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Introduccién

En Colombia, al igual que en todos los programas de mejoramiento genético
de la cafa de azucar alrededor del mundo, este proceso se realiza de manera
convencional o clasica, mediante la seleccion de caracteres fenotipicos de in-
terés agronémico para el cultivo. Si bien es cierto esta estrategia ha producido
resultados invaluables para la industria de la cafia de azucar de Colombia —mas
del 90% del area cultivada para la produccion azucarera y alcoholera en el valle
del rio Cauca esta sembrada con variedades Cenicaia Colombia, CC— el ciclo
productivo del cultivo (13 meses) hace que este proceso de mejoramiento pueda
tomar entre 10 y 12 afios. Adicionalmente, problemas como la escasa floracién
en las condiciones ambientales del valle del rio Cauca dificultan realizar los cru-
zamientos. En tal sentido, con el objetivo de agilizar el proceso de mejoramiento
genético de la cafa de azlcar y ampliar el rango de las caracteristicas favorables
seleccionadas, Cenicana, al igual que sus pares en otros paises, ha incorporado
la biotecnologia en el esquema de mejoramiento y seleccién de variedades CC.
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Entre las herramientas biotecnoldgicas claves para lograr mayor eficiencia en el
proceso de mejoramiento genético clasico se destaca la utilizacion de marca-
dores moleculares para la genotipificacion de germoplasma y la transformacién
genética. Los marcadores moleculares son regiones del genoma (secuencias de
ADN) que a menudo se utilizan para rastrear la herencia (segregacion) de una po-
sicion en particular. A la fecha hay suficiente evidencia que demuestra que el uso
de estos marcadores ayuda a acelerar los procesos de mejoramiento genético
(Foiada et al., 2015; Jiang et al., 2012; Steele et al., 2006). En el caso de la cafa
de azucar, cuyo genoma es altamente complejo, los adelantos recientes en las
tecnologias de secuenciacion de ADN (secuenciacion de segunda y tercera ge-
neracion), que favorecen la identificacién de marcadores SNP (Single Nucleotide
Polymorphism, polimorfismo de un solo nucleétido), los cuales son abundantes
en el genoma de la cafa de azucar (Davey et al., 2011), sugieren altas proba-
bilidades de éxito. Adicionalmente, el desarrollo de metodologias eficientes de
transformacion genética hace posible la introduccion de caracteres individuales
con capacidad de impactar positivamente el desarrollo agronémico del cultivo,
lo que ademas permite rebasar el obstaculo que representa la escasa floracion
de variedades de cafia mejoradas.
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Complejidad genética de la cana de azucar

El genoma de la cafia de azucar se caracteriza
por ser altamente complejo. Los genotipos co-
merciales sembrados hoy provienen de un pro-
ceso de domesticacién reciente que involucra
principalmente las especies Saccharum officina-
rum y S. spontaneum, y algunas contribuciones
de especies como S. sinense, S. barberiy S. ro-
bustum. Las especies S. officinarum 'y S. spon-
taneum poseen genomas poliploides, aunque su
constitucion cromosoémica es diferente. Los clo-
nes de S. spontaneum son octoploides (x = 8) y
poseen un numero de cromosomas (constitucion
2n) que varia entre 40 y 128; mientras que los
clones de S. officinarum son decaploides (x = 10),
con una constitucion menos variable: 80 cromo-
somas (Price & Daniels, 1968; Sreenivasan et al.,
1987). Los hibridos actuales son poliploides, con
una distribucién no uniforme de cromosomas en
un mismo grupo (aneuploidia), ademas de una
constitucion cromosémica muy variable (x = 10-
13, 2n = 100-130). El tamafio del genoma de los
hibridos comerciales de cana es variable y se es-
tima cercano a los 10 Gbp (Moore et al., 2014).

Ademas de su origen interespecifico, la com-
plejidad genética de la cafia de azucar esta li-
gada a su historia de domesticacién reciente. El
mejoramiento genético data de 1888 y fue moti-
vado por hallazgos previos que demostraban que
esta planta era capaz de producir semilla viable
(revisado en Moore et al., 2014). Esto, sumado

a un ciclo de cultivo relativamente largo y, con-
secuentemente, a una menor tasa de ciclos de
seleccidn, ha contribuido a que la mayoria de las
aneuploidias resultantes de los cruzamientos in-
terespecificos S. officinarum x S. spontaneum se
mantengan en los hibridos modernos.

La secuenciacion y el ensamblaje del primer
genoma vegetal se dieron en la planta modelo
Arabidopsis thaliana (AGl, 2000). Comparativa-
mente, el genoma de A. thaliana es de los mas
simples, con una constitucion diploide total de
10 cromosomas 2n = 2x = 10 y un tamafno de 135
Mbp. Debido a que los genomas de las especies
cultivadas, tales como la cafa de azucar, son en
general poliploides y de mayor tamano, lo que
consecuentemente implica una mayor cantidad
de informacion repetida, se dificulta el ensam-
blaje. No obstante, gracias a los avances en las
tecnologias de secuenciacion de alto rendimiento
(High Throughput Sequencing, HTS) hoy es posi-
ble llevar a cabo la secuenciacién de genomas
complejos. En 2009, Schnable y colaboradores
reportaron la finalizacion de la secuenciacion
del genoma del maiz, y Peterson y su equipo, la
del sorgo. Sin embargo, el genoma del maiz y
el del sorgo no conllevan tantas aneuploidias
como el genoma de la cafia de azucar. Debido
a esta complejidad genética, secuenciar el ge-
noma de la cafa de azucar ha sido un desafio
mayor (Figura 1).

El genoma del maiz y el del sorgo no conllevan tantas
aneuploidias como el genoma de la cana de azlcar. Debido
a esta complejidad genética, secuenciar el genoma de la
cana de aztcar ha sido un desafio mayor.

Biotecnologia para el mejoramiento de la cana de azicar
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Arroz
Oryza sativa

Sorgo
Sorghum bicolor

Maiz
Zea mays

Cebada
Hordeum vulgare

Cana de azucar
Saccharum spp.

-

Genoma =~ 0.43 Gbp
2n =2x =24

---------- Genoma = 0.76 Gbp
2n =2x =20

— e = = == GENOMa ~ 2.4 Gbp
2n=2x=20

Genoma ~ 5.3 Gbp
2n=2x=14

Genoma ~ 10 Gbp
2n = 8-13x = 100-130

D’hont et al., 2005

)

Figura 1. Representacioén grafica del genoma de la cafia de azlcar y otras especies relacionadas. Las estimaciones del

tamano del genoma de cada especie estan dadas segun el contenido monoploide.

Complejidad genética de la cana de azicar 7
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Secuenciacidén de alto rendimiento, marcadores
moleculares y mejoramiento genético

Secuenciacion del ADN
y nuevas tecnologias

La secuenciacion del ADN consiste en iden-
tificar el orden de los nucleétidos que compo-
nen el material genético provisto. Establecer el
orden de estos nucleétidos en diferentes tipos
de organismos vivos, como las plantas, permite
conocer con mayor profundidad el genotipo de
estos individuos y la informaciéon genética que
se transporta en un segmento de ADN en par-
ticular. Existen diferentes tipos de tecnologias
de secuenciacion, y entre ellas las tradicionales
se conocen como tecnologias de secuenciacion
de primera generacion, que incluyen la secuen-
ciacion quimica propuesta por Maxam y Gilbert
(1977), la cual utiliza métodos quimicos para
fragmentar secuencias de ADN ya marcadas ra-
dioactivamente; y el método de secuenciaciéon
enzimatica de Sanger et al. (1977), que se basa
en el uso de la enzima ADN polimerasa para
sintetizar cadenas de ADN con una terminacion
especifica. Las tecnologias de secuenciacion
de alto rendimiento (HTS), también conocidas
como de proéxima generacion (Next Generation
Sequencing, NGS), se basan en el concepto
de secuenciacion en paralelo, es decir, permi-
ten descifrar de manera precisa el orden exac-
to de los nucleétidos de millones de moléculas
de ADN al mismo tiempo. Esta capacidad hace
posible producir grandes volumenes de informa-
cién a un menor costo en comparaciéon con la
tecnologia Sanger, conocida como secuencia-
cion clasica (Metzker, 2010).

Actualmente existen distintas plataformas
comerciales de NGS, las mas comunes de las
cuales son lllumina, lon Torrent y PacBio. Cada
plataforma usa una combinacién de procedi-
mientos técnicos distintos, principalmente los

tres siguientes: (1) la preparacién de colecciones
de moléculas de ADN, denominadas librerias de
ADN; (2) la secuenciacion y (3) el analisis de los
datos. En general, la preparacién de librerias
y el andlisis de los datos se hacen de distinta
manera en cada plataforma para ajustarse a la
técnica de secuenciacion utilizada, pero las tres
plataformas realizan la secuenciacion mediante
la deteccion de sefales producidas durante la
reaccion de sintesis de ADN por la incorporacion
de nucleétidos en el ADN molde. Sin embargo,
cada plataforma efectla este paso de manera
diferente. lllumina detecta la fluorescencia pro-
ducida en grupos de millones de fragmentos del
ADN molde; lon Torrent detecta los cambios de
pH por liberacion de iones de hidrégeno duran-
te la sintesis, y PacBio detecta la fluorescencia
en tiempo real y sobre una Unica molécula de
ADN molde. Para profundizar en los detalles de
las distintas tecnologias y plataformas se reco-
mienda consultar los trabajos de Metzker (2010)
y Mardis (2013).

Los avances en las tecnologias de secuen-
ciacion de alto rendimiento (HTS), que favorecen
la identificacion de diversos marcadores mole-
culares como los SNP (polimorfismo de un solo
nucledtido), abren un nuevo abanico de posibi-
lidades para los estudios de mapeo genético en
especies con genomas complejos como el de la
cafa de azucar. Por basarse en las diferencias
de un solo nucleétido, los marcadores SNP son
mas abundantes que cualquier otro tipo de mar-
cador en el genoma. Esto representa una venta-
ja con respecto a marcadores de ADN como los
SSR (Single Sequence Repeats), RFLP (Restric-
tion Length Polymorphisms) y AFLP (Amplified
Length Polymosrphisms), entre otros, para dis-
cernir la diversidad genética de una especie que
presenta una base genética estrecha.

Biotecnologia para el mejoramiento de la cana de azicar
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Marcadores moleculares y su
aplicacion en el mejoramiento
genético en Cenicafha

Con base en los recientes avances en la secuen-
ciacion de ADN, Cenicafa inicié una linea de
investigacion encaminada a buscar marcadores
moleculares asociados a caracteristicas de in-
terés agronémico para el cultivo de la cafa de
azucar, apoyando con ello el esquema de mejo-
ramiento genético. Para el estudio se tomaron
130 individuos representativos de la diversidad
genética del banco de germoplasma de Cenica-
fia. Adicionalmente, se seleccioné un conjunto
de 90 genotipos que incluian variedades comer-
ciales, parentales elites y otros genotipos de in-
terés para el Programa de Variedades. En total,
este estudio contdé con 220 genotipos, entre los
que se encuentran quince representantes de la
especie S. officinarum, uno de S. spontaneum,
cinco de S. sinense, siete de S. barberi, tres del

Cromosoma y regién

género Erianthus y 183 hibridos modernos prove-
nientes de dieciocho programas de mejoramien-
to genético alrededor del mundo. Utilizando la
tecnologia lllumina, se secuencié una porcién del
genoma de cada uno de estos individuos para
ser utilizada en la identificacion de marcadores
moleculares de secuencia Unica, SNP. La porcién
del genoma a secuenciar se selecciond con base
en las tecnologias GBS (Genotyping by Sequen-
cing) y RADSeq (Restriction Amplified DNA Se-
quencing), disefiadas para reducir la complejidad
de los genomas al enfocarse solo en una porcion
significativa de ellos. Las secuencias obtenidas
fueron procesadas mediante software bioinfor-
matico especializado, con lo cual se logro iden-
tifcar mas de 50,728 marcadores SNPs altamen-
te polimorfcos, distribuidos a lo largo de todo
el genoma. En la Figura 2 se pueden observar
de manera gréafica estos marcadores ubicados
sobre el genoma de CC 01-1940. Para profundi-
zar en los detalles de las distintas tecnologias y

Figura 2. Representacion grafica correspondiente a la caracterizacion genética del ensamblaje del genoma de cafia de
azUcar, variedad CC 01-1940. Cromosoma 1y region seleccionada de manera aleatoria entre las posiciones 44'283,262
y 44°506,709 (A). Genes en la regién de interés: identidad, exones, funcion (B). Marcadores mononucleétidos SNP de
referencia (proximos a los genes identificados) (C). Ventanas del navegador JBrowse (Diesh et al., 2023).

Secuenciacion de alto rendimiento, marcadores moleculares y mejoramiento genético 9
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plataformas se recomienda consultar a Davey et
al. (2011).

Asi como el objetivo del estudio ha estado cen-
trado en la identificacion y validacion de marca-
dores asociados a fenotipos de interés para el
cultivo de la cafa de azucar, como produccion
de sacarosa, altura de la planta y resistencia a
enfermedades y plagas, entre otros, el mismo
conjunto de marcadores ha servido para conocer
de manera mas detallada la diversidad genética
existente en la poblacion en estudio. En general,
se ha observado que al incrementar el niUmero de
marcadores moleculares se incrementa también
la precision en la estimacion de las relaciones
entre individuos, debido a la posibilidad de esta-
blecer un mayor nimero de comparaciones en-
tre diferentes regiones del genoma de la cafa de
azucar. En la Figura 3 se puede observar como
es posible separar los 220 genotipos en siete
grupos independientes, tres de los cuales inclu-

yen S. spontaneum, las especies S. officinarum,
barberi y sinensi y, Erianthus, y los otros cuatro
(todos ubicados en la misma rama del dendro-
grama) corresponden a hibridos modernos. Esto
es importante, puesto que de las especies del
género Saccharum incluidas en el estudio, las
elegidas son las mas distantes evolutivamente, lo
cual no se habia observado en estudios previos.
Los hibridos modernos también muestran una
separacién que en algunos casos permite dis-
cernir los aportes de los diversos programas de
mejoramiento. Por ejemplo, se puede identificar
un grupo conformado exclusivamente por hibri-
dos desarrollados en Cenicana (CC), al igual que
agrupamientos donde se ubican mayormente in-
dividuos pertenecientes a los programas de Aus-
tralia, Brasil, Estados Unidos o Puerto Rico. Fi-
nalmente, y como era de esperar, se observd que
los individuos pertenecientes al género Erianthus
se encuentran mas distantes de los otros grupos
de individuos.

S. spontaneum

S. barberi
S. sinense
S. officinarum

Colombia (EPC)
Brasil

@

Australia
Puerto Rico

8 Erianthus

Il Grupo Erianthus
I Grupo Saccaharum spp.
[ Grupo Saccaharum spontaneum

Grupo hibridos Saccaharum

Colombia (CC)

Figura 3. Dendrograma que ilustra la diversidad genética de 220 variedades de cafa de azlcar y sus agrupaciones

respectivas.

Se distinguen cuatro grupos mayores: en violeta, el ‘outgroup’, conformado por individuos del género Erianthus; en azul, el grupo con un Unico

individuo perteneciente a la especie S. spontaneum; en verde, un tercer grupo conformado por individuos de la especie S. officinarum e hibri-

dos tradicionales como S. barberi y S. sinense; y en naranja, un grupo mayor, donde se ubican la gran mayoria de los hibridos desarrollados

en diferentes programas de mejoramiento alrededor del mundo.
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Estos analisis también confirmaron la premisa
de que la diversidad disponible en el cultivo de
la cafia de azucar es escasa. En este estudio, el
promedio de similitud genética, cuyo maximo es
1 cuando todos los individuos son iguales, fue
de 0.87 (Loaiza et al., 2017), mayor que el en-
contrado en caracterizaciones previas realizadas
en Cenicafa utilizando marcadores clasicos de
ADN (Macea, 2009; Espinosa, 2008; Riascos et
al., 2003). Las implicaciones de estos resultados
son importantes porque apuntan a que se requie-
ren mayores esfuerzos en el esquema de mejora-
miento para ampliar la base genética del cultivo,
por ejemplo, a través de introgresiones silvestres
en el germoplasma moderno.

Los marcadores moleculares SNP (polimorfis-
mo de un solo nucleétido) también han servido
para entender la distribucion de las variantes ge-
néticas de la poblacion en estudio, lo que a su
vez permite separar los individuos en diferentes
grupos que comparten patrones de distribucién
similares. Los resultados obtenidos con esta
técnica mostraron cuatro subpoblaciones en el

interior de los 220 individuos (Figura 4). Como
se suponia, debido a su naturaleza silvestre los
individuos pertenecientes al género Erianthus y a
las especies Saccharum forman dos poblaciones
independientes. Los dos grupos restantes los
conforman mayormente hibridos desarrollados
a partir de cruzamientos entre especies como
S. officinarum y S. spontaneum e hibridos me-
jorados. Algunos individuos pertenecientes a S.
officinarum fueron incluidos dentro de estos dos
grupos. Este comportamiento era el esperado, ya
que los hibridos modernos han heredado aproxi-
madamente el 80% de su material genético de
S. officinarum. Finalmente, el resultado mas so-
bresaliente de este analisis muestra que las va-
riedades CP 57-603 y POJ 2878 han tenido una
gran influencia en el programa de mejoramiento
genético colombiano. La variedad CP 57-603 fue
el genotipo mas representativo del grupo Q3, y la
variedad POJ 2078 lo fue del grupo Q4 (Figura 4).
Estos resultados concuerdan con la historia de
cruzamientos de Cenicaifa, que ha usado ambas
variedades de manera recurrente para generar
nuevos hibridos.

Q2: Sac. especies Q3: CP 57-603

| Q1: Erianthus

0.9 -

0.8 —

0.7 =

0.6 —

0.5 —

Q- Valor

0.4 -

0.3 —

0.2 —

0.1 —

0 -

Q4: POJ 2878

o TN
O~O W

198

<+ 0 ON~O
Qeery

Figura 4. Representacion de la estructura genética de 220 variedades de cafia de azlcar luego de usar STRUCTURE
V2.3.4 (Pritchard et al., 2000) con K = 4.
Los genotipos como CP 57-603 (anaranjado) y POJ 2878 (azul) tuvieron una gran influencia en los hibridos modernos desarrollados por

Cenicana.
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Los estudios de asociacion genotipo-fenotipo
se han abordado con el concepto de asociacién
de todo el genoma, o GWAS por sus siglas en
inglés (Genome Wide Associations Studies). Este
concepto se diferencia de los estudios de aso-
ciacion clasicos de QTL (Quantitative Trait Loci)
porque utiliza poblaciones diversas en lugar de
poblaciones biparentales; por la falta de conoci-
miento sobre la localizacién gendmica de las va-
riantes genéticas, y por el uso de una gran can-
tidad de marcadores polimérficos (Hirschhorn
y Daly, 2005). En los estudios clasicos de QTL,
usualmente dos padres contrastantes para una
o varias caracteristicas de interés se cruzan en-
tre si y su progenie, por lo comun poblaciones
F, en la mayoria de especies y F, en el caso de
la cafia de azlcar, es caracterizada fenotipica y
genotipicamente. Debido a que la poblacién uti-
lizada proviene de un cruzamiento biparental, los
marcadores moleculares empleados evaluan los
eventos de recombinacién entre dichos paren-
tales. Cuantos mas marcadores se usen, mayor
serd el cubrimiento de dichos eventos de recom-
binacion y mayor la probabilidad de encontrar un
marcador molecular asociado a una caracteristi-
ca fenotipica de interés. Cuando se utilizan po-
blaciones diversas y no biparentales en andlisis
GWAS (estudios de asociacion de todo el geno-
may), son mas numerosos los eventos de recombi-
nacion que deben evaluarse, porque la poblacién
en estudio proviene de diversos cruzamientos
e implica diversos parentales. Al aumentar los
eventos de recombinacion se debe utilizar un

Ambiente

de seleccion

® Seco-semiseco
Himedo

Piedemonte
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numero mayor de marcadores moleculares a fin
de tener mayores posibilidades de identificar las
asociaciones con los fenotipos de interés, porque
se incrementa la probabilidad de encontrar mar-
cadores ligados genéticamente con las variantes
genéticas. Debido a que los avances en las tec-
nologias de secuenciacion de ADN han facilitado
la identificacion a gran escala de variantes de un
solo nucledtido, en la actualidad es posible llevar
a cabo estrategias de asociacién GWAS.

Con el objetivo de contar con un fenotipo de
alta calidad, la poblacién de 220 individuos esta
siendo caracterizada en el valle del rio Cauca en
los ambientes seco-semiseco, himedo y de pie-
demonte, midiendo sus variables agronémicas de
interés tales como sacarosa (% cafa), toneladas
de cafa por hectarea (TCH), resistencia a enfer-
medades y plagas en condiciones controladas; y
uso eficiente del nitrégeno, entre muchas otras.
A la fecha, los andlisis de asociacion GWAS en
Cenicafa se han centrado en la optimizacién de
las rutinas de asociacién actualmente disponi-
bles, ya que la mayoria de los estudios han sido
desarrollados para especies diploides y no poli-
ploides como es el caso de la cafa de azucar. A
pesar de esto, los primeros ensayos realizados
con las herramientas existentes y datos fenotipi-
cos histéricos colectados para casi la totalidad
de los 220 individuos, han mostrado un amplio
potencial para la identificacion de marcadores
asociados con la produccién de sacarosa (Rias-
cos et al., 2016).

Con el objetivo de contar con
un fenotipo de alta calidad, la
poblacién de 220 individuos estd
siendo caracterizada en el valle
del rio Cauca en los ambientes
seco-semiseco, himedo y de
piedemonte.

Biotecnologia para el mejoramiento de la cana de azicar
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El genoma de la cana de azdcar

¢ Qué es un genoma y para que sirve?

Todas las caracteristicas de un ser vivo respon-
den a la accion de sus genes y a la influencia
del ambiente. La capacidad de generar raices,
tolerar estres bidtico o abidtico, la coloraciéon de
los jugos en el caso de la cafia de azlcar, en-
tre otras, son caracteristicas controladas por la
informacién almacenada en el material genético
(conocido como ADN) y moldeadas en mayor o
menor medida por las condiciones del entorno.
La estructura del ADN es una cadena en forma
de doble hélice, constituida por enlaces exclusi-
vos entre adenina y timina (A:T) y guanina y ci-
tosina (G:C), y sostenida por una estructura de
acidos fosféricos. Debido a su gran longitud, la
doble hélice de ADN esta sujeta a diversos nive-
les de compactacion, de manera que pueda ser
almacenada de manera eficiente en los cromo-
somas (Annunziato, 2008). En organismos euca-
riotas (con compartimentos celulares), el ADN se
almacena en su mayoria en el nucleo; sin em-
bargo, también existen porciones del genoma en
las mitocondrias y los cloroplastos.

Secuenciar y ensamblar un genoma consiste
en descifrar el orden de todos los nucleétidos
que este almacena. A partir de aqui es posible
predecir qué porciones de ese genoma son ge-
nes, qué porciones son secuencias regulatorias
y cuales tienen funcion desconocida. Por medio
de andlisis comparativos llevados a cabo con
herramientas computacionales especializadas
se puede asignar identidades a cada gen, lo que
facilita la definicion de familias génicas y sus
posibles funciones. Los andlisis comparativos
entre genomas de diferentes especies permiten
estimar el grado de conservacion o divergen-
cia evolutiva de una especie. Con ello es posi-
ble saber si la cafa de azlcar es mas cercana
genéticamente al sorgo o al maiz o a cualquier

‘ El genoma de la cana de azlcar

especie cuyo genoma esté secuenciado. En el
interior de una especie, sobre todo cuando se
cuenta con una caracterizacién del fenotipo, las
comparaciones entre diferentes genomas facili-
tan la identificacion de regiones asociadas con
caracteristicas de interés. Un genoma ensam-
blado de manera detallada permite determinar
el numero de copias (ploidia) y el numero de
cromosomas de una especie. En resumen, la
secuenciacion y el ensamblaje de un genoma
son una base sodlida para la investigacion basi-
cay aplicada.

Ensamblaje de genomas

Los recientes avances en las tecnologias de se-
cuenciacion de alto rendimiento han permitido
avanzar en el ensamblaje de genomas comple-
jos, generando herramientas prometedoras en
la busqueda del mejoramiento genético. El au-
mento en el tamafno de las secuencias, los bajos
costos y la implementacion de nuevos algorit-
mos acoplados a estas tecnologias han servido
como base para definir nuevas estrategias que
permitan la reconstrucciéon de genomas com-
plejos como el de la cafa de azlcar. Entre estas
nuevas tecnologias y en el caso especifico del
ensamblaje de genomas, destacan la tecnolo-
gia de secuenciacién de PacBio (Rhoads & Au,
2015) y la tecnologia de secuenciacion lllumina
(Bentley et al., 2008). La tecnologia PacBio se
caracteriza por generar millones de fragmentos
largos con un tamafno promedio de 15 kbp, lo
cual es ideal para reconstruir genomas alta-
mente repetitivos; por su parte, la tecnologia
lllumina se caracteriza por secuenciar millones
de fragmentos pequeros, con un tamafo pro-
medio de 150 pb pero con una alta calidad en
sus bases secuenciadas, muy util para corregir
errores de secuenciacion que puedan presentar
las lecturas largas de PacBio.
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Tradicionalmente se distinguen dos estrate-
gias mayores para el ensamblaje de genomas:
clone by clone (también conocida como BAC
by BAC) y Whole Genome Shotgun Sequencing
(WGSS). La tecnologia clone by clone parte de
la creacién de un mapa genético para el indivi-
duo de interés. Como se menciond previamente,
los mapas genéticos son representaciones del
genoma que se construyen a partir de la orga-
nizacion posicional de un nimero considerable
de marcadores de ADN. Posteriormente, dicho
genoma es fragmentado en regiones de apro-
ximadamente 150 kb y clonado en vectores de
ADN (Bacterial Artificial Chromosomes, BAC), los

cuales sirven para multiplicar (clonar) cada uno
de los fragmentos clonados. Dichas regiones de
150 kb son adicionalmente fraccionadas en re-
giones mas pequefas, de aproximadamente 500
pb, y secuenciadas con el fin de reconstruir los
fragmentos mas grandes. La reconstruccion final
del genoma tiene en cuenta el mapa genético del
cual se partio, lo cual facilita la organizacién de
las regiones de 150 kb en los cromosomas res-
pectivos (Figura 5). Debido a lo laborioso de la
estrategia clone by clone, hoy en dia se utiliza
cada vez menos. En el caso de whole genome
shotgun, el ADN es extraido, fragmentado y se-
cuenciado sin seguir un orden en particular. El

Mapa genético
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Figura 5. Esquema general de la estrategia de secuenciacién clone by clone. Mapa genético (A). Genoma fragmentado
(B). Clonacioén de fragmentos dentro de BACs (C). BACs fragmentados son integrados dentro de un M13 (pieza
artificial de ADN) (D). Secuenciacion de fragmentos M13 (E). Reconstruccion de fragmentos (F).
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éxito de esta estrategia depende mayormente de
una secuenciacion robusta, que represente va-
rias veces el genoma de interés, y una buena ca-

ritmos de ensamblaje, que no logran distinguir la
posicion especifica (Unica) de una secuencia de
ADN que se repite varias veces en el genoma.

pacidad computacional que facilite la ejecucion
de multiples alineamientos entre dichas secuen- .
cias, a fin de decidir cual es el mejor ensamblaje
(Figura 6). Debido a su simplicidad conceptual
y al hecho de que con ella se pueden conseguir
avances de manera rapida, comunmente se pre-
fiere esta estrategia a la clone by clone; sin em-
bargo, no es facil de implementar cuando se trata
de genomas complejos con altos contenidos de
secuencias repetidas. Esto debido a que las re-
giones repetidas dificultan el trabajo de los algo-

Los recientes avances en las
tecnologias de secuenciacién de
alto rendimiento han conducido
a que el ensamblaje de genomas
completos sea una metodologia
prometedora en la busqueda del
mejoramiento genético.
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Figura 6. Esquema general de la estrategia de secuenciacién whole genome sequencing. Genoma a secuenciar (A).
El genoma es fragmentado en piezas de 2 kbp y 10 kbp (B). Los fragmentos son insertados dentro de un plasmido
de ADN que replica cada fragmento (C). Cada fragmento es secuenciado (D). Los fragmentos son ensamblados
utilizando herramientas computacionales (E).
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Avances en la secuenciacion
del genoma de la cana de azucar

En la actualidad varios estudios se orientan a
secuenciar genomas hibridos, como los de las
especies progenitoras S. spontaneum y S. offi-
cinarum. Dado que los genomas hibridos com-
portan un grado de complejidad mayor que el de
las especies progenitoras, no es extrafo que los
mayores avances se hayan logrado en estas Ul-
timas. El profesor Ray Ming, de la Universidad
de lllinois, ha liderado un proyecto de ensamblaje
del genoma de la especie S. spontaneum (Zhang
et al., 2018) y de la especie S. officinarum (Co-
municacién personal). Adicionalmente, la cons-
truccién del genoma de S. spontaneum ha sido
financiada parcialmente con fondos del Consor-
cio Internacional de Biotecnologia de la Cafa de
Azucar (ICSB, por sus siglas en inglés), del cual
Colombia es miembro y Cenicafha su represen-
tante oficial.

En el ensamblaje de ambos genomas se ha
empleado una estrategia hibrida. En términos de
secuenciaciéon se han producido librerias BAC
para cada una de las especies, que se han re-
construido a través de la secuenciacion (usan-
do la tecnologia de secuenciacion Illumina) de
fragmentos de ADN cortos. En igual sentido, y
con el objetivo de dar continuidad a los ensam-
blajes producidos a partir de secuencias cortas,
se ha empleado la tecnologia PacBio a manera
de shotgun, sin utilizar los clones de las librerias
BAC. A la fecha ha sido finalizado el ensamblaje
de S. spontaneum y continda en proceso el de S.
officinarum, utilizando en ambos casos la tecno-
logia de ensamblaje apoyada en la elaboracion
de mapas genéticos y la construccion de librerias
Hi-C (Cuadro 1) (Belton et al., 2012). Esta ultima
permite capturar informacion sobre la proximi-
dad estructural entre dos segmentos de ADN, lo
que a su vez facilita inferir el orden de los nucleo-
tidos en el genoma.

El genoma de S. spontaneum se secuencio
y se ensambld a partir del genotipo AP 85-441,
un haploide originado a su vez en el genotipo
SES208 y desarrollado por Moore et al. (1989).
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Por ser un genotipo haploide, AP 85-441 es te-
traploide (x = 4), no octoploide (x = 8) como su
progenitor original, y tiene un total de 32 cromo-
somas (ocho por cada subgenoma). Con este
trabajo se logrd identificar en S. spontaneum
35,525 genes, de los cuales 4289 (12.7%) tienen
cuatro alelos; 9792 (27.6%), tres alelos; 14,797
(41.7%), dos alelos y 6647 (18.7%), un alelo. Por
ser un genotipo tetraploide se espera un maximo
de cuatro alelos (variantes de genes) por cada
gen; sin embargo, no todos los genes mostraran
este numero de alelos, ya que no todas las regio-
nes del genoma tienen el mismo grado de rele-
vancia para el mantenimiento de la especie y por
tanto no se ven afectadas por una tasa similar de
mutaciones. Los autores del estudio identificaron
también 361 genes pertenecientes a la familia
de genes de resistencia NBS (nucleotide binding
site), caracteristica heredada a los hibridos mo-
dernos del parental S. spontaneum (Zhang et al.,
2018). Lo peculiar de esta familia de genes es
que la mayoria de sus miembros (80%) se ubican
en tan solo cuatro cromosomas, en regiones que
han sufrido varios rearreglos en la historia evolu-
tiva de S. spontaneum, lo que también ejemplifi-
ca la relevancia de ciertas regiones del genoma
para esta especie.

A pesar de que la mayoria de sus represen-
tantes son decaploides (x = 10), el genotipo de la
especie S. officinarum, LA-Purple, escogido para
ser secuenciado y ensamblado, es un octoploide
(x = 8) que posee 80 cromosomas (Cuadro 1).
Los avances mas recientes sobre este ensambla-
je muestran un total de 78 moléculas de mayor
tamano o super-scaffolds, nUmero bastante cer-
cano a los 80 cromosomas de la LA-Purple y que
representan cerca del 80% de su genoma. Ade-
mas de las especies progenitoras, varios progra-
mas de mejoramiento alrededor del mundo han
avanzado en sus esfuerzos por secuenciar culti-
vares hibridos de interés particular. Por ejemplo,
en Brasil dos grupos de investigacion, uno en el
Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Mate-
riais (CNPEM), liderado por Diego Riafio y otro en
la Universidad de Sao Paulo, liderado por Glaucia
Souza, se han enfocado en el hibrido SP 80-3280
de cafia de azucar, un cultivar de amplia relevan-
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Cuadro 1. Descripcién de los trabajos de secuenciacién de organismos relacionados con cafia de azucar.

Organismo | Programa de | Constitucion | Tecnologia de | Software de | Nivel de Calidad del

(genotipo) | mejoramiento | cromosémica | secuenciacion | ensamblaje | ensamblaje ensamblaje? Referencia
Sorghum Diploide Contig: 874 Zheng et al.
bicolor No aplica (x =2, 2n =20) | lllumina / Sanger | SOAPdenovo | Cromosoma | N50 = 64.2e6 bp | (2011)
Saccharum
officinarum Octoploide Contig: 49,710 Zhang et al.
(LA-Purple) No aplica (x =8, 2n =80) | PacBio / Hi-C Canu Scaffold’ N50 = 136,410 bp | (2016)
Saccharum Contig: 15,768
spontaneum Tetraploide Hi-C, mapa N50 = 91,359,291 | Chen et al.
(AP85-441) No aplica (x =4, 2n = 32) | genético Canu Cromosoma | bp (2017)
Hibrido Decaploide lllumina / TruSeq | Celera- Contig: 190,697 | Riafio et al.
(SP-80-3280) | Brasil posiblemente | Synthetic Assembler Scaffold N50 = 8451 bp (2017)
Hibrido Decaploide Contig: 104,407 | Shearman et
(KK3) Tailandia posiblemente | PacBio Canu Contig N50 = 83,343 b al. (2018)

Pseudo
Hibrido Decaploide Contig: 211 Garsmeur et
(R570) Francia posiblemente | BAC (WGP) HGAP3 cromosoma | N50 = 41.25e6 bp | al. (2018a)
Trujillo-

Hibrido Decaploide lllumina / Contig: 35,089 Montenegro
(CC 01-1940) | Colombia posiblemente | PacBio, Hi-C Canu Contig N50 = 34.94e6 bp | et al. (2021)

- Scaffold: es una secuencia de consenso generada a partir de otras de menor tamafo o contigs.

2 Contig: es el consenso del traslape de lecturas en una regién del ensamblaje.

3 N50: métrica de la calidad del ensamblaje, que se entiende como el minimo tamafo necesario para tener el 50% del tamafio del genoma.

cia para los programas de mejoramiento gené-
tico de ese pais. Aunque su materia de estudio
es el mismo cultivar, cada grupo de investigacion
ha definido objetivos distintos en los ensambla-
jes. En el caso de CNPEM, en principio se buscé
evaluar la tecnologia de secuenciacion TruSeq
Synthetic Long Read (McCoy et al., 2014) para
el ensamblaje de genomas complejos. Esta es-
trategia permite reconstruir fragmentos grandes
de ADN, que son ensamblados utilizando tecno-
logias de secuenciacién de fragmentos cortos de
lllumina. Aunque los resultados fueron en princi-
pio alentadores, la informacion secuenciada solo
permitié construir una version preliminar o borra-
dor (draft) de dicho genoma. De hecho, este fue
el primer resultado publicado y sus datos son de

‘ El genoma de la cana de azlcar

uso libre (Riafio et al., 2017). En el caso de la Uni-
versidad de Sao Paulo, el ensamblaje utilizo el
mismo tipo de tecnologia de secuenciaciéon que
empledé CNPEM, pero en una mayor proporcion y
con el uso de secuencias BACs. Esta estrategia
permitié generar un ensamblaje que logro identi-
ficar 373,869 genes (cifra que incluye el numero
de copias homdlogas de cada gen) que consti-
tuyen el genoma total del hibrido SP 80-3280.
Y aunque este hibrido no estd conformado por
grandes moléculas como los cromosomas, tales
resultados indican que el ensamblaje contiene la
mayor cantidad de informacion extraida de un
hibrido de cana de azucar, lo que representa un
gran paso hacia el ensamblaje completo de su
genoma.
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En Francia los mayores esfuerzos se han
orientado a la caracterizacion detallada del ge-
noma del hibrido R570 (Garsmeur et al., 2018).
Este hibrido de cafa de azucar fue utilizado
para producir una poblaciéon de mapeo gené-
tico, a través de autofecundacién, que sirvid
para identificar el marcador molecular Bru1 que
confiere resistencia al hongo Puccinia melano-
cephala, causante de la enfermedad roya café
(Daugrois et al., 1996). Con el objetivo de clo-
nar el gen asociado al marcador Bru1, Tomp-
kins et al. (1999) desarrollaron una libreria BAC
a partir del genoma del hibrido R570. Esta mis-
ma libreria ha sido usada de manera alternati-
va para seleccionar, con base en el genoma del
sorgo, un conjunto de clones que representan
una region rica en genes del genoma del hi-
brido R570. En otras palabras, el propésito de
este trabajo no fue secuenciar la totalidad del
genoma de R570, sino la porcion rica en genes
de una representacion del genoma monoploide
o conjunto Unico de cromosomas. Los resulta-
dos obtenidos muestran un tamarno de genoma
monoploide de 426.7 Mbp y un total de 25,316
genes, numero inferior al identificado por Ming y

Cenicana ha generado una
primera versién del genoma
de la variedad CC 01-1940, un
hibrido de gran productividad
desarrollado recientemente y
ampliamente adoptado por
los cultivadores colombianos.
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colaboradores en el genoma de S. spontaneum
(Garsmeur et al., 2018a; 2018b). Sin embargo,
estos resultados fueron los previstos, dado que
en la construccién del genoma del hibrido R 570
se uso el genoma monoploide del sorgo (27,532
genes) como referencia. Es relevante mencionar
que esta investigacion fue parcialmente financia-
da por el Consorcio Internacional de Biotecno-
logia (ICSB) y que actualmente, en colaboracion
con el Joint Genome Institute (JGI) de Estados
Unidos, se avanza en el ensamblaje de la tota-
lidad del genoma del hibrido R570 (Schmutz et
al., 2018). Similares investigaciones se adelan-
tan en Tailandia, donde el cultivar Khon Kaen 3
(KK3) es actualmente el de mayor prevalencia en
ese pais, cuyos esfuerzos en biotecnologia estan
encaminados a secuenciar y ensamblar su ge-
noma. Los avances mas recientes en cada una
de estas investigaciones se resumen en el Cua-
dro 1. Finalmente, valga subrayar que Cenicana
ha generado una primera version del genoma de
la variedad CC 01-1940 (Trujillo-Montenegro et
al., 2021), un hibrido de gran productividad desa-
rrollado recientemente y ampliamente adoptado
por los cultivadores colombianos.
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Avances en la construccién
del genoma de la variedad
CC 01-1940

Hasta la fecha no existe un genoma de referen-
cia completo para la cafia de azlcar que permita
avanzar de manera mas precisa en los analisis
bioinformaticos que se ejecutan en los progra-
mas de mejoramiento para este cultivo. Por esta
razon, Cenicana decidié implementar los ultimos
avances de estas nuevas tecnologias y definio
una estrategia para ensamblar el genoma de la
variedad CC 01-1940. Esta variedad se caracte-
riza por producir en promedio veinte toneladas
mas de cafia por hectarea y dos toneladas mas
de sacarosa por hectarea que el testigo comer-
cial CC 85-92, un genotipo histéricamente sobre-
saliente. De la variedad CC 01-1940 se conoce,
como resultado de un estudio de citometria, que
su ADN total es 11.21 + 0.374 Gbp y el tama-
filo de su genoma monoploide es de 1.019 Gb +
0.033 con base en una ploidia de 10x.

La estrategia usada para la construccién del
genoma de esta variedad consistié en secuen-
ciar 100.5 Gbp de lecturas largas de PacBio,
100.7 Gbp de datos lllumina (lecturas cortas)
y 102.8 Gbp de datos lllumina (lecturas cortas)
utilizando la metodologia de secuenciacion Hi-
C. Para el ensamblaje de las lecturas largas de
PacBio se utilizd la herramienta Flye assembler
(Kolmogorov et al., 2020), con la que se obtuvo
una version base del ensamblaje, cuyos eventua-
les errores fueron corregidos utilizando las lec-
turas lllumina y la herramienta NGSEP (V 4.0.1)
(Ghurye et al., 2017); y para mejorar el orden y
la posicion de estas secuencias sobre el geno-
ma se utilizaron las lecturas Hi-C y la herramienta
ALLHIC Assembler tool (Zhang et al., 2019), con
lo cual fue posible generar un ensamblaje de me-
jor continuidad, con 10 pseudo-cromosomas, 44
scaffolds, 35,035 contigs y un N50 34.94 Mbp,
para un total ensamblado de 903.2 Mbp.

Para confirmar los resultados obtenidos en
este ensamblaje fueron mapeados a esta refe-
rencia datos GBS y RADSeq generados previa-
mente, lo que indicé un incremento del 30% en

‘ El genoma de la cana de azlcar

los porcentajes de mapeo que se tenian inicial-
mente con el genoma de sorgo a un 88%. Esto
permitié encontrar un total de 50,728 marcado-
res moleculares SNP. Ademas, se analizo la pre-
sencia de contaminacion dentro del ensamblaje,
con el proposito de confirmar que lo ensamblado
correspondia en muy alto porcentaje a cafa de
azucar. Para tal efecto se utilizd la herramienta
BlobTools, con la que fue posible determinar que
el 99.8% de la informacion ensamblada pertene-
cia a cafna de azucar; el 0.2% restante provenia
de hongos y bacterias, lo que es normal encon-
trar cuando se ensamblan genomas de plantas.
Adicionalmente se evalu6é qué tan completo es-
taba el ensamblaje, con base en la herramienta
Busco v 4.0.6 (Simao et al., 2015), que da una
medida cuantitativa de este factor teniendo en
cuenta la informacién evolutiva esperada en el
contenido de genes del genoma. Con tal recurso
se comprobd que el ensamblaje contenia el 96%
de la informacién genética esperada; hecho que
superd en este aspecto a todos los ensamblajes
de cafa de azucar publicados hasta el momento.
Ademas, se encontré que el ensamblaje contenia
aproximadamente 63,724 genes.

Hasta la fecha no existe un
genoma de referencia completo
para la cafa de azdcar que
permita avanzar de manera
mds precisa en los andlisis
bioinformdticos que se ejecutan
en los programas de mejoramiento
para este cultivo. Por esta razon,
Cenicana decidié implementar
los Ultimos avances de estas
nuevas tecnologias y definidé

una estrategia para ensamblar
el genoma de la variedad

CC 01-1940.
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Este genoma estd siendo
utilizado como referencia
para la identificacion de
marcadores moleculares

con potencial en el programa
de mejoramiento genético

de Cenicana.
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