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Abstract

A genetic map is compounded by molecular markers that are separated by relative genetic
distances due to crosses between individuals. Genetic maps are used in the assembly of complex
genomes such as sugarcane hybrids (Saccharum spp.) because they have highly heterozygous, au-
topolyploid and aneuploid genomes. The sugarcane cultivar CC 01-1940 has been used to generate
long sequences called scaffolds and a potential genetic map will serve as a guide of the scaffolds in
order to depict the linkage groups or chromosomes. This research shows the construction of three
genetic maps using different strategies whose data comes from high-throughput next-generation se-
quencing (NGS) technologies of a biparental F1 population. The progeny is a result of the crossing
between sugarcane cultivars CC 01-746 and CC 01-1940. The 93 individuals plus both parents were
sequenced using Whole Genome Sequencing (WGS). This set of reads per individual were aligned to
the scaffolds with outcomes higher than 85%. The alignments were used for variants detection and
selection of high quality SNPs that enable linkage map construction. A total of 3,739 loci, 4,096
loci and 7,816 loci were obtained respectively for each SNP calling strategy. Strategy A yielded
a map size of 9,679.50 cM with an average density of 6.05 cM/loci. Strategy B yielded a map of
1,191.30 cM with an average density of 1.96 cM/loci and strategy C yielded a map of 1,198.74 cM
with an average density of 2.19 cM/loci. This is the first time that CENICAÑA builds genetic
maps from NGS data, which releases an important pipeline to advance in the genome assembly
and unveils a tool for future work on genotype-phenotype association. The three genetic maps
presented here are able to assemble linkage groups from the cultivar scaffolds. This methodology
contributes significantly to CENICAÑA’s platform of molecular marker assisted breeding.



Resumen

Un mapa genético está compuesto por marcadores moleculares que están separados por distan-
cias genéticas relativas debido a los cruces entre individuos. Los mapas genéticos son usados en el
ensamblaje de genomas complejos como los h́ıbridos de la caña de azúcar (Saccharum spp.) porque
son genomas altamente heterocigotos, autopoliploides y aneuploides. Para la variedad de caña CC
01-1940 se han generado unas secuencias largas llamadas scaffolds y el mapa genético servirá como
anclaje de los scaffolds para llegar al nivel de grupos de ligamiento o cromosomas. En este trabajo
se muestra la construcción de tres mapas genéticos usando diferentes estrategias a partir de secuen-
ciación de alto rendimiento de una población F1 biparental, resultado del cruce entre las variedades
de caña de azúcar CC 01-746 y CC 01-1940. De la progenie fueron secuenciados el genoma com-
pleto (WGS) de 93 individuos más ambos padres. Este conjunto de lecturas por individuo fueron
alineadas a los scaffolds con resultados superiores al 85%. Los alineamientos fueron usados para
la detección de variantes y selección de marcadores moleculares SNPs de calidad suficiente para
construir los mapas. Un total de 3,739 loci, 4,096 loci y 7,816 loci fueron obtenidos respectivamente
para cada estrategia de llamado de SNPs. La estrategia A arrojó un tamaño del mapa de 9,679.50
cM con una densidad promedio de 6.05 cM/loci; la estrategia B resultó en un mapa de 1,191.30 cM
con una densidad promedio de 1.96 cM/loci; y la estrategia C generó un mapa de 1,198.74 cM con
una densidad promedio de 2.19 cM/loci. Esta es la primera vez que CENICAÑA construye mapas
genéticos a partir de datos de secuenciación masiva, lo que significa un pipeline importante para
avanzar en el ensamblaje del genoma que esta en construcción y para trabajos futuros de asociación
genotipo-fenotipo. Los tres mapas genéticos construidos tienen el potencial de ensamblar grupos de
ligamiento a partir de los scaffolds de la variedad. Esta metodoloǵıa contribuye significativamente
a la plataforma de mejoramiento asistida por marcadores moleculares de CENICAÑA.
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Introducción

La caña de azúcar (Saccharum spp.) es una planta de interés comercial y es un cultivo energético
de alta biomasa cuyo residuo lignocelulósico, después de la extracción del azúcar, es usado para la
producción de biocombustible u otros bioproductos (Awe et al., 2020). Este cultivo es responsable
del 85%-87% de la producción mundial de azúcar mientras la restante es producida a partir de
remolacha (Beta spp.) (OECD y FAO, 2018). La mayoŕıa de cultivos de caña de azúcar están en
páıses tropicales y subtropicales (Kapoor et al., 2016).

Los grandes consumidores de azúcar en el mundo son también los más grandes productores:
Brasil, India, China, Tailandia, Pakistán, México y Colombia (Miranda y Fonseca, 2020). En Co-
lombia, el cultivo se encuentra ubicado en el valle geográfico del ŕıo Cauca que abarca desde el
norte del departamento del Cauca hasta el sur del departamento de Risaralda. En esta región hay
238,134 hectáreas sembradas de variedades de caña (Asocaña, 2019) en tres tipos de ambientes:
semi seco, húmedo y piedemonte. El 90% de las variedades sembradas en estos ambientes provie-
nen del programa de mejoramiento genético del Centro de Investigación de la Caña de Azúcar de
Colombia, CENICAÑA (Asocaña, 2019).

Desde el año 2000, CENICAÑA y su programa de mejoramiento realizan el desarrollo de varie-
dades para la agroindustria de la caña de Colombia. A partir de la caracterización y evaluación del
Banco de germoplasma, en cada uno de los tres ambientes se selecciona un grupo élite de variedades
que sirve de base para la programación y realización de los cruzamientos. Este proceso busca el
complemento genético de caracteŕısticas fenot́ıpicas de interés, entre las variedades que intervienen
en un cruzamiento dado (Viveros, 2018). La metodoloǵıa del programa ha producido resultados
significativos para mejorar la productividad y el rendimiento de la agroindustria azucarera de Co-
lombia, a pesar de que los tiempos de cosecha (10-12 meses) y de generación de una nueva variedad
(10-15 años) sean extensos (Donzelli et al., 2018).

Desde 1980 a la actualidad, el Centro ha generado 65 variedades (ver listado en la tabla A.1) de
caña comercial para satisfacer las necesidades de siembra en los diferentes ambientes (Arango et al.,
2018; Borrero et al., 2019; Victoria et al., 2013). Recientemente, el Centro ha venido trabajando
en una plataforma de mejoramiento asistida por marcadores moleculares, conocida como proyecto
SAM (Selección Asistida por Marcadores Moleculares). Esta plataforma es útil para acelerar los
tiempos que se toma la acumulación de ganancias genéticas en las variedades, las cuales quedan
representadas en progenies sobresalientes. Una parte del proyecto SAM incluye el ensamblaje del
genoma de un h́ıbrido comercial de CENICAÑA, el cual seŕıa una pieza fundamental para poder
explotar la diversidad genética de la especie mediante la identificación de marcadores moleculares
de alta calidad. Además, los marcadores moleculares le serviŕıan al Centro para diferentes estudios
incluidos el análisis de asociación fenotipo-genotipo (Genome Wide Association Studies, GWAS).
Sin embargo, a falta de un genoma de caña, el hallazgo de marcadores moleculares se ha hecho
antes con el genoma de sorgo (Sorghum bicolor).

La caña de azúcar es un autopoliploide que ha tenido dos eventos de duplicaciones en todo
el genoma que se produjeron hace 1-2 millones de años (Jannoo et al., 2007). No obstante, los

1
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h́ıbridos comerciales de caña de azúcar (Saccharum spp.) están compuestos por dos sub-genomas
provenientes de dos especies, la hembra, con alto contenido de azúcar de tallo ancho, Saccharum
officinarum (2n= 8× = 80, x = 10) y el macho, de tallo delgado con poco azúcar, S. spontaneum
(2n= 5× = 40 a 16× = 128, x = 8) (D’Hont, Grivet et al., 1996; D’Hont, Ison et al., 1998; D’Hont y
Glazsmann, 2001; J. Zhang, Nagai et al., 2012). El genoma de los h́ıbridos comerciales es complejo
por tener una recombinación desigual de caracteŕısticas genéticas heredadas de ambos parentales,
es decir, 80% de los cromosomas vienen de S. officinarum, 10-15% de los cromosomas vienen de
S. spontaneum y 5-10% es material recombinante de ambos (Cuadrado et al., 2004; D’Hont, 2005;
D’Hont, Grivet et al., 1996; G. Piperidis et al., 2010). Por lo tanto, los h́ıbridos de caña de azúcar
son altamente heterocigotos, tienen un alto nivel de ploid́ıa, alto contenido de ADN repetitivo y
presentan aneuploid́ıa en sus grupos homoeólogos de cromosomas (Ming et al., 1998; Mohan, 2016).

Esta complejidad en el genoma de los h́ıbridos hace que este cultivo, a pesar de ser económi-
camente importante, haya quedado atrás en estudios de genómica con respecto a otros tipos de
cultivos como el arroz, la cebada, el trigo, el máız, entre otros (Grivet y Arruda, 2002; Thirug-
nanasambandam et al., 2018). El ensamblaje del genoma de un h́ıbrido comercial seŕıa un avance
significativo para proyectos como SAM en CENICAÑA, aún aśı cuando el genoma de S. sponta-
neum ya fue ensamblado (J. Zhang, X. Zhang et al., 2018). El tamaño total del genoma nuclear de
la caña de azúcar moderna es alrededor de 10.0 Gb, pero su genoma monoploide tiene un tamaño
ca. 1.0 Gb (D’Hont y Glazsmann, 2001; Le Cunff et al., 2008). El objetivo inicial de CENICAÑA
es ensamblar el genoma monoploide para la variedad CC 01-1940.

En 1999, CENICAÑA efectuó el cruzamiento entre las variedades CCSP 89-1997 y CC 91-1583 y
como resultado de la progenie de este cruce, uno de los individuos fue nombrado como CENICAÑA
Colombia (CC) 01-1940. A través de los estados de selección en ambiente húmedo, esta variedad
superó en producción de toneladas de sacarosa por hectárea (TSH), entre 1.8% a 31.0%, a la CC
85-92, la que en su momento teńıa una alta productividad y estaba sembrada en más del 60% de
la región (Viveros, 2018). A partir de 2010, la variedad CC 01-1940 empezó su comercialización y
siembra en ambiente húmedo en los ingenios de la región, los resultados mostraron que esta variedad
teńıa mejores indicadores de toneladas de caña por hectárea (TCH), sacarosa (TSH) y porcentaje
de rendimiento en azúcar que la CC 85-92. Hoy en d́ıa la CC 01-1940 se encuentra sembrada en
aproximadamente 80.000 hectáreas y, en los últimos cinco años, sobrepasa en 2 toneladas de azúcar
por hectárea los resultados de la variedad CC 85-92 (Viveros, 2018), lo que hace a CC 01-1940
candidata para estudiar y armar su genoma.

El ensamblaje de un genoma empieza con la secuenciación del ADN de una especie o variedad de
interés, en este caso, CC 01-1940. Dada la complejidad de este h́ıbrido de caña, fue necesario hacer
uso de tres tipos de tecnoloǵıas de secuenciación: (1) lecturas largas de PacBio, poca fragmentación
pero baja calidad (5-15% de error) (Rhoads y Au, 2015), (2) lecturas cortas pareadas de Illumina,
alta calidad (0.1% de error) pero alta fragmentación por regiones repetitivas (Bansal y Boucher,
2019; Meyer y Kircher, 2010) y (3) lecturas cortas de Illumina usando la metodoloǵıa Hi-C, que per-
mite la identificación y purificación de interacciones de cromatina en un genoma completo seguido
de una secuenciación masiva en paralelo (Lieberman-Aiden et al., 2009). Esta última metodoloǵıa
Hi-C permitió llevar la continuidad del ensamblaje de contigs (secuencias cortas ensambladas) a
scaffolds (secuencias largas ensambladas), sin embargo, las tecnoloǵıas de secuenciación para un
genoma complejo no alcanzan a construir cromosomas y a menudo se requiere de estrategias adi-
cionales para lograrlo, por ejemplo, los mapas genéticos.

El mapeo génico es la asignación secuencial de loci a una posición relativa en un cromosoma.
Los mapas genéticos son espećıficos de cada especie, y están compuestos de marcadores genómicos
o genes y la distancia genética entre cada marcador. Estas distancias se calculan en función de la
frecuencia de los cruces cromosómicos que se producen durante la primera división de la meiosis,
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profase I, y no de su ubicación f́ısica en el cromosoma (Saraswathy y Ramalingam, 2011). Para
la construcción de un mapa genético es necesaria la variabilidad genética entre individuos de un
grupo o una población para poder establecer los marcadores moleculares, dado que estos se vuelven
estimadores de la presencia o ausencia de una caracteŕıstica de interés (Little, 2005).

En CENICAÑA se cruzaron las variedades CC 01-746 (la madre) y CC 01-1940 (el padre) las
cuales tienen caracteŕısticas contrastantes: la primera tiene menos TCH pero más producción de
sacarosa, floración y resistencia a roya naranja (causada por el hongo Puccinia kuehnii), mientras
que la segunda presenta indicadores opuestos en estas variables. De la progenie de este cruzamiento
fueron seleccionados al azar 93 individuos y ambos padres, con el propósito de extraer el ADN y
someterlos a un proceso de secuenciación masiva del genoma completo de cada uno. El resultado de
las secuencias son el insumo para la detección de marcadores moleculares SNPs (Single Nucleotide
Polymorphisms) y estos últimos son los componentes principales con los que se construye el mapa
genético.

Los mapas genéticos ofrecen unidades de distancia basadas en la frecuencia de recombinación,
centiMorgan (cM) o unidad de mapa (mu). Estas están definidas como la distancia entre dos
marcadores moleculares para los que la recombinación ocurre con una frecuencia de 1% (Cuschieri,
2018). Por tanto, 10 mu entre dos marcadores indican 10% de frecuencia de recombinación entre
ellos (10% del tiempo, no serán heredados juntos, mientras que un 90% lo harán) (Paz y Shoemaker,
2005). Al usar la tasa de recombinación se podŕıa obtener una estimación de la separación f́ısica en
pares de bases (Hultén y Tease, 2006).

Actualmente, existen diferentes herramientas bioinformáticas para construir un mapa genético
entre ellas están polymapR (Bourke, van-Guesst et al., 2018), PERGOLA (Grandke et al., 2017),
OneMap (Margarido et al., 2007), netgwas (Behrouzi et al., 2017) y JoinMap (Stam, 1993). Estas
herramientas se basan en la segregación de los marcadores moleculares en la población para hacer
un ordenamiento y establecer los grupos de ligamiento dentro del mapa. Un ordenamiento correcto
en el mapa genético ayudará a hacer genética comparativa con el genoma de S. spontaneum (J.
Zhang, X. Zhang et al., 2018), ensamblar los scaffolds de CC 01-1940 y permitiŕıa hacer estudios
clásicos de QTLs (Quantitative Trait Loci), considerados como regiones genómicas que albergan
los genes que rigen la expresión de un rasgo cuantitativo (Boopathi, 2020). Los QTLs son de
interés porque se podŕıan identificar caracteŕısticas favorables del cruzamiento como TCH, TSH o
resistencia a enfermedades, por ejemplo, la roya naranja. En este trabajo se presenta la construcción
de tres mapas genéticos para la variedad CC 01-1940 de CENICAÑA usando tres aproximaciones
diferentes.

1.1. Objetivos

1.1.1. General

Construir un mapa genético para caña de azúcar (Saccharum spp.) que apoye el proceso de
ensamblaje del genoma de la variedad comercial CC 01-1940.

1.1.2. Espećıficos

1. Caracterizar variantes genómicas entre los parentales CC 01-746 y CC 01-1940 a partir de
datos de secuenciación del genoma completo (WGS) de una población F1 de caña de azúcar.

2. Desarrollar un pipeline para crear un mapa genético de la variedad comercial de caña de
azúcar (Saccharum spp.) CC 01-1940.
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2.1. Material vegetal

Se usaron 95 genotipos de caña de azúcar para este estudio, 93 son hermanos completos prove-
nientes de una población bi-parental cuyos parentales son los 2 genotipos restantes. La variedad CC
01-746 representó la madre al presentar menor polen viable y este h́ıbrido, además, se caracteriza
por tener menor TCH, mayor producción de sacarosa, mayor floración y mayor resistencia a roya
naranja. La variedad CC 01-1940 fue el padre del cruzamiento con caracteŕısticas contrastantes, es
decir, mayor polen, mayor TCH, menor producción de sacarosa, menor floración y menor resistencia
a roya naranja. El cruzamiento entre estas variedades generó 315 individuos, de los cuales fueron
escogidas al azar 93 muestras. Este paso fue ejecutado previo al inicio de este trabajo.

2.2. Extracción de ADN

Se colectaron en nitrógeno ĺıquido 100 mg de tejido foliar proveniente de las hojas jóvenes de
cada genotipo. Cada una de estas muestras fue pulverizada y el ADN se extrajo siguiendo las
indicaciones en Dellaporta et al. (1983), las cuales se adaptaron para facilitar la extracción en
platos de 95 pozos. Cada muestra de ADN fue tratada con RNasa libre de DNasa (ThermoFischer
Scientific, Waltham, MA, USA) y diluida en ddH2O. La calidad del ADN se comprobó en un gel
de agarosa al 0,8% y se cuantificó con un espectrofotómetro NanoDrop (Thermofisher, EE.UU.).
Aproximadamente 5 µg de cada muestra de ADN fueron enviados a la compañ́ıa NOVOGENE
(Beijing, China) para la construcción de bibliotecas y la secuenciación de genoma completo (whole
genome sequencing, WGS). La extracción se realizó previamente al inicio de este trabajo.

2.3. Secuenciación de las muestras

La empresa NOVOGENE (Beijing, China) realizó la secuenciación de segunda generación WGS,
al inicio de este estudio, de los genotipos y fueron secuenciadas sus regiones codificantes y no
codificantes. Las libreŕıas de secuenciación se construyeron utilizando el equipo Illumina TruSeq
DNA PCR-Free Kit para fragmentos de 500 pares de bases (bp), y se visualizaron en los chips de
ADN de alta sensibilidad Agilent. Los sistemas HiSeq 2000 o HiSeq 2500 de Illumina fueron usados
para secuenciar los clusters de los fragmentos (500 bp) para generar lecturas pareadas (paired-end)
de 150 bp. Múltiples muestras fueron puestas en cada banda con el fin de alcanzar profundidades de
secuenciación de al menos 50x por individuo del genoma completo y generar datos de secuenciación
de alta calidad que aumenten la probabilidad de alineamiento.

4
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2.4. Genoma de referencia

Se usó el ensamblaje de un h́ıbrido colombiano CC 01-1940, variedad generada dentro del
programa de mejoramiento genético de CENICAÑA. En la construcción de este genoma se usaron
tres tipos de secuenciación: lecturas largas de PacBio, lecturas cortas pareadas de Illumina y lecturas
cortas de Illumina usando la metodoloǵıa de secuenciación Hi-C (Trujillo, 2020). A partir del
conjunto de estas lecturas se generó el ensamblaje en términos de scaffolds, que representa el
genoma monoploide de la variedad CC 01-1940. El genoma monoploide de esta variedad tiene un
tamaño aproximado de 1,019 Mbp (2n = 1× = 10, x = 10). Este ensamblaje se caracteriza por
tener: un total de 17,098 scaffolds, la secuencia más larga ensamblada tiene un tamaño de 29.81
Mbp y la más pequeña es de 1 kbp, su N50 es de 1.23 Mbp y 186 secuencias tienen al menos este
tamaño de N50 (Trujillo, 2020) (tabla 2.1).

Tabla 2.1: Medidas descriptivas del genoma de referencia, ensamblaje de CC 01-1940 a nivel de
scaffolds.

Métrica Versión 3 (PacBio + Hi-C)

# Scaffolds 17,098

Tamaño 1,253 Mbp

N50 1.23 Mbp

n:N50 186

Min 1,000 bp

Max 29.81 Mbp

2.5. Evaluación y alineación de las muestras

Los datos de secuenciación fueron evaluados con el software FastQC v11.8 (Andrews et al., 2018).
Por cada individuo se analizaron dos conjuntos con un gran número de secuencias, el primero con
orientación forward y el otro con orientación reverse. Esta evaluación determina cuán confiable son
los asignamientos para cada llamado en la detección de una base dentro del proceso de secuenciación
(ver algoritmo A.1).

Posterior a la evaluación de calidad se calculó el tamaño del inserto que incluye la longitud
de ambas lecturas (forward -reverse) más la distancia que hay entre estas (inner distance) (ver
algoritmo A.2). El rango del tamaño del inserto se calculó de 0 a 600 bp para realizar el proceso de
alineamiento al genoma de referencia. Varios softwares fueron usados para cumplir esta actividad:
(1) Bowtie2 v2.3.5 (Langmead y Salzberg, 2012), usado como una herramienta para el alineamiento
de las lecturas secuenciadas a una referencia de secuencias largas (scaffolds), (2) Picard v2.20 (Picard
Toolkit 2019), usado como una herramienta para ordenar los alineamientos por coordenadas y (3)
Samtools v1.9 (Li et al., 2009), instrucción usada para guardar el archivo con el formato y datos
necesarios (.bam) (ver algoritmo A.3).

2.6. Llamado de variantes y filtros

Con los archivos alineados y ordenados se ejecutó el descubrimiento o llamado de variantes.
El software usado fue Next Generation Sequencing Experience Platform (NGSEP) v3.3.3 (Duitama
et al., 2014; Tello et al., 2019). El gran conjunto de datos generados (>2.5 TeraBytes) se procesó con
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la rutina tradicional (FindVariants→MergeVariants→FindVariants→MergeVCF) y parámetros
para procesar datos WGS propuesta en la documentación de NGSEP v3.3.3 (Perea et al., 2016):

1. FindVariants: esta instrucción hace un descubrimiento de variantes para crear un catálogo de
las mismas. Se estableció una ploid́ıa promedio de 10 para la población dada la descripción de
poliploid́ıa y aneuploid́ıa para caña de azúcar. Se estableció una calidad mı́nima de genotipado
(minQuality) para aceptar un llamado de Single Nucleotide Variant (SNV), este parámetro
está definido como 1 menos la probabilidad posterior del genotipo (valor Phred) y fue de 40.
Se estableció un valor máximo permitido para el parámetro de calidad (maxBaseQS) en una
base de 30, lo cual busca reducir el efecto de los errores de secuenciación con valores altos por
puntaje de calidad. Este paso se ejecuta por cada archivo .sorted.bam de cada individuo. A
partir de este paso se trabaja con archivos Variant Call Format (.vcf) (ver algoritmo A.4).

2. MergeVariants: esta función hace una unión de variantes que se descubre en cada individuo
del paso anterior y se ejecuta una conciliación de alelos para las variantes intersectadas.
Este paso genera un archivo en el que están todas las posiciones en una lista para poder
genotipar cada muestra en las mismas posiciones y compararlas entre ellas. Los archivos
que recibe de entrada son: el listado de nombres de las secuencias tal como aparecen en
la referencia (seq names.txt), para este caso, la identificación única de los scaffolds, por
ejemplo, scaffold 12997, y archivos .vcf resultado del paso anterior (ver algoritmo A.5).

3. FilterVCF: esta orden hace un filtro al archivo del MergeVariants dado el gran conjunto de
datos para hacer una reducción de variantes y acelerar el proceso. Estos filtros se ejecutaron
para seleccionar marcadores moleculares SNPs bialélicos que (1) estén a 20 pares de bases de
distancia, (2) en scaffolds de más de 100 kbp que no estuvieran en regiones de sintenia con
el genoma de sorgo (análisis de sitenia previo a este trabajo), o (3) en regiones no repetitivas
(ver algoritmo A.7).

4. FindVariants: este comando hace una genotipificación de los SNPs enlistados y descubiertos
en los pasos anteriores con el fin de saber si cada individuo es heterocigoto, homocigoto al alelo
de referencia u homocigoto al alelo alternativo para un loci. Se usaron los mismos parámetros
para la calidad mı́nima de genotipado, el valor máximo de calidad en una base y el nivel de
ploid́ıa del FindVariants en el paso 1 (ver algoritmo A.8).

5. MergeVCF: la genotipificación anterior entrega un archivo .vcf por cada individuo y con esta
instrucción se busca mezclar y consolidar todos los datos genotipados de la población en un
único archivo. Para este paso se requiere también el archivo seq names.txt (ver algoritmo
A.9).

6. A partir de este paso, las estrategias, A, B y C se dividieron para poner a prueba sus ha-
llazgos con diferentes filtros, una de ellas lo que se indicaba en Garsmeur et al. (2018). Estas
estrategias son excluyentes entre śı para filtrar los marcadores y fueron ejecutadas aśı:

A. FilterVCF: con esta instrucción se aplican filtros para buscar calidad de los marcadores
y que sirvan para la construcción del mapa genético. Se seleccionaron los SNPs que
estuvieran genotipados en al menos 60 individuos (minI = 60), es decir, que pod́ıan
haber datos perdidos en 35 individuos. El Minor Allele Frequency (MAF) se fijó en al
menos 0.10 (minMAF=0.10) para diferenciar que una variante se mantenga en al menos
10% de la población. Se estableció un rango para la heterocigosidad observada (OH) de
mayor o igual 0.10 (minOH=0.10) y menor o igual a 0.90 (maxOH=0.90) que garantiza
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omitir las heterocigosidades extremas en un sistema diploide (ver algoritmo A.10, A.11
A.12).

I. Algoritmo: esta implementación se usó para filtrar los SNPs que no tienen geno-
tipificación en al menos uno de los padres o que son SNPs homocigotos en ambos
padres (ver algoritmo A.13).

i. Algoritmo: esta ejecución buscó seleccionar los SNPs, de un análisis de diver-
sidad de la población, que no tienen una desviación significativa del equilibrio
Hardy-Weinberg (HWE). Es decir, el marcador es seleccionado cuando tiene un
valor P mayor de 0.1 (ver algoritmo A.15). El producto de este archivo se usa
en el paso II.

ii. FilterVCF: se aplicaron filtros más exigentes en el MAF cuyo rango se estableció
de 0.1 a 0.4 y el OH se asignó entre 0.2 y 0.8 (ver algoritmo A.14).

II. FilterVCF: a aquellos SNPs sin desviación significativa del HWE, aquellos genera-
dos del paso A.I.i., se les hizo la intersección con los SNPs que resultaron después del
paso A.I.ii. Es decir, solo los SNPs que cumplieran ambas condiciones fueron selec-
cionados para generar el .vcf final que seŕıa la entrada al software de construcción
del mapa genético (ver algoritmo A.16).

B. Aśı como en la estrategia A, la instrucción FilterVCF también se ejecutó usando los
mismos parámetros con los mismos valores. Es decir, se usaron minI = 60, minMAF=0.10,
minOH=0.10 y maxOH=0.90 (ver algoritmo A.12). Algunos filtros posteriores śı fueron
diferentes en sus valores pero reusando los algoritmos ya implementados en la Estrategia
A:

I. Un algoritmo para filtrar los SNPs sin genotipificación en al menos uno de los padres
u homocigotos en ambos padres (ver algoritmo A.13).

i. Un algoritmo que selecciona aquellos SNPs que no tienen una desviación signifi-
cativa del HWE. Esta vez es cuando el valor P es mayor de 0.01 (ver algoritmo
A.15).

ii. FilterVCF: a diferencia de la estrategia A, se aplicaron filtros más exigentes en
el MAF cuyo rango se estableció de 0.2 a 0.4 y el OH se asignó entre 0.35 y 0.65
(ver algoritmo A.14).

II. FilterVCF: igual a la estrategia A, a aquellos SNPs sin desviación significativa
del HWE, generados del paso B.I.i., se les hizo la intersección con los SNPs que
resultaron después del paso B.I.ii. Es decir, solo los SNPs que cumplieran ambas
condiciones fueron seleccionados para generar el .vcf final que seŕıa la entrada al
software de construcción del mapa genético (ver algoritmo A.16).

C. Esta estrategia es implementada y seguida por Garsmeur et al. (2018). La cual fue
reproducida por un algoritmo que buscó filtrar todos aquellos SNPs en el padre 1 (CC
01-1940) que fueran heterocigotos (0/1) y todos los SNPs que en el padre 2 (CC 01-746)
fueran homocigotos al alelo de referencia (0/0) o al alelo alternativo (1/1) (ver algoritmo
A.17). Aquellos SNPs que no cumpĺıan ambas condiciones, fueron descartados. Después
se siguieron estos pasos:

I. Algoritmo: esta implementación buscó contar el número de individuos que, por
marcador, eran heterocigotos (ohet) u homocigotos (ohom). El número de datos
pérdidos (./.) fueron también contabilizados (mis) para ser descontados del total
(tot) de los 95 individuos. Por ejemplo, si ohet=63, ohom=22, tot=ohet+ohom=85
y mis=10. Estas variables de conteo por cada marcador fueron arrojadas, a modo
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de tabla, en un archivo de texto plano: ohet (primera columna), ohom (segunda
columna), mis (tercera columna) y tot (cuarta columna). El .txt final seŕıa la
entrada para hacer uso de una hoja de cálculo en la que se pueda hacer fácilmente
una prueba chi cuadrado (ver algoritmo A.18).

II. Hoja de cálculo: posterior al archivo generado en el paso anterior, se utilizó un
software para manipular hojas de cálculo, por ejemplo, Microsoft Excel. Las cuatro
columnas generadas fueron pegadas a la hoja de cálculo y se le anexaron tres colum-
nas más a la tabla: heterocigosidad esperada, la cual es igual para todos los marcado-
res (ehet=42.5), homocigosidad esperada, igual también para todos los marcadores
(ehom=42.5) y, la última columna, el valor P de una prueba Chi cuadrado, por cada
marcador, usando los valores observados con respectos a los esperados de la segre-
gación (ver tabla A.3). En Microsoft Excel : CHISQ.TEST(A2:B2,E2:F2) donde A2

es ohet, B2 es ohom, E2 es ehet y F2 es ehom.

III. Algoritmo: dadas las siete columnas creadas, se implementó un algoritmo que se-
leccionará solo aquellos SNPs cuyo valor P fuera mayor o igual a 0.1, no tuvieran
un sesgo significativo de los valores esperados. Es decir, no se desviarán significati-
vamente de una segregación 1:1 (A.19).

2.7. Mapa Genético

La construcción de un mapa genético requiere el uso de un software especializado para poliploi-
des o dedicado a genoma complejos como el de la caña de azúcar. La tarea es dar el orden correcto
para los marcadores, por tanto, se evaluaron diferentes softwares para decidir cuál usar según la
literatura y uso en caña. Cinco variables fueron tenidas en cuenta para analizar las herramientas
computacionales encontradas: número de citas y usos, antigüedad (años), documentación, formato
VCF y trabajos relacionados con caña. Estas variables fueron evaluadas con suma aritmética de
sus valores enteros y cuando la variable era binaria “śı” o “no”, su correspondiente numérico fue 1
o 0.

Las variables fueron definidas al usar una búsqueda indexada en Google Scholar. La variable
Número de Citas y Usos fue calculada revisando los sitios web de cada herramienta y contando
los art́ıculos enlistados que la han citado, además, se usó el buscador con palabras clave como, por
ejemplo, OneMap software, OneMap package o OneMap program. Para la variable de Antigüedad
(años) se referenció el art́ıculo inicial con el que se creó la herramienta hasta la fecha actual. Para la
variable Documentación se revisó si el programa teńıa un tutorial o repositorio en ĺınea que explicara
sus funcionalidades y elementos. Para la variable Formato VCF se buscó en la documentación si
hab́ıan coincidencias con el patrón “vcf” que indicara que este formato es soportado por el programa.
Para la última variable, Usado para Caña, se realizaron búsquedas con palabras clave: OneMap
software + sugarcane, OneMap package + sugarcane o OneMap program + sugarcane. Para
la primera variable (Número de Citas y Usos) y la última (Usado para Caña) se registraron las
sumatorias de los resultados obtenidos en cada búsqueda (ver tablas A.4 y A.5). Dentro de las
herramientas, la más destacada fue JoinMap v5.0 (JM) (Van Ooijen, 2018).

En JM se usaron los SNPs seleccionados y filtrados. JM recibe un formato de archivo como
entrada para leer los marcadores SNPs. Este formato se logró usando la instrucción de NGSEP
v3.3.3 ConvertVCF que convierte de un archivo en un formato .vcf a un formato .txt (ver algoritmo
A.20). En el encabezado de este archivo (p. ej. pop jm.txt) se indicaron 4 variables en diferentes
renglones: nombre de la población (name = CP biparental), el tipo de población (popt = CP), en
este caso es Cross pollinators para todas las estrategias usadas, es decir, una población resultante del
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cruce entre dos padres diploides heterogéneamente homocigotos y heterocigotos, según el manual de
usuario de JM (Van Ooijen, 2018), finalmente, el número de loci (p. ej. nloc = 3739) y la cantidad
de individuos (nind = 95). Después del encabezado con estas variables, el contenido restante del
archivo son los loci con sus respectivos genotipos por individuo que ya estaban descritos en el
archivo .vcf antes de ejecutar la instrucción ConvertVCF.

En las estrategias se fijó una frecuencia de recombinación (FR) máxima de 0.5 y un Logarithm of
Odds independiente (indLOD) de ≥ 9.0 para evitar falsos ligamientos (Costa et al., 2016; Gutierrez
et al., 2018). El tamaño del mapa genético en cM dividido el número de loci fueron usados para
calcular la densidad cM/loci. El tamaño del mapa genético en kbp dividido el número de loci fueron
empleados para calcular la densidad kbp/loci. Ambas densidades obtenidas fueron divididas para

el cálculo del cociente, es decir,
cM
loci
kbp
loci

=
cM

kbp
. Estas densidades y el cociente son útiles para saber la

relación que hay entre los centiMorgans (cM), kilo pares de bases (kbp, kilo base pairs) y marcadores
(loci) en los mapas genéticos. En la estrategia A se usó un valor indLOD de 9.0 según lo sugerido
en Balsalobre et al. (2017) y Garsmeur et al. (2018), una FR de 0.5 y se escogieron en JM los
Grupos de Ligamiento (GL) con más de 20 loci. En la estrategia B se usó un indLOD de 15.0,
una FR de 0.5 y se seleccionaron GL con más de 20 loci. En la estrategia C se usó nuevamente un
indLOD de 9.0, pero esta vez se usó una FR de 0.015 y se escogieron GLs con al menos 20 loci.
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3.1. Secuenciación de una población F1 de caña de azúcar

Por cada individuo de la población F1 de caña de azúcar se obtuvieron dos archivos, el primero
con un conjunto de lecturas forward y el segundo con un conjunto de lecturas reverse. Estos datos
fueron almacenados en formato FASTQ con una compresión del software gzip. Las lecturas de
cada individuo fueron evaluadas por su tamaño de almacenamiento. Un total de 2,694.19 GB
( 2.63 TB) ocupan los datos de toda la población en disco. La notación usada para distinguir cada
conjunto de lecturas e individuos es P2-id-lectura, donde P2 es la identificación de esta población en
CENICAÑA, id es el identificador de cada individuo y lectura es el conjunto de lecturas 1 (forward)
o 2 (reverse). En la figura 3.1 está el total de los 190 conjuntos de lecturas, de los 95 individuos,
que no alcanzan a representarse totalmente en el eje horizontal. El eje vertical muestra el tamaño
en disco que ocupa cada uno de los conjuntos de lecturas por individuo. En toda la población, el
individuo que presentó menos tamaño en su conjunto de lecturas forward fue el P2-40 con 10.48
GB y el individuo que presentó mayor tamaño, en su conjunto de lecturas reverse, fue P2-11 con
20.91 GB (Figura 3.1).

El conjunto total de lecturas por individuo fueron cuantificadas para obtener un promedio, un
máximo y un mı́nimo poblacional. En total se recibieron 38,142,703,858 lecturas forward y reverse
en toda la población. Cada lectura tiene 150 bp, entonces hay un total de 5,721,405,578,700 bp ca.
5.72 Tbp secuenciadas en toda la población. La notación usada para distinguir cada conjunto de
lecturas forward y reverse por individuo es P2-id, donde P2 es la identificación de esta población
en CENICAÑA y id es el identificador de cada individuo. El individuo P2-40 fue el que tuvo un
mı́nimo de lecturas pareadas (forward y reverse) con 149,178,616. El individuo P2-11 fue el que tuvo
un máximo de lecturas pareadas con 287,750,217. El promedio poblacional se ubicó en 200,751,000
lecturas pareadas en la población. En la figura 3.2 se puede ver la distribución del número de lecturas
por individuo. El eje horizontal muestra el total de los 95 individuos que no alcanzan a representarse
todos en el eje. El eje vertical muestra la cantidad de lecturas que fueron secuenciadas por individuo.
Estas variaciones en los datos de secuenciación en el conjunto de muestras pueden ocurrir por
artefactos en las lecturas: preparación de las muestras, generación del cluster o secuenciación (Sims
et al., 2014). Además, pueden haber diferencias en el tamaño genómico de las muestras dado que
las lecturas pareadas tienden a tener una buena cobertura (Korbel et al., 2007).
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3.2. Evaluación y análisis de las secuencias y alineamientos

El software FastQC v11.8 tiene 11 módulos para evaluar la calidad de las secuencias. Estos 11
módulos fueron evaluados para cada uno de los conjuntos de lecturas forward y reverse para cada
individuo. El software entrega unos resultados uno a uno por cada par de conjuntos de lecturas para
cada uno de los 95 individuos. No obstante, entrega un resumen para entender de manera general
si el individuo-lectura tuvo éxito en el resultado del módulo (PASS), el resultado está dentro de lo
esperado, pero podŕıa ser mejor (WARN) o el resultado falló la prueba y debeŕıa corregirse (FAIL).
De lo obtenido se deduce que la población cumplió las pruebas en un 95.7% al considerar PASS y
WARN como pruebas aceptables y FAIL como inaceptable (figura 3.3). En cada uno de los módulos
graficados en la figura 3.3 hay un total de 190 conjuntos de lecturas, de los 95 individuos, que no
alcanzan a representarse totalmente en el eje horizontal, y el eje vertical muestra tres clasificaciones
según el resultado del módulo respectivo: PASS, WARN y FAIL.

En la figura 3.3f se puede observar un gran número de individuos que no pasaron la prueba.
Este módulo hace referencia al contenido de Guanina y Citosina (GC). Esta prueba se hace para
identificar si las lecturas tienen material contaminante pues se esperaŕıa una distribución aproxima-
damente normal en el contenido de GC. Sin embargo, este resultado también puede ser evidencia de
que hayan regiones en el genoma de la caña que tengan diferente contenido de GC. Para este caso,
ambos eventos son probables, pero, más adelante, contrastan con el alto porcentaje de alineamiento
de las lecturas a la referencia, por tanto, hay confianza para seguir con el análisis posterior.

Los resultados obtenidos con FastQC v11.8 del valor Phred fueron revisados por cada posición
en la extensión del conjunto de lecturas. El valor Phred es usado para representar qué tan confiable
es el asignamiento del llamado de una base por el proceso de secuenciación. Un valor alto indica
una alta probabilidad de que el llamado a una base sea correcto, pero al contrario, un valor bajo
indica una alta probabilidad de que el llamado a una base sea incorrecto. Es decir, este valor
puede ser interpretado como un estimativo de error, qué tan probable es que una base sea llamada
incorrectamente por el secuenciador, o como un estimativo de certeza, qué tan probable es que
una base sea llamada correctamente. Por regla general, un valor Phred de 20 o mayor es aceptable
porque significa que hay un 99% de certeza con un 1% de error (Ewin y Green, 1998).

El valor Phred estima la calidad de una secuencia, y para cada una de las muestras, esta fue
mayor de 20. La calidad de la secuenciación se muestra por posición en el tamaño de las lecturas de
150 bp en la figura 3.4. La ĺınea roja representa el valor de la mediana, unos cuadrados amarillos
(no presentes aqúı) representaŕıan el rango intercuartil (25-75%). Las extensiones de arriba y abajo
son el 10% y 90%, respectivamente, y la ĺınea azul representa la media (calidad) (figura 3.4). El eje
Y muestra valores de calidad (valor Phred). Entre más alto este sea, mejor es la lectura de la base.
El gráfico divide el eje Y en muy buena calidad (verde), calidad razonable (amarillo) y lecturas
de mala calidad (roja). El eje X representa los pares de bases de las lecturas, este puede cubrir
un rango de pares de bases (15-19, 30-34, ...) o ser discretos por unidad (1,2,3, ..., 150) (figura
3.4). La figura 3.4a muestra el conjunto de lecturas reverse del individuo P2-55, el cual alcanzó los
valores mı́nimos Phred (34.58) en la población. La figura 3.4b es el conjunto de lecturas forward
del individuo P2-7 con los valores máximos Phred alcanzados (36.41). El promedio de calidad en
valor Phred de la población fue de 36.00, el cual significa una probabilidad de error de 1 en 4,000
llamados a una base por el secuenciador. Ver tabla 3.1 y tabla 3.2 (descripción completa de la
población en Información Suplementaria tabla A.2).

Después de evaluar la calidad de las secuencias, los alineamientos mostraron porcentajes de
alineamiento >86% al genoma de la variedad CC 01-1940. Por ejemplo, el individuo P2-250 presentó
el porcentaje más bajo de alineamiento, 86.2%. El individuo P2-295 mostró el porcentaje más alto,
88.7%, mientras que el promedio general en la población fue de 87.6% (figura 3.5). Estos porcentajes
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Tabla 3.1: Resumen del valor Phred de 95 individuos arrojado por FastQC v11.8

P2-id-lectura Métrica Valor

P2-55-2 Mı́nimo 34.58

P2-7-1 Máximo 36.41

Promedio 36.00

Tabla 3.2: Equivalencias de error según el valor Phred y su correspondiente certeza (1-error).

Valor Phred Error Certeza (1 – Error)

10 1/10 = 0.1 0.9

20 1/100 = 0.01 0.99

30 1/1,000 = 0.001 0.999

36 1/4,000 = 0.00025 0.99975

40 1/10,000 = 0.0001 0.9999

50 1/100,000 = 0.00001 0.99999

60 1/1,000,000 = 0.000001 0.999999

dan cuatro evidencias: (1) los datos recibidos por NOVOGENE son datos de caña que alinean a la
referencia, (2) los porcentajes de alineamiento son altos en comparación con experiencias pasadas
usando técnicas como GBS (Genotyping-by-sequencing) (Elshire et al., 2011) y RADSeq (Restriction
site associated DNA sequencing) (Daveand y Blaxter, 2010; Miller et al., 2007), al alinearlas al
genoma de Sorgo (Sorghum bicolor), con valores de 29.9% y 14.9%, respectivamente (Trujillo, 2020),
(3) estos resultados incrementan la probabilidad de éxito para identificar marcadores moleculares
SNPs que sean usados en la construcción del mapa genético y (4), el recurso invertido para obtener
los datos WGS de la población y el ensamblaje a nivel de scaffolds fue efectivo.

No obstante, en promedio hay un 12.4% que no está alineando a la referencia y esto puede
deberse por diferentes razones: (1) no continuidad en los scaffolds de la referencia entonces hay
gaps o espacios vaćıos en los cuales no puede haber alineación, (2) la referencia se trata de un
genoma monoploide por lo que habrán lecturas que no estarán representadas en el ensamblaje
y por tanto, no alinearán. El genoma monoploide no tiene todas las variantes por cada locus del
genoma, en teoŕıa, solo habrá una de las diez variantes posibles, y (3) puede haber contaminación en
los datos y ese conjunto de datos no alinearán al ensamblaje. A pesar de lo anterior, los porcentajes
altos de alineamiento dan certeza para usar las lecturas y seguir con el análisis posterior.

Dados los datos de alineamiento de los individuos, se pueden hacer otras pruebas de calidad
en el software NGSEPv3.3.3: la de cobertura y la de calidad de la secuenciación en la lectura con
respecto a la referencia. El análisis de cobertura indica, en promedio, cuántas veces una base en
la referencia ha sido cubierta por las lecturas de un individuo, aśı, pueden haber bases que solo
tengan una profundidad de una sola lectura o más de 300 lecturas. El análisis de calidad indica un
porcentaje de pares de bases diferentes o mismatches que hay en un conjunto de lecturas de 150
bases con respecto a una referencia como los scaffolds de CC 01-1940.

El análisis de cobertura arrojó al individuo P2-40 con un máximo que, a pesar de ser un gran
número de pares de bases, que cubren diferentes posiciones en la referencia, solo alcanzó hasta 43X,
lo que hace al individuo con menos profundidad de la población en su pico máximo (figura 3.6).
Por el contrario, el individuo P2-11 tuvo su pico máximo de número de pares de bases cubiertas
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a una profundidad de 88X, lo que lo hace el individuo con mayor profundidad de la población en
su máximo (figura 3.6). Además, la cobertura promedio se calculó para toda la población, esto es
promediar los resultados de cada uno de los individuos en cada nivel de profundidad y evaluar a
qué nivel cae su máximo, para este caso, este fue de 56X (figura 3.6).

Lander y Waterman (1988) propusieron una teoŕıa de redundancia de la cobertura (c): la
profundidad media de cobertura de la secuenciación puede definirse teóricamente como c = LN/G,
donde L es la longitud de lectura (150 bp), N es el número de lecturas (149,178,616 para el individuo
P2-40) y G es la longitud del genoma haploide (en este caso, es el tamaño del genoma monoploide
1.019 Gbp (Trujillo, 2020), porque equivaldŕıa al haploide en un sistema diploide). El resultado de
este cálculo equivale a 22X, pero el promedio poblacional estuvo en 56X, más de dos veces de lo
esperado. Por tanto, este comportamiento ofrece confianza para identificar si un marcador en un
individuo es homocigoto al alelo de referencia, al alelo alternativo o heterocigoto.
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Figura 3.3: presentación de los primeros 6 (a-f) módulos que se evalúan con el software FastQC v11.8.
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Figura 3.3: continuación de los últimos 5 (g-k) módulos que se evalúan con el software FastQC v11.8.
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Figura 3.4: gráfico de caja y extensión para los valores Phred en cada posición por conjunto de lecturas
forward o reverse.
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ú
m
er
o
d
e
p
ar
es

d
e
b
as
es

Análisis de cobertura promedio poblacional

Figura 3.6: distribución del análisis de cobertura en la población hecho por el software NGSEPv3.3.3.
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El análisis de calidad evidenció que el individuo P2-55, en la población, tuvo los mayores por-
centajes de diferencia en pares de base con respecto a la referencia, en los diferentes alineamientos
y desacoples (figura 3.7). El individuo CC 01-1940 (el padre), en la población, tuvo los menores
porcentajes de diferencia en pares de base con respecto a la referencia. El genoma, al cual se alinea,
es de este último individuo, por tanto, es de esperarse que la calidad de este fuera mayor que las
demás muestras (figura 3.7). Aśı como en el análisis de cobertura, se produjo un gráfico del prome-
dio poblacional, esto es promediar el porcentaje de bases diferentes a la referencia en cada posición
en cada uno de los conjuntos de lecturas (150 bp) de los individuos (figura 3.7). En general, se
puede ver en la figura 3.7 que las posiciones que tienen menor calidad son las de los extremos, pero
eso está dentro de lo esperado porque el proceso de secuenciación es mucho más fidedigno en el
centro de la secuencia (Meyer y Kircher, 2010). Los extremos son más suceptibles a mismatches
debido a que son los sitios de ligamiento de los primers y puede haber ambigüedad en la lectura al
emitirse la fluorescencia de uno u otro nucleótido (Lawrence et al., 2017). El rango de porcentaje
de nucleótidos diferentes con respecto a la referencia es aceptable para hacer el llamado de SNPs
porque está dentro de lo esperado, en la literatura se ha reportado hasta un 4% (Dohm et al., 2008;
Hoffmann et al., 2009).
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Figura 3.7: distribución del análisis de calidad en la población utilizando la herramienta NGSEPv3.3.3.
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3.3. Aplicación de filtros y llamado de variantes

Los alineamientos obtenidos de cada individuo al genoma de referencia son la base necesaria y
fundamental para hacer el llamado de variantes. Este llamado se hace necesario para la identificación
de los marcadores moleculares SNPs y su objetivo es buscar inserciones, deleciones o mutaciones
entre los individuos de la población, considerando los alineamientos y el genoma de referencia en una
misma posición f́ısica. Este proceso se logró con NGSEP v3.3.3 con sus comandos FindVariants,
MergeVariants, FilterVCF y MergeVCF. En cada una de estas instrucciones se tuvieron diferentes
salidas según la estrategia usada (figura 3.8).

Con estas variantes seleccionadas, se hace un llamado de SNPs en el que se busca que los
marcadores moleculares sean de calidad para asegurar la construcción y utilidad del mapa genético.
Este proceso también se logró con NGSEP v3.3.3 y unos algoritmos adicionales construidos para
este mismo propósito. En la figura 3.8 se puede ver un diagrama de flujo que incluye las etapas
de llamado de variantes y de SNPs, o aplicación de filtros, y las estrategias A y B seguidas en el
proceso de filtros. La estrategia C se presentan en la figura 3.9.

En las estrategias A y B, la lectura del número de loci en JoinMap v5.0 (JM) (Van Ooijen,
2018) fue reducida. En la primera estrategia, fueron 555 loci menos y, en la segunda, fueron 499
loci menos. Esta reducción se debió a inconsistencias en la genotipificación de los loci en algunos
individuos de la población. La inconsistencia se presentaba cuando un individuo de la progenie teńıa
un genotipo, por ejemplo, homocigoto al alelo de referencia (0/0), pero un parental era heterocigoto
(0/1) y el otro parental era homocigoto al alelo alternativo (1/1), lo cual no debeŕıa ser posible.
Este último filtro, por procesamiento interno de JM, aseguró aún más que los loci fueran de calidad
para la construcción del mapa genético. No obstante, los filtros, usados en la estrategia C, filtraron
esas inconsistencias previamente a la entrada en JM y no hubo una disminución de los 7,816 SNPs
de dicha estrategia (figura 3.9), lo que le confirió mayor cantidad de SNPs en comparación con las
otras dos.

Dados estos filtros y el número de marcadores obtenidos, se procedió a graficar la heterocigosidad
observada (OH) y la frecuencia del alelo menor (MAF) para ver cómo se comportaban ambas
variables en la población para cada una de las estrategias. En la figura 3.10 está la distribución del
OH y en la figura 3.11 está la distribución del MAF.

El concepto de la heterocigosis observada y la frecuencia del alelo menor fueron usados bajo la
suposición de que la población es una F1, primera progenie resultado del cruce de dos parentales
heterocigotos. Por consiguiente, las dosis alélicas debeŕıan comportarse en la relación 1:2:1 . Según
esta premisa y al considerar SNPs bialélicos, se establecieron los rangos de OH y MAF. El primero,
para evitar altas heterocigosis o bajas heterocigosis porque pueden ser fenómenos debido a regiones
repetitivas o que la mayoŕıa de los SNPs sean homocigotos, lo cual no es normal en una población
F1. El segundo, para evitar variantes poco comunes o alelos conservados en la población, este rango
permite quedarse con variantes comunes, pero no conservadas. La OH y el MAF se usan porque
ciertos loci pueden afectar erróneamente el análisis de ligamiento del mapa genético.
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Figura 3.8: Conjunto de pasos seguidos como diagrama de flujo para hacer el llamado variantes y de SNPs para las estrategias A y B.
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variantes y de SNPs para la estrategia C.
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3.4. Mapa genético

JoinMap v5.0 fue el software escogido para hacer el mapa genético por tener una puntuación
total de 3,899 por encima del resto. OneMap v2.1.3 tuvo una puntuación total de 468, polymapR
v1.1.0 tuvo 28 puntos y Netgwas v1.11 y Pergola v1.0 ambos tuvieron 12 puntos cada uno. La
tabla 3.3 muestra en detalle los valores de cada parámetro considerado y la figura 3.12 muestra
gráficamente la magnitud de estos valores.

Tabla 3.3: Parámetros considerados para evaluar el software más usado en caña y soportado por
literatura cient́ıfica para construir el mapa genético.

Softwares
# Citas
y usos

Antigüedad
(años)

Documentación
Formato
VCF

Trabajos
relacionados
con caña

Total
Referencia

del
software

JoinMap v5.0 2,760 27 Śı Śı 1,110 3,899 Stam (1993)

polymapR v1.1.0 22 2 Śı No 3 28 Bourke, van-Guesst et al. (2018)

Pergola v1.0 5 4 Śı No 2 12 Grandke et al. (2017)

OneMap v2.1.3 349 13 Śı Śı 104 468 Margarido et al. (2007)

Netgwas v1.11 6 3 Śı No 2 12 Behrouzi et al. (2017)

3.4.1. Estrategia A

Esta estrategia de filtros con un valor indLOD de 9.0 y una FR de 0.1 (ver tabla A.6 para más
experimentos) produjo un mapa genético con un tamaño de 9,679.50 cM y de 1,396,004 kbp con
un total de 1,599 loci de un total de 3,739 loci iniciales que leyó JM. La tabla 3.4 presenta las
estad́ısticas del mapa genético presentado en la figura 3.13. La fila de totales en la tabla 3.4 es igual
a la sumatoria de las celdas anteriores a esta, exceptuando los parámetros de densidad y cociente.
En este mapa genético no es mostrado el primer grupo de ligamiento porque JM no pudo graficarlo
debido a su alto número de loci: 1,045.

3.4.2. Estrategia B

Esta estrategia de filtros con un valor indLOD de 15.0 y una FR de 0.5 (ver tabla A.7 para
más experimentos) produjo un mapa genético con un tamaño de 1,191.30 cM y de 434,447 kbp
con un total de 607 loci de un total de 4,096 loci iniciales que leyó JM. La tabla 3.5 presenta las
estad́ısticas del mapa genético presentado en la figura 3.14. La fila de totales en la tabla 3.5 es
igual a la sumatoria de las celdas anteriores a esta, con excepción de los parámetros de densidad y
cociente.

3.4.3. Estrategia C

Esta estrategia de filtros con un valor indLOD de 9.0 y una FR de 0.015 (ver tabla A.8 para
más experimentos) produjo un mapa genético con un tamaño de 1,198.74 cM y de 503,138 kbp
con un total de 547 loci de un total de 7,816 loci iniciales que leyó JM. La tabla 3.6 presenta las
estad́ısticas del mapa genético presentado en la figura 3.15. La fila de totales en la tabla 3.6 es
igual a la sumatoria de las celdas anteriores a esta, con excepción de los parámetros de densidad y
cociente.
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Figura 3.12: representación gráfica en un diagrama de burbujas del peso o valor que tiene cada
software según los parámetros empleados.
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Tabla 3.4: Estad́ısticas del mapa genético creado con la estrategia A.

Grupo
de

ligamiento
Tamaño (cM) Tamaño (kbp) Loci

Densidad
de

marcador
(cM/loci)

Densidad
de

marcador
(kbp/loci)

Cociente
(kbp/cM)

1 7,826.16 627,418 1,045 7.49 600.4 80.16

2 368.01 94,571 111 3.32 852 256.63

3 101.46 54,240 42 2.42 1,291.43 533.65

4 126.54 26,289 39 3.24 674.09 208.05

5 104.89 37,387 39 2.69 958.66 356.38

6 138.39 50,509 32 4.32 1,578.41 365.37

7 144.16 55,654 30 4.81 1,855.14 385.68

8 73.59 83,088 28 2.63 2,967.46 1,128.31

9 134.29 48,276 27 4.97 1,788.03 359.76

10 121.87 60,429 27 4.51 2,238.12 496.26

11 76.56 45,303 27 2.84 1,677.90 590.81

12 97.32 18,355 26 3.74 705.96 188.76

13 30.96 47,937 23 1.35 2,084.24 1,543.88

14 70.92 12,448 22 3.22 565.85 175.73

15 52.53 13,169 21 2.5 627.13 250.85

16 77.79 36,235 20 3.89 1,811.79 465.76

17 56.32 63,203 20 2.82 3,160.15 1,120.62

18 77.73 21,485 20 3.89 1,074.26 276.16

Total 9,679.50 1,396,004 1,599.00 6.05 873.05 144.22

Media 537.75 77,555.79 88.83 3.59 1,472.83 487.93

Desviación
estándar

1,820.37 139,047.31 239.53 1.35 797.82 389.87

Tabla 3.5: Estad́ısticas del mapa genético creado con la estrategia B.

Grupo
de

ligamiento
Tamaño (cM) Tamaño (kbp) Loci

Densidad
de

marcador
(cM/loci)

Densidad
de

marcador
(kbp/loci)

Cociente
(kbp/cM)

1 143.20 47,310 101 1.42 468.42 330.38

2 149.30 3,874 84 1.78 46.12 25.95

3 64.90 51,220 50 1.30 1,024.40 789.21

4 68.90 47,870 47 1.47 1,018.51 694.78

5 82.60 18,130 42 1.97 431.67 219.49

6 104.90 31,090 40 2.62 777.25 296.38

7 100.90 33,150 40 2.52 828.75 328.54

8 71.20 26,220 39 1.83 672.31 368.26

9 78.30 46,250 36 2.18 1,284.72 590.68

10 104.20 16,890 35 2.98 482.57 162.09

11 61.10 59,050 30 2.04 1,968.33 966.45

12 67.00 3,773 23 2.91 164.04 56.31

13 47.90 25,190 20 2.40 1,259.50 525.89

14 46.90 24,430 20 2.35 1,221.50 520.90

Total 1,191.30 434,447 607 1.96 715.73 364.68

Media 85.09 31,031.93 43 2.12 832.01 419.66

Desviación
estándar

31.82 17,376.09 23 0.54 512.11 275.90
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Tabla 3.6: Estad́ısticas del mapa genético creado con la estrategia C.

Grupo
de

ligamiento
Tamaño (cM) Tamaño (kbp) Loci

Densidad
de

marcador
(cM/loci)

Densidad
de

marcador
(kbp/loci)

Cociente
(kbp/cM)

1 272.58 93,840 119 2.29 788.57 344.27

2 268.14 171,600 115 2.33 1,492.17 639.96

3 124.77 54,740 58 2.15 943.79 438.71

4 96.98 8,507 58 1.67 146.67 87.72

5 101.77 20,300 47 2.17 431.91 199.48

6 88.88 38,290 30 2.96 1,276.33 430.81

7 85.93 1,071 28 3.07 38.25 12.46

8 53.80 48,330 25 2.15 1,933.20 898.34

9 10.57 24,150 24 0.44 1,006.25 2,284.55

10 49.84 17,680 23 2.17 768.70 354.77

11 45.48 24,630 20 2.27 1,231.50 541.51

Total 1,198.74 503,138 547 2.19 919.81 249.60

Media 108.98 45,739.82 49.73 2.15 914.30 566.60

Desviación
estándar

85.87 49,015.81 35.97 0.69 569.17 621.91



(a) 2do grupo de ligamiento con 111 loci.

(b) 3er grupo de ligamiento con 42 loci.

(c) 4to grupo de ligamiento con 39 lo-
ci.

(d) 5to grupo de ligamiento con 39
loci.

(e) 6to grupo de ligamiento con 32 lo-
ci.

Figura 3.13: grupos de ligamiento 2 al 6 del mapa genético generado con JM. Estrategia A con un indLOD de 9.0.



(f) 7mo grupo de ligamiento con 30
loci.

(g) 8vo grupo de ligamiento con 28
loci.

(h) 9no grupo de ligamiento con 27
loci.

(i) 10mo grupo de ligamiento con 27
loci.

(j) 11ro grupo de ligamiento con 27
loci.

(k) 12do grupo de ligamiento con 26
loci.

Figura 3.13: grupos de ligamiento 7 a 12 del mapa genético generado con JM. Estrategia A con un indLOD de 9.0



(l) 13ro grupo de ligamiento con 23
loci.

(m) 14to grupo de ligamiento con 22
loci.

(n) 15to grupo de ligamiento con 21
loci.

(ñ) 16to grupo de ligamiento con 20
loci.

(o) 17mo grupo de ligamiento con 20
loci.

(p) 18vo grupo de ligamiento con 20
loci.

Figura 3.13: grupos de ligamiento 13 a 18 del mapa genético generado con JM. Estrategia A con un indLOD de
9.0



(a) 1er grupo de ligamiento con 101
loci.

(b) 2do grupo de ligamiento con 84
loci.

(c) 3er grupo de ligamiento con 50 lo-
ci.

(d) 4to grupo de ligamiento con 47
loci.

(e) 5to grupo de ligamiento con 42 lo-
ci.

(f) 6to grupo de ligamiento con 40 lo-
ci.

Figura 3.14: grupos de ligamiento 1 al 6 del mapa genético generado con JM. Estrategia B con un indLOD de 15.0



(g) 7mo grupo de ligamiento con 40
loci.

(h) 8vo grupo de ligamiento con 39
loci.

(i) 9no grupo de ligamiento con 36 lo-
ci.

(j) 10mo grupo de ligamiento con 35
loci.

(k) 11ro grupo de ligamiento con 30
loci.

(l) 12do grupo de ligamiento con 23
loci.

Figura 3.14: grupos de ligamiento 7 a 12 del mapa genético generado con JM. Estrategia B con un indLOD de
15.0



(m) 13ro grupo de ligamiento con 20 loci. (n) 14to grupo de ligamiento con 20 loci.

Figura 3.14: grupos de ligamiento 13 y 14 del mapa genético generado con JM. Estrategia B con un indLOD de
15.0
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(a) 1er grupo de ligamiento con 119 loci.

(b) 2do grupo de ligamiento con 115 loci.

Figura 3.15: grupos de ligamiento 1 a 2 del mapa genético generado con JM. Estrategia C con una RF de 0.015
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(c) 3er grupo de ligamiento con 58 loci. (d) 4to grupo de ligamiento con 58 loci. (e) 5to grupo de ligamiento con 47 loci.

(f) 6to grupo de ligamiento con 30 loci.
(g) 7mo grupo de ligamiento con 28
loci.

(h) 8vo grupo de ligamiento con 25 lo-
ci.

Figura 3.15: grupos de ligamiento 3 a 8 del mapa genético generado con JM. Estrategia C con una RF de 0.015
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(i) 9no grupo de ligamiento con 24 loci. (j) 10mo grupo de ligamiento con 23 loci.
(k) 11ro grupo de ligamiento con 20
loci.

Figura 3.15: grupos de ligamiento 9 a 11 del mapa genético generado con JM. Estrategia C con una RF de 0.015
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Con estas estad́ısticas, se hicieron dos tablas comparativas de métricas sobre los mapas gene-
rados. En la tabla 3.7 se muestran estas métricas, además, del ensamblaje hecho hasta el nivel de
scaffolds. En esa tabla hay estad́ısticas como el número de scaffolds asociados en cada estrategia
(# Scaffolds). En la siguiente fila está el número de grupos de ligamiento (GL) o grupos de cose-
gregación (Garsmeur et al., 2018) (# Grupos de ligamiento). La siguiente entrada corresponde
al tamaño total del ensamblaje o mapa (Tamaño). El N50 aparece en la cuarta fila, el cual es
una cifra que representa el tamaño del ensamblaje según la secuencia (en este caso GL) más corta,
que sumada en orden descendente con el tamaño de sus predecesores GL, es al menos el 50% del
tamaño total del ensamblaje (N50), si el N50 es de mayor valor, indica que el ensamblaje es más
completo. El n:N50 es incluido y es el número de GL que tienen el tamaño de N50 (n:N50). El
valor mı́nimo, que es el GL de menor tamaño (min), y el valor máximo, que es el GL de mayor
tamaño (max), aparecen en la penúltima y última filas de la tabla, respectivamente.

En la tabla 3.7 se reporta que el más grande es el construido con la estrategia de filtros A y es el
que tiene un mayor número de scaffolds asociados, pero su primer grupo de ligamiento es inclusive
más grande en número de pares de base que el resto de mapas genéticos, y en la tabla 3.8, para la
misma estrategia, se observa que tiene un scaffold que se repite en 9 grupos de ligamiento. En esta
tabla 3.7, el número 1 quiere decir que el scaffold aparece solo una vez en un grupo de ligamiento
del mapa. El número 2 quiere decir que el scaffold aparece dos veces en el mapa en dos grupos de
ligamiento diferente y aśı sucesivamente hasta un máximo de nueve que hubo de scaffolds repetidos.

En estas tablas 3.7 y 3.8 se puede observar también que la estrategia B tiene el menor número
de scaffolds pero no el menor número de grupos de ligamiento que conforman el mapa genético,
lo que puede indicar que los scaffolds están menos ligados para formar más grupos. Aunque, la
estrategia C tiene un tamaño mayor que la estrategia B que se aproxima más al tamaño del genoma
monoploide reportado para la variedad CC 01-1940, 1.019 Gbp (Trujillo, 2020). Esto sugiere que
hay un mayor número de scaffolds ligados en esta estrategia. Esta estrategia C tiene, también, su
N50 mayor que la estrategia B por más del doble. Sin embargo, la estrategia B generó GLs de mejor
tamaño y significativos por los loci incluidos y que, probablemente, los scaffolds relacionados son
más grandes. El GL mı́nimo de la estrategia B es al menos 3.5 veces más grande que el GL mı́nimo
de la estrategia C. El GL mı́nimo de la estrategia C es casi 28 veces más pequeño que el scaffold
más grande ensamblado en la Version 3 (PacBio + Hi-C) del ensamblaje, pero el GL máximo de
esta estrategia es casi 3 veces más grande que el GL máximo de la estrategia B, lo cual puede
explicarse porque hay menos GLs en la estrategia C y hay casi 30 scaffolds de diferencia con la
estrategia B que pueden estar ligados.

En cuanto a porcentajes de scaffolds repetidos en los GLs, la estrategia A tiene la mayor
representación de repetidos con respecto al total con 19.25%. En ese orden, sigue la estrategia B
con 12.76% y luego la estrategia C con 11.24%. Aunque, la estrategia A tiene datos at́ıpicos al
presentar que 1 scaffold está repetido 9 veces y 2 scaffolds están repetidos 5 veces en diferentes
GLs.
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Tabla 3.7: comparativo de métricas de ensamblaje antes de los mapas genéticos y los construidos
con las estrategias A, B y C.

Métrica Versión 3 (PacBio + Hi-C) A B C

# Scaffolds 17,098 449 141 169

# Grupos de
ligamiento

NA 18 14 11

Tamaño 1,253 Mbp 1,397 Mbp 434.4 Mbp 503.1 Mbp

N50 1.23 Mbp 97.86 Mbp 46.25 Mbp 93.84 Mbp

n:N50 186 2 5 2

Min 1,000 bp 12.72 Mbp 3.77 Mbp 1.071 Mbp

Max 29.81 Mbp 611.7 Mbp 59.05 Mbp 171.6 Mbp

Tabla 3.8: paralelo de los mapas genéticos para comparar cuántos scaffolds repetidos tiene cada
uno en sus grupos de ligamiento.

sc repetidos
Mapas

A B C

1 363.0 123.0 149.0

2 61.0 15.0 17.0

3 16.0 3.0 2.0

4 6.0 0.0 1.0

5 2.0 0.0 0.0

6 0.0 0.0 0.0

7 0.0 0.0 0.0

8 0.0 0.0 0.0

9 1.0 0.0 0.0

Total 449.0 141.0 169.0



Discusión

En este trabajo se realizó la construcción de tres mapas genéticos, debido a la importancia que
tiene en el ensamblaje del genoma monoploide de la variedad comercial CC 01-1940 de caña de
azúcar, y dadas las necesidades de la plataforma de mejoramiento genético de CENICAÑA. Estos
mapas genéticos se construyeron a partir de una población biparental resultado del cruce entre
CC 01-746 con CC 01-1940, parentales que presentan caracteŕısticas contrastantes. Los marcadores
moleculares SNPs usados para este mapa genético derivaron del alineamiento de las secuencias de
la población biparental a los 17,098 scaffolds creados para CC 01-1940 (Trujillo, 2020).

El conjunto de lecturas pareadas, usado en este trabajo y producido a partir de la población
biparental, ofrece un ensamblaje preciso para las regiones repetitivas que son menores a la distancia
interna que hay entre la lectura forward y reverse de un individuo (Sims et al., 2014). Las secuencias
de esta progenie fueron obtenidas a partir de datos Illumina WGS. La obtención de estos datos
significó un esfuerzo y recurso considerable de CENICAÑA para construir el mapa genético, dado
que esta aproximación es más costosa (Sims et al., 2014) frente a las tecnoloǵıas previamente usadas
como RADseq y GBS.

La tecnoloǵıa RADseq usa enzimas de restricción y sonicación para dividir el genoma en frag-
mentos de ADN, los cuales, según su tamaño, son secuenciados en plataformas de secuenciación de
próxima generación (Wickland et al., 2017). La tecnoloǵıa GBS usa enzimas de restricción sensi-
bles a los sitios de metilación del ADN para seleccionar y filtrar regiones altamente repetitivas del
genoma (lo que introduce un sesgo), y luego se producen lecturas cortas, por secuenciación de alto
rendimiento, de las regiones cercanas al clivaje de los sitios de restricción (Darrier et al., 2019).
Sin embargo, estas dos tecnoloǵıas son notorias porque pueden generar datos con ruido a menor
profundidad de secuencia. Los datos GBS tienden a tener una gran fracción de datos faltantes que
requieren imputación y, a veces, hace falta una compleja interpretación computacional previa al
análisis posterior (Darrier et al., 2019). Los datos RADseq no muestrearán con precisión los blo-
ques de haplotipos con suficientes marcadores para proporcionar una cobertura de todo el genoma
debido a que los posibles SNPs detectados en un bloque son usualmente redundantes con otros
SNPs ya existentes en el mismo bloque de haplotipo (Lowry et al., 2017).

La tecnoloǵıa WGS de alta profundidad es el gold standard para la resecuenciación del ADN
porque puede interrogar todos los tipos de variantes: SNV, indel, variantes estructurales y copy
number variation (CNV), tanto en el genoma que codifica para protéınas como en el restante de las
secuencias no codificantes (Sims et al., 2014). Esta tecnoloǵıa, además, incrementa la probabilidad
de detectar potenciales SNPs que están en desequilibrio de ligamiento completo (R2 = 1), los
cuales son importantes para identificar adaptaciones a factores locales o caracteŕısticas de interés
agronómico en las poblaciones experimentales (Lowry et al., 2017). Hay diferentes investigaciones
que destacan las ventajas y usos de datos WGS para el ADN genómico de los h́ıbridos de caña de
azúcar y la necesidad de tener genomas de referencia disponibles para caña (Berkman et al., 2014;
Garsmeur et al., 2018; N. Piperidis y D’Hont, 2020; Souza et al., 2011; Thirugnanasambandam
et al., 2018). Este conjunto de datos producido por el Centro fue el insumo fundamental para el
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desarrollo de este trabajo.
Este manuscrito muestra tres estrategias comparativas y diferentes basadas en un proceso de

filtros previo al análisis de ligamiento para la construcción de los tres mapas genéticos. La tres estra-
tegias tienen sus ventajas y desventajas según los conceptos y parámetros usados. La primera y la
segunda usando conceptos sobre la frecuencia del alelo menor (MAF), la heterocigosidad observada
(OH) y la desviación del equilibrio Hardy-Weinberg (HWE) en una población F1. La tercera, al
seguir la definición de los marcadores de dosis única (single dose markers, SDMs) (Balsalobre et al.,
2017; Bourke, Voorrips et al., 2018; Garsmeur et al., 2018; Wu et al., 1992). Es decir, cuando uno
de los parentales es heterocigoto y el otro es homocigoto, los marcadores de dosis única son aquellos
que se segregan en la población en una relación 1:1 (presencia:ausencia, marcador presente en una
mitad de la población y ausente en la otra mitad) que representan los marcadores heterocigotos en
uno de los parentales. Sin embargo, cuando ambos parentales son heterocigotos, la segregación de
los SMDs es 3:1 (marcador presente en el 75% de la población, pero ausente en el 25% restante)
que representan los marcadores heterocigotos en ambos padres (Wu et al., 1992; J. Zhang, Zhou
et al., 2013). Este criterio se cumple a pesar que una especie sea alopoliploide, autopoliploide o
diploide (Wu et al., 1992).

Esta teoŕıa aplicada a los loci derivados de secuenciación, presentes en este trabajo, se imple-
menta a través de la prueba chi-cuadrado al contar los genotipos (heterocigoto u homocigoto) de
cada individuo en la población por cada marcador. Por ejemplo, asumiendo que se ha escogido que
el locus en particular sea heterocigoto para uno de los parentales (el de interés) y homocigoto para
el otro, si el valor P de este locus supera un umbral establecido, quiere decir que el marcador no
se desv́ıa significativamente de los valores esperados. Es decir, no hay evidencia significativa para
rechazar la hipótesis de que la mitad de los individuos son homocigotos y la otra mitad son hete-
rocigotos cuando un parental es heterocigoto y el otro no. Esto sugiere entonces que se escoge el
marcador porque es un SDM con proporción 1:1 útil para el mapa genético del parental de interés.

En la tercera estrategia implementada, dada la población biparental, se seleccionaron los loci
que para CC 01-1940 eran heterocigotos, pero homocigotos para CC 01-746, entonces al menos la
mitad (50%) (o un valor cercano) de los individuos debeŕıan ser heterocigotos, y la otra mitad (o
un valor cercano) debeŕıan ser homocigotos para que el loci fuera seleccionado. Estos seŕıan los
loci heterocigotos de CC 01-1940 para construir un mapa genético de esta variedad. Los SDMs son
abundantes en genomas autoploides, representan el 70% de los loci polimórficos (Silva et al., 1993).
El concepto de los SDMs fue usado en los trabajos de Garsmeur et al. (2018) y Balsalobre et al.
(2017) y en al menos 10 mapas genéticos creados para caña de azúcar usando diferentes tecnoloǵıas
de marcadores moleculares (J. Zhang, Zhou et al., 2013).

La ventaja de los SDMs es que se heredan similarmente a través de cualquier nivel de ploid́ıa y
comportamiento de recombinación, lo que permite el uso de un software de mapeo diploide (Bourke,
Voorrips et al., 2018). Lo anterior es un beneficio adicional para una población F1, la cual se
establece rápidamente (solo se requiere el cruzamiento de la primera generación) y se pueden crear
dos mapas genéticos, uno para cada parental. En el primer mapa se escogen los loci heterocigotos
en un parental, pero homocigoto en el otro (mapa genético del parental 1), y viceversa (mapa
genético del parental 2). Esto es válido debido a que no hay meiosis entre ambos padres (J. Zhang,
Zhou et al., 2013). La aplicación de los SDMs en una F1 no es la única aproximación para hacer
la construcción de un mapa genético para poliploides con secuenciación de alto rendimiento. En
este trabajo se mostró que usando el MAF, la OH y el HWE, también se puede construir un mapa
genético potencial que represente el genoma monoploide de la variedad CC 01-1940.

La ley Hardy-Weinberg establece que dados los siguientes supuestos: una población grande con
emparejamiento aleatorio, que no es afectada por las mutaciones, migraciones o selección natural,
(1) la reproducción de los parentales no es un factor que altera las frecuencias alélicas o genot́ıpicas,
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y (2) las frecuencias alélicas determinan las frecuencias de los genotipos (Pierce, 2016). Del primer
enunciado se puede agregar que se requiere la primera generación de emparejamiento aleatorio (en
este caso, los parentales) para producir las propociones Hardy-Weinberg de los genotipos, después,
tanto las frecuencias genot́ıpicas como las alélicas no cambian con el tiempo si la población sigue
cumpliendo los supuestos de la ley.

Si una progenie cumple estas suposiciones para un locus, se puede decir que ese locus está
en HWE. En la población, un locus puede estar en HWE, pero no necesariamente los demás.
Una implicación para un locus bialélico en HWE es que su frecuencia de heterocigotos es mayor
cuando las frecuencias alélicas (frecuencia del alelo menor versus la frecuencia del alelo mayor)
están entre 0.33 y 0.66, y alcanza su punto máximo, no será mayor si mantiene el HWE, cuando
las frecuencias alélicas son 0.5 (Pierce, 2016). Bajo estas premisas, en este trabajo se seleccionaron
aquellos marcadores que no tuvieran una desviación significativa del HWE, es decir, después de
ejecutarse una prueba chi-cuadrado, se tomaron aquellos cuyo valor P fuera mayor de 0.01. Además,
se muestran los resultados de ambos métodos, siguiendo la definición de SDMs y siguiendo la noción
del HWE. Ambas aproximaciones buscaron que los SNPs seleccionados pudieran ser usados en un
software para construir mapas genéticos en organismos diploides.

En esta investigación se evaluaron varios softwares presentados en el trabajo de Bourke, Voorrips
et al. (2018) y se establecieron parámetros relacionados con la antigüedad y uso experimental en
poblaciones de caña de azúcar. JoinMap v5.0 (JM) (Van Ooijen, 2018) fue el software escogido por
tener, principalmente, un gran número de citas y trabajos relacionados con caña de azúcar (Garcia
et al., 2006; Gazaffi et al., 2014; Hoy et al., 2016; Kilian et al., 2005; Oliveira, 2006). En particular,
JM ha sido usado en una investigación referente para este trabajo, Garsmeur et al. (2018), aunque
en Balsalobre et al. (2017) usan OneMap como software, también usan la frecuencia de recom-
binación y el valor LOD. Ambos estudios construyeron un mapa genético para h́ıbridos de caña.
A pesar de esto, una posibilidad para explorar otros resultados podŕıa ser el uso de los softwares
polymapR y OneMap, ambos con una continua liberación de versiones, que podŕıan estimar unas
distancias genéticas más precisas o que podŕıan incluir un mejor orden de los marcadores dado el
desequilibrio de ligamiento. Para este trabajo, el número de referencias sustentado para JM validó
hacer el análisis de ligamiento de los loci con este software.

Los marcadores en JM fueron usados para la construcción de los mapas genéticos evaluando
diferentes combinaciones de Logarithm of Odds (LOD) independiente. El LOD es el logaritmo en
base 10 de la relación entre la probabilidad de tener la segregación de un par de loci suponiendo
que están ligados y la probabilidad de obtener esa segregación pero ahora suponiendo que el par
de loci no están ligados. El valor LOD se convierte en un estimado estad́ıstico para saber si dos
marcadores (SNPs) tienen alta probabilidad de estar cerca uno del otro en el mismo cromosoma y,
por tanto, ser heredados juntos. Por regla general, un valor LOD de 3 indica que dos marcadores
están cerca uno del otro en el mismo cromosoma, es decir, entre más alto sea el valor LOD, hay
más certeza de que dos marcadores estén realmente ligados y sean heredados juntos. En particular,
un valor LOD de 3 quiere decir que la probabilidad de ligamiento, que ocurre a cierta distancia en
centiMorgan, es 1,000 veces mayor que la probabilidad de no ligamiento.

El LOD es calculado a partir de la frecuencia de recombinación (FR), la cual consiste en, dado
un par de SNPs, la probabilidad de que un cruzamiento de los cromosomas ocurra entre este par
de SNPs y se calcula como el cociente entre la cantidad de individuos en la progenie que presentan
un rasgo resultado de la recombinación de dos alelos (marcadores) y el total de individuos. El LOD
independiente (indLOD) es un parámetro que puede manipularse desde la interfaz de JM y no es
afectado por la distorsión de la segregación como la estimación del LOD, empleada a menudo en el
análisis de ligamiento, lo que conduce a una menor incidencia de vinculación errónea (Van Ooijen,
2018).
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Los tres mapas genéticos se construyeron usando JM con diferentes valores de indLOD, la FR
y usando el algoritmo de mapeo de máxima verosimilitud, el cual consiste en un proceso de cons-
trucción del mapa al adherir loci usando muestreo espacial (spatial sampling) y, posteriormente,
encontrar el mejor orden para el conjunto de loci obtenidos (Van Ooijen, 2018). Al implementar
cada una de las tres estrategias o mapas se obtuvieron 3,739 loci, a 4,096 loci y a 7,816 loci,
respectivamente. Estos diferentes conjuntos de marcadores fueron suficientes para construir los ma-
pas genéticos. En otros estudios, por ejemplo, en Balsalobre et al. (2017) construyeron un mapa
genético con 934 marcadores SNPs provenientes de una progenie de 151 hermanos completos resul-
tado del cruce de dos variedades SP80-3280 (madre) y RB835486 (padre). Garsmeur et al. (2018)
construyeron un mapa genético con 13,062 SNPs provenientes de una población de 186 individuos
autoprogenie de la variedad R570 y J. Zhang, X. Zhang et al. (2018) construyeron un mapa genético
con 998,370 SNPs provenientes de una población recruzada de 54 individuos resultado del cruce
entre el doble haploide AP83-108 y su progenitor octoploide SES208.

En las diferentes estrategias propuestas que arrojan los mapas genéticos candidatos para repre-
sentar el genoma monoploide de la variedad CC 01-1940, no se encontraron ventajas que pudieran
seleccionar a una sola. Cada mapa genético tiene una métrica que lo destaca, ya sea: el tamaño
total del mapa en pares de base o en centiMorgans, el N50, la cantidad de grupos de ligamiento, el
tamaño de los grupos de ligamiento (kbp o cM), el número de scaffolds repetidos, la cantidad de
loci mapeados, la saturación del mapa por densidad cM/loci o kbp/loci o la relación del cociente
entre densidades en kbp o cM. Por ejemplo, en J. Zhang, X. Zhang et al. (2018) construyeron un
mapa genético de 451.3 Mbp, en Balsalobre et al. (2017) generaron un mapa de 1,424.94 cM con
microsatélites o SSR (Simple Sequence Repeats) y marcadores GBS, y en Garsmeur et al. (2018)
lograron un ensamblaje de las regiones ricas en genes de 382 Mbp. Estos valores mencionados son
poco distantes a los reportados en este trabajo.

Para los tres mapas genéticos se debe establecer un criterio de selección que determine cuál puede
ensamblar con mejor continuidad el conjunto de los 17,098 scaffolds. Para este propósito se puede
hacer un análisis de colinealidad contra la anotación de genes de los genomas de S. spontaneum (J.
Zhang, X. Zhang et al., 2018) y el h́ıbrido R570 (Garsmeur et al., 2018). Una hipótesis inicial es
que, aunque para ambos análisis se debe esperar sintenia, el experimento contra las regiones ricas en
genes del ensamblaje de R570 podŕıa tener un mejor comportamiento porque es un h́ıbrido al igual
que CC 01-1940. Los h́ıbridos de caña comparten un 80% de material genético de S. officinarum,
pero tan solo 10-15% de S. spontaneum (Cuadrado et al., 2004; D’Hont, 2005; D’Hont, Grivet
et al., 1996; G. Piperidis et al., 2010).

Finalmente, los resultados de este trabajo son las primeras versiones de mapas genéticos creados
en CENICAÑA como resultado de un proceso de secuenciación de alto rendimiento. Por tanto,
es una metodoloǵıa novedosa para el Centro que puede ser usada en futuras ocasiones. Se podŕıa
intentar con métricas favorables para producir mapas genéticos que tengan mayor continuidad, luego
de ver la colinealidad con otros genomas de referencia. Por ejemplo, se podŕıan mover los rangos
del MAF y la OH para incluir más loci en el mapa de scaffolds importantes para el ensamblaje.
Si se usa JM, podŕıa variarse el valor indLOD o la FR para incrementar el número de marcadores
presentes en el mapa. La estrategia B y la C fueron exigentes en indLOD y FR, respectivamente, y
sus estad́ısticas son más similares en comparación con la estrategia A. Se debe notar que después de
la fase de filtros, la estrategia C arrojó más loci que las demás. Una oportunidad seŕıa combinar los
filtros de estas últimas estrategias y evaluar los resultados, por ejemplo, SNPs que estén en HWE,
pero que también, en el conteo de heterocigotos y homocigotos, no se desv́ıen significativamente del
50% esperado. Por último, se podŕıa explorar la construcción del mapa con alguno de los softwares
evaluados en este trabajo y ver que el análisis de vinculación por desequilibrio de ligamiento se
comporte mejor que lo visto en JM.
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A.1. Lista de variedades producidas por CENICAÑA

Tabla A.1: Listado de variedades producidas por o en colaboración con CENICAÑA. CC: Cenicaña
Colombia. SP: São Paulo. [1]

Variedades de Cenicaña Colombia

CC 01-746 CC 87-434 CC 97-7170

CC 00-3257 CC 86-33 CC 94-5827

CC 11-600 CC 85-96 CC 93-7510

CC 05-430 CC 85-92 CC 93-4418

CC 11-595 CC 85-68 CC 93-4223

CC 10-450 CC 85-63 CC 93-4181

CC 11-605 CC 84-75 CC 93-3895

CC 04-195 CC 84-66 CC 93-3826

CC 09-874 CC 84-56 CC 93-3803

CC 09-702 CC 84-10 CC 93-744

CC 99-2282 CC 83-25 CC 92-2804

CC 02-3257 CC 82-28 CC 92-2393

CC 09-535 CC 82-27 CC 92-2358

CC 09-066 CC 82-26 CC 92-2198

CC 06-783 CC 82-15 CC 92-2188

CC 03-469 CC 03-154 CC 92-2154

CC 05-948 CC 01-1940 CC 91-1945

CC 05-230 CC 01-1228 CC 91-1880

CCSP 89-259 CC 01-678 CC 91-1606

CCSP 89-43 CC 00-3771 CC 91-1555

CC 89-2000 CC 00-3079 CCSP 89-1997

CC 87-505 CC 98-72
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A.2. Evaluación y alineamiento de las muestras

A.2.1. Usar el software FastQC para evaluar las lecturas

Algoritmo A.1: instrucción usada para hacer la evaluación de las secuencias enviadas por NOVO-
GENE. [5]

1 # Autor(es): Giann Karlo Aguirre Sambon ı́.

2 # Nombre del programa: 01 _eval_samples.sh

3 # Fecha: 18 -09 -2020

4 # Objetivo: Evaluar la calidad de las secuencias con el software FastQC v11 .8.

5 # Salida: Resultado de la ejecuci ón de los mó dulos que analiza el software para

cada uno del conjunto de lecturas forward y reverse de un individuo. Dos

archivos .html y dos archivos .zip por cada lectura .

6 # Entrada: Ingresar ambos conjuntos de lecturas forward y reverse .fq.gz.

7

8

9 cat ../../ data/sample_ids.txt | \ #El archivo sample_ids.txt tiene los nombres de

las muestras de lectura de los individuos , al ejecutar 'cat ' sobre este , su

salida (usando | (pipe)) es usada en la instrucci ón parallel para ejecutar

fastqc. Ejemplo del contenido de este archivo ...

10 :'

11 P2_277_USD16089481L_HJJNWDSXX_L4

12 P2_300_USD16089488L_HJNMNDSXX_L3

13 P2_60_USD16089417L_HJM27DSXX_L1

14 P2_7_USD16089400L_HJNMNDSXX_L3_L4

15 P2_74_USD16089423L_HJM27DSXX_L2

16 P2_80_USD16089425L_HJM27DSXX_L2

17 CC_011940_USD16089495L_HJJNWDSXX_L4

18 '

19 parallel --gnu -j50 'fastqc ../../ data /{}/*. fq.gz -o {}/'

20 # La opci ón --gnu se usa por compatibilidad para comportarse como GNU parallel; #

-j50 es para correr 50 tareas en paralelo (con esto se logra acelerar la

ejecuci ón del comando);

21 # ../../ data/ ruta relativa donde est án guardados los archivos de la lecturas;

22 # {} reemplaza la salida del archivo sample_ids.txt lı́nea por lı́nea en la

instrucci ón fastqc para ser ejecutada;

23 # *.fq.gz todos los archivos cuyos nombres terminen en .fq.gz;

24 # -o de fastqc significa el nombramiento al archivo de salida.

A.2.2. Valores Phred por individuo y lectura
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Tabla A.2: descripción de los valores Phred que en promedio se obtuvieron por cada individuo en
cada par de sus conjuntos de lectura forward o reverse. En azul está resaltado el individuo-lectura
con el valor máximo y en rojo aquel con el valor mı́nimo. [13]

P2-id-lectura Valor

P2 300 2 36.1315 P2 76 2 35.8114 P2 89 1 36.0504 P2 43 1 36.0645 P2 311 2 36.0071

P2 300 1 36.3957 P2 76 1 36.0362 P2 89 2 35.9248 P2 43 2 35.8934 P2 311 1 36.2055

P2 80 1 36.0657 P2 227 1 36.0659 P2 216 1 36.0903 P2 69 2 35.763 P2 310 2 35.7224

P2 80 2 35.7337 P2 227 2 35.7636 P2 216 2 35.679 P2 69 1 36.0693 P2 310 1 36.2173

P2 7 2 36.2085 P2 245 1 36.2785 P2 57 1 36.0561 P2 81 2 35.8208 P2 199 1 36.3119

P2 7 1 36.4131 P2 245 2 36.0485 P2 57 2 35.8918 P2 81 1 36.0837 P2 199 2 36.133

P2 277 2 35.889 P2 232 1 36.1059 P2 103 1 36.0552 P2 28 2 35.6997
P2 277 1 36.208 P2 232 2 35.9422 P2 103 2 35.8019 P2 28 1 36.0278
P2 66 1 36.0539 P2 166 1 36.0682 P2 305 1 36.188 P2 88 2 35.7247
P2 66 2 35.8044 P2 166 2 35.8386 P2 305 2 36.0008 P2 88 1 36.03
P2 74 1 36.0694 P2 210 2 35.7408 P2 201 1 36.311 P2 129 2 35.6199
P2 74 2 35.8049 P2 210 1 36.0534 P2 201 2 36.1725 P2 129 1 36.0883

CC 011940 2 35.9873 P2 44 1 36.0586 P2 65 1 36.0258 P2 52 1 36.0557
CC 011940 1 36.2179 P2 44 2 35.8443 P2 65 2 35.5946 P2 52 2 35.6586
P2 188 2 35.5589 P2 278 1 36.2259 P2 111 2 35.8799 P2 164 1 36.0912
P2 188 1 36.0828 P2 278 2 36.0088 P2 111 1 36.0867 P2 164 2 35.7567
P2 168 1 36.0766 P2 184 1 36.0816 P2 263 2 35.8227 P2 259 2 35.9969
P2 168 2 35.9122 P2 184 2 35.792 P2 263 1 36.2427 P2 259 1 36.2716
P2 271 1 36.2045 P2 55 2 34.5809 P2 295 2 35.945 P2 237 2 35.9763
P2 271 2 35.9425 P2 55 1 36.0484 P2 295 1 36.2259 P2 237 1 36.3025
P2 262 1 36.2765 P2 207 1 36.0708 P2 206 2 35.7477 P2 290 2 36.2163
P2 262 2 36.0454 P2 207 2 35.6542 P2 206 1 36.0903 P2 290 1 36.3836
P2 142 2 35.609 P2 84 2 35.5607 P2 49 1 36.0178 P2 225 1 36.0797
P2 142 1 35.9089 P2 84 1 36.0597 P2 49 2 35.7705 P2 225 2 35.59
P2 144 2 35.7493 P2 256 2 36.037 P2 180 1 36.0666 P2 296 2 35.8157
P2 144 1 36.0803 P2 256 1 36.2911 P2 180 2 35.8167 P2 296 1 36.1965
P2 270 2 36.0143 P2 147 2 35.8235 P2 42 2 35.9069 P2 153 1 36.0826
P2 270 1 36.3026 P2 147 1 36.0698 P2 42 1 36.0542 P2 153 2 35.6314
P2 60 1 36.0239 P2 114 2 35.9588 P2 231 2 35.7703 P2 167 2 35.7917
P2 60 2 35.7824 P2 114 1 36.1024 P2 231 1 36.0834 P2 167 1 36.0816
P2 171 1 36.0995 P2 87 2 35.5307 P2 250 1 36.2922 P2 187 2 35.7839
P2 171 2 35.9252 P2 87 1 36.0582 P2 250 2 36.0948 P2 187 1 36.076
P2 145 2 35.7637 P2 154 2 36.2033 P2 220 1 36.3115 P2 40 1 36.0506
P2 145 1 36.0724 P2 154 1 36.2917 P2 220 2 36.1918 P2 40 2 35.6849
P2 172 1 36.1066 P2 221 1 36.0705 P2 282 1 36.1992 P2 32 1 36.0144
P2 172 2 35.7674 P2 221 2 35.9327 P2 282 2 35.7865 P2 32 2 35.8698
P2 63 2 35.6112 P2 140 2 35.8522 P2 54 1 36.0497 CC 01746 2 36.0234
P2 63 1 36.0258 P2 140 1 36.0927 P2 54 2 35.7857 CC 01746 1 36.2169
P2 17 1 36.4046 P2 217 2 35.9694 P2 67 2 35.8655 P2 108 2 35.8032
P2 17 2 36.0885 P2 217 1 36.3048 P2 67 1 36.0536 P2 108 1 36.0583
P2 283 2 35.9529 P2 238 1 36.2822 P2 107 2 35.8639 P2 20 2 36.0633
P2 283 1 36.2014 P2 238 2 35.6203 P2 107 1 36.0756 P2 20 1 36.3991
P2 90 2 35.6803 P2 115 2 35.7514 P2 251 1 36.2987 P2 41 2 35.8909
P2 90 1 36.0633 P2 115 1 36.0901 P2 251 2 36.0769 P2 41 1 36.0497
P2 11 1 36.3481 P2 307 1 36.38 P2 158 2 35.9286 P2 315 1 36.223
P2 11 2 35.8094 P2 307 2 36.1341 P2 158 1 36.0906 P2 315 2 36.0043

A.2.3. Cálculo del inserto

Algoritmo A.2: comandos usados para hacer el cálculo del inserto que será luego usado en los
alineamientos. [5]
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1 # Autor(es): Jorge Duitama y Equipo de Bioinform ática de CENICA~NA.

2 # Editor(es): Giann Karlo Aguirre Sambon ı́.

3 # Nombre del programa: 02 _insert_length.sh

4 # Fecha: 18 -09 -2020

5 # Objetivo: Calcular el tama~no del inserto para las lecturas Illumina paired -end.

6 # Salida: archivo .log con dos columnas: la primera tama~no del inserto y la

segunda con el número de fragmentos que hay con ese tama~no.

7 # Entrada: Archivos de entrada y el par á metro p es el id extenso de un individuo.

8

9 p=$1; # par á metro de entrada el cual es el id de un individuo.

10 o=$2; # par á metro opcional.

11 m=`echo ${p} | sed 's/_USD .*//g'`; # 'echo ' imprime el valor de la variable $p (id

de un individuo) y esta salida es la entrada para 'sed ', el cual sustituye

todos los caracteres que empiezan por _USD por un espacio vac ı́o. Esto se hace

para dejar solo el id del individuo de los archivos de las lecturas , por

ejemplo , sustituir P2_142_USDABC123.fq.gz por P2_142. Este resultado se asigna

a la variable 'm'.

12

13 # Archivos de entrada: los dos conjuntos de lectura WGS fastq del individuo

14 # y la referencia a la cual se alinea. El primer conjunto es forward y el segundo

es reverse.

15 f1=../ data/${m}/${p}_1.fq.gz;

16 f2=../ data/${m}/${p}_2.fq.gz;

17 REFERENCE =../ reference/scaffolds_final_NGSEP_polished;

18

19 # Asignaci ón de variables para las rutas donde est án ubicados los softwares que

se van a usar , por ejemplo , Bowtie2 y Samtools.

20 BOWTIE2 =../ bowtie2/bowtie2;

21 SAMTOOLS =../ samtools -1.9/ samtools;

22

23 # Extracci ón de las primeras 250000 lecturas del conjunto de secuencias forward.

24 zcat ${f1} | head -n 1000000 > ${p}_testInsert_1.fastq;

25 # Extracci ón de las primeras 250000 lecturas del conjunto de secuencias reverse.

26 zcat ${f2} | head -n 1000000 > ${p}_testInsert_2.fastq;

27 # zcat lee los archivos asignados en f1 y en f2;

28 # head toma el primer mill ón de lı́neas de cada archivo;

29 # el 1000000 se usa porque el formato FASTQ ocupa 4 lı́neas en el archivo por cada

secuencia.

30 # cada uno de los resultados de head es guardado en los archivos .fastq

31

32 ${BOWTIE2} --rg-id ${p} --rg SM:${p} -X 1000 ${o} -k 3 -t -x ${REFERENCE} -1 ${p}

_testInsert_1.fastq -2 ${p}_testInsert_2.fastq -S ${p}_testInsert.sam >& ${p}

_testInsert.log;

33 # bowtie2 es el software para hacer los alineamientos.

34 # --rg -id este par á metro interpreta al valor de la variable p para que sea

registrada en los archivos de salida .fastq. Ejemplo , ID:P2_142

35 # --rg similar al anterior pero esta vez es con el tag SM. Ejemplo , SM:P2_142

36 # -X es el tama~no máximo del inserto , el cual es la suma de las dos lecturas

pareadas más la distancia interna entre cada una de ellas , el 'gap ' que las

separa. Se sabe que las lecturas pareadas de este trabajo son de 150 bp cada

una pero no hay certeza de cu ánto es el 'gap ' que hay entre ellas entonces se

exige a Bowtie2 que busque alineamiento congruentes dentro de un tope máximo de

1000 bp. El máximo hubiera podido ser mayor , pero har ı́a más lento el proceso y

no ser ı́a necesario. El 'gap ' entre ambas lecturas no ser á mayor que 1000 bp.

37 # -k indica hasta N alineaciones distintas y vá lidas para cada lectura , donde N es

igual al entero especificado con este par ámetro , por ejemplo , 3.

38 # -t número de caracteres usados en el algoritmo Burrows -Wheeler para comprimir el

tama~no de la lectura al juntar caracteres repetidos. En este caso est á el

valor por defecto , 10.
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39 # -x este par á metro sirve para fijar un nombre base al genoma de referencia , el

cual est á en la variable REFERENCE.

40 # -1 par á metro que indica el archivo del primer conjunto de lecturas (forward).

41 # -2 par á metro que indica el archivo del segundo conjunto de lecturas (reverse).

42 # -S par á metro para indicar en qu é archivo se va a escribir el resultado de los

alineamiento , en este caso es el valor de la variable $p con el sujifo '

_testInsert.sam '

43 # >& instrucci ón para indicar que habr á un archivo .log en el que se describir á qu

é se est á ejecutando y cómo los argumentos (anteriores) est án siendo evaluados.

44

45 # Calcular la distribuci ón del tama~no del inserto seg ún los insertos encontrados

con un tama~no máximo de 1000.

46 ${SAMTOOLS} view -SF 268 ${p}_testInsert.sam | awk '

47 {

48 l=$9;

49 if(l>=0){

50 i=sprintf(" %d",l/25) +1;

51 if(i<100)

52 a[i]++;

53 else

54 aM++

55 }

56 }

57 END{

58 for(i=1;i <100;i++)

59 print (i-1)*25,a[i];

60 print "More",aM

61 }' >> ${p}_testInsert.log;

62 # samtools es el software para manipular archivos .sam

63 # view es la instrucci ón para visualizar este tipo de archivos.

64 # -S opcional , usado antes en versiones anteriores de Samtools cuando el archivo

estaba en formato .sam y no en otros como .bam o .cram.

65 # -F No imprime alineamientos con más de 268 bits en el campo FLAG.

66 # awk recibe la salida del SAMTOOLS view para calcular una distribuci ón del número

de fragmentos seg ún sus tama~nos, y finalmente , guardarlos en el archivo ${p}

_testInsert.log

67

68 # se sugiere eliminar los archivos innecesarios; el par á metro -f forza la

eliminaci ón en caso de errores , por ejemplo , archivos no existentes.

69 rm -f ${p}_testInsert_1.fastq;

70 rm -f ${p}_testInsert_2.fastq;

71 rm -f ${p}_testInsert.sam;

A.2.4. Alineamientos

Algoritmo A.3: programas e instrucciones usadas para hacer los alineamientos. [5]

1 # Autor(es): Jorge Duitama y Equipo de Bioinform ática de CENICA~NA.

2 # Editor(es): Giann Karlo Aguirre Sambon ı́.

3 # Nombre del programa: 03 _run_alignment.sh

4 # Fecha: 18 -09 -2020

5 # Objetivo: Hacer los alineamientos de las lecturas al genoma de referencia y

ordenar estos alineamientos.

6 # Salida: Archivos .bam y _sorted.bam por cada uno de los 95 individuos.

7 # Entrada: Conjunto de lecturas forward y reverse y el par ámetro , el genoma de

referencia y la ı́ ndices calculados previamente para este genoma.

8

9 p=$1; #par á metro de entrada el cual es el id de un individuo.

10 i=$2; #par á metro para fijar el tama~no mı́nimo del inserto seg ún lo resultado de la
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ejecuci ón del algoritmo 02 _insert_length.sh

11 x=$3; #par á metro para fijar el tama~no máximo del inserto seg ún lo resultado de la

ejecuci ón del algoritmo 02 _insert_length.sh

12 o=$4; #par á metro opcional.

13 s=SM:${p}; #variable que es igual al par á metro $p pero con una cadena adicional '

SM:'.

14 sample=`echo ${p} | sed 's/_USD .*//g'`; #'echo ' imprime el valor de la variable $p

y esta salida es la entrada para 'sed ', el cual sustituye todos los caracteres

que empiezan por _USD por un espacio vac ı́o. Esto se hace para dejar solo el id

del individuo de los archivos de las lecturas , por ejemplo , sustituir

P2_142_USDABC123.fq.gz por P2_142. Este resultado se asigna a la variable '

sample '.

15 save_location =../ results/alignment/${sample }/${p}; # la variable 'save_location '

es asignada con la ruta absoluta en la cual se van a guardar los resultados de

los alineamientos de cada individuo.

16

17 # Los dos conjuntos de lectura WGS fastq del individuo

18 # y la referencia a la cual se alinea. El primer conjunto es forward y el segundo

es reverse.

19 f1=../ data/${sample }/${p}_1.fq.gz;

20 f2=../ data/${sample }/${p}_2.fq.gz;

21 REFERENCE =../ reference/scaffolds_final_NGSEP_polished.fa; #Genoma de referencia CC

-01 -1940.

22

23 INDEXES =../ reference/scaffolds_final_NGSEP_polished; # Archivo Bowtie en el que se

guardaron los ı́ ndices del genoma de referencia despu és de una primera alineaci

ón con lecturas radseq. Estas alineaciones est án indexadas para hacer consultas

más rá pidas.

24

25 # Asignaci ón de variables para las rutas donde est án ubicados los softwares que se

van a usar , por ejemplo , Bowtie2 y Samtools.

26 BOWTIE2 =../ bowtie2 -2.3.5/ bowtie2; #ruta donde est á el archivo binario de Bowtie2.

27 PICARD =../ picard -tools -2.20/ picard.jar; #ruta donde est á el archivo binario de

Picard.

28 SAMTOOLS =../ samtools -1.9/ samtools; #ruta donde est á el archivo binario de Samtools

.

29

30 JAVA="java -d64 -XX:MaxHeapSize =16g";

31 #variable JAVA para asignar par á metros por defecto para la ejecuci ón de Java.

32 # -d64 indica que la ejecuci ón se haga en un ambiente de 64-bits.

33 # -XX:MaxHeapSize = 16g (igual a -Xmx16g) indica la cantidad de memoria destinada

para la ejecuci ón de los procesos , en este caso 16 GB.

34

35 # map the reads and sort the alignment

36

37 ${BOWTIE2} --rg-id ${save_location} --rg ${s} --rg PL:ILLUMINA -I ${i} -X ${x} ${o

} -p 110 -k 3 -t -x $INDEXES -1 ${f1} -2 ${f2} 2> ${save_location}_bowtie2.log

| ${SAMTOOLS} view -bhS - > ${save_location}_bowtie2.bam;

38 # bowtie2 es el software para hacer los alineamientos.

39 # --rg -id este par á metro interpreta al valor de la variable p para que sea

registrada en los archivos de salida .fastq. Ejemplo , ID:P2_142

40 # $save_location variable cuyo valor es usado guardar el resultado de los

alineamientos , un archivo .sam

41 # --rg similar al anterior pero esta vez es con el tag SM. Ejemplo , SM:P2_142

42 # --rg es igual al anterior pero esta vez es con el tag 'PL:ILLUMINA '

43 # -I es el tama~no mı́nimo del inserto , el cual ya fue calculado con la interpretaci

ón de los resultados generados por 02 _insert_length.sh

44 # -X es el tama~no máximo del inserto , el cual es la suma de las dos lecturas

pareadas más la distancia interna entre cada una de ellas , el 'gap ' que las
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separa. Este valor tambi én se deriva de los resultados de 02 _insert_length.sh

45 # -p indica la cantidad de procesadores que se usar án para ejecutar la instrucci ón

.

46 # -k indica hasta N alineaciones distintas y vá lidas para cada lectura , donde N es

igual al entero especificado con este par ámetro , por ejemplo , 3.

47 # -t número de caracteres usados en el algoritmo Burrows -Wheeler para comprimir el

tama~no de la lectura al juntar caracteres repetidos. En este caso est á el

valor por defecto , 10.

48 # -x este par á metro sirve para fijar un nombre base al genoma de referencia , el

cual est á en la variable REFERENCE.

49 # -1 par á metro que indica el archivo del primer conjunto de lecturas (forward).

50 # -2 par á metro que indica el archivo del segundo conjunto de lecturas (reverse).

51 # 2> instrucci ón para indicar que habr á un archivo .log en el que se describir á qu

é se est á ejecutando y cómo los argumentos anteriores est án siendo evaluados.

52 # la salida de la ejecuci ón de Bowtie2 es le ı́da por SAMTOOLS.

53 # view es la instrucci ón para visualizar este tipo de archivos .sam.

54 # -b indica que el resultado sea transformado al formato .bam

55 # -h indica que el resultado incluya un encabezado.

56 # -S opcional , usado antes en versiones anteriores de Samtools cuando el archivo

estaba en formato .sam y no en otros como .bam o .cram.

57

58 mkdir ${save_location}_tmpdir; #Crea un directorio temporal para guardar archivos

que luego ser án eliminados.

59

60 $JAVA -jar ${PICARD} SortSam MAX_RECORDS_IN_RAM =1000000 SO=coordinate CREATE_INDEX

=true TMP_DIR=${save_location}_tmpdir I=${save_location}_bowtie2.bam O=${

save_location}_bowtie2_sorted.bam >& ${save_location}_bowtie2_sort.log; #Picard

y Java son usados para ordenar los .bam generados en el paso anterior con

Bowtie2.

61 # Sortsam es una instrucci ón que indica el ordenamiento de un archivo .bam , en

este caso , por coordenadas (SO=coordinate).

62 # MAX_RECORDS_IN_RAM indica el número de registros que se van a almacenar en RAM

antes de escribir en disco. El valor por defecto es 5000000 , pero en este caso

se us ó 1000000.

63 # CREATE_INDEX es un booleano para indicar si se crea un ı́ ndice para el archivo .

bam cuando se genera el archivo ordenado por coordenadas .bam

64 # TMP_DIR directorio para almacenar archivos temporal que luego ser án eliminados.

65 # I es el archivo de entrada , los alineamientos sin ordenar.

66 # O es el archivo de salida , los alineamientos ordenados.

67 # >& instrucci ón para indicar que habr á un archivo .log en el que se describir á qu

é se est á ejecutando y cómo los argumentos (anteriores) est án siendo evaluados.

68

69 rm -rf ${save_location}_tmpdir; #Elimina el directorio temporal con archivos que

no tendr án más uso.

A.3. Llamado de variantes y filtros

A.3.1. LLamado de variantes a partir de los alineamientos a la referencia

Algoritmo A.4: instrucciones usando NGSEP para hacer el llamado de variantes a partir de los
alineamientos a la referencia. [6]

1 # Autor(es): Giann Karlo Aguirre Sambon ı́.

2 # Nombre del programa: 04 _findvariants_noknownvariants.sh

3 # Fecha: 21 -09 -2020

4 # Objetivo: Hacer un llamado de variantes inicial para crear un cat álogo de las

mismas.

5 # Salida: archivos .vcf para cada individuo.
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6 # Entrada: archivos _sorted.bam por cada uno de los 95 individuos.

7

8

9 p=$1; #par á metro de entrada el cual es la ruta de ubicaci ón del archivo de

alineamiento odenado (sorted.bam) para un individuo.

10 sample=`echo ${p} | awk -F "/" '{print $7}' | sed 's/_USD .*//g'`; #extracci ón del

id de un individuo a partir del par á metro $p.

11 save_location =../ findvariants/${sample }/; #ubicaci ón de la ruta donde se guardar á

el resultado del llamado de variantes sin un cat álogo de las mismas.

12

13 REFERENCE =../ reference/scaffolds_final_NGSEP_ polished.fa; # variable cuya

asignaci ón es la ruta del genoma de referencia , los scaffolds de CC -01 -1940.

14

15 KNOWNSTRs =../ mulvardet/scaffolds_final_ polished_trf_2_7_7_80_10_20_50.txt; #

archivo con los microsat é lites conocidos en el genoma: short tandem reapeats (

STRs). Este es un archivo de texto con al menos tres columnas: cromosoma ,

primera posici ón y ú ltima posici ón. Las posiciones deben ser de base 1 e

inclusivas. Leer tesis doctoral de Trujillo , 2020 para detallar cómo generar

este archivo.

16

17 JAVA="java -d64 -Xmx64g";

18 #variable JAVA para asignar par á metros por defecto para la ejecuci ón de Java.

19 # -d64 indica que la ejecuci ón se haga en un ambiente de 64-bits.

20 # -Xmx64g (igual a -XX:MaxHeapSize = 64g) indica la cantidad de memoria destinada

para la ejecuci ón de los procesos , en este caso 64 GB.

21

22 NGSEP =../ ngsep_lib/NGSEPcore_3 .3.3. jar; #módulo de Java para hacer el llamado de

variantes.

23

24 $JAVA -jar ${NGSEP} FindVariants -minQuality 40 -maxBaseQS 30 -knownSTRs ${

KNOWNSTRs} -sampleId ${sample} -ploidy 10 -psp ${REFERENCE} ${p} ${

save_location}findvariants.${sample} >& ${save_location}ngsep_findvariants.${

sample }.log;

25

26 #Ejecuci ón de NGSEP con la instrucci ón FindVariants:

27 # -minQuality mı́nima calidad de genotipo para aceptar una

28 # detecci ón de SNV(Single Nucleotide Variation). En este caso es de 40.

29 # -maxBaseQS máximo valor permitido para puntaje de calidad de

30 # en una base (Escala Phred). En este caso es de 30.

31 # -knownSTRs par á metro para aceptar un archivo donde est án registrados los

microsat é lites.

32 # -sampleId par á metro para pasar a NGSEP el nombre del id del individuo en la

variable $sample.

33 # -ploidy par á metro para indicar a NGSEP cu ál es la ploid ı́a de las muestras. En

este caso 10.

34 # -psp par á metro para indicar a NGSEP que debe poner un encabezado en el archivo .

vcf de salida que ayuda para identificar la ploid ı́a de las muestras en los an á

lisis posteriores.

35 # ${save_location}findvariants.${sample} es el archivo de salida.

36 # >& instrucci ón para indicar que habr á un archivo ${save_location}

ngsep_findvariants.${sample }.log en el que se describir á qu é se est á ejecutando

y cómo los argumentos anteriores est án siendo evaluados.

37

38 # Esta documentaci ón est á basada en la versi ón usada de NGSEP , as ı́ que cualquier

inconsistencia por el uso de versiones , es mejor revisar la documentaci ón

oficial de NGSEP: https :// github.com/NGSEP/NGSEPcore

A.3.2. Unión de variantes detectadas
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Algoritmo A.5: instrucciones usando NGSEP para hacer la unión de variantes detectadas. [6]

1 # Autor(es): Giann Karlo Aguirre Sambon ı́.

2 # Nombre del programa: 05 _mergevariants.sh

3 # Fecha: 21 -09 -2020

4 # Objetivo: hacer una uni ón de variantes que se descubre en cada individuo del

paso anterior y se ejecuta una conciliaci ón de alelos para las variantes

intersectadas.

5 # Salida: archivo .vcf de toda la poblaci ón.

6 # Entrada: archivos .vcf por cada uno de los 95 individuos generados a partir de

04 _findvariants_noknownvariants.sh.

7

8 save_location =../ results/mergevariants /;

9 # variable cuya asignaci ón es la ruta de almacenamiento donde se guardar á el

archivo de salida.

10

11 load_location =../ results/symbolic_links_findvariants /;

12 # variable cuya asignaci ón es el directorio donde est án todos los links simb ó licos

que apuntan a donde est án los .vcf generados para cada unos de los individuos.

13

14 SEQUENCENAMES =../ reference/scaffolds_final_NGSEP_ polished.fa.fai;

15 # variable cuya asignaci ón es el archivo donde est á el nombre de las secuencias en

el genoma de referenica , en este caso , los scaffolds. El archivo de nombres de

secuencias es un archivo de texto que sólo tiene los ids de las secuencias en

la referencia. Es usado por el programa para determinar el orden de las

secuencias de referencia. En el documento este archivo es referenciado como

seq_names.txt.

16

17

18 JAVA="java -d64 -Xmx64g";

19 #variable JAVA para asignar par á metros por defecto para la ejecuci ón de Java.

20 # -d64 indica que la ejecuci ón se haga en un ambiente de 64-bits.

21 # -Xmx64g (igual a -XX:MaxHeapSize = 64g) indica la cantidad de memoria destinada

para la ejecuci ón de los procesos , en este caso 64 GB.

22

23 NGSEP =../ ngsep_lib/NGSEPcore_3 .3.3. jar; #módulo de Java para hacer el llamado de

variantes.

24

25 $JAVA -jar ${NGSEP} MergeVariants ${SEQUENCENAMES} ${save_location}mergevariants

.95ids.vcf ${load_location }*.vcf >& ${save_location}ngsep_mergevariants .95ids.

log;

26 #Ejecuci ón de NGSEP con la instrucci ón MergeVariants:

27 # $SEQUENCENAMES es la variable cuyo valor tiene la ruta donde est á el archivo con

el nombre de la secuencias.

28 # ${save_location}mergevariants .95ids.vcf ruta y nombre del archivo donde se

guardar á el .vcf resultante.

29 # ${load_location }*.vcf ruta donde est án todos los links simb ó licos que apuntan a

la dirrecci ón donde est án los .vcf resultantes de cada individuo del paso

FindVariants.

30 # >& instrucci ón para indicar que habr á un archivo ${save_location}

ngsep_mergevariants .95 ids.log en el que se describir á qu é se est á ejecutando y

cómo los argumentos anteriores est án siendo evaluados.

31

32 # Esta documentaci ón est á basada en la versi ón usada de NGSEP , as ı́ que cualquier

inconsistencia por el uso de versiones , es mejor revisar la documentaci ón

oficial de NGSEP: https :// github.com/NGSEP/NGSEPcore

A.3.3. Colección de scaffolds pequeños y regiones repetitivas
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Algoritmo A.6: instrucciones usando awk para coleccionar scaffolds y regiones repetitivas no útiles
para la detección de SNPs.

1 # Autor(es): Giann Karlo Aguirre Sambon ı́.

2 # Nombre del programa: 06 _1_filtervcf_mergevariants.sh

3 # Fecha: 21 -09 -2020

4 # Objetivo: seleccionar y almacenar en un archivo los scaffolds que son menores a

100 kbp y no son pseudocromosomas o tienen regiones repetitivas.

5 # Salida: archivo

lessthan100kbAND_NOTpseudochromosomes_scaffoldsORrepetitive_regions.txt que

tiene tres columnas: el id de la secuencia o scaffold , número en el que inicia

la secuencia y número en el que termina la secuencia.

6 # Entrada: tres archivos: pseudochromosome_scaffolds.txt (listado de scaffolds que

son pseudocromosomas (revisar Trujillo , 2020 para entender cómo producir este

archivo)), scaffolds_final_NGSEP_polished.fa.fai (ver final de este archivo) y

scaffolds_final_NGSEP_polished_repeatmasker.fa.out (listado de regiones

repetitivas dentro del conjunto de scaffolds (revisar Trujillo , 2020 para

entender cómo producir este archivo))

7

8 grep -v -w -f pseudochromosome_scaffolds.txt scaffolds_final_NGSEP_polished.fa.fai

| \ # El grep -v invierte la selecci ón para arrojar lo contrario a lo que se

est á buscando , -w escoge que el match est é como una sola palabra y no dentro de

una cadena de texto y el -f es para que reconozca el archivo

pseudochromosome_scaffolds.txt como un listado de patrones para buscar (el cual

es la lista de pseudocromosomas).

9 awk '{if ($2 < 100000) print $1 "\t1\t" $2}' >

lessthan100kbAND_NOTpseudochromosomes_scaffoldsORrepetitive_regions.txt # Despu

és del pipe se busca que la segunda columna por scaffold no exceda el valor

100000 porque un scaffold de menor tama~no se considera como peque~no. Finalmente

se imprime el nombre de la secuencia ($1), el 1 (uno) porque es todo un

scaffold desde la primera pb hasta la ú ltima y el tama~no del scaffold (ú ltima

pb).

10

11 awk '{if (NR > 3) print $5 "\t" $6 "\t" $7}'

scaffolds_final_NGSEP_polished_repeatmasker.fa.out >>

lessthan100kbAND_NOTpseudochromosomes_scaffoldsORrepetitive_regions.txt # Esta

instrucci ón busca a~nadir al archivo creado en la instrucci ón anterior los

scaffolds que tienen regiones repetitivas. Desde el archivo de

scaffolds_final_NGSEP_polished_repeatmasker.fa.out se imprime las columnas $5 ,

$6 y $7 que corresponden respectivamente al nombre del scaffold , en qu é base (

pb) inicia la regi ón y en qu é base termina la regi ón repetitiva. Esta impresi ón

se hace despu és de la lı́nea 3 porque antes hay un encabezado en el archivo.

12

13

14 # el archivo scaffolds_final_NGSEP_polished.fa.fai se produce de la siguiente

forma:

15 :'

16 $ samtools faidx scaffolds_final_NGSEP_polished.fa

17 '

18 # Esta instrucci ón genera un ı́ ndice de referencia de las secuencias enlistadas en

el archivo de entrada .fa (formato FASTA). El archivo de salida .fa.fai es uno

que contiene cinco columnas: id de la secuencia , tama~no de la secuencia , número

de caracteres en el que inicia la primera base (pb) de esa secuencia , número

de caracteres o pbs que hay en cada lı́nea y número de caracteres o pbs que hay

en cada lı́nea contando el salto de lı́nea.

A.3.4. Filtro de regiones repetitivas y scaffolds pequeños
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Algoritmo A.7: instrucciones usando NGSEP para descartar scaffolds y regiones repetitivas no útiles
para la detección de SNPs. [6]

1 # Autor(es): Giann Karlo Aguirre Sambon ı́.

2 # Nombre del programa: 06 _2_filtervcf_mergevariants.sh

3 # Fecha: 21 -09 -2020

4 # Objetivo: hacer un filtro al archivo resultante del MergeVariants dado el gran

conjunto de datos para hacer una reducci ón de variantes y acelerar el proceso.

5 # Salida: archivo .vcf de toda la poblaci ón con una reducci ón de loci.

6 # Entrada: archivo .vcf resultante del código 05 _mergevariants.sh.

7

8

9 save_location =../ results/mergevariants /;

10 # variable cuya asignaci ón es la ruta de almacenamiento donde se guardar á el

archivo de salida.

11

12 VCF_in =../ mergevariants/mergevariants_ filtered .95 ids.vcf;

13 # variable cuya asignaci ón es la ruta de almacenamiento donde est á guardado el

archivo que result ó de ejecutar el script 05 _mergevariants.sh.

14

15 FILTER_GENOMICREGIONS =../ reference/lessthan100kbAND_

NOTpseudochromosomes_scaffoldsORrepetitive_regions.txt;

16

17 # variable cuya asignaci ón es la ruta de almacenamiento donde est á guardado el

archivo que tiene scaffolds con tama~no menor a 100kb, que no fueran

pseudocromosomas y regiones repetitivas. Resultado del algoritmo A.6.

18

19 JAVA="java -d64 -Xmx64g";

20 #variable JAVA para asignar par á metros por defecto para la ejecuci ón de Java.

21 # -d64 indica que la ejecuci ón se haga en un ambiente de 64-bits.

22 # -Xmx64g (igual a -XX:MaxHeapSize = 64g) indica la cantidad de memoria destinada

para la ejecuci ón de los procesos , en este caso 64 GB.

23

24 NGSEP =../ ngsep_lib/NGSEPcore_3 .3.3. jar; #módulo de Java para hacer el llamado de

variantes.

25

26

27 ${JAVA} -jar ${NGSEP} FilterVCF -d 20 -s -frs ${FILTER_GENOMICREGIONS} ${VCF_in}

1> ${save_location}mergevariants_filtered -d20added .95ids.vcf 2> ${save_location

}ngsep_mergevariants_filtered -d20added .95ids.log;

28

29 #Ejecuci ón de NGSEP con la instrucci ón FilterVCF:

30 # -d es el par á metro usado para indicar cuantas pares de bases de distancia tienen

que haber entre cada par de loci. En este caso fueron 20.

31 # -s es un par á metro para seleccionar solo los SNPs bial é licos.

32 # -frs par á metro para indicar que el archivo ${FILTER_GENOMICREGIONS}, que tiene

regiones gen ómicas , no sea considerado.

33 # VCF_in es la variable asignada anteriormente con la direcci ón donde est á el .vcf

de entrada.

34 # 1> ${save_location}mergevariants_filtered -d20added .95ids.vcf nombre del archivo

donde quedar á guardado el resultado de la ejecuci ón de FilterVCF.

35 # 2> instrucci ón para indicar que habr á un archivo ${save_location}

ngsep_mergevariants_filtered -d20added .95 ids.log en el que se describir á qu é se

est á ejecutando y cómo los argumentos anteriores est án siendo evaluados.

36

37 # Esta documentaci ón est á basada en la versi ón usada de NGSEP , as ı́ que cualquier

inconsistencia por el uso de versiones , es mejor revisar la documentaci ón

oficial de NGSEP: https :// github.com/NGSEP/NGSEPcore
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A.3.5. Genotipificación

Algoritmo A.8: instrucciones usando NGSEP para hacer la genotipificación de los marcadores (he-
terocigotos u homocigotos) en cada uno de los individuos. [6]

1 # Autor(es): Giann Karlo Aguirre Sambon ı́.

2 # Nombre del programa: 07 _findvariants_knownvariants.sh

3 # Fecha: 21 -09 -2020

4 # Objetivo: hacer una genotipificaci ón de los SNPs enlistados y descubiertos en

los pasos anteriores para saber si cada individuo es heterocigoto , homocigoto

al alelo de referencia u homocigoto al alelo alternativo para un loci.

5 # Salida: archivos .vcf para cada individuo.

6 # Entrada: archivos _sorted.bam por cada uno de los 95 individuos.

7

8 p=$1; #par á metro de entrada el cual es la ruta de ubicaci ón del archivo de

alineamiento odenado (sorted.bam) para un individuo.

9 sample=`echo ${p} | awk -F "/" '{print $7}' |sed 's/_USD .*//g'`; #extracci ón del

id de un individuo a partir del par á metro $p.

10 save_location =/ bioinfotmp2/genetic_map_CC_01_1940/results/findvariants/${sample }/;

#ubicaci ón de la ruta donde se guardar á el resultado del llamado de variantes

con un cat álogo de las mismas.

11

12 REFERENCE =../ reference/scaffolds_final_NGSEP_ polished.fa; # variable cuya

asignaci ón es la ruta del genoma de referencia , los scaffolds de CC -01 -1940.

13

14 KNOWNVARIANTS =../ mergevariants/mergevariants_ filtered -d20added .95ids.vcf; #

variable cuya asignaci ón es la ruta del cat álogo de las variantes , archivo

resultante de la ejecuci ón de 06 _filtervcf_mergevariants.

15

16 JAVA="java -d64 -Xmx64g";

17 #variable JAVA para asignar par á metros por defecto para la ejecuci ón de Java.

18 # -d64 indica que la ejecuci ón se haga en un ambiente de 64-bits.

19 # -Xmx64g (igual a -XX:MaxHeapSize = 64g) indica la cantidad de memoria destinada

para la ejecuci ón de los procesos , en este caso 64 GB.

20

21 NGSEP =../ ngsep_lib/NGSEPcore_3 .3.3. jar; #módulo de Java para hacer el llamado de

variantes.

22

23

24 # Running Java

25 $JAVA -jar ${NGSEP} FindVariants -minQuality 40 -maxBaseQS 30 -knownVariants ${

KNOWNVARIANTS} -sampleId ${sample} -ploidy 10 -psp ${REFERENCE} ${p} ${

save_location}findvariants_knownvariants.${sample} >& ${save_location}

ngsep_findvariants_knownvariants.${sample }.log;

26

27 #Ejecuci ón de NGSEP con la instrucci ón FindVariants:

28 # -minQuality mı́nima calidad de genotipo para aceptar una

29 # detecci ón de SNV(Single Nucleotide Variation). En este caso es de 40.

30 # -maxBaseQS máximo valor permitido para puntaje de calidad de

31 # en una base (Escala Phred). En este caso es de 30.

32 # -knownVariants par á metro para aceptar un archivo donde est á registrado el cat á

logo de variantes.

33 # -sampleId par á metro para pasar a NGSEP el nombre del id del individuo en la

variable $sample.

34 # -ploidy par á metro para indicar a NGSEP cu ál es la ploid ı́a de las muestras. En

este caso 10.

35 # -psp par á metro para indicar a NGSEP que debe poner un encabezado en el archivo .

vcf de salida que ayuda para identificar la ploid ı́a de las muestras en los an á
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lisis posteriores.

36 # ${save_location}findvariants_knownvariants.${sample} es el archivo de salida.

37 # >& instrucci ón para indicar que habr á un archivo ${save_location}

ngsep_findvariants.${sample }.log en el que se describir á qu é se est á ejecutando

y cómo los argumentos anteriores est án siendo evaluados.

38

39 # Esta documentaci ón est á basada en la versi ón usada de NGSEP , as ı́ que cualquier

inconsistencia por el uso de versiones , es mejor revisar la documentaci ón

oficial de NGSEP: https :// github.com/NGSEP/NGSEPcore

A.3.6. Unión del genotipado por cada individuo

Algoritmo A.9: instrucciones usando NGSEP para hacer una unión del genotipado por cada indi-
viduo y obtener el .vcf previo al inicio de la fase de filtros. [6]

1 # Autor(es): Giann Karlo Aguirre Sambon ı́.

2 # Nombre del programa: 08 _mergevcf.sh

3 # Fecha: 21 -09 -2020

4 # Objetivo: hacer una mezcla y consolidar todos los datos genotipados de la

poblaci ón en un único archivo

5 # Salida: archivo .vcf de toda la poblaci ón.

6 # Entrada: archivos .vcf por cada uno de los 95 individuos generados a partir de

07 _findvariants_knownvariants.sh.

7

8

9 save_location =../ results/mergevcf /;

10 # variable cuya asignaci ón es la ruta de almacenamiento donde se guardar á el

archivo de salida.

11

12 load_location =../ results/symbolic_links_findvariants_ knownvariants /;

13 # variable cuya asignaci ón es el directorio donde est án todos los links simb ó licos

que apuntan a donde est án los .vcf generados para cada unos de los individuos.

14

15 SEQUENCENAMES =../ reference/scaffolds_final_NGSEP_polished.fa.fai;

16 # variable cuya asignaci ón es el archivo donde est á el nombre de las secuencias en

el genoma de referenica , en este caso , los scaffolds. El archivo de nombres de

secuencias es un archivo de texto que sólo tiene los ids de las secuencias en

la referencia. Es usado por el programa para determinar el orden de las

secuencias de referencia. En el documento este archivo es referenciado como

seq_names.txt.

17

18 JAVA="java -d64 -Xmx64g";

19 #variable JAVA para asignar par á metros por defecto para la ejecuci ón de Java.

20 # -d64 indica que la ejecuci ón se haga en un ambiente de 64-bits.

21 # -Xmx64g (igual a -XX:MaxHeapSize = 64g) indica la cantidad de memoria destinada

para la ejecuci ón de los procesos , en este caso 64 GB.

22

23

24 NGSEP =../ ngsep_lib/NGSEPcore_3 .3.3. jar; #módulo de Java para hacer el llamado de

variantes.

25

26 $JAVA -jar ${NGSEP} MergeVCF ${SEQUENCENAMES} ${load_location }*.vcf 1> ${

save_location}mergevcf .95ids.vcf 2> ${save_location}ngsep_mergevcf .95ids.log;

27 # Ejecuci ón de NGSEP con la instrucci ón MergeVCF:

28 # $SEQUENCENAMES es la variable cuyo valor tiene la ruta donde est á el archivo con

el nombre de la secuencias.

29 # ${load_location }*.vcf ruta donde est án todos los links simb ó licos que apuntan a

la dirrecci ón donde est án los .vcf resultantes de cada individuo del paso

FindVariants.
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30 # ${save_location}mergevcf .95ids.vcf ruta y nombre del archivo donde se guardar á

el .vcf resultante.

31 # 2> instrucci ón para indicar que habr á un archivo ${save_location}ngsep_mergevcf

.95ids.log en el que se describir á qu é se est á ejecutando y cómo los argumentos

anteriores est án siendo evaluados.

32

33 # Esta documentaci ón est á basada en la versi ón usada de NGSEP , as ı́ que cualquier

inconsistencia por el uso de versiones , es mejor revisar la documentaci ón

oficial de NGSEP: https :// github.com/NGSEP/NGSEPcore

A.3.7. Distribución de OH y MAF para evaluar filtros

Algoritmo A.10: Algoritmo para extraer la distribución de la heterocigosidad observada en un
conjunto de loci provenientes de un archivo .vcf. [6]

1 # Autor(es): Giann Karlo Aguirre Sambon ı́.

2 # Nombre del programa: oh_distribution.sh

3 # Fecha: 21 -09 -2020

4 # Objetivo: calcular la distribuci ón de la heterocigosidad observada en la poblaci

ón seg ún los datos calculados con la instrucci ón DiversityStats de NGSEP (ver

instrucci ón anexa al final del algoritmo).

5 # Salida: archivo de texto con dos columnas: la primera es el valor de la

heterocigosidad de 0.0 a 1.0 y la segunda columna es la cantidad de SNPs que

tienen esa heterocigosidad.

6 # Entrada: archivo de DiversityStats calculado con NGSEP. En este archivo la 3

columna debe ser la correspondiente a la heterocigosidad observada.

7

8 save_location =../ mergevcf/observed_heterozygosity .95ids.log;

9 load_location =../ mergevcf/diversitystats_mergevcf .95ids.log;

10

11 #OH

12

13 awk -F ':' '

14 m=($3 ~ /[0 -9]/) {print $3}

15 ' ${load_location} |

16 sort |

17 awk -v s=0 -v e=1.0 -v d=0.01 '

18 BEGIN { m = 1/d }

19 { a[int($1*m)]++ }

20 END{ e *= m; for(s = int(s*m); s <= e; s++) print s*d, a[s]+0 }

21 ' > ${save_location}

22

23 # Esta instrucci ón toma cada heterocigosidad observada de cada loci del archivo

generado de DiversityStats y cuenta cuantos loci hay en un rango de 0.01. Por

ejemplo , cuenta cuantos loci hay de 0.10 a 0.11, luego de 0.11 a 0.12 y as ı́

sucesivamente hasta 1.0. La s (start) es el inicio de la distribuci ón, la e (

end) es el final de la distribuci ón, la d (delta) es el cambio para definir un

rango y la m (mark) es un arreglo computacional dado que generar rangos al

repetir una sumatoria de 0.01 no est á bien porque son número flotantes , no

pueden ser representados en base 2 por lo que el error se acumula cada vez que

se suma. Este arreglo se le hace a 's', a 'e' y a cada valor le ı́do del archivo

de entrada ($1*m).

24 # Este programa lo que hace es crear un arreglo asociativo. Asumamos que la

entrada (despu és del sort) es:

25 :'

26 0.2

27 0.2

28 0.2

29 0.2
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30 0.2

31 0.2

32 0.2024

33 0.2025

34 0.2027

35 0.2027

36 0.2029

37 0.2059

38 0.2059

39 0.2059

40 0.2059

41 0.2099

42 0.2099

43 0.2099

44 0.2105

45 0.2113

46 0.2113

47 0.2195

48 0.2198

49 0.2206

50 0.2206

51 0.2206

52 0.2989

53 0.2989

54 0.2989

55 0.3

56 0.3

57

58 '

59 # Nuestro arreglo asociativo creado por a[int($1*m)]++ (++ suma el valor donde est

á guardado , p. ej. la llave 200. Es decir , en cada iteraci ón a[200] suma uno a

su valor almacenado: a[200] = 1, a[200] = 2, ... Si $1 no ha cambiado) quedar ı́a

de esta forma:

60

61 :'

62 20 18

63 21 5

64 22 3

65 23 0

66 24 0

67 25 0

68 26 0

69 27 0

70 28 0

71 29 3

72 30 2

73 '

74 # Al final , despu és de la instrucci ón END , se recorre este arreglo para imprimirlo

y en la impresi ón transformamos 20 a 0.20, 21 a 0.21, ... con la operaci ón s*d

e imprimimos el contenido (a[s], aqu ı́ se suma 0 para asegurar que sea un nú

mero y no otro tipo de dato). Finalmente , el script nos entregar ı́a esto:

75

76 :'

77 0.2 18

78 0.21 5

79 0.22 3

80 0.23 0

81 0.24 0

82 0.25 0
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83 0.26 0

84 0.27 0

85 0.28 0

86 0.29 3

87 0.3 2

88 '

89

90 # instrucci ón para generar el archivo de diversity stats.

91

92 :'

93 java -jar NGSEPcore_4 .0.1. jar VCFDiversityStats -i mergevcf .95 ids.vcf -o

diversitystats_mergevcf .95ids.log

94 '

95

96 # Esta documentaci ón est á basada en la versi ón usada de NGSEP , as ı́ que cualquier

inconsistencia por el uso de versiones , es mejor revisar la documentaci ón

oficial de NGSEP: https :// github.com/NGSEP/NGSEPcore

Algoritmo A.11: Algoritmo para extraer la distribución de la frecuencia del alelo menor en un
conjunto de loci provenientes de un archivo .vcf. [6]

1 # Autor(es): Giann Karlo Aguirre Sambon ı́.

2 # Nombre del programa: maf_distribution.sh

3 # Fecha: 21 -09 -2020

4 # Objetivo: calcular la distribuci ón de la frecuencia del alelo menor (MAF) en la

poblaci ón seg ún los datos calculados con la instrucci ón DiversityStats de NGSEP

(ver instrucci ón anexa al final del algoritmo).

5 # Salida: archivo de texto con dos columnas: la primera es el rango del MAF de 0.0

a 0.5 y la segunda columna es la cantidad de SNPs que tienen ese MAF.

6 # Entrada: archivo de DiversityStats calculado con NGSEP. En este archivo la 5

columna debe ser la correspondiente al MAF.

7

8 save_location =../ mergevcf/minor_allele_frequency .95ids.log;

9 load_location =../ mergevcf/diversitystats_mergevcf .95ids.log;

10

11 # MAF

12

13 awk -F ':' '

14 m=($5 ~ /[0 -9]/) {print $5}

15 ' ${load_location} |

16 sort |

17 awk -v s=0 -v e=0.5 -v d=0.01 '

18 BEGIN { m = 1/d }

19 { a[int($1*m)]++ }

20 END{ e *= m; for(s = int(s*m); s <= e; s++){

21 if (s == e)

22 print s*d, a[s]+0

23 else

24 print s*d"-"(s+1)*d, a[s]+0

25 }

26 }

27 ' > ${save_location}

28

29

30 # Este algoritmo , en general , sigue el mismo principio explicado que en el

algoritmo para calcular la distribuci ón de la OH , revisar esa explicaci ón. Aqu ı́

la diferencia es que imprimimos un rango "0-0.01, 0.01 -0.02 , ..." en la

primera columna. Esto sucede desde 0 hasta 0.49 -0.5. En 0.5 no se imprime el

rango y por eso es que se hace la condici ón "s == e", solo imprime 0.5 y el
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valor almacenado en a[s].

31

32

33 # instrucci ón para generar el archivo de diversity stats.

34

35 :'

36 java -jar NGSEPcore_4 .0.1. jar VCFDiversityStats -i mergevcf .95 ids.vcf -o

diversitystats_mergevcf .95ids.log

37 '

38

39 # Esta documentaci ón est á basada en la versi ón usada de NGSEP , as ı́ que cualquier

inconsistencia por el uso de versiones , es mejor revisar la documentaci ón

oficial de NGSEP: https :// github.com/NGSEP/NGSEPcore

A.3.8. Primer filtro de OH y MAF

Algoritmo A.12: instrucciones usando NGSEP para hacer el primer filtro de heterocigosis observada
(OH) y frecuencia del alelo menor (MAF). [6,7]

1 # Autor(es): Giann Karlo Aguirre Sambon ı́.

2 # Nombre del programa: 09 _filtervcf_firstfilter.sh

3 # Fecha: 21 -09 -2020

4 # Objetivo: aplicar el primer filtro en el archivo .vcf donde est án los loci

genotipados para cada individuo. Este filtro tiene que ver con el MAF y la OH.

5 # Salida: archivo .vcf de toda la poblaci ón con solamente los loci que cumplen los

filtros.

6 # Entrada: archivo .vcf resultado de la ejecuci ón de 08 _mergevcf.sh.

7

8 save_location =../ results/mergevcf /;

9 # variable cuya asignaci ón es la ruta de almacenamiento donde se guardar á el

archivo de salida.

10

11 VCF_in =../ mergevcf/mergevcf .95 ids.vcf;

12 # variable cuya asignaci ón es la ruta de almacenamiento donde est á guardado el

archivo que result ó de ejecutar el script 08 _mergevcf.sh.

13

14 JAVA="java -d64 -Xmx64g";

15 #variable JAVA para asignar par á metros por defecto para la ejecuci ón de Java.

16 # -d64 indica que la ejecuci ón se haga en un ambiente de 64-bits.

17 # -Xmx64g (igual a -XX:MaxHeapSize = 64g) indica la cantidad de memoria destinada

para la ejecuci ón de los procesos , en este caso 64 GB.

18

19 NGSEP =../ ngsep_lib/NGSEPcore_3 .3.3. jar; #módulo de Java para hacer el llamado de

variantes.

20

21 ${JAVA} -jar ${NGSEP} FilterVCF -minI 60 -minMAF 0.10 -minOH 0.10 -maxOH 0.90 ${

VCF_in} 1> ${save_location}mergevcf .95ids.b_firstfiltered.vcf 2> ${

save_location}mergevcf .95ids.b_firstfiltered.log;

22

23 #Ejecuci ón de NGSEP con la instrucci ón FilterVCF:

24 # -minI es el par á metro usado para indicar cuantos individuos debe haber

genotipados en el loci para no ser descartado. En este caso son 60.

25 # -minMAF es un par á metro para indicar cu ál es el MAF mı́nimo que debe tener el

loci para no ser descartado. En este caso es 0.10.

26 # -minOH es un par á metro para indicar cu ál es la OH mı́nima que debe tener el loci

para no ser descartado. En este caso es 0.10.

27 # -maxOH es un par á metro para indicar cu ál es la OH máxima que debe tener el loci

para no ser descartado. En este caso es 0.90.
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28 # VCF_in es la variable asignada anteriormente con la direcci ón donde est á el .vcf

de entrada.

29 # 1> ${save_location}mergevcf .95ids.b_firstfiltered.vcf nombre del archivo donde

quedar á guardado el resultado de la ejecuci ón de FilterVCF.

30 # 2> instrucci ón para indicar que habr á un archivo ${save_location}mergevcf .95ids.

b_firstfiltered.log en el que se describir á qu é se est á ejecutando y cómo los

argumentos anteriores est án siendo evaluados.

31

32 # Esta documentaci ón est á basada en la versi ón usada de NGSEP , as ı́ que cualquier

inconsistencia por el uso de versiones , es mejor revisar la documentaci ón

oficial de NGSEP: https :// github.com/NGSEP/NGSEPcore

A.3.9. Filtro de datos pérdidos u homocigotos en los parentales

Algoritmo A.13: instrucciones usando awk para hacer el filtro de datos pérdidos o cuando el alelo
es homocigoto al mismo alelo en ambos padres. [6,7,24]

1 # Autor(es): Giann Karlo Aguirre Sambon ı́.

2 # Nombre del programa: 10 _filter_homozygous_parents_secondfilter.sh

3 # Fecha: 21 -09 -2020

4 # Objetivo: descartar aquellos loci que no tienen genotipificaci ón en los padres o

que sean homocigotos (al alelo de referencia o al alelo alternativo).

5 # Salida: archivo .vcf de toda la poblaci ón con solamente los loci que cumplen los

filtros.

6 # Entrada: archivo .vcf resultado de la ejecuci ón de 09 _filtervcf_firstfilter.sh.

7

8 awk '

9 {

10 if($1 ~ /#/)

11 print $0

12 else if (!( $10 ~ "1/1" && $11 ~ "1/1"))

13 if (!( $10 ~ "0/0" && $11 ~ "0/0"))

14 if ($10 !~ "\\./\\.")

15 if ($11 !~ "\\./\\.")

16 print $0

17 }' ../ results/mergevcf/mergevcf .95 ids.b_firstfiltered.vcf > ../ results/mergevcf/

mergevcf .95ids.b_secondfiltered.vcf

A.3.10. Segundo filtro de OH y MAF

Algoritmo A.14: instrucciones usando NGSEP para hacer el segundo filtro de heterocigosis obser-
vada (OH) y frecuencia del alelo menor (MAF). [7]

1 # Autor(es): Giann Karlo Aguirre Sambon ı́.

2 # Nombre del programa: 11 _filtervcf_thirdfilter.sh

3 # Fecha: 21 -09 -2020

4 # Objetivo: aplicar el tercer filtro en el archivo .vcf donde est án los loci

genotipados para cada individuo. Este filtro tiene que ver con el MAF y la OH,

es más estricto que los rangos en 09 _filtervcf_firstfilter.sh.

5 # Salida: archivo .vcf de toda la poblaci ón con solamente los loci que cumplen los

filtros.

6 # Entrada: archivo .vcf resultado de la ejecuci ón de 10

_filter_homozygous_parents_secondfilter.sh.

7

8 save_location =../ results/mergevcf /;

9 # variable cuya asignaci ón es la ruta de almacenamiento donde se guardar á el

archivo de salida.

10



Información suplementaria 65

11 VCF_in =../ mergevcf/mergevcf .95 ids. b_secondfiltered.vcf;

12 # variable cuya asignaci ón es la ruta de almacenamiento donde est á guardado el

archivo que result ó de ejecutar el script 10

_filter_homozygous_parents_secondfilter.sh.

13

14 JAVA="java -d64 -Xmx64g";

15 #variable JAVA para asignar par á metros por defecto para la ejecuci ón de Java.

16 # -d64 indica que la ejecuci ón se haga en un ambiente de 64-bits.

17 # -Xmx64g (igual a -XX:MaxHeapSize = 64g) indica la cantidad de memoria destinada

para la ejecuci ón de los procesos , en este caso 64 GB.

18

19 NGSEP =../ ngsep_lib/NGSEPcore_3 .3.3. jar; #módulo de Java para hacer el llamado de

variantes.

20

21

22 ${JAVA} -jar ${NGSEP} FilterVCF -minMAF 0.20 -maxMAF 0.40 -minOH 0.35 -maxOH 0.65

${VCF_in} 1> ${save_location}mergevcf .95ids.c_thirdfiltered.vcf 2> ${

save_location}mergevcf .95ids.c_thirdfiltered.log;

23

24 #Ejecuci ón de NGSEP con la instrucci ón FilterVCF:

25 # -minMAF es un par á metro para indicar cu ál es el MAF mı́nimo que debe tener el

loci para no ser descartado. En este caso es 0.20.

26 # -maxMAF es un par á metro para indicar cu ál es el MAF mı́nimo que debe tener el

loci para no ser descartado. En este caso es 0.40.

27 # -minOH es un par á metro para indicar cu ál es la OH mı́nima que debe tener el loci

para no ser descartado. En este caso es 0.35.

28 # -maxOH es un par á metro para indicar cu ál es la OH máxima que debe tener el loci

para no ser descartado. En este caso es 0.65.

29 # VCF_in es la variable asignada anteriormente con la direcci ón donde est á el .vcf

de entrada.

30 # 1> ${save_location}mergevcf .95ids.c_thirdfiltered.vcf nombre del archivo donde

quedar á guardado el resultado de la ejecuci ón de FilterVCF.

31 # 2> instrucci ón para indicar que habr á un archivo ${save_location}mergevcf .95ids.

c_thirdfiltered.log en el que se describir á qu é se est á ejecutando y cómo los

argumentos anteriores est án siendo evaluados.

32

33 # Esta documentaci ón est á basada en la versi ón usada de NGSEP , as ı́ que cualquier

inconsistencia por el uso de versiones , es mejor revisar la documentaci ón

oficial de NGSEP: https :// github.com/NGSEP/NGSEPcore

A.3.11. SNPs sin desviación significativa de HWE

Algoritmo A.15: instrucciones usando awk para para colectar aquellos SNPs que no se desv́ıan
significativamente del HWE. [7,24]

1 # Autor(es): Giann Karlo Aguirre Sambon ı́.

2 # Nombre del programa: 12 _nosignificance_deviation.sh

3 # Fecha: 21 -09 -2020

4 # Objetivo: seleccionar aquellos loci que no tienen una desviaci ón significativa

de HWE. Esto es cuando el valor p es mayor a 0.01.

5 # Salida: archivo .vcf de toda la poblaci ón con solamente los loci que cumplen el

filtro.

6 # Entrada: archivo .vcf resultado de la ejecuci ón de 11 _filtervcf_thirdfilter.sh.

7

8 awk -F: '

9 {

10 if($8 > 0.01){

11 print $0

12 }
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13 }' ../ results/mergevcf/diversitystats_mergevcf .95 ids.b_secondfiltered.log | awk '

{ print $1 ,$2 ,$3 }' > ../ results/mergevcf/snps_with_hwe_diversitystats_

mergevcf .95ids .001 b_secondfiltered.log

A.3.12. Seleccionar SNPs en HWE

Algoritmo A.16: instrucciones usando NGSEP para hacer el filtro de seleccionar solo aquellos SNPs
no desviados significativamente del HWE. [7]

1 # Autor(es): Giann Karlo Aguirre Sambon ı́.

2 # Nombre del programa: 11 _filtervcf_thirdfilter.sh

3 # Fecha: 21 -09 -2020

4 # Objetivo: aplicar el cuarto filtro en el archivo .vcf donde est án los loci

genotipados para cada individuo. Este filtro tiene que ver con descartar los

loci que se desv ı́an significativamente del HWE.

5 # Salida: archivo .vcf de toda la poblaci ón con solamente los loci que cumplen el

filtro.

6 # Entrada: archivo .vcf resultado de la ejecuci ón de 11 _filtervcf_thirdfilter.sh.

7

8 save_location =../ results/mergevcf /;

9 # variable cuya asignaci ón es la ruta de almacenamiento donde se guardar á el

archivo de salida.

10

11 VCF_in =../ results/mergevcf/mergevcf .95 ids. c_thirdfiltered.vcf;

12 # variable cuya asignaci ón es la ruta de almacenamiento donde est á guardado el

archivo que result ó de ejecutar el script 10

_filter_homozygous_parents_secondfilter.sh.

13

14 SelectSNPs =../ results/mergevcf/snps_with_hwe_ diversitystats_mergevcf .95ids .001

b_secondfiltered.log;

15 # archivo donde est án registrados los ids de los SNPs que no se desv ı́an

significativamente del HWE.

16

17 JAVA="java -d64 -Xmx64g";

18 #variable JAVA para asignar par á metros por defecto para la ejecuci ón de Java.

19 # -d64 indica que la ejecuci ón se haga en un ambiente de 64-bits.

20 # -Xmx64g (igual a -XX:MaxHeapSize = 64g) indica la cantidad de memoria destinada

para la ejecuci ón de los procesos , en este caso 64 GB.

21

22 NGSEP =../ ngsep_lib/NGSEPcore_3 .3.3. jar; #módulo de Java para hacer el llamado de

variantes.

23

24 ${JAVA} -jar ${NGSEP} FilterVCF -srs snps_with_hwe_diversitystats_mergevcf .95ids

.001 b_secondfiltered.log ${VCF_in} 1> ${save_location}mergevcf .95ids.

c_fourthfiltered.vcf 2> ${save_location}mergevcf .95ids.c_fourthfiltered.log;

25

26 #Ejecuci ón de NGSEP con la instrucci ón FilterVCF:

27 # -srs es un par á metro para indicar que el archivo

snps_with_hwe_diversitystats_mergevcf .95ids .001 b_secondfiltered.log debe ser

considerado para seleccionar aquellos SNPs que est án ah ı́ escritos.

28 # VCF_in es la variable asignada anteriormente con la direcci ón donde est á el .vcf

de entrada.

29 # 1> ${save_location}mergevcf .95ids.c_fourthfiltered.vcf nombre del archivo donde

quedar á guardado el resultado de la ejecuci ón de FilterVCF.

30 # 2> instrucci ón para indicar que habr á un archivo ${save_location}mergevcf .95ids.

c_fourthfiltered.log en el que se describir á qu é se est á ejecutando y cómo los

argumentos anteriores est án siendo evaluados.

31
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32 # Esta documentaci ón est á basada en la versi ón usada de NGSEP , as ı́ que cualquier

inconsistencia por el uso de versiones , es mejor revisar la documentaci ón

oficial de NGSEP: https :// github.com/NGSEP/NGSEPcore

A.3.13. Loci heterocigotos para el primer parental

Algoritmo A.17: comandos aplicados en la estrategia C cuyos loci filtrados son de interés para
construir el mapa genético del parental 1, CC 01-1940. [7,25]

1 # Autor(es): Giann Karlo Aguirre Sambon ı́.

2 # Nombre del programa: 15 _runp1_genetic_map.sh

3 # Fecha: 21 -09 -2020

4 # Objetivo: filtrar los marcadores en un vcf que son heterocigotos para el primer

parental (0/1) pero homocigotos al alelo de referencia (0/0) o al alelo

alternativo (1/1) para el segundo parental.

5 # Salida: archivo .vcf filtrado seg ún el objetivo.

6 # Entrada: archivo .vcf sin filtrar con el genotipado de la poblaci ón

7

8 awk '

9 {

10 if($1 ~ /#/)

11 print $0

12 else if ($10 ~ "0/1" && ($11 ~ "0/0" || $11 ~ "1/1"))

13 print $0

14 }' ../ mergevcf/mergevcf .95 ids.vcf > ../ mergevcf/mergevcf .95 ids.p1.d_firstfiltered.

vcf

15

16 # En script se usa el programa awk.

17 # En el if se indica que todas las lı́neas que contengan el caracter numeral sean

impresas. De lo contrario , si la columna 10 (parental 1) para ese marcador

tiene un genotipo heterocigoto y para el segundo parental (columna 11) el

genotipo es homocigoto (a la referencia o alternativo), entonces imprima toda

la lı́nea. De esta manera se descartan los loci que no cumplan la condici ón.

A.3.14. Conteo de genotipos y datos perdidos

Algoritmo A.18: comandos aplicados en la estrategia C en los que se cuentan los genotipos y los
datos perdidos (misdata) por cada loci en archivo .vcf. [7,25]

1 # Autor(es): Giann Karlo Aguirre Sambon ı́.

2 # Nombre del programa: 16 _counting_genotypes_misdata.sh

3 # Fecha: 21 -09 -2020

4 # Objetivo: contar el número de genotipos heterocigotos , homocigotos y datos

perdidos para sacar un total de datos que se tengan por loci. Es importante

notar que el parental est á en la posici ón (columna) 10 del archivo (i = 10), si

se usa otro vcf con el primer individuo en otra posici ón, habr á que cambiar

este valor.

5 # Salida: archivo de texto con cuatro columnas: número de heterocigotos ,

homocigotos , misdata y el total (heterocigotos + homocigotos). Estos cuatro

valores se dan por cada loci.

6 # Entrada: archivo .vcf resultado de aquellos loci que sean heterocigotos para el

primer parental pero homocigotos para el segundo(para este caso ser ı́a el que

result ó del script runp1_genetic_map.sh).

7

8 awk -v het=0 -v hom=0 -v mis=0 -v tot=0 '

9 {

10 if ($1 !~ /#/)

11 {
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12 i = 10

13 while(i<=NF){

14 if ($i ~ "0/1")

15 het += 1;

16 else if ($i ~ "0/0" || $i ~ "1/1")

17 hom += 1;

18 else{

19 mis += 1;

20 }

21 i += 1;

22 }

23 tot = het + hom;

24 print het ,hom ,mis ,tot;

25 het = 0;

26 hom = 0;

27 mis = 0;

28 tot = 0;

29 }

30 }' ../ mergevcf/mergevcf .95 ids.p1.d_firstfiltered.vcf > ../ mergevcf/mergevcf .95 ids.

p1.d_firstfiltered_miscount.log

31

32 # En script se usa el programa awk.

33 # Antes de iniciar el programa , en la lı́nea 8 se crean 4 variables (het , hom , mis

y tot). Cuando inicia el programa , se hace una condici ón que se cumple cuando

en la primera columna del archivo no hay un '#'. Dentro de la condici ón se crea

una variable i = 10 que indica la posici ón en la columna 10 donde est á el

primer individuo de la poblaci ón, este caso el parental CC_011940.

34

35 # Despu és se hace un ciclo de i hasta NF (inclusive (NF es una variable reservada

de awk para indicar el número total de columnas (se considera columna cuando

hay un espacio en blanco) que hay en el archivo)). Dentro del ciclo se revisa

si cada columna tiene un genotipo heterocigoto (0/1) , homocigoto (0/0 o 1/1) o

un dato perdido y se suma 1 respectivamente en het , hom o mis.

36

37 # Cuando termina el ciclo se calcula tot al sumar het + hom y se imprime en el

archivo de salida las cuatro columnas: het , hom , mis y tot. Finalmente , se

reinician las variables en 0 para calcularlas nuevamente en el siguiente loci.
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A.3.15. Hoja de cálculo ejemplo para hacer una prueba chi cuadrado

Tabla A.3: muestra de ejemplo de lo que seŕıa la hoja de cálculo útil para calcular el valor-p en un
software como Microsoft Excel. [8]

obshet obshom misdata total (obshet+obshom) exphet exphom pvalue

26 52 17 78 42.5 42.5 0.0034945

38 5 52 43 42.5 42.5 0.0000000

31 54 10 85 42.5 42.5 0.0126064

56 26 13 82 42.5 42.5 0.0010748

30 58 7 88 42.5 42.5 0.0022550

23 55 17 78 42.5 42.5 0.0003809

21 60 14 81 42.5 42.5 0.0000212

7 78 10 85 42.5 42.5 0.0000000

13 74 8 87 42.5 42.5 0.0000000

7 73 15 80 42.5 42.5 0.0000000

20 62 13 82 42.5 42.5 0.0000049

48 33 14 81 42.5 42.5 0.0922139

33 51 11 84 42.5 42.5 0.0505377

28 63 4 91 42.5 42.5 0.0001173

34 49 12 83 42.5 42.5 0.1007192

53 29 13 82 42.5 42.5 0.0087051

11 79 5 90 42.5 42.5 0.0000000

7 80 8 87 42.5 42.5 0.0000000

18 64 13 82 42.5 42.5 0.0000006

43 42 10 85 42.5 42.5 0.9136267

1 85 9 86 42.5 42.5 0.0000000

A.3.16. Sesgo para heterocigotos

Algoritmo A.19: comandos aplicados en la estrategia C en los que se verifica por cada loci que el
valor P supere un umbral para ser seleccionado en el .vcf resultante. [8,25]

1 # Autor(es): Giann Karlo Aguirre Sambon ı́.

2 # Nombre del programa: 17 _heterozygous_bias.sh

3 # Fecha: 21 -09 -2020

4 # Objetivo: incluir solo aquellos loci que tienen cierta desviaci ón o sesgo con

respecto a lo que se esperar ı́a de un marcador de dosis única en una poblaci ón

biparental.

5 # Salida: archivo .vcf que cumplen con la condici ón de tener un valor -p mayor o

igual a 0.1 (en este caso).

6 # Entrada: archivo producido del conteo de genotipos y misdata (con una adici ón de

tres columnas (uso hoja de cá lculo) correspondientes a valores esperados para

heterocigotos , homocigotos y el valor -p), y archivo .vcf de la poblaci ón.

7

8 awk -v loci =116 '

9 FNR==NR{

10 a[FNR+loci]=$7;

11 next

12 }
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13 {

14 if($1 ~ /#/ || a[FNR] >= 0.1)

15 print $0;

16 }

17 ' ../ mergevcf/mergevcf .95 ids.p1.d_firstfiltered_miscount.log ../ mergevcf/mergevcf

.95ids.p1.d_firstfiltered.vcf > ../ mergevcf/mergevcf .95 ids.p1.d_secondfiltered.

vcf

18

19 # basado en el valor -p, calculado con el archivo generado del conteo de genotipos

y misdata , y con la ayuda de una hoja de cá lculo para hacer un chi square test ,

se revisa que dicho valor supere un umbral. Se usa awk para lograr este

objetivo.

20 # Antes de empezar el programa se crea una variable loci asignada al número 116.

En este script se abren dos archivo al mismo tiempo (* miscount.log y *

d_firstfiltered.vcf). FNR mantiener la lectura de lı́nea por lı́nea por archivo

separado mientras que NR mantiene el conteo de lı́neas en los dos archivos , es

decir que meintras FNR es igual a 0 cada vez que lee inicialmente un archivo ,

NR mantiene el acumulado de lı́neas. Con esto en mente , la condici ón FNR==NR

indica que se cumpla solo cuando estamos leyendo el primer archivo. Cuando se

cumple esta condici ón se crea un arreglo asociativo donde el ı́ ndice es valor de

FNR+loci (116 en este caso porque es el total de lı́neas que corresponden a los

archivos .vcf que estamos manipulando), y el elemento corresponde al valor -p

ya calculado ($7). La palabra reservada next indica que ejecute esa condici ón

hasta que llegue al final del primer archivo.

21 # Cuando hemos terminado de leer todo el primer archivo y tenemos nuestro arreglo

asociativo creado , leemos el segundo archivo. En este caso estamos leyendo un

archivo .vcf entonces la condici ón dice que imprima en el archivo de salida .

vcf la informaci ón que corresponde a un loci , solo en el caso de que la primera

columna ($1) tenga un '#' (corresponde al encabezado) o que a[FNR] (ya hemos

le ı́do las primeras 116 lı́neas entonces FNR > 116) sea mayor o igual 0.1 (el

sesgo que hemos permitido aceptar).
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A.4. Mapa genético

A.4.1. Búsqueda de softwares

Tabla A.4: Palabras clave usadas en Google Scholar para establecer el puntaje del parámetro # Citas
y usos. [8]

Google scholar Búsqueda o fuente Resultados Total

JoinMap

Citas en la página web 1,060

2,760
“joinmap software” 463
“joinmap package” 17
“joinmap program” 1,220

Pergola

Citas en página web 0

5
“pergola software” 1
“pergola package” 4
“pergola program” 0

Netgwas

Citas en página web 0

6
“netgwas software” 0
“netgwas package” 6
“netgwas program” 0

OneMap

Citas en página web 0

349
“OneMap software” 288
“OneMap package” 54
“OneMap program” 7

polymapR

Citas en página web 0

22
“polymapR software” 3
“polymapR package” 10
“polymapR program” 9

Tabla A.5: Palabras clave usadas en Google Scholar para establecer el puntaje del parámetro Trabajos
relacionados con caña. [8]

Google scholar Búsqueda o fuente Resultados Total

JoinMap

Citas en la página web 2

1,110
“joinmap software” + sugarcane 36
“joinmap package” + sugarcane 2
“joinmap program” + sugarcane 1,070

Pergola

Citas en la página web 0

2
“pergola software” + sugarcane 0
“pergola package” + sugarcane 2
“pergola program” + sugarcane 0

Netgwas

Citas en la página web 0

2
“netgwas software” + sugarcane 0
“netgwas package” + sugarcane 2
“netgwas program” + sugarcane 0

OneMap

Citas en la página web 0

104
“OneMap software” + sugarcane 83
“OneMap package” + sugarcane 16
“OneMap program” + sugarcane 5

polymapR

Citas en la página web 0

3
“polymapR software” + sugarcane 1
“polymapR package” + sugarcane 2
“polymapR program” + sugarcane 0
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A.4.2. Pruebas hechas en cada estrategia usando JoinMap

Tabla A.6: Experimentos con la estrategia A al variar dos parámetros para construir el
mapa genético en JM, indLOD y FR. [28]

Parámetros Métricas

Valor
indLOD

Frecuencia de
recombinación

Número de
LGs creados

LG más grande
lg(loci)

LG más pequeño
lg(loci)

LGs con
1 loci

LGs con
2-19 loci

LGs con
20-100 loci

LGs con
>100 loci

9 0.1 1347 1(1045) 1347(1) 1059 270 16 2

9.2 0.15 1390 1(1023) 1390(1) 1100 273 15 2

9.4 0.2 1440 1(985) 1440(1) 1143 280 15 2

9.6 0.25 1496 1(926) 1496(1) 1202 278 15 1

9.8 0.3 1556 1(888) 1556(1) 1259 282 14 1

10 0.35 1611 1(865) 1611(1) 1318 278 14 1

Tabla A.7: Experimentos con la estrategia B al variar dos parámetros para construir el
mapa genético en JM, indLOD y FR. [28]

Parámetros Métricas

Valor
indLOD

Frecuencia de
recombinación

Número de
LGs creados

LG más grande
lg(loci)

LG más pequeño
lg(loci)

LGs con
1 loci

LGs con
2-19 loci

LGs con
20-100 loci

LGs con
>100 loci

9 0.015 2678 1(166) 2678(1) 2396 269 11 2

9.2 0.05 1721 1(481) 1721(1) 1372 327 19 3

9.4 0.1 1435 1(593) 1435(1) 1088 322 22 3

9.6 0.15 1457 1(592) 1457(1) 1111 321 22 3

9.8 0.2 1500 1(561) 1500(1) 1158 317 22 3

10 0.25 1549 1(551) 1549(1) 1202 322 22 3

11 0.3 1766 1(456) 1766(1) 1429 314 20 3

12 0.35 2036 1(200) 2036(1) 1700 319 15 2

13 0.4 2295 1(133) 2295(1) 1946 330 18 1

14 0.45 2547 1(113) 2547(1) 2221 309 16 1

15 0.5 2846 1(101) 2846(1) 2560 272 13 1

Tabla A.8: Experimentos con la estrategia C al variar dos parámetros para construir el
mapa genético en JM, indLOD y FR. [28]

Parámetros Métricas

Valor
indLOD

Frecuencia de
recombinación

Número de
LGs creados

LG más grande
lg(loci)

LG más pequeño
lg(loci)

LGs con
1 loci

LGs con
2-19 loci

LGs con
20-100 loci

LGs con
>100 loci

9 0.015 6829 1(119) 6829(1) 6624 194 9 2

9.2 0.05 5884 1(302) 5884(1) 5601 266 13 4

9.4 0.1 4668 1(1125) 4668(1) 4267 379 19 3

9.6 0.15 3924 1(2133) 3924(1) 3492 415 15 2

9.8 0.2 4009 1(1931) 4009(1) 3580 413 13 3

10 0.25 4111 1(1787) 4111(1) 3677 416 16 2

11 0.3 4584 1(1303) 4584(1) 4198 365 18 3

12 0.35 5021 1(990) 5021(1) 4665 336 17 3

13 0.4 5375 1(439) 5375(1) 5040 317 14 4

14 0.45 5634 1(381) 5634(1) 5323 293 14 4

15 0.5 5901 1(293) 5901(1) 5612 271 14 4
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A.4.3. Convertir a formato JoinMap

Algoritmo A.20: instrucciones usando NGSEP para hacer convertir el formato .vcf al formato
aceptado en JoinMap. [8]

1 # Autor(es): Giann Karlo Aguirre Sambon ı́.

2 # Nombre del programa: 18 _convertvcf_joinmap.sh

3 # Fecha: 21 -09 -2020

4 # Objetivo: convertir el formato .vcf al formato aceptado para JoinMap v5.0

5 # Salida: archivo .txt de toda la poblaci ón con los loci que pasaron todos los

filtros.

6 # Entrada: archivo .vcf resultado de la ejecuci ón de 13 _filtervcf_fourthfilter.sh.

7

8 java -jar ../ ngsep_lib/NGSEPcore_4 .0.1. jar VCFConverter -i lod9_rf01_lg2 -18. vcf -

joinMap -p1 CC_01746 -p2 CC_011940 -o lod9_rf01_lg2 -18

9

10 #Ejecuci ón de NGSEP con la instrucci ón VCFConverter (NGSEP v4 .0.1):

11 # -i es un par á metro para indicar que el archivo de entrada es lod9_rf01_lg2 -18.

vcf.

12 # -joinMap es el par á metro para indicar que se requiere transformar al formato

aceptado por JoinMap.

13 # -p1 par á metro para indicar que CC_01746 es el primer parental de la poblaci ón.

14 # -p2 par á metro para indicar que CC_011940 es el segundo parental de la poblaci ón.

15 # -o par á metro para indicar que lod9_rf01_lg2 -18 es el nombre del archivo de

salida.

16

17 # A pesar que NGSEP convierte al formato aceptado por JoinMap , se deben hacer unos

ajustes a la salida del archivo:

18 # 1. Eliminar el encabezado que pone NGSEP.

19 # 2. Agregar , en cambio , este encabezado (antes del contenido del archivo):

20 # name = CP_biparental (nombre de la poblaci ón)

21 # popt = CP (tipo de poblaci ón, p. ej. Cross pollinators)

22 # nloc = 3739 (número de loci en la poblaci ón)

23 # nind = 95 (número de individuos en la poblaci ón)

24

25 # Esta documentaci ón est á basada en la versi ón usada de NGSEP , as ı́ que cualquier

inconsistencia por el uso de versiones , es mejor revisar la documentaci ón

oficial de NGSEP: https :// github.com/NGSEP/NGSEPcore

A.4.4. Ejemplo archivo JoinMap

Archivo A.21: Archivo ejemplo con un muestra de datos de los marcadores de la estrategia A.

1 name = CP_biparental

2 popt = CP

3 nloc = 6

4 nind = 11

5

6

7 sc_12997_277971 <nnxnp > (nn,np) nn np nn np nn -- -- nn nn nn nn

8 sc_12997_291911 <nnxnp > (nn,np) nn np nn np nn nn np nn nn -- nn

9 sc_12997_292151 <nnxnp > (nn,np) nn np nn np nn nn -- nn nn -- nn

10 sc_12997_339029 <nnxnp > (nn,np) nn np -- np nn nn -- nn nn -- nn

11 sc_12997_473350 <nnxnp > (nn,np) nn np -- -- nn np np -- nn -- nn

12 sc_7582_12094 <hkxhk > (hh ,hk ,kk) hk hk kk hk -- hk -- hk -- hh
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Souza, G., Berges, H., Bocs, S., Casu, R., D’Hont, A. et al. (2011). The sugarcane genome challenge:
strategies for sequencing a highly complex genome. En: Tropical Plant Biology 4 (3), pp. 145-156.
doi: 10.1007/s12042-011-9079-0 (página 43).

Stam (1993). Construction of integrated genetic linkage maps by means of a new computer package:
JoinMap. En: The Plant Journal 3 (5), pp. 739-744. doi: 10.1111/j.1365-313X.1993.00739.x
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cional em cana-de-açucar (Saccharum spp.)” Tesis doctoral. Campinas, Brasil: Universidade
Estadual de Campinas (página 45).

Trujillo, J. (2020). “Construcción de un genoma y una huella molecular de caña de azúcar utili-
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46).

Otras referencias

Andrews, S., Krueger, F., Segonds-Pichon, A., Biggins, L. y Krueger, C. (2018). FastQC: a quality
control tool for high throughput sequence data. url: http://www.bioinformatics.babraham.
ac.uk/projects/fastqc (página 5).

Asocaña (2019). Aspectos generales del sector agroindustrial de la caña - Informe anual 2019 -
2020. url: https://www.asocana.org/modules/documentos/3/363.aspx (página 1).

Behrouzi, P., Arends, D. y Wit, E. (2017). “Netgwas: an r package for network-based genome-wide
association studies”. arXiv preprint arXiv:1710.01236 (páginas 3, 28).
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