectado en la primera (TahjaQabe destacar que
NA 78724 y NA 580, dos hibridos argentinos provenientes del mismo programa de
mejoramiento de cafae azUcampresentaron valores extremos para el nimero de lecturas en
ambas plataformas desecuenciaion, o que sugiere una consistencia en el desempefitade

metodologiaentre ambasmuestras.

Lapuesta a punto del protocolddRADseq en cafia de azUesarrealizé utilizando como
genoma de referencia al hibrido R570, el tnico genoma ensamblado a nivel de cromosoma con
gue se contabal iniciar la tesisDe esta formaal tasa de alineamiento generalbtenida para
cada grupo de lecturas de AN ambas plataformasvaluadas en la primaiinstanciafue de
un promedio de ~48%. Varios fenbmenos no excluyentes podrian ser responsables de este valor.
En primer lugar, el ensamblado del genoma de referencia hibrido R570 se origin6 a partir de la
sintenia con el sorgo, utilizando BACs basadoosmlineamientos globalesentre ambas
representando la parte rica en genes (Garsmeur et al. 2018). Esto indica que es poco probable
que las regiones menos conseraade alieren con otros hibridos de cafia de aztcar. En segundo
lugar, R570 es un cultivar de la Isla de la Reunion, ubicada en el Océano indico, lo que sugiere
que podria ser genéticamente distante ldes variedades argentinas y americanéifzados en
esta investigacion/Acevedo etal. 2017; Garsmeur et al. 2018n tercer lugarel 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 amasaalla de
las limitantes computacionaleg&stas observaciones aumentan la dificultad de localizar las
lecturas en la posicidén exacta del genoma de referencia, aunque Yang et ah) (@édriharon

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

alineacién similares, independientemente de la plataforma utilizada (Tlabla

Luego, se llevé a cabo la evaluacién de cuatro genomaSadeharum spque fueron
publicados en los dltimos afios, junto con el genomaSadeghum bicolocv BTx623, el cual se
compardé con el R570. Como se explico previamente en la introduccion, muchos estudios sobre
el genoma de la cafia de azucar contintan utilizando al sorgo bicolor como punto de referencia,
considerandolo la especie diploide méas relaada (Garsmeur eal. 2018), a pesar de la
disponibilidad de varios genomas &accharumen las bases el datos. La seleccion de las
muestras permitié llevar a cabo una evaluacion de los diferentes "tipos" de cafias, 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 eréles 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 recuperacion sleelSi¢P
novoy el basado en la referencia (Rochette y Catchen 2017). Como era de esperar, eldmalisis
novg, considerando los datos crudgsermiti6 una mayor tasa de deteccion de SNPs que el
analisis basado en la referencia en ambas plataformas, ya gaélésta rutina solo consideré
las lecturas que mapearon contra el genoma de referencia. Sin embargo, los paneles obtenidos
a partir del analisis cogenoma dereferencia dan informacién sobre la posicion del SNP en el
cromosomagpor lo que resultan mas informativoAdemas, como discutiremos mas adelante,

los filtros de calidad son esenciales para encontrar $iRstos

Las simulaciones aplicadas para dilucidar el rol del tamafio del fragmento de lectura, la
cobertura de la secuenciacion y el impacto de las lecturas pareadas frente a las simples han
demostrado que los SIRo estan distribuidos uniformemente a lo largo del fragmento. Como
se esperaba, se recuperaron mas SNPs en las lecturas mas lard&®)§ae en las mas cortas
(No-70-PE/HC) para ambas estrategias de mapemsque la probabilidad de encontrar una
variante aumenta con el tamafio de la lectura, junto toprecision del locus mapeaddtros
autores comoManimekalai et al. (2020) recomiendan lecturas pareadas de al menos 150 pb
para distinguir los SNfbmeodlogos de I0SNP alélicos en aloploides para el descubrimiento de
variantes de alta calidadPor su parteel nimero de SNPs no es directamente proporcional al
namero de lecturas por individuo. En términos relativos, la cantidad de SNPs recuperados en los
datos crudos en N@GO-PE/MC (174.585 SNPs en el analisis con referencia y 363.919 SNPs en el
de novq fue mayor a la mitad de la cantidad recuperada ef?RMPE/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 media4( millones de lecturas/individuo) sigue siendo una

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

La falta de informacion sobre la aplicacion del protocolo ddRADseq en la cafia de azUcar
nos llevé aestudiar seis esquemas de filtrado (FS) compuestos por una combinacion de
diferentes MAF y profundidades de lectura por loeuéin deseleccionar los valores de los
parametros mas adecuados para mejorar el llamado de variantes ENRslusion de filtros de
minima profundidad por locuse implement6 paraeliminar los falsos positivos y asegura
variantes de mayor calidad, y de maxima profundidad por Iquesienden a evitar las regiones
paralégas o repetitivas (Ravinet y Meier 2020). Se obsegué) con una cobertura de
secuenciaciéon media, a medida que el valor de la profundidad de lectura aumenta, el nUmero
de SNPs recuperados disminuye. Con una cobertura de secuenciacion alta, esta tendencia se
invirti6. La combinaciéde esteMAF con el aumento del valor de corte mingy maxinos para
la profundidad de secuenciacion por locus disminuyé los SNPs recuperados en ambas estrategias
de mapeo Ne&70 y en Nel50 sin referencia. Sin embargo, en-NgDanalizado con genoma de
referenciala combinaciérde ese MAF con profundidades de lectura crecientes aumento6 el
namero de SNPs recuperados. Esto podria estar relacionado con las regiones paralogas
procedentes de los eventos de duplicacion o con la naturaleza poliploide, dendaeden
encontrar varias copias de algunas regiones (o0 genes) dentro del mismo genoma que pertenecen

a diferentes ancestros (subgenomas).

Los resultados obtenidos muestran quias lecturas pareadas y de secuenciacién de
lecturas mas largas (comparando-i80 con Ne70-PE/MC, NevO-PE/HC, NA50-PE/HC y Ne
70) producen un mayor nimero de SNPs. Aungue la cobertura de secuenciacion alta es ideal
para los poliploides, en particulpara 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 Novaseq6000odria ser una opcid rentable para aplicar el
protocolo ddRADseq a un mayor numero de muestR. otra parte se vio quela 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 cafia de azdcar mostraron una
densidad de SNPs relativamente alta tanto en los datos crudos como, en medioiarren los
FS1y FS5 (Fig. Ldebido al nimero diferencial de SNPs retenidos en estos FS en comparacion
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 cromosustrasan
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una alta densidad de genes y las regiones pericentroméricas mostraron una baja densidad de
genes y bajas tasas de recombinacion (McCormick et al. ZYi8uanto ahiimero de SNPs por
cromosoma, esultados similares fueron encontrados por You et al (2019) en ddnuerero

maximo de SNPs se encontr6 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 andlisis de agrupamiento jerarquico y de componentes principales
revelaron patrones similares. Es importante destacar que el biotipo de alta fibra quedd aislado
respecto de los hibridos comerciales (Fid),Jprobablemente debido a los diferentes fondos
genéticos de los hibridos comerciales respecto del biotipo de alta(fiaecia et al. 2022; Kane
et al. 2021)Curiosamente, NA 7824 y NA 580 no compartieron el mismo grupo en ninguno
de los paneles analizados, pese a pertenetenismo programa de mejoramiento de cafia de
azucar. Sin embargblA 5630 y HOCP 9665 mostraron la distancia genética mas cercana en
No-150 (Fig. I.b) entre las muestras ensayadas, en concordancia con las similitudes genéticas
basadas en las estimaciones del coeficiente de parenteste ambos genotipofAcevedo et

al. 2017).

Para dilucidar el efectduncional de los SNPs retenidos sobre genes, traptrsi
secuencias de proteinas y regiones reguladoras en los cinco genotipos de cafia de azlcar
ensayados, se utilizé el predictor de efecto de variantes (VEP). A grandes rasgos, se asignaron
proporciones similares de SNPs a las mismas consecuencias fureiemambos paneles (Fig.

1.8 a, ¢). Esto demuestra ademas que, independientemente del numero diferencial de SNPs
detectados en cada plataforma, se asignaron proporciones sasitde variantes a las mismas
consecuencias. Entre los SNPs recuperados, las variantes con cambio de sentisld¥6,ig.

1.8 b, d), surgieron como variantes interesanfEgatener en cuenta para analisis postegar

Estos SNPs serian responsables del cambio de una base de la secuencia original, pero se conserva
la longitud de la proteina. M&s de la mitad de las variantes detectadas se localizaron dentro de
regiones reguladoras, lo que sugiere que podrian alteramaionalidad biolégica del genigF

1.8 a, ¢). 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 réplic&uealiptus
dunnii Enestetrabajo,serealizd una comparacion similar utilizando paneles de SNPs obtenidas
de experimentos ddRADseq independienpasados genotipos. Los paneles se generaron con
tres rangosde profundidades de lectura pdocidiferentes yexcluyendo loslatos 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 analizadlas 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 cafla de azlcar y requieren una alta profundidad de
secuenciacién pdocus para ser detectados. Estos resultados son consistentes con los de Yang
et al. (201D), e indican queel uso de una profundidad de 56 lecturas por locus permite la
seleccion de SNPs de alta calidad. Esto se dahg 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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En el caso de especies poliploidparaobtener datos multialélicos es crucial considerar las
frecuencias de recombinacion, realizar estimaciones de configuraciones de fase y reconstruir los
haplotipos de los progenitores e individuos de la pobla¢idargarido et al. 200)/ Los grandes
bloques de desequilibrio de ligamiento (LD), causados por los largos cicatfEzundacion

en cafia de azUcar, pueden ser Utiles para localizar marcadores vinculados a genes que controlan
las caracteristicas agronomicagaves. Estudiar la descendencia F1 de gasentales
heterocigéticos o incluso la poblacién de descendientes obtenidas por autofecundacién de un
determinado cultiar, puede ser desafiante debido al genoma altamente heterocigota de la cafa
de azucar y a la fuerte depresion por endogamia para vesaeteristicagXiong et al. 2023).

Sin embargoexistenvariasalternativasde software que permiten hacer las estimaciones de LD
basandose erdatos de SNPg§Yang et al. 2017aerard et al. 2018; Gerard 2021sta
informacién resulta muy Gtibara la seleccion de SNPs que peamifa realizacion de mapas

genéticos.

En estudios previoglistintos grupos de trabajo han desarrollado mapgenéticos para
cafia de azlcar, utilizando distintas metodologias y tipos de marcad®aésinet al. (2008)
trabajo con 72 cultivares moderngsse estudiaon 1537 polimorfismos del tipo AFLP
encontando una mayorfrecuencia debloques deLD en los primeros 5 cMiisminuyedo
progresivamentalentro de una ventana de-80 cM.Luego del analisis estadistipara evaluar
la asociacion de los marcadorss, conservaron 118FLPgor bloque de LDSin embargo, los
autores encontraron dificultades metodoldgicas debido la presencia de mdltiples copias del
genoma que dificultaron el reconocimiento dearcadoes ligados (Raboin et al. 2008).
Recientemente, otros autores trabajando con una nueva generacion de marcadores basados en
secuenciaion aplicaron diferentes estrategias para construir mapas genéticos obteniendo
versiones fragmentadade losmismos Balsalobre et al. (2017) generaronmapa usando 933
SNR obtenidos porGBS con 223 grupos de ligamiento (LG}8 de los cuales se pudieron
agrupar posteriormente en 18§rupos homélogos (HGsjambién utilizando técnicas de GBS
Yang et al. (20XJ construyeron mapas genéticos de alta densidad para los his@oafa de
azucar CP 95039 y CP 8&762. Para el primer cultivar, utilizaron 2453 marcadores spie
agruparon erl62 LG con una longitud total del mapa de 4224,4 dRara el segundo cultivar,
lograronobtener un mapa con 2154 marcadores ggeagruparon en42 LG con una longitud
total del mapa de 4373,2 cM (Yang et al. 201En otro estudio, se utilizé el microarreglo
Affymetrix Axiom de 100K para genotipd69 clones derivados del cruzamient®e las
variedades Green German e INEBI6, y una poblacion autofecundada de CR8@7. Se

obtuvieron mapas genéticos con 3482 marcadoresspiiRaGreen Germajcon un tamafio de
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3336 cMy 138 LGsun mapa para IND8146 con 1513 SNRjue abarcan 2615 cM 90 LGs,
mientras quda poblacion de CP8DB27con 536 SNPresentéuna extensiorde 3651 cMy 102
LGHYou et al. 2019)

Para especies del génef®accharumresulta conveniente utilizar poblaciones F1 para
construir mapas de ligamiento para uno o ambos progenitores. Esto se debe a que la alta
heterocigosis, la depresién por endogamia y su propagacion clonal dificultan la utilizacion de
poblaciones F2, lineanddgamas recombinantes, lineas enddgarpas retrocruzamientoy
lineas de doble haploide (DH), como si es posible en otros cu(fagy et al. 2018).a
construccién de un mapa genético en una poblacion de hermanogpletws puede resumirse

en cinco pasos basicos:

i. estimaciébn 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. calculo de las probabilidades de la fase parental y actualizacion de la fraccion de
recombinacion

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
cromosémico son diversas, predominando los bivalentes en muchos casos. Sin embargo, la
complejidad de estas configuraciones aumenta exponencialmente con el nivel de @Boiska.
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 cadante 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 etl. 2019).

En estudios genéticos de especies con altos niveles de ploidia se utiliza como estrategia
para bajar la complejidad, marcadores de dosis Uinaina 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 formaes posibleemplear el método de los cinco paswgncionados
anteriormente,junto con un software estandar apropiado pgmablaciones diploide@Viollinari

et al.2020) No obstante, la utilizacién de marcadores de dosis Unica presenta limitaciones en la
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construccién de mapas genéticos precisos. Estos enfoques submuestrean el genoma, lo que
impide considerar los efectos de mudltiples alelos en los modelos de mapeo deoloci
caracteristicas cuantitativas (QTL)trosanalisisAdemas, cuando los marcadores estan en fase

de repulsion, resulta mas dificil detectar un ligamiento estadisticamente significativo entre ellos

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

Los avances en las técnicas de secuenciacion han mejorado significativamente la precision
y exhaustividad de los mapas genéticos, permitiendo la generacion de mapas mas densos gracias
a la capacidad de descubrir muchos mas marcadokdemas, es posible relacionar estos
marcadores con los mapas fisicos, ya que se pueden referenciar a posiciones gendémicas
especificaqVining et al. 2017)Las tecnologias de secuenciacién de alto rendimiento han
permitido la generacién de mapas de ligamiento de alta densidalando al desarrollo de
ensamblados gendmicos para especies no mo@aledano y Beck 2023Sin embargolos
problemas como los errores de secuenciacion y los errores de genotipado debidos a la baja
profundidad pueden dar lugar a mapas genéticos inflados si ho se abordan adecuadamente.
Dada la complejidad del genoma de la cafia de azlcar, caracterizado por exédeErsentos
repetitivos y copias casi idénticas dificiles de separar en cada cromosoma homo(eé)logo con
lecturas cortas de NGS, se ha optado @loensamblado 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 informacion. Por tanto, los mapas de ligamiento
de alta resolucién seuelven herramientas valiosas para colocar adecuadamente los scaffolds
en los cromosomas y ordenar los marcadores SNPs (Yang et al. 2018). Se han desarrollado
nuevas herramientasbioinformaticascomo los paquetes de ROneMap para diploides, y
posteriormente el MAPpoly,para poliploidesgue aplican lanetodologiadescripta por Wu et
al. (2002),basadas en los modelos ocultos de Markov, para modelar con predatéa de
secuenciacion de baja cobertura, proporcionando estimaciones precisas de las fracciones de
recombinacion y de las distancias totales de los médasgarido et al. 2007; Mollinayi Garcia
2019) Estos avances ponen de manifiesto la viabilidad de la utilizacion eficaz de los datos de
secuenciacion para mejorar la calidad de los mapas genéticos sin necesidad de un filtrado

exhaustivo de genotipos potencialmente erréneos.

En este capitulo se aplico el protocolo ddRADseq desarrollado en el capitulo anterior a una
poblacion biparental con el objetivo de investigar el potencial de los marcadores SNP
desarrollados para la construccion de mapas genéticos. Se analizaron eagagegitienden a

reducir la complejidad genética y otras que capi@moomplejidad de la presencia de multiples
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alelos para cada gen. Se realiz6 la evaluacién de dosaje alélico y se evalué la estructura de la

poblacion para evaluda constitucion genética das progenies respecto a sus parentales.

Materiales y métodos
Material vegetal
Para este estudio snalizaronlas progenie$90 individuos)de un cruzamiento biparental

de los genotiposcomercialesde cafia de azucarSéccharum spp NA 78724 (de origen
argentino)x LCP 8384 (de origen estadounidensgXionget al. 2023) provenientes de la
Estacion Experimental Agropecuaria Famaill4, del Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria, Famailla (27°03'S, 65°25'0, 363 msnm), Tucuman, Argestosmmateriales se

usan como parentales en los programas de mejoramiento de cafia de azUcar por sus

caracteristicas industriales y agronémi¢Asevedo et al. 2017; Garcia et al. 2022)

Se sembraron trozos de tallos con yemas viables en macetasitdes4dara obtene un
clon por genotipa Las plantas crecieroen invernaculoen el Instituto de Suelos délentro
Nacional de Investigaciones Agropecuarias (€NTA)hasta el momento de realizar los

ensayos.

Construccidon y secuenciacion de bibliotecas ddRADseq para cafia de
azlcar

Se utilizaron hojas de tres réplicas por accesion de cafia de azucar para la exttaccion
ADN de alta calidad. La extraccion de ADN gendmico vegetal, la evaluacién de su calidad y
cantidad se realiz6 de la misma forma que se explicé en la seccion Materiales y métodos del
capitulo 1.Se construyeron dos bibliotecas d8 muestrascada una. Para ellge utilizd ¢
protocolo ddRADse@ optimizado paraEucalyptusdunnii (Aguirre et al. 2019)En este caso,
como se menciond en la seccién Materiales y métoaddsdpitulo Ise modificGeste protocolo
para cafia de azUcar utilizando la combinacién de enzimas de restriccion Pstl/Mbol en el paso
de digestion de ADN. El tamafio de los fragmentos de gdi#¢cionado fue d&60-460 pb +
140 pb de barcode@Molina et al 2022) Todos los experimentos se realizaron en la Unidad de
Genomica, IABIMInstituto de Biotecnologia INTA, Argentina. La biblioteca se secuencio
utilizandola plataforma Novaseq6000 de Illumina (lllumina Inc, San DiegdzECEAJU. Las

lecturasobtenidas fuerorde 250 plpareadas ~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 seccion

Materiales y métodos del capitulo e las lecturas obtenidas del secuenciador, se descartaron
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aguellas 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 da de azucar R570
(Garsmeur et al. 2018) con el software Bowtie2 (Langnyezalzberg 2012).

t I Nk f1 ARSYGATFTAOFIOAsy RS {btax &S dziiaftAls
el modulo "ref_map.pl" del paquete Stacks d@dnde es posible agrupar las muestras segun su
procedencia, en este caso en particular las opciones son si son poblaciones biparentales o
naturales, entre ots. La diferencia fundamental entre estas opciones radica en el método de
procesamiento de los loci. En el caso de poblaciones biparentales se regista#eidsde los
parentales primero y luego los de las progenies, mientras que, en las poblaciones naturales se
priorizan los loci con informacion por encima de la jerarquia de parentesco en laipobl&e
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 r&ustos.
la primera, se definieron las lecturas correspondientes a anplosntalesy a las progenies,
para analizar como poblacién biparentgin 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, gmnsideraron todas las muestras como parte de una
poblacién natural, evaluando a todos los individuos sin distincién de orden o pareniesao.
estrategia permite obtener paneles de SNPs mas numemqsepermitan evaluar informacion
que este en baja frecuencia dentro de la poblacion analizademas, para cada analisis en el
llamado de variantes, se establecié que el porcentaje minimo de individuos de la poblacion
requerido para procesar un sitio nucleotidico fuese el 90% para el analisis como poblacién
biparental y 80% para el analisis como poblacion natural, y un valor de MAF de 0,1. Los paneles
de SNPs se reportaron en formato VCF. Este soffi@prata al alelo que se encuentra en mayor
proporcion en los datos analizados como alelo de referencia, mientras que llama alelo

alternativo a la variante encontrada para ese locus.

Se realizdé una evaluacion de los paneles de marcadores a través del paguete VCFTools
(Danecek et al. 2011) y se utilizé el software R para el analisis estaglig@carealizar los
graficos(R Core Team 2023Luego 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=-RDOx. 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
nimero de SNPgeniendo en cuenta el aumento considerable del niUmero de muestras

evaluadas. Se realiz6 la imputacion deoddialtantes a través del modulo LD KNNi del software
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Tassel, para continuar los andlisis posteriores. Este algoritmo de imputacion 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 cercanBsgeiotipo se llama

con un modo ponderado de los KNNs

Construccion de mapas genéticos
Aproximaciorpara diploides

Para conocer la segregaciéon de los marcadores SNPs filtrados se upilimuele de R
OneMap(Margarido et al. 200 Este andlisis emplea la verosimilitud multipunto mediante
modelos ocultos de Markof(HMM) para estimar simultdneamente el ligamiento, las fases de
ligamiento y el ordenamiento de marcadores. Se utilizé un conjunto de diferentes patrones de
segregacion de marcadoresie fueron codificados segun la notacion propuesta por Wu et al.
2002 Los alelos codominantes se representaron como "a"§ 3 utilizaron marcadores de
tipo codominante para evaluar Eegregacion en tres tipos de cruzamient3.7' (ab x ab),

'D1.10' (ab x ada madre es heterocigoly 'D2.15' (aa x alkel padre el heterocigotg.

Utilizando la funcion find_birse determird cuéles son los SNPs redundanteara evaluar
si existe alguna distorsion en la segregacion de los marcadores se utilizé la funcién segreg_test,
que realiza una prueba estadistica de-cidrado para comprobar si un marcador especifico
sigue el patron de segregacion esperado segun leegagion mendeliana?or defecto, utiliza
O2Y2 dzYo NI £ LI NI {05 cortstidizfadalpruetzss miltipB< c@ndalcdrrEcaion

de Bonferroni.

Paraagrupar los marcadores en grupos de ligamieséoutilizé la funcion suggest_lod para
calcular una puntuacion LOD sugerida teniendo en cuenta que se estan realizando mdultiples
pruebas. h fraccién de recombinacidasignada fue d@,40, segunas sugerencias destudios
previospara la deteccion de las fases de acoplamiento y repu(giddru et al. 201l EImapa
genéticomarcose construg con la funcion de mapeo de Haldag@e permite incluimultiples
sobrecruzamient® entre dosmarcadoresSe utilizaron las funcionesake_seqy record, para
definir los grupos ddigamientoy ordenar los marcadoregespectivamente.La funcion
draw_map2permitié obtener una visualizacion de cada grupo de ligamiespoesentado como
un cromosoma y los marcadoresnco lineasque los cortara una determinada distancia (en
centimorgan). La calidad de los datos para la construccion del mapa mareoago6 corun

mapa de calor a partir de las frecuencias de recombinaédios marcadores.
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Aproximaciorpara poliploides

Se utilizé el paquete de Bodog(porf ' a aA3If+a Sy Ay3afSa RS a! a
hTTFaLINRY 3 (BSafdeiiab 2008)a da@stimacion del dosaje alélico para cStP
por individuo, con un parametro de ploidia fijo de 8 y considerando el modelo de poblacion F1.
Este paquete permite estimar cada genotip@sbndose 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 se¢&no.

Conlainformaciéndel dosaje alélico para cada SNP/individse utiliz6 el paquete de R
MAPpoly (Mollinariet al. 2019) para construir mapas genéticoson una aproximacion para
poliploides. Este paquete fue desarrollado pamatopoliploides con niveles de ploidia
uniformes y aunque este no es el caso de la cafia de azucar, ya que es alopoliploide y los niveles
de ploidia son variablesg incorpor6 al andlisis para intentar obtemaés informaciéracerca
del comportamientaen la segregacion de los marcadar8e eligidun nivel de ploidia de 8 que
es el valor maximo que puede manejar el paquetando se utilizaModelos ocultos de Markov
(HMM).

Estructura genética y diversidad poblacional mediantéliss

multivariados con datos genomicos
Se utiliz6 el paquete Adegenet para realizar un Andistiminante de lo€omponentes

Principales (DAPC), implementado en R (Jombar820@mbarty Ahmed2011). Ete método

permite asignar a los individuos en grupos o clusters y visua@eaus contribuciones a la
estructura genética de la poblacion. Para lograr esto, se emplea una estrategia que implica la
transformacion de datos gendmicos mediante un andlisis de componentes principales (PCA),
como paso previo a un andlisis discriminaf\). Esta secuencia asegura que las variables
utilizadas en el DA estén completamemig correlacionadas y que su cantidad sea inferior a la

de los individuos analizados. Este risifo del DA no se cumple cuando se trabaja con datos de
paneles de SNBsutiliza un enfoque multivariado que no se fundamenta en el equilibrio de
HardyWeinberg (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 com@nente
principales (PC) y dos funciones discriminantes, que en conjunto representaban el 99% de la
variacion genética global. Se utilizo el algoritmo-fihdster para determinar el nime ideal de
conglomerados (K); este algoritmo realiza agrupaciones sucesiasams con valores
crecientes de K. El nimero de conglomerados debe ser el que posea menor valor segun el

Criterio Bayesiano de Informaciéon (BIC). Las accesiones se dividiersabgoblaciones
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mediante el métoddDAPCLos graficos de carga destacaron las contribuciones de los SNPs a

cada funcioén discriminante.

Porultimo, se realizé un andlisis de componentes principales (PCA)alqtaeel poliploide
y se graficé con el paquete ggplot2 de R para analizar el conjunto completo de SNPs de cada

panel

Resultados
Paneles de SNPs de cafia de azucar
Al igual que sucedi6 con el set de muestras utilizado en el capitulo 1 de esta tesis, al evaluar

la progeniede los genotipos comerciales NA-784 x LCP 8384, elkit EasyPureTransGen
Biotech) permitié obtener una buena calidad y cantidad de ADN genomical. Aréndice2

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 cuantificacion de ADN por
fluorometria medida en un Qubit 2.0 (Thermo Fisher SifientEl protocolo de ddRADs@ara
muchas muestrasimplementado en estecapitulo, permitié genera dos bibliotecas de 48
muestras agrupadasle buena calidad y cantidad. Nuevament&s kenzimas de restriccion

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

Solamente el 18% 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)aslecturas leidas desde el comien@l)y desde el fina(R2)del
fragmentofueron de buena calidad, con un valor promed@®35 segun la codificacién derBt
por base Elvalormediode laslecturas RIue de 473 + 233 millones de lecturag4,70 + 224
millones de lecturas para |&2(Fig. 2.1)Esto demuestra qupara cada muestrks valores de
la Rifueron similaresa los de su par Rpero entre muestras hubo mucha variacion, lo que se
puede apreciar en el valor del desvio estandar.ambos conjuntos de muestras se incluyeron
los parentalesPor esta razén, se obtuvo un mayor nimero de lectyras estos dos genotipos,
lo quese puedeobservaren los puntos que se encuentran por encima de ambos grafieos
cajas y bigotesLos otros puntos que aparecen como outlieffsiera de tipacorresponden das
muestras 99, 125y 163 (con 12.4, 13.3 y 10.3 millones de lecturas, respectivamente, tanto para
las R1 como para las R3g lograron resultados similares a los ensayos anteriores al alinear con
el genoma de referencia del cultivar comercial R570, con vattgemapeo de lecturague

oscilaron entre el 30% y el 40% de alineamiento.
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Figura 2.1.Secuencias obtenidas para la poblacién biparer€aimbinaciérgraficosviolin yde cajas y bigotes
para el nimero de lecturas leidas desde el comignziesde el finablel fragmento; R1: lecturas leidas desde el
comienzo del fragmento; R2: lecturas leidas desde el final del fragmento.

Llamado de variantes SNPs

El llamado ddas variantes se realizdilizando el mapeo con el genoma de referencia, bajo
dosestrategias de agrupamiento de las muestfaiparental, natural)para evaluar aquella que

ofreciera resultados mas precisos en cuanto a la identificacion de SNPs

Selecciéon de estrategias para identificacion de variantes: §hifel A, una poblacion

biparental de cafia de azlcar

Laimplementacion de la estrategia con referencia para una poblacion biparental, utilizada
con el paquete Stacks (v2), permitio la identificacidminl@panel deSNP&n el cual las variantes
identificadasestan presentes en ambggrentalesy en almenos 81 progenies (esto es porque
el software toma como ugrupoa losparentalesy como oto grupo alas progenies)De esta
forma, elpanelqued6 conformado poR4443SNPsLa profundidad media de cada una de las
variantes esto es esencialmente el nimero @etliras que se han mapeado en esta posicion,
tuvo mucha variacion, con un minimo de 1y 2106 lecturas por sittouna medinade 10,50
y media de 2677 lecturas por sitioLas regiones con maydensidad de datos (Fig. 22eron

envaloresmenores a 25
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Densidad

100
Profundidad media por variante

Figura 2.2.Profundidad mediale lecturagpor variante Distribucionde la profundidad media de ldscturas.

Al evaluar la profundidad media de lecturas por individuo, tambiémisevo mucha
variacion(Fig. 2.3. Este parametro vari6 entre 27 y 294 lecturas promedio por sitio por individuo
evaluadoLa mediana y la media de la profundidad de lectura en todas las muestras #ron

y 85, respectivamente.
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Figura 2.3.Profundidad medialelecturas ddas variantes y numero de sitios evaluagosindividuoRelacion
entre la profundidad mediae lecturasde las variantes y el nimero total de variantes por individwintensidad
del color azul refleja el valor de la profundidad mediidecturagie las variantes, siendo méas oscuro para los valores
mas bajosy mas claros para los mas altbss diagramas de cajas y bigotiesla pofundidad mediade lecturasde
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las variantesy del nimero de sitios para cada individpermiten ver la distribucion de los datos de estas variables
por separado.

300

Panel de 2263 SNPs
con 20% de datos perdidos

| | ‘ ‘
1' | | | | |
0- I I

0.00 0.04 0.08 0.12
Frecuencia de datos faltantes
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Figura 2.4.Frecuencia de datos faltantes por variante SNiffmero de variantes segin lee€uencia de datos
perdidos sleccionando solo IcSNPgjue estan presentes en el 80% de los individuos

Dado que el andlisis fue realizado para una poblacion biparental, primero se buscaron los
SNPs en los parentales y, luego, en las progenies. Ademas, como se menciond anteriormente,
se obtuvo mayor numero de lecturas para los parentales que para la magolda 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
resulté en que el nimero de SNPs disminuya de 24SNMBs 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
poblacion. De esta forma&e puedeobservar que un pequefio nimero de sitios en todos los

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

La poblacion de mapeo se cre6 mediante el cruce de progenitores poliploides que eran
heterocigotas. En este sentid@ distribucion de frecuencias alélicas para el panel de SNPs
presentd una mayor densidad en frecuenci@b (Fig. 2.5).Esto indicaque hay mucha
heterocigosis lo cual es esperable de una poblacion ptbveniente de parentales

heterocigéticos Sin embargo, también se observaron loci en frecuencias diferentes (&i@.
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2.5), que podrian asociarsel@aslargos ciclos de reproduccion ytaadepresion por endogamia
que se ha reportado en estudigsevioso ala segregacion que no sigue un patron bivalente
(Xiong et al. 2023

Densidad

0.2 0.4 0.6 0.8

Frecuencias alélicas

Figura 2.5.Distribucion ddrecuencia alélicasHistogramade frecuencias alélicas

Con estanformacion, se aplicé un segundo filtro para recuperar solo los loci que presenten
un MAF mayor a 0,1. Finalmente, se aplicé el filtro de profundidad de lectura de entre 10x y
200x. Con estos filtros se obtuvo un panel de 2066 SNPs. La distribuci6éSN®&lidgntificados
por cromosoma de cafia fue heterogéni@dg. 2.6y 2.7 y coherente con elamafio deestos
como se vio también en los resultados del capitul&llcromosoma 1 acumuB88 variantes,
seguido de los cromosomasZy/ 4que acumularon eme 260, 251y 234 SNPsespectivamente
Los cromosomas con menos variantes polimérficas fueron el 5 y @mgl18 y 114 SNPs
respectivamente(Fig. 2.6)La distribucion de los SNPs en cada cromosoma siguié un patrén
similar al encontrado en el capitulo 1, donde se observé mayor variabilidad en las regiones
distales y en el centro menos frecuencia de variantes o baches sin informacién (regiones en
blanco)(Fig. 2.7).
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Figura 27. Densidad de SNPs por cromoso®istribucion de SNPs en 10 cromosomas de la cafia 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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Seleccion de estrategias para identificacion de variantes ffes$ B poblacion natural o

priorizacion de loci informativos a relaciones de parentesco

El llamado delelosbajo el criterio de poblacion natural permitidentificar un panel de
4372SNPs en el cual las variantegistradasestén 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 proporcion de dataltantes.La profundidad media diectura decada
variante,es decirel numero de lecturasnapeadasen cada posicigroscilé entre 3,6 Y107
lecturas por sitio, con una media de 60,5 y umediana de 35,9 lecturas por sitio
respectivamenteLa distribucion de frecuencias alélicas se puede apreciar en la Figura 2.8a, en
la que se observo un patrén similar al del Panel A, donde se registré una mayor concentracion
en el valor de 0,%0steriormente, se filtré 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 3907La&NPS.
cantidad de SNPs identificados por cromosd(ffig. 2.8bkiguié el mismo patrén observado
parael Panel A (Fi@..6).

Densidad
3
|
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Figura 28. Distribucién de frecuencias alélicasimerode \ariantes SNPs por cromosonaaDistribucion de
frecuencias alélica®. Niumero de SNPs para cada uno de los 10 cromosomas de la cafia de azlcar
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Construccion de mapas geneéticos

Se exploraron dos metodologias alternativas para la creacion de mapas genéticos en
organismos poliploides. Inicialmente, se evaluaror2@86 SNPslel Panel Aratandolos como
si fueran de una especie diploiimetodologia mas comuan para la creacion de mapaahdo
el algoritmoOneMapde Ry se siguieron los criterios recomendados para tales casos. Luego, se
calcularon las dosis alélicas de cada SNP y se explord una metodologia que permitiera inferir los
grupos de ligamiento a partir de estos dosajes, con el fin de gemeapas para especies

poliploidesusando el paguete MAPpoly de R

Aproximacion para diploides

Para la construccion del mapa, utilizando el softw@meMap (Margarido etal. 2007)
desarrollado para especies diploides, se evalué la segregacién de los marcadores d20pénel (
SNP}¥ para retener aquellos que segregan de manera mendeli@ealiminaron las variantes
del conjunto de datos que en ambos progenitores eran homocigotas para el mismo alelo, por lo
que estos marcadores no se consideran informativos en poblaciones de cruzamiento biparental.
De esta forma, el pane2(66 SNBsjued6 conformadgor 553 marcadores SNPs. Dado que la
informacién genotipica de algunos SNPs puede coincidir con la de otros marcadores debido a
que no ha ocurrido ninguna recombinacién entre ellos, su inclusion incrementa la carga
computacional en la construccion del mapao aporta informacion adicional. En consecuencia,
se excluyeron estos marcadores paradastrucciérdel mapa. Por consiguiente, se agruparon
los marcadores en intervalos segun su informacion genotipica en 430 bins o grupos, con un

promedio de 1,29 maxadores/grupo.
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Figura 2.9Tipos de segregacioB3.7= Parentales= abxafegregacion= 1:2:1 (a, 2ab, b). D1.10= Parentales=
abxaa; segregacion= 1:1 (a,ab). D2.15= Parentales= aaxab; segregacion= 1:1 (a,ab).

S evaluaron los tipos de segregacion proposgior Wu et al. (2002) se observé quéd?2
SNPs resultaron heterocigotpara ambos progenitorg®3.7= ab x abjnientras quel85SNPs
eran heterocigotas para el parentdA 78724 (D1.10= ab x g 103 SNPsran heterocigotas
para el parentaLCP 8884 (D2.15aa x ab(Fig. 2.9)Mediante la prueba de cliuadrado, e
identificaron 183 marcadores sin distorsion 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 mendeliaton sign.=no es significativa la distorsion; sigas
significativa la distorsion.

Para la generacion del mapa se emplearon 183 SNPs, con un LOD de 5,45 y una fraccién de
recombinacion 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 informacion, se elabordé un mapa gendgiamque 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 utilizaumt referencia, se disponia de las
posiciones fisicas de los marcadores mapeados en los cromosomas para cada LG. Cuando un LG
tenia méas del 80% de marcadores correspondientes al mismo cromosoma de cafia, se agrupaba
en el grupo homdlogo (HG), que se nonti@asegun el numero de cromosoma de referencia
correspondienteEl 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 2.1. Mapa genéticomarca Los 38 grupos de ligamiento (LGs) erésentaon como cromosomas
grises Representados comiineasazules se encuentran cada uno de los 112 marcadores SNPs agrup88dsGs
A la izquierda se detalla la distancia dentro de cada LG y a la derecha el nombre @elagkd de forma manual
el grupo homologo (H@) que pertenecia cada |.8egun la posicion fisica de cada marcador

Para evaluar la calidad des datos obtenidogara la construccion del mapa marse
graficé unmapa de caloa partir de las frecuencias de recombinacién de los 112 marcadores
(Fig. 2.2). Se puede observar que los colores mas calidos, que represéetaurencias de
recombinacion mas bajas, se encuentran cercanas a la diagonal, formando pequefoslgrupos.
mayor parte de los marcadores se encuentran a distancias de recombinacion masLeltpse

es posible vevarios puntos en celestér¢cuencias de recombinacid@ntre 03 y Q4).
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Figura 2.2. Mapa de calor de 11tharcadoresCada punto representkas frecuencias de recombinaciones
entre dos marcadore<sn la diagonal se encuentra cada marcador consigo mismo. Los aitidesrepresentan
frecuencias de recombinacién mas bajas, mientras los colores frios representan frecuencias de recombinacion
mas altasrf= frecuencias de recombinacion

Aproximaciérpara poliploides

La estimacion de los dosajes alélipasa cada SNP por individdel panel(2066 SNPse
realizé con epaquete de Ripdog(Gerard et al. 2018fEste paquete devuelvdos conjuntos de
datos. El primero engloba las caracteristicas de los SNPs, incluyendo valores estirnsekgode
alélico ylatasa de error de secuenciaciéasi comda probabilidad detlosaje alélico de cada
marcador @ra cada uno de los parental@sg. 2.8). El segundo conjunto de datos comprende

las caracteristicas de cada individespecto a cada SNPig. 2.14)
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Figura 2.13Estimaciérde los dosajes alélicos de todos los marcadores para los parergalea 7824 y b.
LCP 8884. La estimacion se realizd en base a la profundidad de lectura del alelo de referencia, respecto al nimero
de lecturas total, asumiendo una ploidia uniforme deUs 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 ohs&vgroporcion
mayor de la relacién-8 en el NA 7§24 (Figura 2.13a) y del7en el LCP 8384 (Figura 2.13b).

Las progenies mostraron dosajes alélicos intermedios entigalentalesen algunos loci, como

es esperado por la segregacién mendeliana, tnésnque en otros se comportaron de manera
similar a uno de loparentalesEl programaipdogpermitié tener una estimacion de la correcta
asignacion de los genotipos de la progenie, teniendo en cuenta los errores de secuenlgacion
profundidad de lectura por SNP para cada individuo y los datos faltd&gbgpermitio realizar

una estimacion mas real de los genotigadiploides considerando la cantidad de copids
cadaalelo para cada locA su vezfue posiblerepresentar graficamente la probabilidale los
dosajes alélicos de la poblacion, como se muestran los ejemplos de la Figuian2d &Figura
2.14a, ambos parentales tienen un dosaje alélico-depero el padre tiene mas lecturas que la

madre.En la Figura 2.14b, el NA-784 tiene un dosaje alélico de 8, mientras que el LC3885
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tiene un dosaje alélico de 7. Esto permite observar los dosajes alélicos de toda la poblacion para

cada marcador.
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Figura 2.4. Ejemplo déllamado dedosmarcadoesSNP con sus posibldosajes aléliccs utilizandoupdog a.
Marcador26005:59:=-. b. Marcador274423:72: +H eje Yrepresenta el numero de copias del alelo de referencia (A)

y el ejeXrepresenta el nimero de copias del alelo alternativogaf).
(NAT787240 & GEé¢ Sa Sf

ANYO2f 2

abé

84 fI dzoAOFOAsy

LCH 8RB4Y ling ivdividubsad® drprabggriie se muestran como puntos

codificados por colores segun su genotipo con la probabilidad posterior masPattajemplo, un genotip@i7é
representasietecopias del alelo de referenciaupacopia del alelo alternativo (AAAAAR). Las lineas discontinuas
indicannuevedosis posibles en un individuo octoploidginivel de transparencia es proporcional a la probabilidad
posterior maxima. Esto equivale a la probabilidad posterior delgestimacion del genotipo sea correctdA= sin

dato.
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Para construir el mapa genético con una aproximacién paliploides se utilizé el paquete
de R MAPpoly (Mollinari et al. 2019), a partir dedireacion de los genotipos, con sus dosajes
alélicos, como se explicé previameniimero,serealizd un analisis exploratorio en el que
compairon los resultadosde analizar los datos como si se tratara de una espéigkide,
utilizandolos mismo2066SNPspero conlosdosajes alélicos asignadpara aproximarse a un
analisis del tipgoliploide (Fig. 2.5). En el analisis como diploidee observa que lmayoria de
los marcadores son heterocigotaanto en logparentales que se puede observar en el panel
de la izquierda como grafico de barras del nUmero de marcadores por cada combinacion de
dosis alélica en ambos progenitor@gsayor proporciénsegregacion 1:1p en el panel de las
progenies como color amarillo en el panel centflalg. 2158). En caso del andlisiscomo
poliploide seobservaque mayoria de los marcadores sbaterocigota, con dosislélicasmuy
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 celastzulFig. 215h).
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Figura2.15. Composicion genética de cada genotipo segun las estrategias utilizadas para el armado de los
mapas Analisiscomo diploide coidneMap(Panede 2066 SNPs diploidizadgscomo poliploide con MAPpo(Panel
de 2066 SNPs con los dosajes alélicos estimjadog&l diagrama de barras de la izquierda es una representacion
gréfica del nimero de marcadores pmadacombinacion de genotipos de los progenito@s homocigota para el
alelo de referencia; 1= heterocigotas; 2= homocigota para el al&mativo). Los niUmeros separados por gaion
indican la dosis en los parentald#v8-724y LCB5-384 respectivamenteEn el panel superior derecho seiestra
el log10 (valor p) de una prueba chuadrado para los patrones de segregacion esperados segun la herencia
mendeliana. El panel inferior derecho muestra una representacién grafica de la distribucion de dosis en la poblacion
de hermanos completot.a barra azul irida la proporcion de marcadores Unicos vs. redundariied. la izquierda
se encuentra laepresentacion grafica del nimero de marcadores por cada combinacidgedetipos de los
progenitores asumiendo una ploidia uniforme de I180s nimeros separados por guion indican la dosis en los
parentales NA7924 y LCP8384 respectivamente9 f  LJ- Yy St adzLISNRA2NJ YdzSadN» 1 f SeSy
porgue no se pudo obtener la informacidie los patrones de segregacion esperados segun la herencia mendeliana.
El panel inferior derecho muestra una representacion gréafica de la distribucion de dosis en la poblacion de hermanos
completos.
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El software MAPpolpermite unaevaluacion grafica del desempefio de cada marcador
(Figura 2.1§ sintetizando la informacion y facilitado la comparacién entrenarcadores asi
comola evaluacién déa calidad.Por ejemplo, consideremos el marcador 274423:72:+. En este
caso, podemos observar que el genotipo NA728 tiene un dosaje alélico de 8, mientras que
elparentalLCP 8884presenta 7 copias del alelo de referenciay 1 del alelo alternativo. Ademas,
este locus no tiene datos faltantes y la mayoridadeprogenies son homocigotas para el alelo
de referencia, aunque algunos muestran 1 copia del alelo alternativo. Este analisis nos permite
visualizar las probabilidades de que cada marcador esté correctamente genotipado y la cantidad

de genotipos que cuplen con estas caracteristicas.

274423:72:+ i

marker #: 156 10 —7
Dose in P1: 8

Dose in P2: 7

Missing: 0%

p-value: 3.16e-03
sequence: 8

se% position: 4529276
prob. threshold: 0.5

0 10 20 30 40 50

Figura 216. Visualizacién déas probabilidades del dosaje alélico de los marcadores utilizando MAPpoly.
Epmplode unmarcador SN H T n n H @oYi sus Nosiklles dosajalélicos.Se utilizéuno de losmarcadoes de la
Figura 2.14para evaluar la informacion demarcador.El panel superioizquierdoda unresumen, informando le
dosaje de cada parental, porcentaje de dapesdidos valor p asociadgposicion en el genoma de referencia y
probabilidad de recombinacion. En el panel infermquierdose visualizan la proporcion de progenies dosajes de
7 u 8y sin datasPor ultimo, como figura central se ve un grafico de tres dimensiones en la qup@ecagla progenie
(eje x) el dosaje alélico (ejeyzyu probabilidad (eje y).

Se aplic6é un proceso de filtrado de marcadores similar abdeMap por lo que el panel
inicial de 2066 SNPs fue ajustado a 1252 SNPs tras eliminar los marcadores que no eran
informativos y luegg se refind a 1196 SNPs al eliminar aquellos ubicados en la misma region
gendmica.Es importante aclarar queuchos de los marcadores se perdieron al no poseer la
cantidad delecturasnecesariagpara una evaluaciddel dosaje alélicoPor este motivplos
marcadoresjue pasaron lofiltrosde calidad fueron 568, distribuidos por todo el genomaue

conformaran emapa poliploide El algoritmo del MAPpolgs diferente al deDneMap razén
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por la cualcambbd el nUmero de marcadoredinal con el que se construyeron los mapas de

ligamiento.
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Figura 217. Mapa genéticode los parentalegjemplificadopara losgrupos de ligamient® (a) y 7 (b).
Representados comiineasgrisesse encuentran cada ade las 8 copias del genomd.osbloques negro® 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 selginfosis alélica de cada genotipo
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El mapa de ligamiento se construyé 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 recombinacién de los 568 SNPs, solo 51 se pudieron agrupando 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 representadongliferentes colored.a Apéndice Tabla
2.2 muestra el nimero de marcadores por cromosoma utilizados para calcular las fracciones de
recombinacion (Apéndice Tabla 2.2 a) y el nUmero de marcadores por grupo homologo (HG)
(Apéndice Tabla 2.2 blos 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 d
101 pb.Esta permite también la visualizacion 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 o0 5 copias para el alelo de referencia, mientras que en la Fige2.i¥ds uniforme, donde
el LCP 8884 no presenta copias para el alelo alternativo y NAZ&8tiene un dosaje alélico de

7.

Estructura genética y diversidad poblacional medianamalisis
multivariados con datos genémicos
Para conocer la diversidad genéticaayestructura poblacional esrealizd un Analisis

Discriminante de losComponentesPrincipales (DAPQJobre los 183 SNPs que no poseen
distorsion en la segregaci@malizado con técnicas diploidésig. 2.1Q)Utilizando el valor BIC
mas bajo, se detectaron tres clisteres (Fify8R.Se conservaron |&) primeros PC90.3% de
la varianza total) y dos funciones discriminantes. En la Figlilaa2y b., se observa la que
Funcién Discriminante 1 (eje horizontal) sepalréltsterl del2y deltres, mientras que Funcion
Discriminante2 (eje vertical) permiti6 separar los clisterdgsy tres. El clister 1 agrup634
genotipos.entre ellos el parental LCP-884,el grupo 2 permitié asociar B individuos entre

ellos el otro parental NA 7824, mientras que el clUster 3 agrup@d lineas (Fig. 28a).

82| 144



Catalina Molina Capitulo 2

a e 1
o5 2
9
o ’
LCP85384 o 'gguz
\ 172 o
\ LA
\ © 86
NA78724
102
104
167
89 148 129
119 125
13
170
b o _
o i [ |
o2
<
z 3 o3
2 _
o~
o o4 Y
— \
) e o LI l:)
s~ T T \ T T T
-10 -5 0 5 10 15

Discriminant function 1

Figura 218. Analisis discriminante de los componentes principaeBDAPC para la poblacién biparental (dos
parentalesy las 90 progenies) a partir A3 SNPs80PCs y 2 funciones discriminantes fueron retenidos durante los
andlisis, para describir la relacion entre los clusters. Los ejes representan las primeras dos Funciones Discriminantes
Lineales. Cada circulo representa un cluster y cada punto representaividiio. Los nimeros representan las
diferentes subpoblaciones identificadas por el andlisis DAPC; b. Densidad individual y por clusters (3) en la primera
funcién discriminante.

De forma anéaloga, sealizd un analisis de componentes principales (PCA) para el panel de
568 SNPscodificados segun sus dosajes alélicos (Fif).2.Se observajue el componente
principal 1 (PC1,eje horizontal)explicd el 6% de la varianza totamientras quePC2(eje
vertical) permitiéexplica el 42% de la varianza totaElparental NA 7824, resaltado con un
rectangulo amarillo en la Figural®, se agrupd junto &0 lineas que coinciden con el
agrupamiento de la FiguralB, con la excepcion da linea 18. H otro parental LCP 8384,
marcado con un rectdngulo azul (Fidl9, se ubicé méas alejado agras muestras. Un grupo
de 6 progenies(94, 98, 140, 145, 153 y 164dentificadas con un rectangulo rojo en la Figura
2.19, se diferenci6 de los dgzarentalesy de las progenies restantes que se encuentres
proximasespacio.
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Figura 219. Analisisde componentes principale®CApara la poblacion biparental (dgsmrentalesy las 90
progenies) a partir d&668 SNPs codificados corsus dosajeslélicos Los ejes representarod primeos dos
componentes principalesCadaectangulorepresenta urgrupoy cada punto representa un individuo

Discusion

La implementacion del protocolo ddRADseq desarrollado para cafia de azlcar en esta tesis
demostré ser aplicable tanto para pocos individuos como para un escalado en el nimero de
muestras al evaluar una poblacion biparental de 90 individuos. EI mismo permitié la obtencion
de datos gendmicos de buena calidad que se pudieron utilizar para etal&sde paneles de
SNPs y la caracterizaciéon de germoplasma complejo como lo es el de la cafia de azucar. Los
marcadores moleculares relacionados a loci genéticos pudieron utilizarse para identificar
polimorfismos entre los progenitores, y para genotipaos individuos recombinantes dentro

de la poblacién.

Como se discutié en el capitulo anteri@s kécnicas de ddRADseq presentan limitaciones
inherentes a su metodologiaincidenen el numero de lecturasbtenidaspor sitio, un factor
crucial para los algoritmos de llamado de varianEgseste capitulo, se crearon dos bibliotecas,
cada una de 48 muestras, las cuales se secuenciaron por sepagadistintos tiempos en el

mismo servicio de secuenciacidPara que sea econémicamente viable a nivel poblacional, se
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La definicionde las metapblaciones,al momento derealizar el llamado de variantes
influye en el nimero de SNPs final del panelslprofundidades mediafe lecturapor variante
enel analisis como poblacién biparen{aiedianade 10,50 y media de 26,77 lecturas por 3itio
fueron menores comparadas con el analisis de la poblatadural en su conjuntgmedia de
60,5 y una mediaade 35,9 lecturas por sitio respectivamehtesto se debe a la manera en que
el software busca las variantesn el caso de la poblacién biparenmdmpara a los dos
parentalesy luego, en estas regiones, registra lo encontrado en las progereeslcaso de la
poblacién naturakvaltalos loci detodos los individuos siana priorizacior{Cerca et al. 2021)
Sin embargocomo puede apreciarse en la diferencia entre la media y la mediarantes
analisis se observo una gran variabilidad. Segun las recomendaciones de Gerard et al. (2018)
para el andlisis de poliploides, se sugiere utilizar mas de 25 lecturas para obtener una fuerte
correlacion de genotipos verdaderos, considerando también el nimero dedads incluidos
en el estudio En el capitulo anterior se tuvieron en cuenta estas recomendaciones por tratarse
Unicamente de 5 variedies de cafidNo obstantegen el andlisis de la progenie se disminuyé el
umbral a un minimo de 10 lecturas por sitio, para evitar una condicion excesivamente restrictiva
gue pudiera ocasionar la pérdida de informaciédemas, se consideré la naturaleza biparental

de la poblaciénen la qudos genotipos parentales tuvieram mayor nimero de lecturas

En total se identificaroB066marcadores para el panel 8907para el panel BH nimero
de marcadorey su distribuciérpor cromosomafue similaren los panelesA (biparental) y B
(generado al analizar las muestras como una poblaciébn natyraf su vez.estos se
corresponderon con los resultados obtenidos en el capitulo 1oEsesultados son coherentes
con el tamafio de los cromosomaspgdria ser un indicio de que el nUmero de variantes
encontradas se relacioneon bs regiones que segregan juntall¢ques de ligamientp Las
regiones distales de los cromosomas presentan una mayor variabilidad gemndiécdras que
en el centro se encuentra una menor frecuencia de variantes o incluso areas sin informacion
(regiones en blanco). Este patron de distribucion podoiafirmarque las zonas centroméricas
son mas metiladas que las zonas distales que alojan mas regiones codiffCamseseaur et al.
2018;Xue et al. 2022FEn un estudie@n el que sanalizarorlos perfiles de metilaciéde cafia
de azUcaraplicando la digestion del ADN con endonucleasas MpaB&enriquecer regiones
eucromaticasobservaromue, areas dejenomacon baja metilacién coincidian con factores de
transcripcion y genes relacionados con la sacarosa, tales como {MBte¥has que se unen al
ADN), bZIP(del inglés:Basic Leucine ZippeMWOX(del inglés:WUSCHELelated Homeobok
sacarosdosfato sintasay fructosal,6-bisfosfatasgGrativol et al. 2014)Ademas,observaron

gue los genes que se superponen con regiones del ADN que presentan diferentes niveles de
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que cuando se los analiza teniendo en cuenta las dosis alélicas el nUmeymaoeidotas baja

considerablemente.

EIMAPpoly tambiérpermite resumir la informacién de da marcador como se observa
enel ejemplo dda Fig 2.16, donde se pueden contemplar Ipssibles dosajgalélicosde todos
los individuosevaluadoscon sus probabilidades de ocurrenchalemas, sénformala posicion
del marcador en el genomdas proporciones de los individuos que contienen uno u otro dosaje
alélico y las indeterminacione&.partir de las frecuencias de recombinaciéric@maron grupos
de marcadores muy distanciados entre si, por lo que no se pudo graficar en un mismo mapa
todos los LGs, pero kGs por separado, donde se visualit@nSNPs en los parentales y con
colores los dosajes alélicd®e puede apreciar que hay mucha viitidad en bs LGs evaluados,
por lo que el agregado de nuevos marcadores a este mapa marnttjpia la reconstrucciéon
de un mapa mas denso. Sin embargstagorimera aproximacién permite tener una idea de la
factibilidad de evaluar genomas conntalta complejidag utilizando genotipificacién por

secuenciacion.

Para entender mejor la estructura poblaciorss, realizaron andlisis multivariados a partir
de los paneles de marcadores SNElsmétodo DAPC permiti6é dividir la poblaciéon en grupos
definidos, una opcién atractiva en comparacion 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 grandeconjuntos de datos sin usar software de procesamiento paralelo, ya que
puede implementarse en R. El DAPC no pudo implemenpanseel panel como poliploide, ya
queno puede manejalocicon ploidias tan elevadapor lo que se decidié analizar los datos con
un analisis de componentes principales (PCA), igual que en el capitulo 1 de esEntaribos
métodos, se agruparon 10 progenies con la madre NAZA8 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 aagrupn k grupos segun el modelo
con el menor BlQ.a Funcion Discriminante 1 logré separar al clUsterlastdisteres? y 3 (Fig.
2.18 a y b). Esta separacion sugiere que este primer eje captura las princii@esncias
genéticas entre estos grupos. El cluster 1, que incluye 43 genotjpmegue un poco mas
alejado,al parental LCP 8384, representa una agrupacion genética especifica que podria estar
relacionada con las caracteristicas heredadas de pgtental (circulo azul en Fig. 2.48 Por
otro lado, la Funcion Discriminante 2 separé los clusteres 2 y 3, destacando las diferencias
genéticas adicionales entre estos grupos. El cluster 2, con 12 individuos incluyendo el parental
NA 78724 (circulo amarib en Fig. 2.18 aparece reflejar la influencia genética de este segundo

parental. El clister 3, que agrupa 37 lineas, sugiere la existencia de una subpoblacion con
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caracteristicas genéticas diferenciadas que podrian ser de interés para el mejoramiento
genético El Analisis de Componentes Principales (PCA) realizaddecebh68 SNPs, codificados
segun sus dosajes alélicos, proporcion6 una vision adicional de la estructura genética en la
poblacion estudiada (Fig. 2.18LPClexplico el 4,5% de la varianza total, mientras que el PC2
explicé el 4,2%. Estos porcentajes, aunque relativamente bajos, son tipicos en estudios
genéticos complejos donde la variabilidad esgitribuida en muchos componentes. A pesar de
esto, los primeros dos componentes permiten observar patrones importantes de agrupamiento

y diferenciacion genéticalComo ocurrid en otros estudios con métodos multivarigquesa
analizar las relaciones entre individuos mediante marcadores con segregaciéon mendeliana
menudo nose pueden caracterizar adecuadamente los genotipos poliploides (Medeiros et al.
2020; Pimenta et al. 2021). Esta limitacién no esta relacionada con la calidad de los marcadores,
sino conla complejidad del genoma poliploidel analisis PCA mostré que el parental NA 78
724, destacado con un rectangulo amarillo en la Figura 2.19, se agrupoé 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 consistecia de estos genotipos como un grupo genéticamente sirfitarotro lado,

el parental LCP 8384, marcado con un rectangulo azul, se ubicé mas alejado de otras muestras
(Fig. 2.19). Este hallazgo es consistentela@eparacién observada en el DAB@.grupo de

seis progenies (94, 98, 140, 145, 153 y 164), identificadas con un rectangulo rojo, se diferenci6
claramente de los dos parentales y de las demas progéhigs 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 Mariec@argiacacion
persona). En el DAPC, estos individuos regjistraronen el grupo 3, entreotras 31 lineasy
separadas de los parentales (Fig. 2.J8ta diferenciacion 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 utiliddmsdmnalisis multivariados

para revelar subestructuras genéticas que podrian ser importantes para estudios de asociacién

genética y mejoramiento.

El protocolo de laboratoriattilizado en este estudipermitié escalar en el nimero de
muestras analizaday la generacion de marcadores moleculares del tipo S&lRsvel
poblacional. El uso de enzimas de restriccion sensibles a la metilacion permitié filtrar areas
metiladas del genoma, favoreciendo asi el genotipadedmnes codificante€n varias etapas
del analisis, seemarad la importancia deluplicar los esfuerzos de secuenciacion para aumentar
el nimero de lecturas por regiorAdemas, si las secuenciaciones ocurren enrelifes

momentos y se generan bibliotecas gendémicas en ensayos independientes cada vez, se
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vaina de células fibrosas, cuya funcion es separar el agua del xilema del apoplasto de los tejidos
de almacenamiento del tallo (Jacobsen et al. 1992|sh et al. 2006 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 funcion de sostén y no participan
activamente en el transporte a larghstancia del floema (Walsh et al. 2005). Las células del
esclerénquima no solo circunddos 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 lasaracteristicagle los cultivosnergéticosparaeficiertizar el
uso de labiomasaestimub el estudio de ldiogénesigle la paredtelular,asicomola eficiencia
de la actividad fotosintéticala translocacién de los productos fotosintétig@hang et al. 2022)
En este sentido, se realizaron estudios dendmica comparativa que permitieron la
identificacionde nuevos genes y regiones asociadas con la pared celular, y en la sintesis de
polisacaridos como celulosahgmicelulosa en especies vinculaddse Carvalho et al. 2019)
Ademas, para mejorar la calidad de la biomasa y facilitar su utilizaciobn como materia prima, se
han llevado a cabo simulaciones bioinforméticas entre regiones genomicas de plantas de
interés, comoSorghum bicoloy Miscanthus sinensigpara identificar posibles QTLs vinculados
a la composicion de la pared celular y caracteristicas de eficiencia de bioconversion (de Carvalho
et al. 2019).

La caracterizacion a gran escala de los SNPs ofrece una vision 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 utilizkec&sias variaciones en
las secuencias de ADN se traduce en herramientas potentes para el genotipado de especies de
interés agricola como la cafia de azlcar, facilitando la exploracion y explotacion de los recursos
genéticos para el mejoramiento del cultivActualmente, ladisponibilidadde genomas de
referencia permite localizar las variantgenéticasidentificadas en regiones funcionales
espedficas proporcionando datoscerca de como las mutaciones afectan al proteofs, es
habitual utilizar genomas secuenciados y caracterizadosgsaGar las variantes con funciones
especificas, buscando su relacién o proximidad a los genes can(tidaarvalho et al. 2019).

El empleo de marcadores SNPs basados en genes que regulan las rutas metabdtisas de
polisacaridosla sintesis de lignina o asociados a genes de resistencia a enfermedades podria ser
atil para descubrir nuevas variantes aléli¢sting & al. 2003. Esto es relevante ya que uno de

los principales objetivos de los programas de mejoramiento es incrementar el contenido de
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azucar, mientras que reducir el contenido de lignina puede facilitar la sacarificacion de la

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

La evaluaciéon genotipica del germoplasma de cafia de aztcar como informacion adicional
al fenotipado resulta fundamental para que los programas de mejoramiento puedan utilizar
progenitores genéticamente mas diversos o con mejores aptitudes para rasgdems.ih.os
paneles de marcadores se aplican ampliamente al andlisis de la diversidad, mapeo genético,
estudios de asociacigeeleccion asistidp seleccion genomic&demas, estos paneles permiten
estudiar al mismo tiempo la diversidad alélica y los hapds de los genes o alelos vinculados
a ciertos rasgos (Nayak et al. 2018 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
asociacion para distintos caracteres agroindustriglémng et al. 2023)Los estudios de
asociacion se han empleado para caracterizar resistencia a enfermedades y rasgos anatémicos,
proporcionando informacién valiosa para la seleccion asistida y la seleccion gendmica en los
programas de mejoramiento de cafia de azu{@hen et al. 2022iong et al. 2023Jtilizando
estos marcadores genéticos vinculados a funciones biolégicas, los mejoradores pueden
seleccionar eficientemente variedades superiores de cafia de azlcar coaréaseristicas
deseadas, mejorando en Ultima instancia la productividad del cultivo y la resistencia a las

enfermedades.

En esteCapitulg se caracteria la variabilidad en la anatomia en entrenudos del cultivar
comercial (LCP 8884) y del biotipo de cafia energia (INTA-3Q46), contrastantes
fenotipicamente a campacomplementando los datos de variabilidad genotipica obtenidos en
capitulos anterioresSeutiliz6 un enfoque bidimensional que involucré etapas criticas del ciclo
de cultivo (patrones temporales) y diferentes posiciones de entrenudos a lo largo del tallo
(patrones espacialed)adescripcion anatémica incluyé dnalisis histoquimico de la deposicion
de lignina 2descripcion cuantitativa de los elementos de los haces vasculameta&@on entre
el nimero de haces vasculares con el area del entrerRa@lelamentesepredijoel efecto de
las variantesalélicas identificadagn los capitulos anteriores de este trabajo de Tep@a
explorarregionesuncionalesa partir de la exploracién de geneandidato paral metabolismo
de los polisacaridosde la estructura de la pared celularimplicadcs en la respuesta astrés

abiotio.
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Materialesy metodos
Material vegetal yidefio experimental
En este experimento se utilizaron dos hibridos de cafia de azlcar con fenotipos

contrastantes: LCP 8884, un cultivar comercial con contenido alto en sacarosa y bajo en fibra,

e INTA 08116, un biotipo de cafa energia y con contenido bajo en sacaroskzaalues
también en el capitulo ITallos de cafia de azUcar deca 2(rebrote después de la segunda
cosecha) fueron recolectados al azar en el campo experimental de la Estacion Experimental INTA
Famailla (27°03'S, 65°25'0, 363 msnm, provincia de Tucungantiha) 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 maduracion tardia (agosto). Las etapas se eligieron por ser criticas para
determinar el rendimiento agrondmico a lo largo del ciclo de cultivo de la cafia de aztcar (Moore
y Frederick2014). El numero de entrenudos muestreados en las diferentes posiciones de los
entrenudos [P) aumentd con el desarrollo de la planta, por lo qudHd se recogié en el
macollaje lasIP1 y 5 en el gran crecimiento, [#31, 5, 10 y 15 en la maduracion temprana y
lasIP1, 5, 10, 15y 20 en la maduracion tardialP se defini6 como el nimero de entrenudos
contados desde el nivel del suelo; por lo tanto, los entrenudos conservan su posicion a lo largo
del desarrollo de la planta, lo que permite una interpretacion mas facil de los cambios en la
composicion de losntrenudos. Ademas, se cont6 el nimero de entrenudos por debajo de la
primera hoja con cuello visibl@VD) en cada fase para tener en cuenta la edad fisiol6gica del
entrenudo en la interpretacion de los datos. Los entrenudos de dos tallos recogidosageépli
independientes) se utilizaron para este andlisis.

Gran Maduracién Maduracién

Macollaje et
) Crecimiento Temprana Avanzada

20 |— X N

15 |— '7\";y‘?/l\
A\,
10 | \\//

Posicion de entrenudos

Etapas de desarrollo

Figura 3.1llustracion esquematica del disefio experimental utilizado para la caracterizacion de los entrenudos
de la cafa de azlcalLa composicion de los entrenudos se estudié en un perfil temporal que incluye cuatro etapas
criticas de desarrollo en el ciclo de crecimiento de la pldftiacada etapa de desarrollo, se evalu6 un perfil espacial
que incluye varias posiciones de entrenud®} desde el nivel del suelBigura creada coBioRender.com
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En términos generaleda longitud de los HV exhib&imilitudes 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-3&R B85
durante la etapa de maduracion tempragdardiapara el INTA 08116 (Fig. 3 a, Apéndice 2
Tabla 31). En IP1 & observé una tendencia hacia mayores longitudes de HV en IN3A165
en comparacion con LCP-884 en tres etapas de desarrqlla excepcion de la fase de gran
crecimiento (Fig. 3.a, Apéndice3 Tabla 31). Se identificaron diferenciasstadisticamente
significativas durante la maduracion temprana en la interaccion genotipo:IP. &etagh se
observéo que B € IP1 en INTA 08116 (5368 um) los HVpresentaronuna longitud de 117 pm
mayor en comparacion colos HV el mismo entrenudo en LCP -884 (4193 um). Estas
discrepancias se intensificaron al comparar la longitud de los HV en el IP1 del {8116 @5n
los IPs superiores del genotipo LCF88. Durante la maduracion tardia, el IP1 de INTA11%H
(4746 pm) mostré una longitugromedio de los HV de 93 um mayor que el mismo entrenudo
del LCP 8884 (3819 um)(Fig. 3.3 aApéndice 3rabla 3.1)

Los HV resultaron mas anchos en LCB&bque los de INTA €816, destacandose
tendencias desde la fase de gran crecimiento, aunque la interaccién genotipo:IP solo resulté
estadisticamente significativa en la maduracion tardia (F3f, Bpéndice ITabla 3.2). En esta
dltima etapa, el IP10 (405 um) en LCP 8384 mostré H\e 58,1 y 557 um mas anchos que
losrespectivos anchos de IdBs 10 y 16le INTA 053116(347,3 y 3497 um, respectivamente)
(Apéndice3 Tabla3.2). Analizandoel 1P15 (422 um) enLCP 8884 en maduracion tardia
mostréque losHV resultaron un 7,2, 705 y 777 um mas anchos que los IPs 10 (34¥n), 15
(3497 um) y 20 (345 um) en INTA 08116 (Fig. 3 b, Apéndice 3rabla3.1). En esta dimension
analizada, se identificaron variaciones propias para cada genotipo. La tendencia observada en
LCP 8884 fueen aumento progresivo desde la base hacia el 4pice del tallo. En maduracion
temprana, por ejemplo, los HV pasaron de @74dm (IP1) a 392 um (IP15) (Fig. 3b, Apéndice
3 Tabla3.1). En cambio, INTA €816 mostré una tendencia opuesta, disminuyendo de abajo
hacia arriba, como se evidencié en la maduraciénpeana, donde los HV descendieron de
3629 um (IP1) a 338 um (IP15) (Fig. 3.b, Apéndice 3Tabla3.1). Esta diferencia en la
tendencia se mantuvo consistentemente incluso en maduracion tardia, dondadbss deHV
en LCP 8884 (3640um en IP1 a 402 um en IP20) contrastaron con los de INTAS056 (3621
um en IP1 a 343 pum en 1P20).
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Macollaje Gran Crecimiento Maduracién Temprana

Figum 32. Seccion transversal dmtrenudosde los cultivares CP 8884 (cultivar comercialg INTA 053116
(biotipo cafia energia}efiidas confloroglucinoléacido (rojo), a lo largo dees estadios de desarrolldmagenes
representativas de la region de la cortezaesitrenudos deNTA 053116(a) yLCP 8884 (b); region de la médula
en tres estadios de desarrolken IP1 enINTA 053116 (c, d, e) y erL.CP 8884 (f, g, h).H\= haz vascular, mx=
metaxilema, px= protoxilemdl= floema,pf= parénquima fundamental, e= epidermis, f= fibra. Barra de escala 100
um.

Aunque los valores del diametro del metaxilemalds IPs para cadagenotipo fueron
establesdurante la etapas de macollaje y maduracion temprana, LCR388 presentéuna

tendencia avalores mas altos que en biotipo de cafia energ en las cuatro etapas de
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desarrollo analizada€gn maduracion tardia, los IP superiores de LCB8&bmostraronuna
tendencia avalores mas altos quen los entrenudos inferioregpasando de 121,5 um en IP20 a
109,4 um en IPZn contraste con los valores de los IP de INFAII®, que fueron similares a
lo largo del mismo perfil espacia@igéndice 3rabla3.1). El numero de Hyara cada genotipo
fue estable a lo largo del perfil espac@@ntro de cada fase decrecimienta Excepto en
macollaje,se obsend un mayor numero dédV enLCP 8884 que en INTA 63116 en las

restantesetapasde desarrollo de la planta (Fig3%, Apéndice 3 Tabla.1).

(a) Largo de haces vasculares
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Figura3.3. Medias de los efectos principales de las medidas anatdmicas de los entrenudos de-3&2P 85
(cultivar comercial) e INTA €8.16 (biotipode cafia energjaen cuatro estadios de desarrolloargo y anchde los
haces vasculares emicrometro (um) y nimero de haces por unidade medicién T= Macollaje GG=Gran
crecimiento; ER=Maduracion temprand=Maduraciontardia; IP= entrenudo

Prediccion del efectiuncionalde losSNPs
Para predecir las posibles implicandiascionalesde los SNPs, se recurrié al sistema de

prediccion de efectos de las variantes (VEP) de Ensembl Plants (Fig. 8 dpaksitse aplico a
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una lista de 261 posiciones genémicas correspondientes aiSfdfPsativos de la poblacion en
estudia Se observo un patréde localizaciorsimilar al explorado en el capitulo 1 con respecto

al porcentaje de variantes identificadpsr cromosomapara 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 variantedetectaés, con una suma del 51,3% (Fig).3Ademas, se encontraron

21 variantes intergénicas ®p) y 60 SNPs intrénicos (23,0%) (Fid). e identificaron 20
variantes con cambio de sentido y 16 sindnimas. Por su parte, 3 SNPs se localizaron en la regién
de splicingalternativo. Finalmente, se hallaron 6 variantes en la region 3' UTRy 1 en la 5' UTR
(Fig. 34).

73
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Figura3.4. Analisis funcional in silico de SNPipos de variantes encontradas palganelde 261 SNPs/ su
frecuencia de aparicion.
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Anotacion gnicade los 261 loci
Se realizé la anotacién funciommalr inferencia usando la base de dakrssembl Plantsara

comprender mejor el impacto bioldgico de las variantes genéticas identificAdaatir delos

261 loci analizads, seidentificaron 28 SNPs ubicados en regiones codificantes, tales como
NBIA2YySa splizingdlterpafvo ¥ éxen&somo posibles candidatpara estudios de
asociacior{Tabla 3.1; ApéndiceTabla 33). La Tabla 3.1 detalla la informacién correspondiente

a cada SNP, incluyendo su posicion en relacion con el genoma de referencia (cv R570), alelos,
tipo de variante y los genes a los que estan asociados. Ademas, se buscé vincular estos genes a
las distinas vias o ciclos del metabolisimide estos SNPs8 estan aso@dos a proteinas de
membrana (de los cuales 5 pertenecen al mismo gen), 3 estan relacionados con el
funcionamiento celular, 5 estan vinculados al crecimiento y desarrollo, 2 estdn asociados al
estrés, 1 combina las dos categorias anterioRew otro lado, se registrdb SNPrelacionadoa

cada una ddas siguientes ruta® ciclosmetabdlims: biosintesis de ligninabiosintesis de
purinas flujo citoplasmatico, regulaciones transcripcionalésidos grasqsestructura de las
membranas y metabolismo secundaridsimismo, se identificaron 2 variantes asociadas a

glicosiltransferasas.

De los 60 SNPs localizados dentro de intrones, se identifidavariantes como posibles
candidatoparagenes implicados en la sintesis de polisacaridos (SIOP &325 137; SNP 21
ID: 2070_95; SNP 2P: 2070_93; SNP 2B: 2070_43yinculados comexosiltransferasg y la
modificacion de las paredes celulares (SNP 234; ID: 122049intdjadoa la proteina de
reduccion de la acetilacion de la pared celulademasse encontraron dos intrones en factores
de transcripcibnde genes relacionados con la sintesis de sacarosa, alnfactor de
transcripcionpara BZIP(SNP 42, ID: 15715 29)para WRKYSNP 177, ID: 96556 148ps

detalles de estos sitigmlimorficosse encuentraren el Apéndice 3, Tabla 3.3.
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Tabla 3.1Analisis funcional in silico de SNPsscripcién de 28 variantes SNPs seleccionadas a modo de ejemplo
y su asociacion al metabolismo vegetal. SNP_ID: nombre del SNP; Gen ID: nombre del gen asociado al SNP; SNP POS:
posicion del SNP en pares de bases, segun el genoma de referencia de la aafiead del cv R570; SNP: variante
de referencia/variante alternativa; Tipo de variante: implicancia de la variam@tacion funcional Gen nombre de
la proteina, enzima o factor de transcripcion asdoial SNP; Metabolismo: ruta o ciclo al que pertenece el gen del
SNP asociado.

SNP_ID Cromosoma Gen_ID Anotacién funcional - Gen Metabolismo

SNP POSSNP Tipo de variante

e Proteina TRANSMISION DE POLEN . .
40 14275 129  Sh01  Sh01_g02881018784756 A /G sinénima ABERRANTE 1. Crecimiento y desarroll
51 | 17545 60  ShOL  ShOl g03462(57483546 C /T °°"SZ":]:‘§(')° 98 protefna de union a la miosina 1 Flujo citoplasmético
53 | 2073542  ShOL  Sho1 g03947(B4985402 C /T  COM cambio de Factor de transcripcion sensible al oo oo o etres
sentido etileno ERF073
56 21119 126 Sh01  Sh01_g04005®5865714 C /T 5 prima_UTR Inhibidor de la proteinasa de cistein&recimiento y desarroll
50 |22005 107 ShOL  ShOL_g04173®8144573A /G °°”S°e":]r;:(')° 9 protefna Dirigente Biosintesis de lignina
66 |31133.133 Sh02  Sh02 g01517(8854584C/T  singnima ' oSionioosil aminoimidazol-succino. gio covecic e nurinas
carboxamida sintasa
7 31721 90 Sh02  Sh02_g01611(B0678593 G /C con camblo de Protgma vegetal isoprenilada 41 Crecimiento, des,arrollo
sentido asociada a metales pesados respuesta a estrés
72 | 3411144  Sh02  ShO2_g02025(6503815C /T 3_prima UTR " oteinas de lafamilia SR proteina- o cwo i v desarrol
- - - - cinasa especifica Il (SRPK4)
73 | 34111135 Sh02  Sh02_g02025(86503906A /G 3_prima UTR | oteinasdelafamiialidela oo nionio v desarmol
proteina cinasa especifica del SR
77 | 38037 118  Sh02  Sho2_go269sasgeaze2 T/c 0N CAMPIOGE b oiiina de unin a ARN Regulacion
sentido postranscnpmpnal
99 | 49187 47  Sh03  Sh03_g0167009709876 T/G  sinonima  Acil-CoA sintetasa de cadena larga g";'rzt;bs‘)“smo Acidos
105 | 52535 52 Sh03  Sh03_g02205®B8061066 C /T sin6nima Proteina con dominio BSD Crecimiento y desarroll
108 | 54307_136  Sh03  Sh03_g02510(%2405274 T /G sindnima Proteina 2 similar a TOM1 Proteinas de membran
131 | 69171 28 Sh04  Sh04_g01985MB4011701 G /A sinénima Plastido (P)ppGpp sintasa Respuesta a estrés
148 | 77788 76  Sh05  Sh05_g008220L6430690G /A sinénima | /teina VIP3 que contiene Funcionamiento celular
- - repeticiones WD
149 | 77979119  Sh05  Sho5_gO0853016967967 T /G con camblo de S|mllgr a la proteina Os11g0587100 Estructura de la
= - sentido (preniltransferasa) membrana celular
153 | 84418.84  Sh06  Sh06_gO0720013860027G /A sinonima  Smiar ala proteina HO305E08.1 (R Regulacion
domain-containing protein) postranscripcional
154 85290_8 Sh06  Sh06_g0086806056817 A /G sinénima Alfa-bisabolol sintasa Metabolismo secundari
193 |101832_105 Sh07 Sh07_g01716(®8468845 T /A sinénima Beta C2-xilosiltransferasa Glicosiltransferasas
213 | 123364.8  Sh09  Sh09 0031305126406 G /A sinénima - onsPortador ABC delafamiia B, o oo o e membran
miembro 21
244 |127495 112 Sh10  Sh10_g0099506910628 C /A sp”cri'“; %'Oir; g Arabinosiltiansferasa RRAL Glicosiltransferasas
249 | 12850949 SN10  Sh10_g011180298999 C/T  sinonima ' 0\6353S de membrana Proteinas de membran
- - dependientes de metales
250 |128509 117 Sh10  Sh10 011180299067 C /T 3 prima UTR | r01easas de membrana Proteinas de membran
dependientes de metales
251 |128509 130 Sh10  Sh10 g01118(0299080 C /T 3_prima UTR | ro\6asas de membrana Proteinas de membran
dependientes de metales
252 128511 113 Sh10  Sh10_g01118R0299159G /A 3 prima UTR | ro1easas de membrana Proteinas de membran
dependientes de metales
253 | 12851149 Sh10  Sh10 0111820299223 T/A 3 prima UTR | [0easas de membrana Proteinas de membran
dependientes de metales
con cambio de ) . . . .
257 | 133685 54 Sh10 Sh10_g01855B3613438 C /T sentido Quinasa de serina/treonina ATR  Funcionamiento celular,
260 | 13368556 Sh10  Sh10_gO1855(B3613440A /G CO"SZ?]T:;’:)O 9 uinasa de serinaltreonina ATR  Funcionamiento celula
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LaTabla 3.2oroporciona una vision detallada de cémarian los genotipos en diferentes
muestras para cada uno de los cuatro SNPs seleccionados. Estos SNPs se distribuyen en distintos
cromosomas Yy estan asociados con genes especificos, o que permite identificar variaciones
genéticas potencialmente Utiles @ala identificacion de variedades y la seleccién asistida en
programas de mejoramiento genético. La informacién sobre los genotipos, incluyendo los
dosajes alélicos en muestras analizadas, proporciona datos valiosos para entender la

variabilidad genéticg su aplicacion practica.

1 EISNP 59, ID: 22095_1@Zromosoma 1; A/Gpresentauna mutacioncon cambiode
sentidoenel gende lasproteinasdirigentes que son un grupo de proteinas que juegan un
papel crucial en la biosintesis de lignina y erfolanacion de compuestos fendlicos
estructuraleqLi et al2022) En la versién simplificadajmulando laiploidia los genotipos
INTA 053116, NA 78724, LCP 8884y NA 5630, evaluados en el capitulo 4e registraron
como heterocigotas, mientras que el HOCF663 resulté homocigota A&n los modelos
en los que se evalud el dosaje aléliebparentalLCP 8884 también se registr6 como
heterocigota, pero con distintas dosis alélicas para cada varieoite5 copias del alelo de
referencia y 3 del alelo alternativdEn contraste, el parental NA -724 resultd ser

homocigoa GG, es decir, para el alelo alternatii@bla 3.2).

1 EISNP 77, ID: 38037_118romosoma 2; T/Q)resentauna mutaciéon con cambio de
sentido en el gen de proteinas de union al ARN en plamase en la regulacion
postranscripcional de la expresidon génica. Estas proteinas se unen al ARN mensajero
(ARNm) y otros tipos de ARN para influirsenprocesamiento, transporte, estabilidad, y
traduccién(Gururani 2023)Este caso es interesanp@rqueen el biotipo INTA 08116se
encontro la variante alternativa en homociggsisentras queen el LCP 8384 yNA 78

724 resultaron homocigota para la referencian la version simplificade&sin embargoal

evaluar a los parentales rsus dosajes alélices LCP 8884 resulté heterocigota (con un
genotipo de 6/2). Ademasn las progenies 135, 153 y 172 se vio que sus genotipos son
iguales aldel INTA 08116, es decir, 0/8 (variante alternativa en homaocigosis),

combinaciémjue no se encontrd en los parental@abla 3.2)

1 EISNP 193, ID: 101832_10&Fomosoma 7; T/AYresentauna mutacion sinébnima en el
gen de la Beta Cdlosiltransferasgesencial para la sintesis y modificacién de polisacaridos

en la pared celular de plantas, proporcionando resistencia y flexibilidadalpermite su
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rapido crecimiento y adaptacion a condiciones ambientales advéfsdano et al. 2015;
Hrmova et al. 2022Para este SNBe registré un genotipo homocigold tanto en elINTA
05-3116 como NA 580, mientras que para las demas accesiofugson heterocigotas

(Tabla 3.2)

1 EISNP 244, ID: 127495 _11@romosoma 10; C/Apresentauna mutacion la regién de
splicingen el gen de la arabinosiltransferasa RRAL, que es una enzima glicosiltransferasa,
es crucial en la incorporaciéon de arabinosa a los polisacaridos de la pared celular,
contribuyendo a su robustez y flexibilidad para soportar el crecimiento y el estréminec
asi como a la adaptacion a condiciones ambientales adv@kang et al. 2023Para este
SNP, se registr6 un genotipo heterocaeh INTA 08116 NA 5630, LCP 8884, NA 78
724, tanto en la versiérsimulada como diploide como al evaluar los dosajes aléliEns
contraste, el genotipo de HOCP-8@5 fue homociga. Al evaluar los parentales con
dosajes alélicodyA 78724 mostrd 5 copias del alelGy 3 del aleldA, mientras queen LCP
85-384 se observarord copias de cada ale(@abla 3.2)

Tabla 32. Asignaciénde genotipos para cada SN& seleccionaron cuatro SNPs: 22095 107, 38037_118,
101832_105 y 127495_112 para ejemplificar la informacion que se puede extraer de cada variante. A su vez, se
informa el genotipo de las muestrasalizadasSNP_ID: nombre del SNP; Gen ID: nombre del gen asociado al SNP;
NA 78724 diplo: paneNo-150 del capitulo 1, analizado como diploitl€P 85884 diplo: paneNo-150 del capitulo
1, analizado como diploigdd&A 78724 ploi8:panelde SNPs con los dosajes alélicos asigndébsapitulo 2. CP 85
384 78724 ploi8:panelde SNPs con los dosajes alélicos asigndébsapitulo 2.

Cromosoma GenID  SNPINTA 05-3116\"2; ?;72‘ LC:i;ﬁi-% HOCP 92-665/A 56-30 NA;) Lsigzz L%Tg?g §
59 22095_107 Sh0ol Sh01_g04173MA/G 0/1 0/1 0/1 0/0 0/1 0/8 5/3
77 38037_118 Sho2 Sh02_g026950T/C 1/1 0/0 0/0 0/1 0/1 8/0 6/2
193 101832_105 Sho7 Sh07_g017160T/A 0/0 0/1 0/1 0/1 0/0 5/3 5/3
244 127495 112 shio Sh10_g009950C/A  0/1 0/1 0/1 0/0 0/1 5/3 4/4

Evaluacion de la heterocigosis
La cafia de azlcar es un cultivo altamente heterocigético. En comparacion 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 hast§Sthiza et al. 2019Por esta razoén, se

evalw laproporcionde alelos diferentesn los SNPs identificadds partir de la informaciode

las 261 posicionesanalizadas se realizd el recuento de los SNPs en los que se obtuvieron
individuos heterocigotas y homocigotagpero para facilitar la visualizacion, solamente se
muestran los datos de los 28 SNPs seleccionados en la3Thplabla 33y Tabla 31). Del total

de las variantes/2 SNPs resultaron heterocigotas todos los individuos analizados 216
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variantes fueron heterocigotas en 90 o mas individuestos extremos podrian ser de interés
particular para estudios de asociacion genétitlmo de los pocos casos en los gse
encontraron menos genotipos heterocigotas fue en el SNP 73, ID: 34111 135. En este caso

particular, se observaron 43 en heterocigosis B3homocigosis

Tabla 33. Heterocigosis en cafia de azudsimero de individuoBomocigotas 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 Sho1 c/T 84 13
53 20736_42 Sho1 c/T 97 0
56 21119 126 Sho1 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 c/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 Sho6 A /G 97 0
154 85290 _8 Sho6 T/A 95 2
193 101832_105 Sho7 A /G 91 6
213 123364_8 Sho9g C/A 96 1
244 127495_112 Sh10 c/T 97 0
249 128509_49 Sh10 c/T 97 0
250 128509_117 Sh10 c/T 97 0
251 128509_130 Sh10 G/A 97 0
252 128511 113 Sh10 T/A 97 0
253 128511_49 Sh10 c/T 82 15
257 133685_54 Sh10 c/T 82 15
260 133685_56 Sh10 A /G 82 15

Al evaluar el comportamiento de cada individuo, se destaco el elevado nimero de loci
heterocigots, con un promedio de 245 loci heterocig®por individudTabla 34). Al comparar
alos parentales NA 7824 y LCP 8384 en sus versiones diploide y poliploide, observamos que,
al evaluar los dosajes alélicos, se registr6 un mayor nimero de SNPs como heterdegjotas.

sugiere que el segundo andlisis refleja mejardturaleza heterocigota en poliploides.
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Tabla 34. Heterocigosis en cafia de azichimero de loci homocigotas y heterocigotas para cada individuo
evaluando las 261 posicionggnomicas NA 78724 diplo: paneNo-150 del capitulo 1 (resaltado en amarillo),
analizado como diploide. CP 8884 diplo: paneNo-150 del capitulo 1 (resaltado en violeta), analizado como
diploide NA 78724 ploi8:panelde SNPs con los dosajes alélicos asigndelosapitulo 2 (resaltado en amarill&)CP
85-384 78724 ploi8:panelde SNPs con los dosajes alélicos asigndelosapitulo Zresaltado en violeta).

Loci Loci Loci Loci w Loci Loci
Individ
i Heterocigotas Homocigotas MeEes Heterocigotas  Homocigotas e 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 P"’“ii 54; 1: Prol43 248 13
HOCP 92665 205 56| oot 4 13} |pro1aa 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
Progt 555 ol [proi1s 221 0l |Pro1s1 250 11
Prog7 249 12| |Pro119 233 28| |[Prol52 237 24
Pross 240 21| [Pro120 254 7| [Prols3 255 &
o — T — o ml
Prog0 241 20| [2© ro
o1 56 5 Pro123 248 13 Prol56 245 16
Pro Pro124 256 s| [pro157 242 19
Pro92 243 18 Prol25 248 13 Pro158 253 8
Prod3 242 19} lpro126 256 5| [pro1s9 247 14
Pro34 253 8 |Pro127 256 5 |Prot60 241 20
Pro95 246 15| |[proi28 252 9 lprot61 228 13
Pro96 255 6 Pro129 243 18 Prol62 246 15
Pro97 248 13 Pro130 241 20 Prol63 260 1
Pro58 245 16| |Proi3l 255 & [prot6a 249 12
Pro99 255 6 Pro132 257 4
Prol65 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 Pro169 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

Validaciorde 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 tomé el trabajSaleza et al. (2019) y se
encontré que 20 de los 261 loci con funcion asignada coinciden con los reportadok para
variedad SP83280 (Tabla 3). Cabe destacar que, en ese trabajo, los autores utilizaron otra
metodologiapara la generacion de SNResde la preparacion de la biblioteca genémica, tipo

de secuenciacion y analisis bioinforméaticeo(zaet al. 2019) La Tabla 3. informa la
denominaciéon numérica asignada a cada variante SNP identificada en estaltasimbre del
SNPasignado el cromosoma y la posicion en pares de bases segun la referenciaRiEI@va
variante de referencia y la alternativa, asi como el nombre de la proteina, enzima o factor de
transcripcion asociado al SNP. Ademas, se especifica la posicion referenciada al genoma de la
variedad SP83280 (Tabla 3).
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Tabla 35. Comparacion de SNPs encontrados en este trabajo y en Souza et al. 200¢8)iantes 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 cafa de azlcar del cv R570; Gen_ID: nombre del gen asociado
al SNP;I8P_POS: posicion 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; gene_sp8dstme del gen de la variedad SP&280; SP80_contig=
contig de la variedad SP8280. Anotacion funcionalGen: nombre de la proteina, enzima o factor de transcripcion
asociado al SNP.

N° SNP_ID 70 Cromos Gen_ID SNP_POS SNP gene_sp80 SP80_contig Anotacién funcional - Gen

Proteina TRANSMISION ABERRANT]
POLEN 1

51 |17545 60 Sh01 Sh01_g03462®%7483546 C /T uti_cns_0076942.3uti_cns_0076942Proteina de unién a la miosina 1

40 [14275_129 Sho1l Sh01_g02881@8784756 A /G uti_cns_0123139.4uti_cns_0123139

Factor de transcripcion ERFO73 que

53 |20736_42 Sho01 Sh01_g03947®4985402 C /T uti_cns_0046871.9uti_cns_0046871 .
responde al etileno

56 |21119 126 Sh01 Sh01_g04005®5865714 C /T uti_cns_0180774.4uti_cns_0180774Inhibidor de la proteinasa de cisteing

59 |22095_107 Sho1l Sh01_g04173@8144573 A /G uti_cns_0041399.8ti_cns_0041399 Proteina Dirigente

Fosforibosil aminoimidazol-succino
carboxamida sintasa

Proteina vegetal isoprenilada 41
asociada a metales pesados
Proteinas de la familia SR proteina
quinasa especifica Il (SRPK4)

66 (31133 133 Sh02 Sh02_g01517®8854584 C /T uti_cns_0022996.4ti_cns_0022996

71 |31721_90 Sh02 Sh02_g01611®0678593 G /C uti_cns_0213914.8ti_cns_0213914

72 |34111 44 Sh02  Sh02_g02025(86503815 C /T uti_cns_0140879.uti_cns_ 0140879

77 |38037_118 Sh02 Sh02_g0269535863362 T /C uti_cns_0229455.1iti_cns_0229455 Proteinas de union al ARN

99 |49187_47 Sh03 Sh03_g01670®9709876 T /G uti_cns_0047315.uiti_cns_0047315 Acil-CoA sintetasa de cadena larga 4

105 (52535 52 Sh03 Sh03_g02205®8061066 C /T uti_cns_0209082.8ti_cns_0209082 Proteina con dominio BSD

108 |54307_136 Sh03 Sh03_g02510042405274 T /G uti_cns_0271902.2ti_cns_0271902 Proteina 2 similar a TOM1

131 |69171_28 Sh04 Sh04_g01985(4011701 G /A uti_cns_0320494.1iti_cns_0320494 Sintasa de plastidio (P)ppGpp

Proteina VIP3 que contiene
repeticiones WD

Similar a la proteina HO305E08.1
(proteina que conti

154 |85290_8 Shoé Sh06_g008680L6056817 A /G uti_cns_0339519.1iti_cns_0339519 Sintasa de alfa-bisabolol

148 |77788_76 Sh05 Sh05_g0082206430690 G /A uti_cns_0291462.1iti_cns_0291462

153 (84418 84 Sh06 Sh06_g007200.3860027 G /A uti_cns_0006206.6ti_cns_0006206

193 |101832_105 Sh07 Sh07_g01716@8468845 T /A uti_cns_0235753.1iti_cns_0235753 Beta C2-xilosiltransferasa

Transportador ABC de la familia B,
miembro 21

Proteasa de membrana dependiente
metal similar

213 (123364 _8 Sh09 Sh09_g003130 5126406 G /A uti_cns_0126667.2ti_cns_0126667

249 (128509_49 Sh10 Sh10_g01118®0298999 C /T uti_cns_0130101.2ti_cns_0130101

257 |133685_54 Shi10 Sh10_g01855(3613438 C /T uti_cns_0183331.5ti_cns_0183331 Quinasa de serina/treonina ATR

Discusion

Para mejorar la produccion 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 mé&pshks a la hidrolisis.
En este capitulo se ha caracterizado la variabilidad anatémica de los entrenudos en el cultivar
comercial LCP 8384 y el biotipo deafa energia INTA €8.16, los cuales presentan diferencias
fenotipicas marcadas a campo. Ademses,explord el impacto biolégico de variantes alélicas
identificadas en el capitulo 2 sobre genes candidatos relacionados con el metabolismo de la
al OFNRAlZT & St YSGroz2tAavyz2 RS I ftAIYAYlI®
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Las regiones reconocidas en la caracterizacion de lasvalisdades decafa fueron
similales a lo observado por distintos autores é&nmisma especig en otras gramineagDa
Costa et al. 2019; Zhong et al. 2013) € centro del tallogn laregion conocida como médula,
lascélulas de paréngquima son mas grandes que los tipos de células circundantes. En estudios
previos, sehipotetizdque los haces vasculares se forman en el punto de elongaciotes del
proceso de diferenciacion celulg que su himero neariasignificativamerg, al igual que los
resultados observados en estapitulo(Matos et al 2013)De brma analogael tamafio de los
haces vascularg$lV) de cada genotipoo tuvo variaciones significativaslolargo del cultivo
Sin embargo, al evaluar los genotipos, se observé que INBAI@Gtendio a tener HV mas largos
que LCRB5-384 en varias etapas de desarrollo, mientras que LCB88%resenté HV mas
anchos, especialmente durante la Ultima etapa evalu@dgura3.3; ApéndiceTabla3.1). 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 rapidosta fasg(Figura3.3; Apéndice
Tabla3.2). Durante la maduracion tardia, las diferenciéservadas resaltan la estabilidad de
ciertas caracteristicas morfoldgicas en cada genotipo. L&B8mantiene un mayor ancho de
HV(Figura3.3; ApéndiceTabla3.2), lo que podria implicar una mayor estabilidad en condiciones
adversas y una menor probabilidad de vuelco debido a su aiakarmathi2021) Por otro
lado, INTA 08116 sigue mostrando una mayor longitud de HV, lo que es observable en el
campo en relacion con la altura de las plantas y sus mayores posibilidades dgMiggiE3.3;
ApéndiceTabla3.2). En otro trabajo similadeterminaronqueel area entre los haces vasculares
aumentd significativamente en 5300 um2 entre la elongacion y la emergencia de la
inflorescencigMatos et al 2013)Por lo tantoel aumento del &rea del entrenudo del tallo antes
de la floracion fue explicado pon incremento en el tamafio das células parenquimaticgs

no un cambio en el tamafio de los haces vascul@viesos et al 2013)

Como la mayoria de los cultivares de cafia energia (Sandhu et al. 2015Fa6#&bi et
al.2020, el INTA 08116 estd estrechamente relacioradon el ancestro silvestre de alto
contenido en fibreB. spontaneurfGarcia et ak022). La influencia de esta especie ancestral fue
evidente a nivel histologico, en donde el INTA3046 mostrd un menor nimero de HV y
diametro de los vasos del metaxilema que el cultivar de cafia de azlcar, lo que probablemente
sea heredado d&. spontaneunPoelking et al. 2015).d&émas, los resultados histoquimicos
revelaron que la deposicion de lignina en INTAB056 se extendia a las paredes celulares del
parénquima, patrén quéue descripto anteriormente e%. spontaneu S. RobusturtPoelking

et al. 2015; Llerena et al. 2012 mayor intensidad de la tincion de floroglucinol en los tejidos
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Se evalud la estructura poblacional, lo que permitié la identificacion de agrupamientos
consistentes y la diferenciacion deonjuntos de genotipos reflejando la presencia de

combinaciones alélicas Unicas.

Se realizé una caracterizacion de la variabilidad anatémica de los entrenudos en el cultivar
comercial LCP 8384 y el biotipo deafa energidNTA 053116.EI INTA 08116 mostr6 menor
namero de haces vasculares y diametro del metaxilema y su deposicién de lignina se extendio
mas hacia el tejido parenquimético, en comparacion con la cafia comercial a lo largo del ciclo de
crecimiento.Se observarohaces vasculares mas largosINTA 053116 queen LCP 8884 en

varias etapas de desarrollo, mientras qgse Ultimopresentéhaces vasculareras anchos

Finalmente, se evalud el panel generado en relacién con genes de interés agroindustrial,
especialmente aquellos asociados al metabolismo de polisacaridos y otros componentes de las
paredes celulares. Se explor6 el impacto biologico de 261 SNPs de aftad cgli
representatividad, destacandose la identificacion de 28 SNPs en regiones codificantes con
potencial impactdiolégica Entre estos, se detectardrb polimorfismos vinculados a proteinas

y enzimas clave en la sintesis de polisacariduigog componetes de la pared celular

116| 144





















Catalina Molina Bibliografia

[67]Glyn J, Rod E, Merry B, Yates D, Yates W, Yates B, Digges P, Forber G, Todd M, Berding N, Cox M,
Hogarth M, Bailey R, Leslie G, Irvin J (2004) Sugarcane, Second edi. Blackwel Publishing Company

[68] Grativol C, Regulski M, Bertalan M, McCombie WR, Da Silva FR, Zerlotini Neto A, Vicentini R, Farinelli
L, Hemerly AS, Martienssen RA, Ferreira PCG (2014) Sugarcane genome sequencing by methylation
filtration provides tools for genomic research in the genBaccharum.Plant J 79:162172.
https://doi.org/10.1111/tpj.12539

[69] Grivet L, Arruda P (2002) Sugarcane genomics: Depicting the complex genome of an important
tropical crop.Curr Opin Plant Biol 5:12227. https://doi.org/10.1016/S136%266(02)002349

[70] Gururani MA (2023) Plant RMvnding proteins as key players in abiotic stress physiolb&yp Biol
Agric Sci 11:453. https://doi.org/10.18006/2023.11(1).41.53

[71] Gutierrez AF, Hoy JW, Kimbeng CA, Baisakh N (2018) Identification of genomic regions controlling
leaf scald resistance in sugarcane using-paBéntal mapping population and selective genotyping
by sequencingFront Plant Sci 9¢1L0. https://doi.org/10.3389/fpls.2018.00877

[72]Healey AL, Garsmeur O, Lovell JT, Shengquiang S, Sreedasyam A, Jenkins J, Plott CB, Piperidis N,
t2YLAR2N bz [fFOIF +3X aSdioOFIftFS /wz 52fS0St Wz [} LI
Dievart A, Lipzen A, Williams M, Boston LB, Webber J, Keym&n&®jomurthula S, Rajasekar S,

Suchecki R, Furtado A, May G, Parakkal P, Simmons BA, Barry K, Henry RJ, Grimwood J, Aitken KS,
Schmutz J (2024) The complex polyploid genome architecture of sugarcane. Nature.
https://doi.org/10.1038/s415868024-072314

[73]Hrmova M, Stratilova B, Stratilova E (2022) Broad Specific Xyloglucan:Xyloglucosyl Transferases Are
Formidable Players in the Réodelling of Plant Cell Wall Structurelternational Journal of
Molecular Sciences. 23(3):1656. https://doi.org/10.3390/ijms23031656

[74]Hundia N, Kabir N, Mehta S, Pokhriyal A, Chua ZE, Rajaram A, Lutz M, Kumar A (2022) Genotype
Imputation Using KNearest Neighbors and Levenshtein Distance MétmicConf ICT Converg 2022
October:272,277. https://doi.org/10.1109/ICTC55196.2022.9952611

[75]INDEC: Instituto Nacional de Estadisticas y CensdS & dzf (i | R 2 & - CRriSdJ Makitnal @ 2 &
Agropecuario  (2018) Buenos  Aires.Retrieved  December 21, 2021, from
https://www.indec.gob.ar/ftp/cuadros/economia/cna2018_resultados_definitivos.pdf

[76]Jacobsen KR, Fisher DG, Maretzki A, Moore PH (1992) Developmental Changes in the Anatomy of the
Sugarcane Stem in Relation to Phloem Unloading and Sucrose St&wsigéicta 105:7680.
https://doi.org/10.1111/j.14388677.1992.tb00269.x

[77]Jombart, T. (2008) adegenet: a R package for the multivariate analysis of genetic markers.
Bioinformatics 24: 1403405. doi: 10.1093/bioinformatics/btn129

[78] Jombart T. and Ahmed I. (2011) adegenetl.Biew tools for the analysis of genoméde SNP
data.Bioinformatics. doi: 10.1093/bioinformatics/btr521

[79] Kane AO, Pellergini VOA, Espirito Santo MC, Ngom BD, Garcia JM, Acevedo A, Erazzu LE, Polikarpov |
(2021) Evaluating the Potential of Culms from Sugarcane and Energy Cane Varieties Grown in
Argentina for Seconteneration Ethanol ProductionVaste Biomass Valorization 202%15.
https://doi.org/10.1007/S1264921-015285

[80]Khanbo S, Tangphatsornruang S, Piriyapongsa J, Wirojsirasak W, Punpee RPatddmsikoskit K
(2021) Candidate gene association of gene expression data in sugarcane contrasting for sucrose
content. Genomics 113:22237

B1]YY | dz& . WZ DNNy gl ftR bW 6HAmMTO® ax/ CwY | LI O1F3AS G2
Ay  Motecular Ecology Resources, 17(1)¢3Bl ISSN 757, http://dx.doi.org/10.1111/1755
0998.12549.

[82] Koseva BS, Macdonald SJ, Blumenstiel JP, Walters JR, Holder MT (2017) ApplicatieseqfiRAD
Evolutionary Genomics of Néviodel OrganismdJniversity of Kansas

[83]Langmead B, Salzberg SL (2012) Fast gamaedalignment with Bowtie Nat Methods 9:35¢359.
https://doi.org/10.1038/nmeth.1923

[84] Leal MV, Walter A, Seabra JA (2013) Sugarcane as an energy Bamass Convers Biorefin 3¢L7
26

123] 144



Catalina Molina Bibliografia

[85]Li X, Liu Z, Zhao H, Deng X, Su Y, Li R, Chen B (2022) Overexpression of Sugarcane ScDIR Genes
Enhances Drought Tolerance in Nicotiana benthamianmt J Mol Sci 23.
https://doi.org/10.3390/IIMS23105340/S1

[86] Llerena JPP, Figueiredo R, dos Santos Brito M, Kiyota E, Mayer JLS, Araujo P, Schimpl FC, Dama M,
Pauly M, Mazzafer P (2019) Deposition of lignin in four species of Sacct&ouRep. 9 (1), 5877.
https://doi.org/10.1038/s41598019 423503.

[87]Lopez de Heredia U (2016) Las técnicas de secuenciacion masiva en el estudio de la diversidad
biolégica. Munibe Ciencias Nat 64. https://doi.org/10.21630/mcn.2016.64.07

[88] Mahadevaiah C, Appunu C, Aitken K, Suresha GS, Vignesh P, Mahadeva Swamy HK, Valarmathi R,
Hemaprabha G, Alagarasan G, Ram B (2021) Genomic Selection in Sugarcane: Current Status and
Future Prospectd=ront Plant Sci 12:2019. https://doi.org/10.3389/FPLS.2021.708233/BIBTEX

[89] Manimekalai R, Suresh G, Govinda Kurup H, Athiappan S, Kandalam M (2020) Role of NGS and SNP
genotyping methods in sugarcane improvement prograr@sit Rev Biotechnol 40:86880.
https://doi.org/10.1080/07388551.2020.1765730

[90] Margarido GRA, Souza AP, Garcia AAF (Zd@Yap software for genetic mapping in outcrossing
speciesHereditas 144:7879. https://doi.org/10.1111/J.2007.0018661.02000.X

[91] Matos DA, Whitney IP, Harrington MJ, Hazen SP (2013) Cell Walls and the Developmental Anatomy
of the Brachypodium distachyon Stem Internode. PL0oS One 8:280640.
https://doi.org/10.1371/JOURNAL.PONE.0080640

[92]lal Gadz21l {ZXI YSYyySReé ! W:Z Ddzadl @2 93 {lyG2a 53 ¢2Y
Concept, Development, Characteristic and Prospects.

[93]McCormick RF, Truong SK, Sreedasyam A, Jenkins J, Shu S, Sims D, Kennedy M, Amirebrahimi M,
Weers BD, McKinley B, Mattison A, Morishige DT, Grimwood J, Schmutz J, Mullet JE (2018) The
Sorghum bicolor reference genome: improved assembly, gene annotatidremscriptome atlas,
and signatures of genome organizatiétiant J 93:33854. https://doi.org/10.1111/tpj.13781

[94]McLaren W, Gil L, Hunt SE, Riat HS, Ritchie GRS, Thormann A, Flicek P, Cunningham F (2016) The
Ensembl Variant Effect Predict@enome Biol 17d14.

[95] Medeiros C, Almeida Balsalobre TW, Carneiro MS (2020) Molecular diversity and genetic structure
of Saccharum complex accessions. PLoS One 15:e0233211.
https://doi.org/10.1371/JOURNAL.PONE.0233211

[96]Ming R, Wang YW, Draye X, Moore PH, Irvine JE, Paterson AH (2002) Molecular dissection of complex
traits in autopolyploids: Mapping QTLs affecting sugar yield and related traits in sugafteoe.
Appl Genet 105:33845. https://doi.org/10.1007/S0012R01-0861-5/METRICS

[97] Ministerio de Hacienda. Secretaria de Politica Econdmica. Informes de cadenas d@xabarera.
(2018) G Afo 3 - N° 3. Disponible en:
https://www.economia.gob.ar/peconomica/docs/SSPMicro_Cadenas_de_valor_Azucar.pdf

[98] Molina C, Aguirre NC, Vera PA, Filippi CV, Puebla AF, Marcucci Poltri SN, Paniego NB, Acevedo A
(2022) ddRADsemediated detection of genetic variants in sugarcane. Plant Mol Biol 20225.:1
https://doi.org/10.1007/S1110822-013224

[99]Mollinari M, Garcia AAF (2019) Linkage Analysis and Haplotype Phasing in Experimental
Autopolyploid Populations with High Ploidy Level Using Hidden Markov Modes.
Genes|Genomes|Genetics 9:3283314. https://doi.org/10.1534/G3.119.400378

[100] Mollinari M, Olukolu BA, Pereira GS, Khan A, Gemenet D, Yencho GC, 7260 RInraveling

the Hexaploid Sweetpotato Inheritance Using Ulranse Multilocus Mapping. G3
Genes|Genomes|Genetics 10:1:28192. https://doi.org/10.1534/93.119.400620

[101] Moore PH, Botha FC, Sataloff RT, Johns MM, Kost KM (2014) Sugarcane: Physiology,
Biochemistry, and Functional Biolodyiley Blackwell

[102] Nayak SN, Song J, Villa A, Pathak B, Ajlaa T, Yang X, Todd J, Glynn NC, Kuhn DN, Glaz B,
Gilbert RA, Comstock JC, Wang J (2014) Promoting Utilization of Sacchar@erstjt Resources
through Genetic Diversity Analysis and Core Collection ConstruddbnS One 9:e110856.
https://doi.org/10.1371/JOURNAL.PONE.0110856

124 144



Catalina Molina Bibliografia

[103] hQ[ SFNBEZ {d WodT tdzNAGT I W . dX 2AfftAAT {d / O | 2
f20A @2dzQS t221Ay3 F2N¥Y t NARY OALX S MoleedarEdlopys OG A FS { k
27(16), 31983206. https://doi.org/10.1111/mec.14792

[104] Ooms J (2023). writexl: Export Data Frames to Excel 'xIsx' ForRatackage version 1.4.2.
https://CRAN.Rproject.org/package=writexI

[105] Ostengo S, Serino G, Perera MF. ef2d121) Sugarcane Breeding, Germplasm Development and
Supporting Genetic Research in Argentina. Sugar Tech. https://doi.org/10.1007/s02380999
z

[106] Ostengo S, Serino G, Perera MF. ef28121) Sugarcane Breeding, Germplasm Development and
Supporting Genetic Research in Argentina. Sugar Tech. https://doi.org/10.1007/s02380999
z

[107] Palacio FX, Apodaca MJ, Crisci J V. (2020) Analisis multivariado para datos biol6gicos

[108] t F N} RA&a 9 o6wHnamno® alIS3IFAY |y w LI OgrhoAufr F2 NJ LI2 L
I LILINE BigDfordnatics, 26, 41:820.

[109] Parida SK, Kalia S, Pandit A, Nayak P, Singh RK, Gaikwad K, Srivastava PS, Singh NK, Mohapatra T
(2016) Single nucleotide polymorphism in sugar pathway and disease resistance genes in sugarcane.
Plant Cell Rep 35:1629653. https://doi.org/10.1007/S0029016-1978 Y/FIGURES/3

[110] Paterson PH, Moore PH, Tew TL (2012) The Gene Pool of Saccharum Species and Their
Improvement. doi: 10.1007/9781-44195947-8 3

[111] Pereira GS, Garcia AAF, Margarido GRA (2018) A fully automated pipeline for quantitative
genotype calling from next generation sequencing data in autopolypIBiI€ Bioinformatics 19¢1
10. https://doi.org/10.1186/s1285918-24336

[112] Perera MF, Ostengo S, Malavera ANP, Balsalobre TWA, Onorato GD, Noguera AS, Hoffmann HP,
Carneiro MS (2023) Genetic diversity and population structure of Saccharum hyRIrialS. One
18:e0289504. https://doi.org/10.1371/journal.pone.028950

[113] Peterson BK, Weber JN, Kay EH, Fisher HS, Hoekstra HE (2012) Double digest RADseq: An
inexpensive method for de novo SNP discovery and genotyping in model andou®i

[114] Pimenta RJG, Aono AH, Burbano RCV, Coutinho AE, da Silva CC, dos Anjos IA, Perecin D, Landell
MG de A, Gongalves MC, Pinto LR, de Souza AP, Gonzaga Pimenta RJ, Aono AH, Carlos R, Burbano V,
Coutinho AE, Cristina Da Silva C, Anténio Dos Anjos |, Per&niiniardes De Andrade Landell M,
Gongalves MC, Pinto LR, Pereira De Souza A (2021) Gendenapproaches for the identification
of markers and genes associated with sugarcane yellow leaf virus resistan&eports | 11:15730.
https://doi.org/10.1038/s4598021-951161

[115] Poelking VGC, Giordano A, Rigitva ME, Williams TCR, Pecanha DA, Ventrella MC, Rencoret J,
Ralph J, Barbosa MHP, Loureiro M (2015) Analysis of a modern hybrid and an ancient sugarcane
implicates a complex interplay of factors in affecting recalcitraiceellulosic ethanol production.

PLOS One 10 (8)itps://doi.org/10.1371/journal.pone.0134964

[116] R Core Team (2019). R: A language and environment for statistical computing. R Foundation for
Statistical Computing, Vienna, Austria. URIpns://www.R-project.org/

[117] R Core Team (2023). R: A Language and Environment for Statistical Computing. R Foundation for
Statistich Computing, Vienna, Austria. <https://wwwiRoject.org/>.

[118] Raboin LM, PauquaVy . dzi i SNFASt R a3 5Ql 2y d ! I 4ditld al YIyy V
linkage disequilibrium in the highly polyploid sugarcariéheor Appl Genet 116:7Q714.
https://doi.org/10.1007/S0012007-0703-1/FIGURES/7

[119] Rago AM, Pérez Gémez SG, Fontana PD (2012) Cafia de Azucar. Identificacion y manejo de las
enfermedades en Argentina. Ediciones INTA. 52 pp. ISBR&F#879-118.

[120] Ravinet M, Meier J. Speciation & Population Genomics: a-tbheyuide. Physalia Courses.
February 2020. Available: https://speciationgenomics.github.ioffiltering_vcfs/spePBiesS One 7.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0037135

125| 144


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0134964
https://www.r-project.org/

Catalina Molina Bibliografia

[121] Rochette NC, Catchen JM (2017) Deriving genotypes frorsBd\Bhoriread data using Stacks.
Nat Protoc 12:264€P659. https://doi.org/10.1038/nprot.2017.123

[122] Rochette NC, Rivet@olon AG, Catchen JM (2019) Stacks 2: Analytical methods for paired end
sequencing improve RADsbkgsed population genomics. Mol Ecol 28:473q4754.
https://doi.org/10.1111/mec.15253

[123] Sandhu HS, Comstock JC, Gilbert RA, Gordon VS, KorndorfetoBt H| Arundale RA (2015)
WSIAAGNY GA2ym2Mo W! LdzA | NDY. yPant Qelistii B G(B) NJBRBR4.
https://doi.org/10.3198/jpr2014.08.0050crc.

[124] Sandhu HS, Gilbert RA, Comstock JC, Gordon VS, Kornddrfer P, ArundaléoRAN EP016)
WSIAAAGNI GA2Y qecfpp W! CHdzAl Nghuty Regjist. 10 (1), &.
https://doi.org/10.3198/jpr2014.10.0074crc.

[125] Sandhu HS, Gilbert RA, Comstock JC, Gordon VS, Korndorfer P, ArundaléoRANEP016)
WSIAAAGNI GA2ymMcdP WY dddtrmdlydhyPRP Registrations 10 (1): ¢22.
doi:10.3198/jpr2014.10.0074crc.

[126] Sandhu KS, Shiv A, Kaur G, Meena MR, Raja AK, Vengavasi K, Mall AK, Kumar S, Singh PK, Singh J,
Hemaprabha G, Pathak AD, Krishnappa G, Kumar S (2022) Integrated Approach in Genomic Selection
to Accelerate Genetic Gain in Sugarcanelants 2022, Vol 11, Page 2139 11:2139.
https://doi.org/10.3390/PLANTS11162139

[127] Santchurn D, Badaloo M, Zho M, Labuschagne MT (2019) Genetic studies on sugar and fibre
accumulation patterns among different types of energy canes in Maurtiugar Tech 21, 87890.

[128] Santiago R, Quintana J, Rodriguez S, Diaz EM, Legaz ME, Vicente C (2010) On the nature and
distribution of sclereids in sugarcane leavieakistan J Bot 42:2862881

[129] Serang O, Mollinari M, Garcia AAF (2012) Efficient exact maximum a posteriori computation for
Bayesian SNP genotyping in polyploids. PL0S One 7c13.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0030906

[130] Shearman JR, Pootakham W, Sonthirod C, Naktang C, Yoocha T, Sangsrakru D, Jomchai N,
Tongsima S, Piriyapongsa J, Ngamphiw C, Wanasen N, Ukoskit K, Punpee Rr&IBnSdroth K,
Zhang J, Zhang X, Ming R, Tragoonrung S, Tangphatsornruang S (2022 ainafsomescale
genome assembly of a commercial sugarcane. Sci Reports 2022 121¢8.12:1
https://doi.org/10.1038/s41598022-248230

[131] Smith MR (2019) Bayesian and parsimony approaches reconstruct informative trees from
simulated morphological datasetBiology Letters, 15(2): 20180632.

[132] Soares NR, Mollinari M, Oliveira GK, Pereira GS, Lucia M, Vieira C (2021) Meiosis in Polyploids and
Implications for Genetic Mapping: A Review. https://doi.org/10.3390/genes12101517

[133] SongJ, Yang X, Resende MFR Jr, Neves LG, Todd J, Zhang J, Comstock JC and Wang J (2016) Natural
Allelic Variations in Highly Polyploidy Saccharum Comphernt. Plant Sci. 7:804. doi:
10.3389/fpls.2016.00804

[134] SopenaR, Felipe A, Rago A, Erazzu LE, Mariotti, et al. (2015) Nuevas Variedades de Cafa de AzUcar
Desarrolladas por el INTA Famailla. URL:
https://repositorio.inta.gob.ar/handle/20.500.12123/13652

[135] Souza GM, Van SluysAA, Lembke CG, Lee H, Margarido GRA, Hotta CT, Gaiarsa JW, Diniz AL,
Oliveira MDM, Ferreira SS de S, Nishiyama M¥Ca&en F, Ragagnin GT, Andrade PDM, De Souza
RF, Nicastro GG, Pandya R, Kim C, Guo H, Durham AM, Carneiro M$, Zteamgy X, Zhang Q, Ming
R, Schatz MC, Davidson B, Paterson AH, Heckerman D (2019) Assembly of the 373k gene space of the
L2feLX 2AR adaAl NODFyS 3ASy2YS NBGSIfa NBSaAaSNOB2ANBR 27
crop. Gigascience 8cll8. httpsi/doi.org/10.1093/gigascience/giz129Spurlock D, Phelan J (2019)
Accuracy and completeness are required: A response to Dreher et al (2048)ng Forum, doi:
10.1111/NUF.12398

[136] Stoler N, Nekrutenko A (2021) Sequencing error profiles of lllumina sequencing instruN®Rts.
Genomics Bioinforma 3¢®. https://doi.org/10.1093/nargab/lqab019

[137] sugarcane. Nature. https://doi.org/10.1038/s4158@4-072314

126] 144



Catalina Molina Bibliografia

[138] Takano S, Matsuda S, FunalfikiFurukawa J, Yamauchi T, Tokuji Y, Nakazono M, Shinohara Y,
Takamure |, Kato K (2015) The rice RCN11 gene encbdesylosyltransferase and is required for
plant responses to abiotic stresses and phytohormofdant Sci. 236:%B8.

[139] Taniguti CH, Taniguti LM, Amadeu RR, Lau J, De Siqueira Gesteira G, De T, Oliveira P, Ferreira GC,
Da G, Pereira S, Byrne D, Mollinari M, Rigrarazu O, Franco Garcia AA (2022) Developing best
practices for genotypin@y-sequencing analysis using linkagnaps as benchmarks. bioRxiv
2022.11.24.517847. https://doi.org/10.1101/2022.11.24.517847

[140] Tao S, Khanizadeh S, Zhang H, Zhang S (2009) Anatomy, ultrastructure and lignin distribution of
stone cells in two Pyrus species. Plant Sci 176:4%3119.
https://doi.org/10.1016/j.plantsci.2008.12.011

[141] Thiappan Selvi A, Nair NV (2009). Molecular Breeding in Sugarcane. International Journal of
Agriculture, Enviornment and Biotechnology 3(1):A2%. Print ISSN : 0974712. Online ISSN :
2230732X.

[142] Thirugnanasambandam PP, Hoang N V., Henry RJ (2018) The challenge of analyzing the sugarcane
genome.Front Plant Sci 9¢1L8. https://doi.org/10.3389/fpls.2018.00616

[143] TrujilloMontenegro JH, Rodriguez Cubillos MJ, Loaiza CD, Quintero M, -Nspiiao HF,
Salazar Villareal FA, Viveros Valens CA, Gonzalez Barrios AF, De Vega J, Duitama J, Riascos JJ (2021)
Unraveling the Genome of a High Yielding Colombian Sugarcanid Hifbont Plant Sci 12.
https://doi.org/10.3389/FPLS.2021.694859

[144] Valarmathi R (2021) Anatomy of Tolerance Mechanisms in Sugarcane Crop to Abiotic Stresses.
107-121. doi: 10.1007/97®81-19-39556_6

[145] Vermerris, W. (2011). Survey of Genomics Approaches to Improve Bioenergy Traits in Maize,
Sorghum and SugarcaneJournal of Integrative Plant Biology, 53(2), ¢0DB9.
https://doi.org/10.1111/j.17447909.2010.01020.x

[146] Vieira MLC, Almeida CB, Oliveira CA, Tacuatia LO, Munhoz Cia@@szLA, Pinto LR,
Monteiro-Vitorello CB, Xavier MA, Foidiartins ER (2018) Revisiting meiosis in sugarcane:
Chromosomal irregularities and the prevalence of bivalent configurations.t Feenet 9:112.
https://doi.org/10.3389/fgene.2018.00213

[147] Vining KJ, Salinas N, Tennessen JA, Zurn JD, Sargent DJ, Hancock J, Bassil N V. (2017) Genotyping
by-sequencing enables linkage mapping in three octoploid cultivated strawberry faniigesJ
2017:e3731. https://doi.org/10.7717/peerj.3731

[148] Walsh KB, Sky RC, Brown SM (2005) The anatomy of the pathway of sucrose unloading within the
sugarcane stalk-unct Plant Biol 32:3@374. https://doi.org/10.1071/FP04102

[149] Walton J (2020) The 5 Countries That Produce the Most Sugar. In: 5 Ctries. that Prod. Most sugar.
https://www.investopedia.com/articles/investing/101615/Bountriesproducemostsugar.asp.
Accessed 22 Jan 2021

[150] Wei T, Simko V (2021). R package 'corrplot': Visualization of a Correlation IA&rsion 0.92),
https://github.com/taiyun/corrplot.

[151] Wei X, Jackson P, Stringer J, Cox M (2008) Relative economic genetic valuedrE@gjoved
selection index to replace net merit grade (NMG) in the Australian sugarcane variety improvement
program.Proc Aust Soc Sugar Cane Technol 30184

[152] Wickham H, Averick M, Bryan J, Chang W, McGowan LD, Franc¢ois R, Grolemund G, Hayes A, Henry
L, Hester J, Kuhn M, Pedersen TL, Miller E, Bache SM, Miiller K, Ooms J, Robinson D, Seidel DP, Spinu
V, Takahashi K, Vaughan D, Wilke C, Woo K, YutaniH @319.t O2YS (2 GKS (AR&OSN&
of Open Source Software_, *4*(43), 1686. doi:10.21105/joss.01686
<https://doi.org/10.21105/joss.01686

[153] Wickham H, Bryan J (2023). readxl: Read Excel Files . R package version 1.4.3 https://CRAN.R
project.org/package=readxl

[154] Wickham. ggplot2: Elegant Graphics for Data Analysis. SpiMegkrg New York, 2016.
https://ggplot2.tidyverse.org

127] 144



Catalina Molina Bibliografia

[155] Wu R, Ma CX, Painter I, Zeng ZB (2002) Simultaneous Maximum Likelihood Estimation of Linkage
and Linkage Phases in Outcrossing SpeciéBheor Popul Biol 61:34363.
https://doi.org/10.1006/tpbi.2002.1577

[156] Xiong H, Chen Y, Pan YB, Shi A (2023) A GenieeAssociation Study and Genomic Prediction
for Fiber and Sucrose Contents in a Mapping Population of LGB48Sugarcand?lants 12:1041.
https://doi.org/10.3390/PLANTS12051041/S1

[157] Xue Y, Zou C, Zhang C, Yu H, Chen B, Wang H (2022) Dynamic DNA methylation changes reveal
tissuespecific gene expression in sugarcane.Front Plant Sci 13cl5.
https://doi.org/10.3389/fpls.2022.1036764

[158] Yadav S, Jackson P, Wei X, Ross EM, Aitken K, Deomano E, Atkin F, HaydseRIKY?q2920)
Accelerating Genetic Gain in Sugarcane Breeding Using Genomic Sefaption2020, Vol 10, Page
585 10:585. https://doi.org/10.3390/AGRONOMY 10040585

[159] Yadav S, Wei X, Joyce P, Atkin F, Deomano E, Sun Y, Nguyen LT, Ross EM, Cavallaro T, Aitken KS,
Hayes BJ, Vo$=ls KP (2021) Improved genomic prediction of clonal performance in sugarcane by
exploiting nonadditive  genetic  effects. Theor  Appl Genet  134:2283252.
https://doi.org/10.1007/S00122021-038221/TABLES/4

[160] Yang X, Kandel R, Song J, You Q, Wang M, Wang J (2018) Sugarcane genome sequencing and
genetic mapping3¢34. https://doi.org/10.19103/as.2017.0035.02

[161] Yang X, Pengcheng L, Zefeng Y, Chenwu X (2017a) Genetic mapping of quantitative trait loci in
crops.Crop J 5:17&184. https://doi.org/10.1016/].cj.2016.06.003

[162] Yang X, Song J, You Q, Paudel DR, Zhang J, Wang J (2017b) Mining sequence variations in
representative  polyploid sugarcane germplasm accessio®VIC Genomics 18&16.
https://doi.org/10.1186/s12864017-3980-3

[163] Yang X, Sood S, Glynn N, Islam MS, Comstock J, Wang J (2017c) Construdéngitigienetic
maps for polyploid sugarcane (Saccharum spp.) and identifying quantitative trait loci controlling
brown rust resistanceMol Breed 37:¢12. https://doi.org/10.1007/S1103®17-07167/TABLES/3

[164] Yates AD, Allen J, Amode RM, Azov AG, Barba M, Becerra A, Bhai J, Campbell LI, Carbajo Martinez
M, Chakiachvili M, Chougule K, Christensen M, Contitdiieira B, Cuzick A, Da Rin Fioretto L, Davis
P, De Silva NH, Diamantakis S, Dyer S, Elser J, Flipptéll A, Grigoriadis D, Guijattarke C,
Gupta P, Hammon#osack KE, Howe KL, Jaiswal P, Kaikala V, Kumar V, Kumari S, Langridge N, Le T,
Luypaert M, Maslen GL, Maurel T, Moore B, Muffato M, Mushtaq A, Naamati G, Naithani S, Olson A,
Parker A, PauliM, Pedro H, Perry E, Preece J, Quiritatioch M, Rodgers F, Rosello M, Ruffier M,
Seager J, Sitnik V, Szpak M, Tate J,-Reito MK, Trevanion SJ, Urban M, Ware D, Wei S, Williams G,
Winterbottom A, Zarowiecki M, Finn RD, Flicek P (2022) Ensembl Ge@22san expanding
genome resource for nowertebrates. Nucleic  Acids Res 50:DEPBH003.
https://doi.org/10.1093/NAR/GKAB1007

[165] Yin L, Zhang H, Tang Z, Xu J, Yin D, Zhang Z, Yuan X, Zhu M, Zhao S, Li X, Liu X.:(2021) rMVP
Memory-efficient, Visualizatiorenhanced, and Parallalccelerated tool for Genomwide
Association Study. Genomics Proteomics Bioinformatics. Mar 2:S0@221)000581. doi:
10.1016/j.gpb.2020.10.007. Epub ahead of pri#i¥lID: 33662620

[166] You Q, Yang X, Peng Z, Islam MS, Sood S, Luo Z, Comstock J, Xu L, Wang J (2019) Development of
an Axiom Sugarcanel00K SNP array for genetic map construction and QTL identifibatoippl
Genet 132:28262845. https://doi.org/10.1007/S0012R19-033914/FIGURES/4

[167] Zhang J, Zhang Q, LiL, Tang H, Zhang Q, Chen Y, Arrow J, Zhang X, Wang A, Miao C, Ming R (2019)
Recent polyploidization events in three Saccharum founding spédeast Biotechnol J 17:26274.
https://doi.org/10.1111/pbi.12962

[168] Zhang L, Prabhakar PK, Bharadwaj VS, Bomble YJ, Pefia MJ, Urbanowicz BR (2023)
Glycosyltransferase family 47 (GT47) proteins in plants and aniEsdsys Biochem 67:6352.
https://doi.org/10.1042/EBC20220152

[169] Zhang Q, Qi Y, Pan H, Tang H, Wang G, Hua X, Wang Y, LinL, Li Z, LiY, Yu F, Yu Z, Huang Y, Wang
T, Ma P, Dou M, Sun Z, Wang Y, Wang H, Zhang X, Yao W, Wang Y, Liu X, Wang M, Wang J, Deng Z,
Xu J, Yang Q, Liu Z, Chen B, Zhang M, Ming R, Zhang J (2@2Ric Gesights into the recent

128] 144



Catalina Molina Bibliografia

chromosome reduction of autopolyploid sugarcane Saccharum spontaneum. Nat Genet 2022 546
54:885896. https://doi.org/10.1038/s41588022-010841

[170] Zhong R, Cui D, Ye ZH (2019) Secondary cell wall biosynthesis. New Phytol 227253703
https://doi.org/10.1111/nph.15537

129| 144


https://doi.org/10.1038/s41588-022-01084-1
















Catalina Molina

Tabla 2.1 Continuacion

Apéndice Capituld

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 22. Datos analiticos del mapa de ligamiento poliploidenimero de marcadores por cromosonia)
namero de marcadores por grupo homologdG)

a)

Cromosoma

N° marcadore

U7

©O© 00 N O O b W N B

=
o

123
59
64
69
27
52
40
36
44
54

568

b)

HG N° marcadore
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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