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RESUMEN

La papa criolla (Solanum phureja) desempefia un papel vital en la alimentacién y la economia
de Colombia, siendo una de las variedades mas emblematicas y consumidas en el pais. Su
importancia radica en varios aspectos; es un elemento fundamental en la cocina colombiana,
contribuyendo a la identidad cultural y gastrondmica del pais. Se utiliza en la preparacion de
platos tradicionales como el ajiaco y la bandeja paisa, entre otros, es rica en nutrientes
esenciales como carbohidratos, vitaminas y minerales, su consumo aporta energia y elementos
esenciales para una dieta equilibrada. Su cultivo diversifica las fuentes de alimentacion y
proporciona una fuente accesible de nutrientes, ademas, representa una parte importante de la
diversidad agricola colombiana y contribuye a la preservacion de variedades y a la adaptacion
a diferentes condiciones climaticas y de suelo, dentro de sus principales caracteristicas se
encuentran la gran adaptabilidad a dias cortos y brotacion al momento de la cosecha, es decir

ausencia del periodo de dormancia.

La ausencia de dormancia y el brote y crecimiento de los tubérculos en la papa pueden estar
relacionados con la intervencion de varios procesos bioquimicos que resultan ser nocivos para
su calidad nutricional y procesamiento, razén por la cual esta especie es objeto de estudio y
candidato a procesos de fitomejoramiento genético. EI fitomejoramiento genético es todo un
proceso complejo en el que implica la seleccion de caracteristicas deseables y cruzamiento de
plantas con caracteristicas deseables para generar variedades mejoradas, entre otros; identificar
rasgos especificos que se desean mejorar es crucial pues el uso de tecnologias gendmicas y
moleculares para identificar y seleccionar genes especificos asociados con rasgos deseables

acelera el proceso de mejora y permite una mayor precision en la seleccion.

Dentro de estas tecnologias gendmicas se encuentra la genotipificacion por secuencia (GBS),
un metodo de secuenciacion gendmica a gran escala y bajo costo, es por esto que en la presente
investigacion se realizé un analisis de genotipificacién por secuencia de 6 accesiones de
Solanum tuberosum gurpo phureja con el fin de identificar polimorfismos de nucleétido Unico
(SNP) de nucledtido cerca de regiones codificantes y cerca a regiones de interés, para lo cual

se realizé un protocolo para un estudio GWAS usando datos GBS, que consistié en un



alineamiento de las secuencias con el genoma de referencia actualizado DM_1-
3 516 _R44 potato_genome_assembly.v6.1, llamado de variantes, genotipado y anotacion
funcional de variantes con NGSEPcore, para generar la matriz se plane6 utilizar vcftools y
PLINK para finalmente realizar el analisis de asociacion genética con la herramienta de Rstudio
GAPIT usando el modelo lineal mixto para evitar falsos positivos. Los resultados muestran una
limitacion en el proceso de anotacion funcional de variantes, limitacion atribuida
principalmente al archivo de anotacion con los modelos genéticos para Solanum tuberosum

grupo phurejay a la naturaleza de los datos y su calidad previa al momento de la secuenciacion.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Solanum tuberosum grupo Phureja es una variedad de papa conocida comunmente como papa
criolla colombiana; la importancia a nivel comercial es bastante grande tanto a nivel nacional
como a nivel internacional, pues se le atribuyen propiedades organolépticas particulares y
distintivos de la cocina colombiana tradicional, ademas de contar con un valor nutricional

superior a la papa tradicional o papa de afio. (NUstez y Rodriguez, 2021)

El departamento de Cundinamarca es el que presenta la mejor tecnologia en cuanto a técnicas
e instrumentos para la produccion de la papa criolla, por lo que la mayor produccion de este
cultivo se encuentra en esta zona y sus alrededores como en Boyaca; las caracteristicas
principales de este tubérculo son la resistencia a las plagas y la ausencia en el periodo de
dormancia. Esta ultima es la razén por la cual esto representa uno de los mayores problemas y
limitantes para ser comercializada, generando hasta un 40% en perdidas postcosecha (Parra
Galindo, 2019).

La dormancia en los tubérculos es definida como el periodo de tiempo que existe entre la
cosecha y la aparicion de brotes. Durante este periodo los tubérculos de la papa se encuentran
inactivos y de forma latente, incluso, si las condiciones externas como lo son la temperatura,
la humedad, la luz, son favorables para dicho crecimiento y brote. La ausencia de dormancia 'y
el brote y crecimiento de los tubérculos en la papa esta relacionado con la intervencion de
varios procesos bioquimicos que resultan ser nocivos para su calidad nutricional y

procesamiento (Toro Pantoja, 2015).

La salida del periodo de dormancia de la papa esta intrinsecamente relacionada con procesos
bioguimicos y metabolicos como se habia mencionado anteriormente. A pesar de que en este
periodo el metabolismo es bajo, la actividad hormonal en el tubérculo tiene un efecto
antagonico, evitando asi la division celular y aumentando la respiracion; sin embargo, a pesar
de la estrecha relacion que existe entre la disminucion del &cido abscisico (ABA) y el aumento
de produccion de giberelinas (hormonas vegetales), sus funciones especificas ain son tema de
estudio (Gong et al., 2021). Al igual que como ocurre con el &cido abscisico y con las
giberelinas, los tubérculos de papa producen una cantidad determinada de etileno, dicha
cantidad aumenta después de la cosecha y posteriormente disminuye nuevamente. La funcion

fisiolégica entre el etileno y el periodo de dormancia no es clara aun, pero bajo ciertas



condiciones y tratamientos continuos con etileno han logrado inhibir el periodo de brote en esta
especie de tubérculo (Rodriguez y Moreno, 2010).

Caracterizar la diversidad génica del tubérculo es de gran importancia para poder analizar la
compleja relacion que existe entre la dormanciay los factores que pueden afectarla, tales como:
rutas metabdlicas (que implican la actividad enzimatica y contenido hormonal) y la expresion
de genes. Gracias a las diferentes técnicas de secuenciacion del genoma completo es posible
ensamblar genomas por separado para identificar variedades puntuales y especificas como lo
son los SNP; estos ensamblajes pueden proporcionar informacién valiosa acerca de los genes
candidatos para el estudio de la regulacion y aumento en el periodo de dormancia como para

los genes relacionados con la produccion de la papa.



HIPOTESIS

Ho= Hay presencia de polimorfismos de un solo nucledtido (SNPSs) cerca a regiones genémicas

de interés relacionadas con genes que modulan el periodo de dormancia.

Hi= No hay presencia de polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs) cerca a regiones

genomicas de interés relacionadas con genes que modulan el periodo de dormancia.






PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Existen cambios polimorficos cerca de regiones gendmicas relacionadas con la actividad de
fitohormonas que influyan en el periodo de dormancia y en genes candidatos de estudio en la

poblacion de Solanum tuberosum grupo Phureja analizada?



OBJETIVOS

Objetivo general:
Evaluar la diversidad genética en una poblacién de Solanum tuberosum grupo Phureja
mediante el estudio de asociacion del genoma completo (GWAS) utilizando datos GBS

para identificar variantes de polimorfismos a través del genoma.

Objetivos especificos:

Caracterizar la diversa poblacion de genes presentes en Solanum tuberosum grupo
Phureja.

Identificar variantes polimorficas cerca a regiones genicas relacionadas con la

dormancia.



ESTADO DEL ARTE

ANTECEDENTES

La presente investigacion toma como antecedentes estudios, articulos e investigaciones
relacionadas con el estudio del genoma y genotipificacion de la especie Solanum tuberosum
centrandose en el grupo Phureja de esta especie. Dentro de estos se encuentran:

El consorcio de secuenciacion del genoma de la papa (PGSC, por sus siglas en inglés The
Potato Genome Sequencing Consortium) fue el primero en proporcionar el genoma de
referencia en el afio 2011. Utilizando el método de secuenciacion de escopeta logran organizar
con precision alineando los segmentos de ADN secuenciados; se ensamblo el 86% del genoma,
identificando 39.031 genes que codifican para diferentes proteinas dentro del tubérculo (Xu et
al., 2011). Los grupos investigadores que lideran y han obtenido avances potencialmente
importantes en esta area provienen de Holanda y de paises bajos; institutos como Wageningen
University & Research (WUR) y el Instituto Holandés de Investigacion Agricola (Wageningen
Plant Research) son reconocidos a nivel mundial por su destacada investigacion en el cultivo
de la papa (Solanum tuberosum) y el uso de tecnologias avanzadas en genética y genémica. En
Colombia hay algunos estudios relacionados con la mejora genética de la papa con diferentes
técnicas, incluyendo el GBS, usado principalmente en la bdsqueda de genes que presenten
resistencia a enfermedades, a la basqueda de marcadores moleculares de interés especifico y
en el mejoramiento genético en la especie Solanum tuberosum L, pero hay muy pocos con

relacion a la especie Solanum tuberosum grupo Phureja.

En mayo del 2019, en la facultad de ciencias agrarias de la Universidad Nacional de Colombia,
se presentd un estudio de asociacion amplia del genoma, basandose en la identificacion de
polimorfismos de un solo nucledtido (SNP por sus siglas en inglés); donde se utilizd la técnica
de genotipificacidn por secuencia (GBS) en la especie Solanum tuberosum grupo Phureja para
identificar regiones gendmicas asociadas con la resistencia al Tizon tardio o gota en papa como
comunmente se conoce, causada por el patdgeno Phytophthora infestans; en la investigacion
se asocié en rasgo de la resistencia con los polimorfismos de un solo nucleotido distribuidos
por todo el genoma; ademas, se identificaron 16 locus de rasgo cuantitativo (QTL por sus siglas
en inglés Quantitative Trait Locus) que presentan una relacion directa con la resistencia a la

enfermedad de gota explicando del 13,7% al 50,9% la varianza fenotipica presentada en la



especie, lo que permite ver la complejidad gendmica de la especie S. phureja (Juyo Rojas et
al., 2019).

En diciembre del mismo afio (2019) se realiz6 una segunda investigacion en la misma facultad
de la Universidad Nacional de Colombia. Se publicé un estudio de asociacion de genoma
completo (GWAS) en la especie Solanum tuberosum grupo Phureja con el fin de identificar el
conjunto de genes que participan tanto de forma directa como de forma indirecta en la ruta
biosintética de antioxidantes presentes en la papa, tal como lo son los polifenoles y compuestos
antocianicos debido a su importancia nutricional como una de las fuentes principales de
antioxidantes implementadas en la dieta humana (Galindo, 2019). Para determinar el contenido
de compuestos antocianicos se utiliz6 cromatografia liquida de alta precision (HPLC) y para el
genotipado se utilizd la técnica de genotipificacion por secuencia (GBS), donde se utilizaron
distintos marcadores polimdrficos y modelos de rutas biosintéticas con las regiones genémicas
promotoras de cada gen relacionado con esta ruta. Los resultados obtenidos permitieron
identificar una region de interés en el cromosoma 10, un locus de 4 Mb con genes asociados a
la ruta biosintética de antioxidantes en la papa (Galindo, 2019). Esta investigacion permite
identificar nuevas regiones gendmicas de interés para el estudio de las rutas biosintéticas y
permitié dar un nuevo enfoque en investigaciones que se puedan realizar mas adelante en

programas de mejoramiento genético de la especie S. phureja.

El departamento de biologia vegetal de la Universidad Estatal de Michigan en septiembre de
2020 publicé un articulo titulado “Construction of a chromosome-scale long-read reference
genome assembly for potato”, el cual presenta una actualizacion del ensamblaje del genoma de
referencia (DM1-3 516 R44 (v6.1) de la especie S. phureja, realizando un ensamblaje a nivel
cromosomico. Este nuevo ensamblaje secuencié y ensambldé 741,5 Mb, lo que representa el
87,8 % del genoma que se estimaba ensamblar, de los cuales 731,2 Mb son secuencias ancladas
a los 12 cromosomas del clon monoploide secuenciado. Se encontré 32.917 genes que
codifican para diferentes proteinas de alta confianza; estos genes compartian homologia de
secuencia con 44.851 modelos de genes que presentaban una importante y significativa mejora
en comparacion con los anteriores genes registrados en el primer genoma de referencia
publicado. Ademas de esto el nuevo ensamblaje aumento los contings para alargar el tamafo
del andamiaje del genoma e identificar la ubicacion de los centrdmeros en los cromosomas de
esta especie, lo que le proporciona la mejora de la calidad de este en comparacién con el primer

genoma de referencia; la nueva construccion y actualizacion del genoma de referencia de la



especie Solanum tuberosum grupo Phureja en investigaciones como estas resulta de gran
importancia para estudios a futuro ya que brindan informacién mas detallada de la evolucion y
los cambios genéticos en la especie. Esta informacion también puede ser utilizada en futuros
estudios de genotipado y en la mejora de rasgos agronémicos para incrementar su
productividad (G. M. Pham et al., 2020).

Una pequefia revision publicada en la revista cientifica Plant Biotechnology Reports en el afio
2021 presenta a los genes StZEP y StNCED, encargados de la produccién de algunas
fitohormonas como ABA y StCYP y StSUT4, como genes candidatos responsables de la salida
de la dormancia del tubérculo. De igual manera, los genes ARF1, STIAA y STGA20x son
candidatos causantes de los brotes del tubérculo de la especie S. phureja; mediante la
informacion obtenida en el sumario se concluy6 que el proceso de salida de la latencia y el
brote del tubérculo esta regulado por multiples genes que actlan de manera organizada para
dar paso a este proceso (Gong et al., 2021). La informacion del sumario suministrada es de
gran utilidad para un estudio en el que se requiera identificar los diferentes genes candidatos

para mejoras genéticas.

Finalmente, en agosto de 2022, el Departamento de Ciencias de las Plantas, Universidad
McGill, Sainte-Anne-de-Bellevue, QC, Canadéa en colaboracion con el Centro de Investigacién
y Desarrollo de Fredericton, Agricultura y Agroalimentacién de Canada publican un estudio
titulado “Genome sequencing of adapted diploid potato clones”, en el que se realizo el
ensamblaje de la secuencia del genoma de la papa diploide de nueve clones, donde los tamafios
del genoma oscilaron entre 712 Mb y 948 Mb. Se realizé una comparacion con el genoma de
referencia seleccionado (DM1-3 516 R44 (v6.1), genoma de referencia actualizado
(mencionado anteriormente) presentando una heterocigosidad fluctuante entre 1% y 9, 04%.
Esto se realizé con el fin de encontrar alelos perniciosos, sin embargo, en el estudio se detectd
una variacion del gen StCDF1, asociado a la prematura tuberizacion, no obstante, estas
variantes le confirieron al tubérculo dias mas largos (Achakkagari et al., 2022). En la literatura
se registra que la sobreexpresion de las variantes del gen se ha asociado con una mayor duracién

de la dormancia en Solanum tuberosum phureja.






MARCO TEORICO

PAPA CRIOLLA (Solanum phureja)

La papa criolla es uno de los alimentos con mayor importancia a nivel mundial; es el cuarto
producto agricola con mayor produccion del mundo, después del maiz, el arroz y el trigo. De
igual manera, ocupa el primer lugar como producto agricola no cereal en el mundo. En
Colombia es considera uno de los alimentos fundamentales y béasicos en los platos tipicos de
las diferentes regiones del pais debido a sus fortalezas como lo son sus propiedades
organolépticas, su alto valor nutricional, su tiempo de cosecha corto (a diferencia de Solanum
tuberosum L., papa de afio), su inferior costo de produccion, y su alto estatus como producto
de exportacion exotico, razén por la cual este cultivo ocupa 170.000 hectéreas del terreno

colombiano para su siembra y su posterior cosecha (Ligarreto & Suarez, 2003).

Colombia es uno de los principales paises de Latinoamérica en producir papa criolla. El clima
frio de sus diferentes zonas como lo son Antioquia, Cundinamarca y Narifio es el adecuado
para el desarrollo del tubérculo, teniendo una adaptabilidad de un rango de altura entre los
2.600-3.000 msnm. Ademas, el pais también es el principal exportador y abastecedor de papa
criolla a nivel mundial, pues sus principales exportaciones son realizadas a paises europeos,
Estados Unidos y Japdn, puesto que la industria internacional se ha expandido y globalizado
ampliamente para el procesamiento y distribucién principalmente de snacks y productos fritos
a base de papa en las presentaciones de papa precocida congelada y en casquitos, encurtido,
pues se caracteriza por presentar agradable sabor y textura de facil preparacion y en un segundo

plano de conservas y enlatados del tubérculo (Socorro et al., 2022).

Sus caracteristicas principales aparentemente visibles y su morfologia se describen como
tubérculos redondos con carne y piel de color amarillo de fenotipo comunmente conocido en
la comunidad cientifica como “yema de huevo”. A diferencia de la especie originaria
predominante Solanum tuberosum L., especie tetraploide, Solanum phureja es una especie
nativa diploide (2n = 2X = 24 cromosomas) que tiene gran adaptabilidad a dias cortos y
brotacion al momento de la cosecha. De la misma forma, el cultivo de papa criolla también
presenta un alto grado de mezcla de variedades nativas ya que el cultivo crece extensamente
en los andes, desde el occidente de Venezuela, hasta el centro de Bolivia, por lo que, en

términos de genética, el cultivo presenta una alta heterocigocidad, ademas de ser propenso a



tener una alta perecibilidad, que lo hace foco y objetivo de programas de mejoramiento

genético de rasgos agrondmicos (Nustez Lopez & Rodriguez Molano, 2020).

Su composicion nutricional es prominente y destaca principalmente por esta razon, pues
presenta un elevado indice de antioxidantes y un elevado indice de fibra, almidon y proteina
en comparacion con la especie de origen, ademas de contener cantidades mas altas de fibra
cruda, sodio y potasio, tal como lo describe Penagos y cito textualmente: “El almidén, el
principal representante de los carbohidratos digeribles, esta presente en un rango ligeramente
mayor en los tubérculos de papa del grupo Phureja (8,7 - 22,7 g/100 g BH) que en el Grupo
Tuberosum (9,1 - 19,5 g/100 g BH), a pesar de que el contenido de proteina puede ser menor
(grupo Phureja (1,7 - 2,8 g/100 g BH) - Grupo Tuberosum (1,7 - 4,2 g/100 g BH) ), clones que
fueron sometidos a mejoramiento genético de Solanum phureja presentan indices de proteina
mucho mas altos en comparacion con cultivares comerciales cuando son sometidos a
ebullicién; el grupo Phureja puede proporcionar un alto contenido de potasio [563 mg/100 g
BH (Ritter et al., 2008)] y sodio (18 mg/100 g BH) en comparacién con el Grupo Tuberosum
(5,3 - 651,9 mg/100 g BH y 0,1 - 6,7 mg/100 g BH respectivamente). de igual manera otros
macronutrientes como Hierro, fosforo y calcio no varias significativamente entre especies”
(Penagos Beltran, 2020).

TAXONOMIA

La papa diploide es la especie de papa silvestre que se ha cultivado a lo largo de los andes, y
es una especie que pertenece al grupo de la familia de las Solanaceae, y se distribuyen de la
siguiente forma; tal como indica Bonierbale: La papa cultivada de la zona andina pertenece a
un conjunto de especies diploides (S. ajanhuiri, S. phureja, S. stenotomun), triploides (S.
chaucha, S. juzepzuckii), tetraploides (S. tuberosum L subsp andigena Hawkes) y pentaploides
(S. curtilobum ), mientras que la papa cultivada en la regién litoral del sur de Chile pertenece

a la especie tetraploide S. tuberosum L subsp. tuberosum (Bonierbale et al., 2004)

La taxonomia de las diferentes especies del tubérculo sigue siendo foco de debate, sin embargo,
de los 8 grupos propuestos y mencionados anteriormente por sus caracteristicas morfologicas,
actualmente se toman en cuenta 4 grupos dentro de los cuales se encuentra el grupo Phureja en
la cual Spooner y su equipo en 2007 eliminaron las anteriores clasificaciones (Barrera Alvarado
& Avellaneda Ramirez, 2016).



GENERO Solanum Linneus

SUBGENERO Potatoe (G. Don) Arcy
SECCION PetotaDumortier
SUBSECCION Potatoe G. Don
SUPERSERIE RotataHawkes (corola rotacea)
SERIE XVI Tuberosa (Rybd.) Hawkes

Tabla 1 Taxonomia y clasificacion de Solanum phureja.

Fuente: Huaman y Spooner (2002)

CARACTERISTICAS GENETICAS

La domesticacion de la papa es el resultado de un cruce entre varias y diferentes especies de
papa silvestre, tal y como lo explica Sponner en 2001

Las primeras papas domesticadas pertenecieron a la especie diploide Solanum stenotomum, la
cual derivd de Solanum leptophyes. A su vez, S. stenotomum probablemente se cruzd con
Solanum sparsipilum, una especie silvestre, diploide seguida de una duplicaciéon cromosémica
lo cual daria origen a la especie cultivada tetraploide Solanum tuberosum subsp. Andigena
(Spooner & Hijmans, 2001).

Las diferentes especies de papa surgen a partir de la poliploidizacion sexual que sufrié la
especie del grupo Stenotomum, a partir del cruce genético con otras especies y diferentes
factores ambientales y epigenéticos generando una adaptacion a los diferentes entornos donde
se cultivaba, claramente la especie S. phureja, surge a raiz de estos cambios y por algunas
mutaciones, en la distribucion a lo largo de la zona Andina, desde el norte de Bolivia hasta el
suroeste venezolano; la gran diversidad que existe en este cultivo es lo que dificulta el proceso
de mejoramiento genético del tubérculo, dado que al haber sido una especie que presento
demasiados cruces, presentar una alta heterocigosidad y gran poliploidia se dificulta aplicar
técnicas de mejoramiento genético convencionales, pues esto complica el proceso para obtener
conocimiento completo de la base genética de muchos de los genes que interfieren en procesos
metabolicos, hormonales y de desarrollo del tubérculo como la salida de la dormancia y
tuberizacion precoz que sufre la papa criolla. Sin embargo, se han desarrollado diferentes
técnicas de mapeo genético que permiten el estudio de especies con alto grado de complejidad



utilizando marcadores moleculares que permiten identificar regiones genéticas de interés y
algunos QTL para el mejoramiento genético de especies agronémicas con rasgos genéticos y

poliploidia compleja (Martinez Corcino, 2012).

DORMANCIA

La dormancia o también conocida como latencia es uno de los fendmenos mas estudiados en
el ambito del mejoramiento genético de la agronomia, y podria definirse como la fase o el
periodo de tiempo en que una semilla detiene su desarrollo y crecimiento, es decir, se ve
pausado o estancado, aun estando en un ambiente favorable para su crecimiento; este
mecanismo se ha desarrollado debido a la adaptabilidad que ha tenido la semilla con el entorno,
y que, no solo debe estar relacionado con la ausencia de germinacién o de brotes visibles, sino
también debe ser tomada en cuenta como una cualidad propia de la semilla en la que biol6gica
y ambientalmente determina las condiciones requeridas para germinar y establecer una nueva

generacion de plantas de su especie (Finch-Savage & Leubner-Metzger, 2006).

La latencia también es una respuesta fisioldgica ante el peligro que puede suponer la especie
en el entorno, reconocido también como mecanismo de proteccién, evita la germinacion
temprana para asegurar la supervivencia de las plantas en diferentes condiciones de estrés, ya
sea bidtico o abidtico, no hay mucha informacion sobre como ocurre este proceso, sin embargo,
a nivel molecular la semilla no se transporta a ningun nutriente almacenado y no hay proceso
de division celular; por otro lado, los genes encargados de la germinacion y el crecimiento no
se expresan de manera activa durante este periodo, no obstante, la estructura de la cromatina
es la encargada de regular expresion de los genes, razén por la cual en los Gltimos afios se han
estudiado los genes encargados de la modificacion de la estructura de la cromatina, esto y otros
factores como algunas fitohormonas en la semilla ( ABA, acido abscisico), también estan
involucrados en la transformacion de la cromatina, de manera que se puede decir que lo genes
relacionados con la regulacion epigenética de las semillas son indispensables en el analisis de

la germinacion en esta misma. (Shu et al., 2016)

La dormancia en la especie Solanum tuberosum L. no esta especificamente definida, sin
embargo, es importante resaltar que son demasiados procesos dentro de los cuales se encuentra
la actividad y expresion de los genes involucrados en el proceso de la salida del periodo de

dormancia y la concentracion de fitohormonas, no obstante, el estudio genético de la especie



Solanum tuberosum L. no se ha profundizado micho debido a la poliploidia que esta presenta (
especie tetraploide, sin embargo, su relacién con la salida de la latencia y la dormancia se ha
estudiado con la produccidn de la fitohormonas asociadas a la salida de la latencia, las cuales
son &cido abscisico (ABA), zeatina (ZT) y &cido giberélico (GAs ), que se producen a través
de la via del acido mevaldnico, concentraciones altas tanto de ABA como de GAs se reportan
con bastante incremento justo después de la cosecha, luego las concentraciones bajan durante
periodos de almacenamiento del tubérculo y nuevamente aumentan durante el crecimiento y
desarrollo de los tubérculos (Haider et al., 2022), sin embargo, esto no sucede con el grupo
Phureja de la especie, si bien es una especie que presenta también poliploidia (Solanum phureja
es diploide), no presenta una ploidia tan compleja, lo que permite analizar a la especie
genéticamente en cuestion, diferenciando los genes responsables de las produccion de las
fitohormonas anteriormente mencionadas ( &cido abscisico (ABA), zeatina (ZT) y acido
giberélico (GAz)), y realizar una modificacion que permita tener una latencia mas prolongada

sin recurrir a una latencia inducida.

CARACTERISTICAS DE LA DORMANCIA.

Durante el periodo de dormancia la semilla experimenta 2 fases que podria clasificarse como:
latencia primaria y latencia secundaria; la latencia primaria es el estado postcosecha, donde la
semilla permanece en un estado inactivo, producido por la accién y participacion de ABA, una
vez perdida la latencia primaria ya sea por condiciones ambientales o factores diferentes
externos diferentes, la latencia secundaria puede ser inducida por condiciones ambientales no
favorables para el desarrollo de la semilla, es decir ausencia de nutrientes y alteracion del suelo,
condiciones de luz y nitratos, cambios ambientales y estacionales hacen que la latencia se pueda
perder y de igual manera inducir nuevamente, este proceso fisiologico desarrollado por la
planta es un mecanismo de supervivencia que permite la germinacion en condiciones dptimas
y cuando estas entes presentes sin embargo, este proceso en la especie Solanum phureja es

mucho mas complejo de lo que parece. (Finch-Savage & Leubner-Metzger, 2006)

Segun Lang en 1987, durante el desarrollo de los tubérculos presentan 3 etapas en el periodo
de dormancia: paradormancia, endodormancia y ecodormancia. La paradormancia es el
periodo en el cual se inhibe el crecimiento de las yemas de los tubérculos, esta relacionado de
forma mas directa con la dormancia apical, la endodormancia es inducida debido al aumento

de temperatura durante el verano, esta relacionada con la acumulacion de frio, por lo que



durante este periodo los meristemos estan inactivos y los tubérculos no brotan, permanecen
dentro de las yemas; durante esta etapa la semilla o tubérculo detiene su crecimiento incluso
cuando las condiciones resulten favorables para su desarrollo; finalmente la ecodormancia esta
regulada por los factores ambientales relacionados con el calor acumulado necesario para que
el tubérculo pueda generar brotes (Lang et al., 2022). Por lo mencionado anteriormente, la
floracion depende principalmente de los requerimientos de frio y calor necesario para la
semilla, cuando se alcanzan los requerimientos ocurre el brote y el desarrollo de los tubérculos.
(Prudencio et al., 2021)

Solanum phureja al igual que el resto de los tubérculos y papas, no sufren de deshidratacion
como acurren en el caso de las semillas de los cereales, por lo que necesitan pasar por un
periodo de dormancia (asi sea breve, como en el caso de esta especie) para poder iniciar el
brote del tubérculo como tal, diferentes técnicas como control de latencia con inhibidores
quimicos, y control de latencia con disminucién de la temperatura en frio han sido los mas
usados momentaneamente, sin embargo presentan problemas como el consumo de papa sin
residuos quimicos y el endulzamiento de la papa con la terapia en frio hacen de estas técnicas

un proceso problematico y una solucién no muy viable. (Naz et al., 2018)

La caracteristica principal observada en los diferentes estudios realizados sobre la duracion del
periodo de latencia en los tubérculos es la actividad hormonal que este presenta, durante la
latencia la actividad metabdlica es baja, existe una disminucién en la concentracion de ABA 'y
un aumento en las giberelinas, ademas de un aumento en la tasa de respiracion.(Toro Pantoja,
2015),no obstante, Suttle afirma que pese a que la actividad hormonal en el tubérculo esta
estrechamente vinculada con la salida del estado de latencia del tubérculo, el proceso es méas
complejo de lo que se piensa y no es la Unica razén por la cual los tubérculos salen de este
estado, por ejemplo pese a que la concentracién de ABA disminuye progresivamente durante
su almacenamiento, no existe una concentracion preestablecida que prediga la salida del estado
latente del tubérculo, por lo que esto indica la presencia de otros reguladores en el control e

inactividad (Hartmann et al., 2011), como lo son factores genéticos.

La latencia de los tubérculos es genéticamente dependiente, Bisognin 2018, también plantea
que las hormonas juegan un papel fundamental en este proceso, sin embargo, la relacion que
se presenta es entre algunos QTL presentes en los cromosomas de la papa, donde platea lo
siguiente: El cromosoma 2 esta relacionado con genes inducidos por ABA, mientras que en el



cromosoma 3 se correlaciona con genes de respuesta a ABA y genes de sefializacion, el
cromosoma 7 se asocia con genes de sefializacion 1AA, ABA y giberelinas (GA3). Diferentes
tipos de genes estan conectados y relacionados con la biosintesis de Etileno, ABA y giberelinas
tales como StZEP, StNCED, StCYP, StSUT4, ARF1, STIAAy STGA20x por lo que la tasa de
brotacion esta estrechamente relacionada con la herencia genética del tubérculo. (Gong et al.,
2021)

MEJORAMIENTO GENETICO DE Solanum phureja EN COLOMBIA

La papa criolla representa el representa el 10% de la produccion total de papa, y debio a las
principales diferencias con la papa blanca que presenta (tiempo de cosecha de 120 dias y dia
corto) y sus propiedades organolépticas su produccion va creciendo poco a poco gracias a las
condiciones climaticas que ofrece el terreno colombiano para su siembra (JUYO ROJAS,
2012). En los programas de mejoramiento genético agricola el genotipo de Solanum phureja
ha sido muy utilizada para la busqueda e introgresion de genes importantes en la agronomia de

la especie Solanum tuberosum L (Straadt & Rasmussen, 2003).

En 1934 se reporta el inicio de la colecta para conformar la Coleccién Central Colombiana de
papay en 1945 se registra el primer clon de papa de genotipo Solanum phureja, posteriormente
en 1996 réplicas del genotipo de Solanum phureja fueron entregadas a la Universidad Nacional
de Colombia como un recurso genético para hacer parte del programa de mejoramiento
genético de la universidad; el mejoramiento genético ha sido fundamental y un punto clave
para el desarrollo y comercializacion de la papa criolla, pues ha desarrollado 5 cultivares
comerciales dentro de los que se encuentra el grupo Phureja, el propdsito del mejoramiento
esta es aumentar el periodo de dormancia, generar un alto potencial de rendimiento y resistencia

a algunas enfermedades como lo es el virus de la vena amarilla. (Rodriguez et al., 2009)

A partir del primer mapeo genético por asociacion en papas tetrapolares realizado por Gebhardt
en 2004, se ha ido implementando paulatinamente en los programas de mejoramiento genético
debido a que permite el desarrollo de marcadores moleculares explorando la diversidad alélica
a lo largo del genoma; los estudios de mapeo por asociacion resultan ser de gran ayuda ya que
las asociaciones entre marcadores de ADN y los rasgos agronomicos estudiados permiten
validar genes que pueden ser posibles candidatos y responsables de los caracteres agrondGmicos

de interes, facilitar el mapeo para reconocer QTL de alta resolucion, permite realizar una



evolucion genotipica previa a la evaluacion fenotipica e identificar los alelos que presentan

rasgos predominantes en el estudio de la poblacion en cuestion. (Gebhardt et al., 2004)

GWAS (ESTUDIO DE ASOCIACION DEL GENOMA COMPLETO)

Los estudios de asociacion del genoma completo o GWAS (por sus siglas en ingles Genome-
wide association study) es un enfoque de investigacion que consiste en el analisis de la
variabilidad genética con el fin de identificar polimorfismos de nucle6tido unico SNP (single
nucleotide Polymorphism) relacionados estadisticamente a un rasgo determinado, haciendo uso
del desequilibro de ligamiento (LD) y de marcadores molecular ( o también conocidos como
QTL, loci de rasgos cuantitativos) para asociar algunos segmentos en cromosomas (genotipo)
con la expresion de dicho rasgo determinado (fenotipo) (Hayes, 2013), es decir, se realiza una

asociacion de los alelos en diferentes segmentos de cromosoma o loci.

El enfoque de GWAS ha tenido un éxito en lo que respecta al mapeo de genes y de variantes
genéticas que siguen la genética mendeliana, y en la identificacion de mutaciones causadas por
los polimorfismos de nucle6tido Unico (SNPs), aun se discute su imparcialidad y eficacia, pues,
aunque muestra buenos resultados, los GWAS se basan en LD entre SNP genotipados y
variantes causales no genotipadas, es decir si no han sido genotipadas anteriormente es puede
ser probable que no se detecten ciertos loci que pueden resultar importantes en estos estudios,
por lo que las variables que se pueden detectar por este método son relativamente comunes en
la poblacion estudiada (Visscher et al., 2012) . Los estudios GWAS se acercan mucho mas a
una comprension de rasgos complejos, en papa ya se ha realizado una caracterizacién donde se
han reportado un aproximado de 47 QTL relacionados a la resistencia con el estrés por sequia
(L6pez Contreras, 2020). El genotipado para el GWAS se puede realizar por diferentes técnicas
como lo son PCR, sondas ASO e hibridacion en Micromatrices de ADN o esferas,
secuenciacion de ADN por diferentes métodos como lo es el método Sanger, la secuenciacién
paralela masiva o también se denomina secuenciacion de préxima generacion (NGS) y el GBS
(genotipificacion basado secuencia), siendo este ultimo uno de los mas utilizados en este

enfoque investigativo. (Visscher et al., 2012)



GENOTIPADO POR SECUENCIA (GBS)

El genotipado por secuencia 0 genotipado basado en secuencia (por sus siglas en ingles
genotyping by sequencing) es una técnica que busca la caracterizacion de variaciones genéticas
presentadas en la especie estudiada en cuestion, fundamentado en una cantidad considerable
de datos o cientos de marcadores moleculares utilizando la secuenciacion masiva de ADN; la
versatilidad y el bajo costo lo hacen una excelente técnica para el avance, descubrimiento e
identificacion de miles de polimorfismo de nucledtido unico relacionados con rasgos de interés
presentes en todo el genoma (Kumar et al., 2012). Las pipeline para el anélisis avanzado de
datos son un herramienta necesaria para limpiar lecturas, separar, analizar, clasificar y alinear
los datos obtenidos a partir de la secuenciacién masiva, y no es la excepcion una pipeline para
GBS, ya que la funcion de esta va encaminada a descartar lecturas de baja calidad separar las
lecturas por individuos o grupos , alinear lecturas con el genoma de referencia del organismo
estudiado para el descubrimiento de SNPs y la identificacidn de loci y alelos que pueden ser
nuevos, es decir, el analisis de datos GBS se puede aplicar mediante dos enfoques: de novo-

basado y basado en referencias. (Torkamaneh et al., 2016)

Al compara la técnica de GBS con otros métodos como con RAD -seq, GBS presenta una
ventaja grande y una reduccion en su complejidad al generar datos de SNPs de manera rapida,
también presentan una metodologia relativamente simple, pues el enfoque utiliza enzimas de
restriccion reducel falsos positivos en el momento de la secuenciacion en regiones repetitivas,
es decir reduce la complejidad del genoma facilitando el posterior analisis bioinformético
ademas de reducir la complejidad en genomas muy grandes y extensos(Wong et al., 2015).EI
mayor desafio que presenta la técnica es la limitacion de lectura producia por la baja
profundidad en las lecturas en especies que presentan un elevado grado de heterocigocidad,
debido a que no se detectan SNPs con precision en el mapeo genético de especies con
decendencia silvestre por la complejidad en la extension del genomay la diversidad génica que
presenta, sin embargo hay reporte de estudios en la literatura a cerca del uso de GBS en cultivos
domesticados con ancestros silvestres para construir la relacion filogenética y la diversidad

genética (Hamwieh et al., 2005)

Por lo mencionado anteriormente el método GBS resulta tener un gran potencial aplicable en

estudios de mapeo genético y particularmente en la caracterizacion gendémica en especies



altamente heterocig6ticas con genomas extensos y complejos como lo es la especie Solanum

phureja.

POLIMORFISMO DE NUCLEOTIDO UNICO (SNP)

La variacion genomica presentada en una base en la cadena de ADN es lo que cominmente se
conoce como polimorfismo de nucle6tido Gnico o SNP (por sus siglas en inglés (Single
Nucleotide Polymorphism), estas pequefias diferencias es lo que hace que se presente gran
diversidad fenotipica en diferentes especies, generalmente no tiene consecuencias biologicas,
sin embargo usarlos como marcadores genéticos estos nos pueden proporcionar informacién
sobre los patrones de herencia de algunos loci trasmitidos y conservados de generacion en
generacion, ademas de servir como herramientas en el estudio de factores genéticos asociados
a enfermedades, problemas metabodlicos y hormonales; gracias al gran interés por el estudio de
polimorfismos de nucle6tido Unicos se ha desarrollo areas de deteccién muy amplias como la
exploracion de secuencias de ADN en busca de polimorfismos previamente desconocidos y la

deteccion (genotipado) de individuos en busca de polimorfismos conocido. (Gao et al., 2005)

Los avances en las técnicas de deteccion de SNPs han permitido realizar posteriormente
estudios de asociacion del genoma completo (GWAS) a gran escala, este ultimo enfoque ha
hecho posible asociar los SNPs con diversas enfermedades y rasgos complejos expresados en
diferentes especies (Zhu & Zhou, 2020). En la fase de descubrimiento después del enfoque
GWAS, el andlisis de SNPs se realiza de forma individual, lo que implica la expresion del
fenotipo en cada SNP y la generacion de un valor p como parametro de referencia, de manera
que los SNPs identificados se clasifican en funcion de este valor p y se establece un limite,
donde valores inferiores a ese limite seran posteriormente validados y verificados, sin embargo,
el analisis individual de SNPs puede resultar limitado por loque para evitar falsos positivos hay

que ser riguroso en su estudio. (Wu et al., 2010).

En Solanum phureja hay reporte de diferentes estudios de deteccion de SNPs e identificacion
de genes relacionados con la resistencia el tizén tardio, en el que gracias al mapeo (GWAS) de
asociaciones en germoplasma de Solanum phureja, que identificd entre 29 candidatos dos

genes asociados con resistencia cuantitativa al tizon tardio.



DESEQUILIBRIO DE LIGAMIENTO (LD)

En los diferentes estudios de genética realizados, el LD o desequilibrio de ligamiento (por sus
siglas en ingles Linkage Disequilibrium) se pude definir como la asociacion no aleatoria de los
alelos en diferentes loci establecido por diferentes factores tales como lo son la evolucion y las
mutaciones usado ampliamente por genetistas como un herramienta que observaron y que
podian explotar una a su favor para el mapeo y asociacion de genes, tal como Bodmer en 1986
explico que mediante el mapeo de asociacion de poblaciones se podria llegar mas facil a entre
la causa de una mutacion y el marcador vinculado a esta region genémica. (Visscher et al.,
2012)

La terminologia resulta ser un poco problematica, pues LD no expresa la vinculacion ni la falta
de equilibro, simplemente el termino surgi6 en 1960 y fue usado por la mayoria de genetistas
mientras su definicion matematica fuera concreta y clara, de alli en mas el termino perduro y
simplemente referencia a loci estrechamente vinculados, sin embargo, en la década de 1980 su
importancia comenzé a tomar relevancia como se habia mencionado anteriormente, ya que
proporciona informacion acerca de eventos pasados Y restringe la respuesta a la seleccion tanto
natural como artificial, reflejando toda la historia de la poblacion a lo largo del genoma, de la
misma forma, refleja la seleccion natural, las mutaciones, la conversion de genes y cada factor
evolutivo en la frecuencia de los genes en cada regién genémica analizada, tal que, los factores
que afecten el LD de un loci en particular, depende Unicamente de la tasa de recombinaciones
locales, lo que la hace una teoria ampliamente desarrollada para proveer informacion acerca
de la historia evolutiva de la especie estudiada en cuestién, y como herramienta fundamental
en estudios GWAS y en el mapeo de genes tanto nuevos como ya regiones genomicas
conocidas. (Slatkin, 2008)

El LD utilizado como herramienta para el descubrimiento de nuevos QTL’s es bastante popular
dentro de los estudios de mapeo y asociacion genética, consiste en determinar la disminucién
de la distancia de los SNP’s, es decir, la decadencia del LD con respecto a la distancia genética
determinan tanto la resolucion del mapeo genético realizado, como la cantidad de SNP
utilizados en la matriz a emplear; datos reales registrados en estudios sobre mapeo genético en
Solanum tuberosum L. demuestran como estimar e interpretar la descomposicion del LD donde
se pueda observar la cantidad de haplotipos en la poblacion, es decir la variabilidad genética y

el porcentaje de SNP’s especificos de cada haplotipo, aplicando este método, Vos en 2017



utilizo esta metodologia para un mapeo de asociacion en papa tetraploide demostrando que
varios de los factores tomados en cuenta para el decaimiento del LD dependian directamente
de la cantidad de haplotipos presentes, sin embargo, el valor de decaimiento de LD no tuvo una
influencia significativa por el nimero de haplotipos. (Vos et al., 2017)

En los programas de mejoramiento genético agronémico el LD cumple un papel indispensable
y de suma importancia, pues brinda informacion detallada sobre la diversidad y estructura
génica de la especie, tal como lo es la coleccion de mejoramiento genético en papa de la
universidad de Narifio en Colombia compuesta por especies tanto diploides como tetraploides.
Uno de sus estudios mas recientes presenta un analisis de 144 de estos genotipos con una matriz
de 8303 SNP’s que permitieron diferencias entre 2 y 3 subpoblaciones que diferencias los
genotipos diploides de los tetraploides; el estudio revelo altos niveles de diversidad y menor
LD en especies tetraploides, mientras que en especies diploides se observo un bajo nivel de
diversidad y un mayor LD con respecto a las especies tetraploides; mediante el analisis genético
realizado se pudo identificar, reajustar y seleccionar errores de clasificacion en la especie
relacionados con la poliploidia y genotipos con un gran potencial uso para la hibridacién génica

por las distancia génica que presenta su LD en los haplotipos.(Berdugo-Cely et al., 2021)

Los estudios mencionados anteriormente presentan algunos factores por los que se puede ver
afectado el aumento o la decadencia del LD, raz6n por la cual no es posible proponer un método
estandarizado universal para determinar este, por lo que cada estimacion debe realizarse de
manera rigurosa y teniendo en cuenta las caracteristicas genéticas de la especie muestreada y

analizada en cuestion.



METODOLOGIA

BUSQUEDA DE DATOS GBS
Los datos GBS escogidos para el analisis fueron obtenidos de la investigacion Whole genome
and transcriptome sequencing of S. tuberosum Group Phureja DM 1-3 516 R44 descargados
directamente de la base de datos y el servidor NCBI (National Center for Biotechnology
Information); donde los archivos fueron convertidos a formato .sra a formato fastq en el
proceso de descarga mediante el uso de la la herramineta SRA toolkit, implementa en un scrip
que automatizo el proceso mediante la siguiente linea de comandos:
mkdir WGSdata_directorio
cd WGSdata_directorio
nano experiment.txt

e SRX8683642
SRX8683641

e SRX8683640

e SRX8683639

e SRX8683638

e SRX8683637
Nano download_data.sh
#1/bin/bash

# Verificar si se proporciono un argumento para la ruta del archivo
if ["$#" -ne 11]; then

echo "Uso: $0 <ruta_al_archivo_txt>"

exit 1
fi

# Ruta al archivo de texto

archivo_txt=$1

# Verificar si el archivo existe
if [ ! -f"$archivo_txt" ]; then



echo "Error: El archivo '$archivo_txt' no existe."
exit 1
fi

# Iterar sobre cada linea del archivo
while IFS=read -r linea; do
# Verificar si la linea esté vacia
if [ -z "$linea" ]; then
echo "Advertencia: Linea vacia encontrada en el archivo."
continue
fi

echo "Descargando ... $linea"
# Agregar control de errores para el comando fasterg-dump
if ! fasterg-dump "$linea™; then
echo "Error al descargar $linea"
# Puedes personalizar como manejar el error aqui
fi
done < "$archivo_txt"
chmod +x download_data.sh

Jdownload_data.sh

CONTROL DE CALIDAD EN LAS SECUENCIAS

Para visualizar la calidad de las secuencias en cada una de las muestras en un informe detallado
se utilizoé la herramienta fastqc. Se produjo un informe de calidad inicial con cada una de las
muestras mediante el siguiente comando:

fastgc -t 6 SRX8683637.fastq -0 informes

Visualizacion de comandos completa para cada muestra en Anexos: Bitacora de comandos
Con el timming buscamos principalmente mejorar la calidad por secuencia de bases, eliminar
secuencias sobrerrepresentadas y eliminar adaptadores para lo cual utilizamos 3 programas
para cada uno de estos modulos: Nanofilt, Porechop y Cutadapt, respectivamente, los
parametros establecidos para cada una de las secuencias fueron los siguientes:

1.1) cutadapt



cutadapt -a AAAAAAAAAA -0 SRX8683637_clean.fastq SRX8683637.fastq

1.2)Porechop

~/Documents/Porechop/porechop-runner.py -i SRX8683637_clean.fastq -0
SRX8683637_cleanp.fastq --check_reads 10000

1.3)Nanofilt

pipx run nanofilt --headcrop 50 --tailcrop 20 SRX8683637 cleanp.fastq >
SRX8683637_cleanpn.fastq

Visualizacién de comandos completa para cada muestra en Anexos: Bitacora de comandos

ALINEACION DE SECUENCIAS Y SELECCION DEL GENOMA DE REFERENCIA
Para realizar el proceso de alineacion de las secuencias con el genoma de referencia se
selecciond el genoma DM 1-3 516 R44. (v6.1); genoma ensamblado y mejorado a escala
cromosomica de lectura larga para la papa diploide Solanum tuberosum phureja,
porporcionado por el laboratorio de Buell de la Universidad de Georgia (G. M. Pham et al.,
2020). Para el alineamiento de las secuencias con el genoma se utiliz6 el software bwa mem,
se indexo el genoma de referencia y posteriormente se realizaron las alineaciones de cada una
de las muestras con archivo de salida en formato SAM, se realizd6 mediante los siguientes

comandos respectivamente:

bwa index -a bwtsw 'DM_1-3 516 R44 potato_genome_assembly.v6.1 (1).fa’
bwa mem -t 4 'DM_1-3 516_R44 potato_genome_assembly.v6.1 (1).fa’
SRX8683637_cleanpn.fastqg > alineacion_37.sam

Visualizacion de comandos completa para cada muestra en Anexos: Bitacora de comandos

ORDENAMIENTO DE LAS ALINEACIONES DE CADA UNA DE LAS MUESTRAS

Para realizar el ordenamiento y de cada una de las muestras se utilizé la herramienta samtools
disefiada especificamente para almacenar alineaciones de lectura frente a secuencias de
referencia, y admite lecturas cortas y largas (hasta 128 Mbp) producidas por diferentes
plataformas de secuenciacion (Li et al., 2009), se utilizé la herramienta el comando siguiente

comando para ordenar cada una de las muestras:



samtools sort -0 sorted_alineacion_37.sam alineacion_37.sam

Visualizacion de comandos completa para cada muestra en Anexos: Bitdcora de comandos

Posteriormente, después de ordenar cada una de las secuencias se realizo la conversion de
formato SAM a formato BAM para el consecutivo analisis, para esto se ejecutd el siguiente

comando:

samtools view -bS sorted_alineacion_37.sam > sorted_alineacion_37.bam

Visualizacién de comandos completa para cada muestra en Anexos: Bitacora de comandos

LLAMADA DE VARIANTES EN MUESTRAS INDIVIDUALES

Para la llamada de variantes por muestras individuales se utilizo se utilizd el software
NGSEPcore, software encargado del proceso bioinformatico para el analisis de datos de
secuenciacion de proxima generacion que realiza un analisis preciso eficiente y facil de usar
para el analisis de datos gendmicos (Perea et al., 2016). Para realizar el llamado de variantes
en muestras individuales se utilizé el médulo SingleSampleVariantsDetector encargado de
realizar llamadas a SNP, pequefios indeles y estructurales, variantes a partir de datos de
secuenciacion de individuos individuales, segun la documentacion encontrada en el sitio web

github, para cada una de las muestras se utilizé el siguiente comando:

NGSEPcore SingleSampleVariantsDetector -r 'DM_1-
3 516 _R44 potato_genome_assembly.v6.1  (1).fa" -i  sorted_alineacion_37.bam -0
variantes_37

Visualizacion de comandos completa para cada muestra en Anexos: Bitacora de comandos

FUSION DE MUESTRAS INDIVIDUALES Y GENOTIPADO POR MUESTRA

Para realizar la fusion y el genotipado por muestra se utilizo el softwar NGSEPcore, el proceso
de divide en 2 partes: fusion de archivos VCF con las variantes identificadas por cada uno de
los archivos sin informacion de genotipo y genotipar cada una de las muestras.

Para la fusién de los archivos VCF generados anteriormente en la llamada de variantes se

utilizé el médulo MergeVariants mediante el siguiente comando:



NGSEPcore MergeVariants -s 'DM_1-3 516 _R44 potato_genome_assembly.v6.1 (1).fa.fai' -
0 variantes_merged.vcf variantes 37.vcf variantes_38.vcf variantes_39.vcf variantes_40.vcf

variantes_41.vcf variantes_42.vcf

Y para el genotipado de cada una de las muestras se utilizd el mddulo

SingleSampleVariantsDetector ejecutando el siguiente comando:

nohup java -jar /apps/INGSEPcore/NGSEPcore.jar SingleSampleVariantsDetector -
maxAlnsPerStartPos 2 -minQuality 40 -knownVariants variantes_merged.vcf -r 'DM_1-
3 516 _R44 potato_genome_assembly.v6.1  (1).fa" -i  sorted alineacion_37.bam -0
genotipos_37.vcf > genotipo_37.log 2>&1 &

Visualizacién de comandos completa para cada muestra en Anexos: Bitacora de comandos

FUSION DE VARIANTES GENOTIPIFICADAS

Para realizar la fusién cada uno de los archivos vcf con la informacién de genotipo por muestra

se utiliz6 el software NGSEPcore con el moédulo VCFMerge ejecutando el siguiente comando:

NGSEPcore VCFMerge -s 'DM_1-3 516 _R44 potato_genome_assembly.v6.1 (1).fa.fai' -o
variantes_genotipadas genotipos_37.vcf.vcf  genotipos_38.vcf.vcf  genotipos_39.vcf.vcf

genotipos_40.vcf.vcf genotipos_41.vcf.vcf genotipos_42.vcf.vcf

ANOTACION FUNCIONAL DE LAS VARIANTES

La anotacion funcional de las variantes se realizd con el software NGSEPcore utilizando el
modulo de VCFAnNnotate, modulo que proporciona la informacion funcional relacionada con
cada variante, se realizé uso de un archivo en formato GFF3 con informacion de anotacion de

modelos genéticos de alta confianza (G. M. Pham et al., 2020), se ejecut el siguiente comando:

NGSEPcore VCFAnNnotate -i variantes_genotipadas.vcf -r ‘DM_1-
3 516 _R44 potato_genome_assembly.v6.1 (1).fa' -t DM 1-

3 516 _R44 potato.v6.1.hc_gene_models.gff3 -0 anotaciones_variantes_genotipadas.vcf



CONSTRUCCION DE LA MATRIZ DE SNP

Para la construccion de la matriz se utilizo el software vcftools, dicho paquete se encarga de
implementar varias utilidades para procesar archivos VCF, incluida la validacién, fusion,
comparacion y también proporciona una API Perl general (Danecek et al., 2011), se realiz6 un
filtrado de variantes, elimina variantes que no son SNP y crea un nuevo archivo VCF

recorde.vcf; el comando ejecutado fue el siguiente:

vcftools --vcf variantes_genotipadas.vcf --remove-indels --min-alleles 2 --max-alleles 2 --

recode --out variantes_genotipadas_R

Luego se ejecutd un segundo comando utilizando el software PLINK, software encargado
andlisis de asociacion de genoma completo y de enlace basado en poblaciones, para transformar
de formato VCF a formato PLINK comando para crear archivos de formato VCF a formato
PLINK (un formato comun para datos genéticos) y crea dos archivos: salida.map y salida.ped

(Purcell et al., 2007); el comando ejecutado fue el siguiente:

vcftools --vcf variantes_genotipadas_R.recode.vcf --plink --out variantes_genotipadas RMX

Finalmente, después de la conversion de los archivos a los diferentes formatos, para terminar
el proceso de crear la matriz SNP se ejecuto el siguiente comando que permite obtener la matriz
en formato BED, un formato que permite el anélisis estadistico de manera mas sencilla, el

comando ejecutado fue el siguiente:

plink --file variantes_genotipadas_ RMX --make-bed --out matriz_de_genotipos

ANALISIS ESTADISTICO

Para realizar el andlisis estadistico se uso la herramienta Genome Association and Prediction
Integrated Tool (GAPIT) del software Rstudio. Para formato de datos de genotipo GAPIT usa
la matriz generada anteriormente en formato numerico; los homocigotos se indican con "0" y
"2"y los heterocigotos se indican con "1" en el archivo "GD". Cualquier valor numérico entre
"0"y "2" puede representar genotipos de SNP imputados. El archivo "GM" contiene el nombre
y la ubicacion de cada SNP. La primera columna es la identificacion del SNP, la segunda

columna es el cromosoma y la tercera columna es la posicion del par de bases (Parra Galindo,



2019) . El comando utilizado después de definir las variantes reconocidas por GAPIT es el

siguiente:

myGD-=read.table("matriz_de_genotipos",head=T)

myGM-=read.table("anotacion_variantes_genotipadas”,head=T)

myGAPIT_MLM <- GAPIT(
GD=myGD,

GM=myGM,
model="MLM",

PCA .total=5,

file.output=T)

Cabe mencionar que el archivo suministrado remplazado en la variante myGM para realizar el
andlisis estadistico debe encontrarse en formato de texto pano para que GAPIT pueda
indetificarlo, leerlo y posteriormente realizar el analisis estadistico, generar graficos manhattan,
hapmaps y graficos de dispersidén que complementan el analisis asociando las variaciones con
las regiones de interés. Durante el analisis de asociacion, GAPIT puede utilizar la informacién
de LD entre variantes genéticas para tener en cuenta la correlacion entre marcadores cercanos

en el genoma. Esto permite identificar asociaciones entre variantes.



RESULTADOS Y ANALISIS

DESCARGA DE DATOS GBS DE Solanum phureja

Para obtener los datos GBS de Solanum tuberosum grupo Phureja se descargaron 6 archivos
SRA de la plataforma de datos NCBI (National Center for Biotechnology Information) con el
namero de adhesion de SRX8683637 a SRX8683642; la investigacion de donde provienen los
datos se conoce como Whole genome and transcriptome sequencing of S. tuberosum Group
Phureja DM 1-3 516 R44 realizada por Gina M Pham, John P Hamilton, Joshua C Wood,
Joseph T Burke, Hainan Zhao, et al; en los laboratorios de la Universidad Estatal de Michigan
en Estados Unidos, el 23 de septiembre de 2020, identificado mediante doi:
10.1093/gigascience/giaal00.

Los datos descargados estan disponibles en la coleccion de datos biologicos de la plataforma
NCBI; filtro Bioproject donde estan almacenadas las siguientes lecturas:

Run # of Spots # of Bases Size Published

SRX8683642 536,768 9.4G 8Ghb 2020-07-13
SRX8683641 388,107 6,9G 59GB 2020-07-13
SRX8683640 447,909 7,71G 6,5 GB 2020-07-13
SRX8683639 292,014 54G 4,6 GB 2020-07-13
SRX8683638 464.750 8,2G 7GB 2020-07-13
SRX8683637 235.873 4,6G 3,9 GB 2020-07-13

Tabla 2 Informacion del conjunto de datos de la investigacion Whole genome and transcriptome
sequencing of S. tuberosum Group Phureja DM 1-3 516 R44.

Fuente: Autor.

Cabe mencionar que el Bioproyect cuenta con 18 experimentos reportados en la plataforma
NCBI, de los cuales 4 son datos de caracter transcriptomica y 14 de caracter genomico, de los
14 experimentos 8 no fue posibles descargarlos ya que son experimentos vacios, es decir, estan
reportados, pero no se encuentran publicados en la base de datos de Bioproyect de NCBI,
fueron secuenciados con el Kit de secuenciacion de ligadura de nanoporos Oxford, SQK-
LSK109. (G. M. Pham et al., 2020)



CONTROL DE CALIDAD EN LAS SECUENCIAS

La construccion de las bibliotecas se realiz6 utilizando el enfoque shotgun del genoma
completo en la plataforma Illumina TruSeq DNA Nano y para correcion de errores en el
porceso de secuenciacion se utilizo el sistema Illumina HiSeq 2500 (G. M. Pham et al., 2020).
Durenate el proceso de conversion de SRA a formato Fastq se generd unicamente un solo
archivo correspondiente a la muestra descargada del Bioproyect del NCBI, biblioteca que es

de disefio Unico o single.

El informe generado por Fastqc evalGa varios parametros como: calidad de secuencia por base,
puntuacion de calidad por secuencia, porcentaje de guanina y citocina (%GC), secuencias
sobrerrepresentadas y contenido de adaptadores, ademas de dar informacion adicional como la
cantidad de secuencias, la longitud por medio, entre otras. En las siguientes figuras se observa

la informacién descrita anteriormente:
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llustracion 1 Resumen de estadisticas béasicas y de la calidad por secuencia de la biblioteca
SRX8683637.fastq sin proceso de trimming.
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llustracion 2 Resumen de estadisticas béasicas y de la calidad por secuencia de la biblioteca
SRX8683637_cleanpn.fastq recortada con nanofilt,Porechop y cutadapt.

El informe de calidad de cada uno de los modulos presentados por Fastqc se puede observar en
los Anexos 2: informes de calidad por muestra. Al realizar la comparacion entre el grafico de
la Figura 1y la figura dos observamos que el modulo de calidad por secuencia de basse sigue
presentando una falla; segun el instructivo de calidad de secuencia por mosaico, esto se genera
si el cuartil inferior de cualquier base es menor que 5 o si la mediana de cualquier base es menor
que 20; la linea azul representa la calidad media, como se observa en la figura 1 la calidad
media de las lecturas incamente se encuentra limitando con el cuartil inferior, es decir, muestra
una tendencia entre 20 y menor a 20, sin embargo, se recortaron secuencias de mucho mas baja
calidad y dejaron las que cumplian con el criterio de secuencias que mostraran una tendencia
de calidad de secuencia limitando con 20; este proceso de filtrado se realiz6 con el software
nanofilt, herramienta encargada para filtrar y recortar datos de secuenciacion de nanoporos

Oxford, recortar mas secuencias para eliminar la playa que presenta el médulo implicaria



perder mas del 50% de las secuencias totales lo que significa una pérdida significativa y de

informacidn valiosa para el proceso de genotipado. (McClinton et al., 2023)

En la comparacion de los informes realizados por Fastqc para el modulo de estadisticas bésicas
se observa que hubo una disminucion del 4% de secuencias con respecto a las secuencias totales
antes del proceso de trimming con los 3 software mencionados anteriormente
(cutadapt,Porechop y nanofilt); el recorte estas secuencias principalmente se debe al uso de las
herramientas Porechop y Nanofilt para eliminar secuencias sobrerrepresentadas, el recorte de
posibles adaptadores presentes en medio de las secuencias y realizar un filtrado en la calidad
de las secuencias de cada muestra respectivamente (McClinton et al., 2023). La informacion
después del proceso de trimming sobre el médulo de secuencias sobrerrepresentadas para cada

una de las bibliotecas analizadas se visualiza en Anexos: Informes de calidad por muestra.
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lustracion 3. Diferencia de las secuencias totales entre las muestras antes y despues del proceso de
trimming.

Como se observa en la figura 3, el grafico expresa el cambio expresado posteriormente al
proceso de trimming y recorte en las bibliotecas analizadas, para ninguna de las 6 bibliotecas
analizadas el porcentaje de secuencias recortadas fue mayor al 5%, los recortes que se
realizaron fueron minimos dentro de los que se encuentran un conjunto de secuencias de baja
calidad, adaptadores presentes en a los extremos de las secuencias y en medio de estas. Esto se
realiz6 con el fin de no realizar un filtrado agresivo y perder demasiada informacion que puede

contribuir a la investigacion.



El trimming realizado para el moédulo de contenido del adaptador se trabajo con cutadapt, todas
las bibliotecas analizadas presentaban presencia de Poly (A) tal como se observa en las

siguientes figuras:
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lustracion 4 Grafica de contenido del adaptador de la biblioteca SRX8683637.fastq sin proceso de
trimming.
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lustracion 5 Grafica de contenido del adaptador de la biblioteca SRX8683637_cleanpn.fastq después
del proceso de trimming con cutadap

Al compara la figura 4 con la figura 5 se observa la disminucion y el aplanamiento que tuvo

la curva de la gréfica contenido del adaptador entre los datos brutos, de la biblioteca sin tratar,



y despues del proceso de trimming para la biblioteca SRX8683637; para eliminar la
inconsistencia que presentaba el modulo contenido del adaptador se utilizé cutadapt para
eliminar las colas de Poly (A) presentes en cada una de las bibliotecas, sobre la gréafica del
modulo contenido del adaptador para cada una de las bibliotecas analizadas se visualiza en
Anexos: Informes de calidad por muestra. Cutadapt fue el encargado de eliminar la
poliadenilacion presente en los extremos de cada una de las muestras, principalmente son los
extremos quienes se ven afectados por este fendmeno debido a la baja eficacia de la polimerasa
tanto al inicio como al final de la secuenciacién. (He et al., 2020)

ALINEACION DE LAS SECUENCIAS CON EL GENOMA DE REFERENCIA

Posterior al proceso de trimming, las bibliotecas filtradas se alinearon con el genoma de
referencia a escala de cromosomas de lectura larga actualizado (v6.1) para la papa monoploide
doble S. tuberosum Group Phureja DM 1-3 516 R44, descargo de repositorio

http://spuddb.uga.edu/dm v6 1 download.shtml. Para realiza el alineamiento de las 6

bibliotecas analizadas se utilizd el software de mapeo BWA-MEM, herramienta ideal para
optimizar CPU y tiempos de proceso con andlisis de datos extensos como lo son datos de origen
gendémico; la salida del archivo se obtiene en formato SAM, el formato SAM contiene la
informacidn de las lecturas ya alineadas, es un archivo de texto plano, es importante realizar el
ordenamiento por cromosoma y por coordenada cromosémica previo a la conversion a formato
BAM, este formato equivalente con una ligera diferencia, la informacion contenida y
almacenada en lenguaje binario, esto automatiza procesos y mejora el rendimiento y la

eficiencia. (M. Pham et al., 2023)
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lustracion 6 Visualizacién de alineamientos apilados y ordenados de las 6 bibliotecas analizadas, en
un archivo BAM combinado con las 6 muestras.

El software samtools permite la visualizacion del alineamiento de cada una de las bibliotecas
con el genoma de referencia, tal como se observa en la figura 6, de igual manera, el comando

ejecutado permite ver las variaciones genéticas que se presentan en las muestras en una region


http://spuddb.uga.edu/dm_v6_1_download.shtml

0 coordenada especifica de un cromosoma en particular, resulta ser una herramienta util para
verificar si paso previo al genotipado se encuentran variaciones cerca a los genes de interés o
a los genes a tipificar. En la primera linea de la figura 6 se observan los digitos de las
coordenadas cromosomicas, la segunda linea nos presenta la secuencio o0 genoma de referencia
contra el que se realizo el alineamiento, la tercera linea es generada por defecto, representa la
codificacion de simbolos para identificar si hay indels o si se las secuencias de las lecturas
presentan coincidencia con las secuencias del genoma de referencia, cada punto o coma que se
observa significa una coincidencia en la secuencia de la biblioteca alineada con el genoma de
referencia, la tercera linea es el genoma de referencia en este lenguaje de puntos; de alli en para
debajo de la linea continua cada fila representa una biblioteca alineada con el genoma, los
asteriscos representan deleciones en el genoma, y para las inserciones y variantes una letra

indica un nucle6tido alternativo a la referencia para ese biblioteca en concreto. (Li et al., 2009)

LLAMADA DE VARIANTES, FUSION DE ARCHIVOS VCF Y GENOTIPADO

Para la llamada de variantes se utilizd el software NGSEPcore con el mddulo
SingleSampleVariantsDetector para cada una de las bibliotecas analizadas, modulo encargado
de realizar llamas a SNP, pequefios indels, y variantes estructurales en individuos de manera
aislada y por separado. El archivo que se genera contiene las llamadas de base para cada
muestra individual, es decir 6 muestras generadas. Para el proceso de fusion de variantes y
proceso de genotipado se realiza en dos pasos importantes, después de generar dicho proceso
de manera independiente para cada muestra con el modulo anteriormente mencionado es
generar el archivo que incluye todas las muestras y todo el conjunto de variantes llamadas de
manera individual, generandose un archivo VCF con las llamadas de variantes de las 6
bibliotecas analizadas pero sin informacién de genotipo en este, para después realizar el
genotipado correspondiente de cada muestra de manera independiente y una vez se genero el
segundo conjunto de archivos VCF viene la union de los archivos VCF pero con informacion
del genotipo. Es importante realizar esto ya que para muestras multiplexadas el médulo de
NGSEPcore MultisampleVariantsDetector es ideal para realizar analisis de genotipo por
secuenciacion ya que este modulo genera un archivo VCF de salida con variantes descubiertas

y llamadas de genotipo, simplificando el proceso para el genotipado.



En la tabla 3 se observan las estadisticas generales resumidas del proceso de genotipado para
las 6 bibliotecas analizadas en el cual podemos observar principalmente los valores de las

Variantes identificadas, las llamadas de genotipo y el porcentaje de datos perdidos.

Count Biallelic | Biallelic = Biallelic = Other Multi Multi Multi Other

SNVs Indels STRs biallelic = allelic | allelic  allelic Multi
SNVs Indels  STRs allelic

Variants 181070 113362 31931 0 8795 15237 21405 0

Genotype 760385 204906 78955 0 43310 36778 63251 0

calls

Percentage = 30.01% 69.87% 58.79% 0.0% 17.93% 59.77% 50.75%  0.0%

of missing

data

Coding 0 0 0 0 0 0 0 0

variants

Variants 0 0 0 0 0 0 0 0

with at least

20 samples

genotyped

Tabla 3 Estadisticas resumidas del proceso de genotipado en las 6 bibliotecas genémicas analizadas.

La categoria muestra una cantidad significativa de Biallelic SNVs muestra una cantidad
significativa de (181,070), lo que indica una diversidad sustancial en las variantes de un solo
nucleétido. La cantidad de llamadas de genotipos (760,385) sugiere que estas variantes han
sido bien caracterizadas en la poblacion analizada. Con 113,362 Biallelic Indels, se observa
una presencia significativa de inserciones y deleciones de un solo nucleétido. Las llamadas de
genotipos (204,906) indican que estas variantes también han sido evaluadas y caracterizadas,
aunque la cantidad de llamadas puede sugerir cierta complejidad. La presencia de 31,931
Biallelic STRs destaca la variabilidad en las repeticiones cortas. Las llamadas de genotipos
(78,955) indican una caracterizacion adecuada, pero la relacion entre variantes y llamadas
sugiere cierta complejidad en la interpretacion de estas regiones. La ausencia de variantes y
Ilamadas de genotipos en la categoria de "Other Biallelic" sugiere que esta categoria esta vacia

0 no se ha definido.

La presencia de 8,795 Multiallelic SNVs sugiere la existencia de variantes de un solo
nucleétido con mas de dos alelos. Las llamadas de genotipos (43,310) indican que estas



variantes han sido caracterizadas, aunque la cantidad de alelos podria afiadir complejidad. Con
15,237 Multiallelic Indels, se identifican inserciones y deleciones con mas de dos alelos. Las
Ilamadas de genotipos (36,778) indican un nivel de caracterizacion, aunque la variabilidad en
los alelos podria complicar la interpretacion. La presencia de 21,405 Multiallelic STRs indica
variabilidad en las repeticiones cortas con maltiples alelos. Las llamadas de genotipos (63,251)
sugieren una caracterizacion, pero la cantidad de alelos podria afiadir complejidad a la
interpretacion. Similar a la categoria de "Other Biallelic", la ausencia de variantes y llamadas
de genotipos sugiere que esta categoria no esté definida o esta vacia.

La diferencia de datos entre las variantes y las mamadas de genotipo se debe a varios factores,
dentro de ellos variantes multiples en una posicion, es decir puede haber multiples variantes
coexistentes, esto significa que una posicion especifica puede tener mas de una variante
presente en la poblacidn; variantes con maltiples alelos, donde una posicién del genoma puede
tener mas de dos alelos, cada alelo adicional se considera una variante unica; complejidad en
repeticiones cortas (STRs), pues la variabilidad genética puede ser alta, con diferentes
longitudes de repeticiones y, por lo tanto, varios alelos y diferencias en cobertura genémica, ya
que algunas regiones del genoma pueden tener una cobertura mas baja, lo que puede resultar
en una subrepresentacion de variantes; todo esto puede contribuir a un mayor ndmero de
Ilamadas de genotipos en comparacion con el nimero de variantes identificadas. (McClinton
et al., 2023)

El porcentaje de datos perdidos representa el valor porcentual de datos que falta en cada
categoria. Los valores altos presentes se pueden deben principalmente a la falta de llamadas de
genotipo para algunas bibliotecas analizadas, de igual manera el modulo de variantes
codificantes expresa que NGSEPcore no encontrd variantes que se encuentren cerca de las
regiones codificantes de los genes que modulan el metabolismo en Solanum tuberosum
phureja. El modulo Variantes con al menos 20 muestras genotipadas también mostro un valor
de O en todas las categorias ya que NGSEPcore no encontré variantes genotipadas en 20
muestras ya que para la investigacion presente se trabajé con menos de 20 datos, Gnicamente

con 6 bibliotecas genémicas. (Perea et al., 2016)

El 30.01% de datos faltantes en Biallelic SNVs indica que alrededor de un tercio de las
posiciones de nucledtidos evaluadas para variaciones de un solo nucle6tido presentan falta de
datos. Esta pérdida puede afectar la precision en la identificacion de variantes genéticas y la



comprension de la variabilidad en estas posiciones. Con un elevado 69.87% de datos faltantes
en Biallelic Indels, la capacidad para identificar inserciones y deleciones de un solo nucle6tido
se ve significativamente comprometida. Esto podria limitar la comprension de eventos de
insercion y delecion en el genoma. El 58.79% de datos faltantes en Biallelic STRs indica que
mas de la mitad de las posiciones de Short Tandem Repeats evaluadas carecen de informacion.
Esto puede afectar la caracterizacion de repeticiones cortas y su papel en la variabilidad
genética. La ausencia de datos faltantes (0%) en la categoria de "Other Biallelic" sugiere que
esta categoria esta bien caracterizada y completamente informada, lo cual es positivo para la

interpretacion de datos

Con un 17.93% de datos faltantes en Multiallelic SNVs, la capacidad para identificar variantes
de un solo nucleotido con mas de dos alelos se ve moderadamente afectada. Esto puede influir
en la precision en la identificacion de polimorfismos de nucle6tido Unico con mdultiples
variantes. Similar a los Biallelic Indels, un 59.77% de datos faltantes en Multiallelic Indels
sugiere que la capacidad para caracterizar inserciones y deleciones con més de dos alelos esta
significativamente comprometida. Con un 50.75% de datos faltantes en Multiallelic STRs, mas
de la mitad de las posiciones de repeticiones cortas con mdltiples alelos carecen de
informacidn. Esto impacta la capacidad para entender la variabilidad en estas regiones. Al igual
que en la categoria de Biallelic, la ausencia de datos faltantes (0%) en la categoria de "Other
Multiallelic" sugiere que esta categoria esta bien caracterizada y completamente informada.

La tabla 4 presenta la distribucion de genotipos posterior a la llamada de variantes y de qué

manera se distribuyen las variantes encontradas por categorias:

Samples Biallelic | Biallelic @ Biallelic = Other Multi Multi Multi Other
genotyped SNVs Indels STRs biallelic  allelic  allelic | allelic Multi
SNVs Indels | STRs allelic
SRX8683637 32345 67014 12395 0 419 5397 5320 0
SRX8683638 15308 21378 6576 0 561 3816 4611 0
SRX8683639 14812 11911 4949 0 646 2626 3912 0
SRX8683640 17176 7412 3529 0 915 1724 3038 0
SRX8683641 24290 4127 2447 0 1353 1069 2323 0
SRX8683642 77139 1520 2035 0 4901 605 2201 0

Tabla 4 Distribucion de genotipos en cada una de las bibliotecas analizadas por categorias.



La tabla presenta los diferentes marcadores moleculares encontrados en las bibliotecas
analizadas, un elevado numero de polimorfismos encontrados, como los que se observan en las
bibliotecas, implican una nueva manera de identificarlos tal y como se observa en el informe
proporcionado por NGSEPcore, polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs o SNVs son
marcadores de polimorfismos de conformacion de cadena Unica), inserciones/deleciones
(indels) de longitudes variables (marcadores de regiones amplificadas caracterizadas por
secuencia) y recuentos de repeticiones en tandem (nUmero variable de marcadores de
repeticiones en tandem); particularmente para Solanum tuberosum resulta ser una especie
polimorfica de 3 vias, es decir que en su proceso de genotipado se encuentran los 3 tipos de
marcadores mencionados anteriormente, en especies que presenten una alta heterocigosidad es

comun encontrar en el genotipado 2 o mas alelos presentes en la poblacion. (Toal et al., 2016)

La categoria que presento un nimero mayor con respecto a las demas categorias después del
proceso de genotipado fue Biallelic SNVs; lo que representa un factor positivo dentro de a
investigacion debido a que los SNVs (Single Nucleotide Variants) bialélicos, que representan
variaciones en un solo nucleétido con dos alelos alternativos, factores importantes dentro de la
genética y la conservacién de la diversidad genética en poblaciones de Solanum tuberosum
Grupo Phureja. Estos SNVs son esenciales para prevenir la depresion endogamica, un
fendmeno negativo asociado con la pérdida de variabilidad genética en especies con
poblaciones que para su cultivo se propaga clonalmente; los SNVs bialélicos en Solanum
tuberosum Grupo Phureja representan diferencias genéticas en la poblacion, permitiendo la
adaptacion a cambios ambientales, resistencia a enfermedades. (Madrofiero Cristina et al.,
2013)

La naturaleza bialélica de las STR facilita la identificacion y diferenciacion de individuos
dentro de la poblacién. Cada individuo puede tener combinaciones Unicas de alelos en las
regiones de STR, lo que facilita la construccion de perfiles genéticos distintivos. Las STR
bialélicas proporcionan una ventana unica hacia la variabilidad genética en poblaciones de
Solanum tuberosum Grupo Phureja. La presencia de dos alelos 0 mas (Biallelic STR &
Multiaellic STR) en estas regiones refleja la diversidad genética dentro de la poblacion,
permitiendo la identificacion de individuos Unicos y la caracterizacion de su perfil genético.
Las secuencias de repeticion tindem (SRTSs), justamente su alta variabilidad se debe a las altas
tasas de mutacion que las regiones STRs pueden presentar y la variabilidad en la longitud del
fragmento en los STRs puede hacer que la interpretacion de los resultados sea mas compleja



en comparacion con marcadores con variaciones mas simples, como los SNPs. (Toal et al.,
2016)

Los Indels (Inserciones y Deleciones) bialélicos y multialélicos en el genoma pueden tener
impactos significativos en la interpretacion genética y en la aplicacion de datos genémicos,
pueden llegar a causar alteraciones sustanciales en la estructura gendémica, interrumpiendo la
secuencia normal de genes y elementos reguladores. Esto podria afectar la funcion génicay la
expresion de caracteristicas importantes del individuo en cuestion; asi mismo, como la
anotacion de Indels maltiples presenta desafios adicionales en la interpretacion gendmica. La
identificacion precisa de las regiones afectadas y la asignacion de funciones bioldgicas se
vuelven mas complejas, dificultando la interpretacion de los resultados que pueden traducirse
en cambios en el marco de lectura, produciendo variantes proteicas no funcionales o con
funciones alteradas. Esto podria tener consecuencias negativas en la viabilidad y la
adaptabilidad de la poblacion, ademas de presentar inconvenientes entre la distincién entre
variantes causales y aquellas con efectos neutros se vuelve desafiante, lo que puede afectar la
identificacion precisa de loci asociados a caracteristicas de interés. (Wang et al., 2022)

Por todo lo mencionado anteriormente la accesion que presenta mejor rendimiento en cuanto a
los parametros mencionados anteriormente es la SRX8683642, como se observa en la tabla 4.
Presenta un valor de 77139 para variantes bialelicas y 4901 para variantes multialelicas,
importantes para la conservacion de a diversidad genética en la especie, de igual manera, el
bajo numero de indels bialelicos y multialelicos con un numero de 1520 y 605 respectivamente
representan una pérdida de informacion baja con respecto a las otras accesiones de solanum
tuberosum grupo phureja analizadas, lo que proporciona al genotipado una veracidad mas
fuerte al momento de identificar loci asociados a zonas de interés. Por otro lado el nimero de
esta accesion también presenta niveles bajos de STR bialelicas y multialeicas, con un valor
para cada una de 2035y de 2201 respectivamente, a pesar de presentar los valores méas bajos
en estas categorias con respecto a las demas accesiones, esto no representa un inconveniente al
presentar una simplicidad en anotacion e interpretacion de los datos, menos alelos en estas
regiones facilitan la identificacion y la asignacién de funciones bioldgicas y, a su vez, puede
facilitar la asociacion de variantes con caracteristicas fenotipicas en estudios de asociacion
genetica. La reduccion de la complejidad puede mejorar la precision en la identificacion de loci

asociados.



La accesion con los valores y el rendimiento mas bajo segun lo observado en la tabla 4. Los
presenta la SRX8683637 con un nimero muy elevado de indels bialelicos y multialelicos, es
la accesion que mayor cantidad de indels presenta entre las 6 analizadas, esto se traduce en una
pérdida de informacidn puede representar un sesgo muy grande al momento de realizar el
analisis de asociacion genomica, principalmente al momento de realizar la alineacién genémica
para el genotipado pues la falta de informacion puede generar una interrupcion en la
estructuracién gendmica que se esta realizando. A pesar de ser la segunda accesion con mayor
cantidad de SNV biaelilicos y multialelicos, el elevado nimero de indels presentado aumenta
la dificultad para el analisis y la precision al momento de identificar regiones si estas fueron
afectadas; de igual manera la veracidad se ve compromotida por la gran posibilidad de los
cambios que se pueden generar en el cambio de lectura. Las STR bialelicas y multialelicas si
bien presentan los valores méas elevados en esta accesion, para realizar le genotipado estas
variaciones presentan una dificultad grande por la cantidad de mutaciones que pueden
presentar, la identificacion y asignacion de funciones bioldgicas a multiples alelos en estas
regiones se vuelve desafiante, dificultando la comprension precisa de la variabilidad genéticas,
por lo que a pesar de ser importantes y suministrar informacién adicional no pueden tomarse

Unicamente en cuenta para el estudio de asociacion.

Dentro de las accesiones mejor calificadas con una distribucion mucho més pareja con relacion
todas las categorias son SRX8683641 y SRX8683640, presentando valores bajo de indels
bialelicos y multialelicos, a pesar de no tener valores tan elevados en las demas categorias, la
informacién se ha conservado y es lo que permite realizar el andlisis de una manera mas
eficiente. Para las accesiones SRX8683639 y SRX8683638 los valores también son bajos y el
numero elevado en las categorias de indels bialelicos y multialelicos representan un desafio

para el andlisis de asociacion.

ANOTACION DE VARIANTES, MATRIZ SNP Y ANALISIS ESTADISTICO

El software NGSEPcore no realizo de manera correcta la anotacién funcional de las variantes

y presentaba un mensaje de advertencia, es el que se muestra en la siguiente imagen:



WARNING: Parent Soltu.DM.07G015330 not found for feature id: Soltu.DM.07G@15330.
Jan 19, 2024 3:29:35 AM ngsep.transcriptome.io.GFF3TranscriptomeHandler loadMap
WARNING: Parent Soltu.DM.12G009390 not found for feature id: Soltu.DM.12GE09390.
Jan 19, 2024 3:29:35 AM ngsep.transcriptome.io.GFF3TranscriptomeHandler loadMap
WARNING: Parent Soltu.DM.01G039180 not found for feature id: Soltu.DM.01GB39180.
Jan 19, 2024 3:29:35 AM ngsep.transcriptome.io.GFF3TranscriptomeHandler loadMap
WARNING: Parent Soltu.DM.@u4GO36710 not found for feature id: Soltu.DM.04GE36710.
Jan 19, 2024 3:29:35 AM ngsep.transcriptome.io.GFF3TranscriptomeHandler loadMap
WARNING: Parent Soltu.DM.02G025070 not found for feature id: Soltu.DM.02Ge25070.
Jan 19, 2024 3:29:35 AM ngsep.transcriptome.io.GFF3TranscriptomeHandler loadMap
WARNING: Parent Soltu.DM.0UGO101060 not found for feature id: Soltu.DM.0UGE10160.
Jan 19, 2024 3:29:35 AM ngsep.transcriptome.io.GFF3TranscriptomeHandler loadMap
WARNING: Parent Soltu.DM.05G022600 not found for feature id: Soltu.DM.05G022600.
Jan 19, 2024 3:29:35 AM ngsep.transcriptome.io.GFF3TranscriptomeHandler loadMap
WARNING: Parent Soltu.DM.01G005010 not found for feature id: Soltu.DM.01GEE5010.
Jan 19, 2024 3:29:35 AM ngsep.transcriptome.io.GFF3TranscriptomeHandler loadMap
WARNING: Parent Soltu.DM.11G02550 not found for feature id: Soltu.DM.11GE02550.1
Jan 19, 2024 3:29:35 AM ngsep.transcriptome.io.GFF3TranscriptomeHandler loadMap
WARNING: Parent Soltu.DM.©3G037570 not found for feature id: Soltu.DM.03Ge37570.1
Jan 19, 2024 3:29:35 AM ngsep.transcriptome.io.GFF3TranscriptomeHandler loadMap
WARNING: No genes found in transcriptome file. Check that gene features have "gene" as the exact feature type
Jan 19, 2024 3:29:35 AM ngsep.transcriptome.io.GFF3TranscriptomeHandler loadMap
WARNING: No transcripts found in transcriptome file. Check that transcript features have "mRNA" as the exact feature typ

e
Jan 19, 2024 3:32:28 AM ngsep.vct.VCFFunctionalAnnotator run
INFO: Process finished

student in ~/Documents/WGSdata_directorio at took 5m 30.1s ..

lHustracion 7 Archivo.log con la informacion contenida durante el proceso de anotacién funcional de
variantes en archivos vcf fusionados

Como se observa en la imagenLa advertencia "WARNING: Parent Soltu.DM.05G014690 not
found for feature id: Soltu.DM.05G014690.1" que menciona sugiere que hay una discrepancia
o falta de informacion en la anotacion gendmica proporcionada a NGSEPcore. Esta advertencia
indica que NGSEPcore no puede encontrar la informacion del "padre" asociada a la
caracteristica gendmica con el identificador en el archivo GFF3. Unas posibles razones por las
que esto pudo haber ocurrido es la falta de anotacion del gen "Padre", es decir, la advertencia
puede deberse a que la anotacion gendmica proporcionada no incluye informacién sobre el gen

"padre™ de la caracteristica especifica para Solanum tuberosum DM.05G014690.1.

El hecho de que las accesiones analizadas para el Genotipado por secuencia (GBS) sean las
mismas con las que se ensambld el genoma de referencia no deberia, en principio, causar
problemas con respecto a la identificacion de los "padres" de las caracteristicas gendmicas
durante la anotacion con NGSEPcore. La anotacion funcional con NGSEPcore se basa en
archivos GFF3 que contienen informacion sobre las caracteristicas genomicas, como genes y
sus transcriptos asociados. Como se observo en la tabla 3, no se encontraron variantes
codificantes, es posible que la falta de variantes codificantes en el proceso de genotipado pueda
influir en la anotacion funcional, pero no deberia ser la Gnica razén para que NGSEPcore no
pueda realizar la anotacion de manera correcta. La anotacion funcional generalmente se realiza
sobre todas las variantes detectadas, ya sean codificantes o no codificantes, para proporcionar

informacidn detallada sobre su impacto bioldgico. (Diaz et al., 2021)



La razén principal puede deberse a errores de formato, sintaxis o informacion faltante en el
archivo GFF3; el mensaje de advertencia " No se encontraron transcripciones en el archivo
transcriptoma. Verifique que las caracteristicas de la transcripcion tengan 'mRNA' como el tipo
de caracteristica exacto" indica que el software NGSEPcore no ha encontrado transcritos en el
archivo de transcriptoma y sugiere que los transcritos deben tener el tipo de caracteristica
"MRNA" en el archivo GFF3, por lo que el error al momento de realizar las anotaciones puede
atribuirse a un error en lectura del contenido en el archivo de anotacion de modelos genéticos

de alta confianza en formato GFF3, tal como lo solicita la documentacion de NGSEPcore.

La informacion de anotacion funcional se utiliza para preparar la matriz de SNP. Se incluyen
caracteristicas adicionales, como la ubicacion de las variantes en relacion con los genes y las
regiones gendmicas importantes. Al comprender la funcion de las variantes, se reduce la
posibilidad de identificar falsos positivos o negativos en el andlisis de asociacion genémica y
puede mejorar la potencia estadistica del analisis de asociacién gendémica al considerar no solo
la presencia o ausencia de variantes, sino también su impacto bioldgico. De igual manera, para
realizar el analisis de asociacién genémica la anotacion funcional de variantes es crucial, ya
que permite la priorizacion de variantes para el GWAS. La anotacion funcional ayuda a
centrarse en variantes que podrian tener un impacto significativo en la funcién génica o en la
regulacion bioldgica, ayuda a comprender cémo las variantes podrian afectar a los genes,
permite eliminar variantes que no son relevantes para el estudio, facilita la inferencia de los
efectos genéticos de las variantes y permite la reproducibilidad de los resultados del GWAS al

proporcionar un contexto biolégico detallado de las variantes estudiadas. (Diaz et al., 2021)



CONCLUSIONES

El andlisis de genotipificacion por secuencia es un método bastante utilizado para una gran
cantidad de muestras de ADN de forma simultanea generando miles de marcadores SNP que
son posteriormente analizados mediante un estudio de asociacion genética en el se permita
explorar y descubrir nuevas regiones gendmicas de interés particular, resultando un método de
secuenciacion a gran escala y a bajo costo. El protocolo y flujo de trabajo descrito en la
metodologia permite observar que se abarco el proyecto desde la obtencidn de datos hasta el
analisis estadistico y el estudio de asociacion del genoma, el ultimo mencionado no se llevo a
cabo debido a las implicaciones que se tuvo durante el proceso de anotacion funcional de las
variantes, paso decisivo y crucial al momento de realizar el estudio de asociacion genémica
para garantizar el éxito y la interpretacion adecuada de un GWAS. Sin esta informacion, el
analisis de asociacién genomica podria pasar por altas variantes importantes o generar

asociaciones espurias.

El mapeo y estudios de asociacion genética presenta un panorama muy amplio del genoma
completo, es una técnica que puede ser aplicada a multiples especies, algunas limitaciones que
presenta la técnica es que debido a la cantidad de informacion que se procesa durante el estudio
dificulta que sea aplicable a especies con una ploidia muy elevada, principalmente se realiza
en especies diploides, tal como lo es Solanum tuberosum grupo phureja. Sin embargo, también
se puede realizar en especies poliploides resultado un poco mas complejo su analisis. Para el
andlisis bioinformatico el software NGSEPcore resulto ser un software dinamico y
relativamente sencillo al momento de ejecutarse, su instructivo es bastante claro permite
automatizar datos de manera rapida y eficiente generando archivos de salida en distintos
formatos para que sea compatible con otras plataformas; de igual manera Samtools y BWA
MEM resultaron ser herramientas importantes en el proceso de alineamiento, indexacion y
ordenamiento de la secuencias permitiendo ser herramientas versatiles y compatibles con el

uso de otros softwares.

El proceso de genotipado permitio identificar por categorias las variantes encontradas en cada
categoria, en la poblacion analizada no se encontraron variantes en regiones codificantes por
lo que se intuye de las variantes encontradas se localizan cerca de exones o en regiones no
codificantes, es importante considerar la naturaleza especifica de las variantes detectadas, como

la presencia de variantes multiples y alelos adicionales, al interpretar estos resultados. Ademas,



la calidad de los datos, los criterios de filtrado y la cobertura gendmica son aspectos claves que
pueden influir en estas discrepancias. Este andlisis detallado proporciona una vision completa
de la diversidad genética en cada categoria de variantes, destacando areas de complejidad que

pueden requerir atencion adicional en futuros analisis y estudios genéticos.



RECOMENDACIONES

Para proximos trabajos de investigacion:

Se recomienda trabajar con la poblacion mutante irradiada con Co-60 para identificar

posibles polimorfismos causados por la radiacion.

Buscar un software alternativo a NGSEPcore para realizar el proceso de genotipado y
anotacion de funcional de variantes para poder establecer una comparacion entre
varias herramientas de analisis que permitan el desarrollo de mejores compilaciones

de estas para disminuir errores de tipo metodologico.

Enforcarse en la creacion de un archivo con anotaciones funcionales y modelos
genéticos de interés encaminado en los genes analizados por el grupo de investigacion
Biomol, en genes que regulan la produccién de fitohormonas y genes candidatos

implicados en dormancia.
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ANEXOS:

BITACORA DE COMANDOS:

1) Pretratamiento de datos:

1.1) cutadapt

cutadapt -a AAAAAAAAAA -0 SRX8683637_clean.fastq SRX8683637.fastq
cutadapt -a AAAAAAAAAA -0 SRX8683638_clean.fastq SRX8683638.fastq
cutadapt -a AAAAAAAAAA -0 SRX8683639_clean.fastq SRX8683639.fastq
cutadapt -a AAAAAAAAAA -0 SRX8683640 clean.fastq SRX8683640.fastq
cutadapt -a AAAAAAAAAA -0 SRX8683641 clean.fastq SRX8683641.fastq
cutadapt -a AAAAAAAAAA -0 SRX8683642_clean.fastq SRX8683642.fastq

1.2)Porechop

~/Documents/Porechop/porechop-runner.py -i SRX8683637_clean.fastq -0
SRX8683637_cleanp.fastq --check_reads 10000
~/Documents/Porechop/porechop-runner.py -i SRX8683638_clean.fastq -0
SRX8683638_cleanp.fastq --check_reads 10000
~/Documents/Porechop/porechop-runner.py -i SRX8683639 clean.fastq -o
SRX8683639 _cleanp.fastq --check_reads 10000
~/Documents/Porechop/porechop-runner.py -i SRX8683640_clean.fastq -0
SRX8683640_cleanp.fastq --check_reads 10000
~/Documents/Porechop/porechop-runner.py -i SRX8683641 clean.fastq -0
SRX8683641 cleanp.fastq --check reads 10000
~/Documents/Porechop/porechop-runner.py -i SRX8683642_clean.fastq -0
SRX8683642_cleanp.fastq --check_reads 10000

1.3)Nanofilt

pipx run nanofilt --headcrop 50 --tailcrop 20 SRX8683637_cleanp.fastq >
SRX8683637_cleanpn.fastq

pipx run nanofilt --headcrop 50 --tailcrop 20 SRX8683638_cleanp.fastq >
SRX8683638_cleanpn.fastq



pipx run nanofilt --headcrop 50 --tailcrop 20 SRX8683639 cleanp.fastq >
SRX8683639_cleanpn.fastq
pipx run nanofilt --headcrop 50 --tailcrop 20 SRX8683640_cleanp.fastq >
SRX8683640_cleanpn.fastq
pipx run nanofilt --headcrop 50 --tailcrop 20 SRX8683641_cleanp.fastq >
SRX8683641 cleanpn.fastq
pipx run nanofilt --headcrop 50 --tailcrop 20 SRX8683642_cleanp.fastq >
SRX8683642_cleanpn.fastq

2)Alineacion de secuencias

bwa mem -t 4'DM_1-3 516_R44 potato_genome_assembly.v6.1 (1).fa’
SRX8683637_cleanpn.fastq > alineacion_37.sam

bwa mem -t 6 'DM_1-3 516 R44 potato_genome_assembly.v6.1 (1).fa’
SRX8683638_cleanpn.fastq > alineacion_38.sam

bwa mem -t 6 'DM_1-3 516_R44 potato_genome_assembly.v6.1 (1).fa’
SRX8683639 _cleanpn.fastg > alineacion_39.sam

bwa mem -t 6 'DM_1-3 516 _R44 potato_genome_assembly.v6.1 (1).fa’
SRX8683640 _cleanpn.fastq > alineacion_40.sam

bwa mem -t 6 'DM_1-3 516 R44 potato_genome_assembly.v6.1 (1).fa’
SRX8683641 cleanpn.fastq > alineacion_41.sam

bwa mem -t 6 'DM_1-3 516 R44 potato_genome_assembly.v6.1 (1).fa’
SRX8683642_cleanpn.fastq > alineacion_42.sam

3)Organizacion de los alineamientos:

samtools sort -o sorted_alineacion_37.sam alineacion_37.sam
samtools sort -0 sorted_alineacion_38.sam alineacion_38.sam
samtools sort -0 sorted_alineacion_39.sam alineacion_39.sam
samtools sort -o sorted_alineacion_40.sam alineacion_40.sam
samtools sort -0 sorted_alineacion_41.sam alineacion_41.sam

samtools sort -0 sorted_alineacion_42.sam alineacion_42.sam



4)Conversion de formato SAM a formato BAM:

samtools view -bS sorted_alineacion_37.sam > sorted_alineacion_37.bam
samtools view -bS sorted_alineacion_38.sam > sorted_alineacion_38.bam
samtools view -bS sorted_alineacion_39.sam > sorted_alineacion_39.bam
samtools view -bS sorted_alineacion_40.sam > sorted_alineacion_40.bam
samtools view -bS sorted_alineacion_41.sam > sorted_alineacion_41.bam

samtools view -bS sorted_alineacion_42.sam > sorted_alineacion_42.bam

5)Lamada de varientes individual:

NGSEPcore SingleSampleVariantsDetector -r 'DM_1-

3 516 _R44 potato_genome_assembly.v6.1 (1).fa" -i sorted_alineacion_37.bam -o
variantes_37

NGSEPcore SingleSampleVariantsDetector -r ' DM_1-

3 516 _R44 potato_genome_assembly.v6.1 (1).fa" -i sorted_alineacion_38.bam -0
variantes_38

NGSEPcore SingleSampleVariantsDetector -r ' DM_1-

3 516_R44 potato_genome_assembly.v6.1 (1).fa" -i sorted_alineacion_39.bam -0
variantes_39

NGSEPcore SingleSampleVariantsDetector -r 'DM_1-

3 516_R44 potato_genome_assembly.v6.1 (1).fa’ -i sorted_alineacion_40.bam -0
variantes_40

NGSEPcore SingleSampleVariantsDetector -r 'DM_1-

3 516 _R44 potato_genome_assembly.v6.1 (1).fa' -i sorted_alineacion_41.bam -0
variantes_41

NGSEPcore SingleSampleVariantsDetector -r ' DM_1-

3 516 _R44 potato_genome_assembly.v6.1 (1).fa" -i sorted_alineacion_42.bam -0

variantes_42

6) Indexacion con samtol de genoma de referencia:
samtools faidx 'DM_1-3 516 _R44 potato_genome_assembly.v6.1 (1).fa

7)Variantes fusionadas:



NGSEPcore MergeVariants -s 'DM_1-3 516 R44 potato_genome_assembly.v6.1 (1).fa.fai' -
o variantes_merged.vcf variantes_37.vcf variantes_38.vcf variantes_39.vcf variantes_40.vcf

variantes_41.vcf variantes_42.vcf

8)Genotipado de variantes para cada una de las muestras:

nohup java -jar /apps/NGSEPcore/NGSEPcore.jar SingleSampleVariantsDetector -
maxAlnsPerStartPos 2 -minQuality 40 -knownVariants variantes_merged.vcf -r 'DM_1-
3 516 _R44 potato_genome_assembly.v6.1 (1).fa" -i sorted_alineacion_37.bam -o

genotipos_37.vcf > genotipo_37.log 2>&1 &

nohup java -jar /apps/NGSEPcore/NGSEPcore.jar SingleSampleVariantsDetector -
maxAlnsPerStartPos 2 -minQuality 40 -knownVariants variantes_merged.vcf -r 'DM_1-
3 516_R44 potato_genome_assembly.v6.1 (1).fa’ -i sorted_alineacion_38.bam -0
genotipos_38.vcf > genotipo_38.log 2>&1 &

nohup java -jar /apps/NGSEPcore/NGSEPcore.jar SingleSampleVariantsDetector -
maxAlnsPerStartPos 2 -minQuality 40 -knownVariants variantes_merged.vcf -r 'DM_1-
3 516_R44 potato_genome_assembly.v6.1 (1).fa’ -i sorted_alineacion_39.bam -0

genotipos_39.vcf > genotipo_39.log 2>&1 &

nohup java -jar /apps/NGSEPcore/NGSEPcore.jar SingleSampleVariantsDetector -
maxAlnsPerStartPos 2 -minQuality 40 -knownVariants variantes_merged.vcf -r 'DM_1-
3 516 _R44 potato_genome_assembly.v6.1 (1).fa' -i sorted_alineacion_40.bam -0

genotipos_40.vcf > genotipo_40.log 2>&1 &

nohup java -jar /apps/NGSEPcore/NGSEPcore.jar SingleSampleVariantsDetector -
maxAlnsPerStartPos 2 -minQuality 40 -knownVariants variantes_merged.vcf -r 'DM_1-
3 516 _R44 potato_genome_assembly.v6.1 (1).fa' -i sorted_alineacion_41.bam -0

genotipos_41.vcf > genotipo_41.log 2>&1 &

nohup java -jar /apps/NGSEPcore/NGSEPcore.jar SingleSampleVariantsDetector -
maxAlnsPerStartPos 2 -minQuality 40 -knownVariants variantes_merged.vcf -r 'DM_1-



3 516 _R44 potato_genome_assembly.v6.1 (1).fa' -i sorted_alineacion_42.bam -o

genotipos_42.vcf > genotipo_42.log 2>&1 &

9)Variantes fusionadas con informacion de genotipo:

NGSEPcore VCFMerge -s 'DM_1-3 516 _R44 potato_genome_assembly.v6.1 (1).fa.fai' -o
variantes_genotipadas genotipos_37.vcf.vcf genotipos_38.vcf.vcf genotipos_39.vcf.vcf
genotipos_40.vcf.vcf genotipos_41.vcf.vcf genotipos_42.vcf.vcf

10) Matriz con vcftools y plink
comando para el filtrado de variantes, elimina variantes que no son SNP y crea un nuevo

archivo VCF recorde.vcf:

vcftools --vcf variantes_genotipadas.vcf --remove-indels --min-alleles 2 --max-alleles 2 --

recode --out variantes_genotipadas_R

comando para crear archivos de formato VCF a formato PLINK (un formato comun para

datos genéticos) y crea dos archivos: salida.map y salida.ped:

vcftools --vcf variantes_genotipadas_R.recode.vcf --plink --out variantes_genotipadas RMX

comando para crear la matriz:

plink --file variantes_genotipadas_ RMX --make-bed --out matriz_de_genotipos

11)Analisis estadistico:
myGD-=read.table("matriz_de_genotipos",head=T)

myGM-=read.table("anotacion_variantes_genotipadas",head=T)

myGAPIT_MLM <- GAPIT(
GD=myGD,
GM=myGM,



model="MLM",
PCA .total=5,
file.output=T)



INFORMES DE CALIDAD:

2.1) INFORMES DE CALIDAD EN BRUTO

SRX8683637

@Estadisticas Basicas

Wombre del archive SRXBES3IE3T. fasty

Tipa de archiva Llamadas de basc conwencionales
Codi Sanger/11lunina 1.9
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SRX8683638

@Estadisticas Basicas

Korbre del archive SRMEES3EIE_fasty

Tipo de archdwa Llamadas de basc conwenciarales
Codificacidn Sanger/I1llumina 1.9
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SRX8683639

@Estadisticas Basicas

Kombre del archive SRNEEE3E35. fastq

Tipo de archdwa Llamadas de basc convencionales

Sanger/I1lunina 1.9
Secuencias totales 23la14

Bases Totales 5,4 EBP
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SRX8683640

@Estadisticas Basicas
Medida
sorbre del archive
Tipo de archivo
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SRX8683641

@Estadisticas Basicas

Kombre del archive

Tipa de archiva

Codifi
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SRX8683642.

@Estadisticas Basicas
Medida
warbre del archive
Tipa de archivo
Codificacidn
Secusncias tatales
Bases Totales
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2.2) INFORMES DE CALIDAD DESPUES DEL PROCESO DE TRIMMING

SRX8683637

@Estadisticas Basicas

Korbre del archive SEABEZ3637_cleanpn.fastyg

Tipa de archiva Llamadas de basc convencionales
Codificacidn Sanger/Illunina 1.9

Secuencias totales 212E454
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SRX8683638

@Estadisticas Basicas

Korbre del archive SEABEZ3638_cleanpn.fastqg

Tipa de archiva Llamadas de basc convencionales
Codificacidn Sanger/Illunina 1.9

Secuencias totales 4255548

Bases Totales 1,1 BBP
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SRX8683639

@Estadisticas Basicas

Wombre del archive SRXSE8363%_cleanpn. fastqg

Tipa de archivo Llamadas deo base conwencianales
Codificacidn Sanger/Illunina 1.9
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SRX8683640

@Estadisticas Basicas
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SRX8683641

@Estadisticas Basicas

Medida
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SRX8683642

@Estadisticas Basicas

Worbre del archive

Tipa de archiva
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