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RESUMEN

La madera de Eucalyptus globulus tiene un alto valor y gran demanda en el mercado
internacional. En Uruguay ésta fue una de las especies mas utilizadas debido a su alta capacidad
pulpable, sin embargo, una limitante es su gran susceptibilidad al ataque de enfermedades y
patogenos. Uno de estos patdgenos es Teratosphaeria nubilosa que produce la enfermedad
conocida como “Mancha de Mycosphaerella”. Esta enfermedad es una de las principales
limitantes productivas en los sistemas de producciéon de madera de nuestro pais. Trabajos
recientes determinaron que el cambio precoz de follaje en E. globulus tiene el potencial de
reducir la severidad de los efectos de la enfermedad debido a que el follaje adulto es mas
resistente a la infeccion que el follaje juvenil. Dichos trabajos, ademas, encontraron una
considerable variacion genética y alta heredabilidad para el inicio del cambio de follaje.
Sabiendo de la preponderancia del factor genético en la caracteristica, en este trabajo se estudio
la base genética de la precocidad del cambio de follaje utilizando la aproximacion XP-GWAS.
Para este fin, se analizaron dos pooles de individuos con fenotipos extremos y opuestos de F.
globulus en relacion al inicio del cambio de follaje, y se estudiaron los loci en los que diferian
sus frecuencias alélicas. A partir de estos estudios, se identificaron 86 SNPs significativos, de
los cuales 45 mostraron una fuerte asociacion con 9 genes ubicados a menos de 6.000 pares de
bases. Dentro de este grupo de 9 genes, localizados en los cromosomas 3, 5, 7 y 8, se destacaron
4 genes asociados a resistencia y 2 que codificaban proteinas con funciones aun no
determinadas. Ademas, se encontraron 3 genes no codificantes (ncRNA). Interesantemente,
encontramos un SNP marginalmente significativo en las inmediaciones del microRNA 156. Este

gen no codificante ha mostrado ser clave en el cambio de follaje en otros estudios.



ABSTRACT

The wood of Eucalyptus globulus is highly valued and in great demand on the international
market. This species was one of the most widely used in Uruguay due to its high pulpability.
However, one limitation is its high susceptibility to diseases and pathogens. One such pathogen
is Teratosphaeria nubilosa, which causes a disease known as "Mycosphaerella leaf disease".
This disease is a major constraint on the country's wood production systems. Recent studies
have determined that early foliage change in E. globulus can potentially reduce the severity of
the disease's effects, as mature foliage is more resistant to infection than juvenile foliage. These
studies also found significant genetic variation and high heritability for the onset of foliage
change. Given this trait's predominance of genetic factors, this work aimed to investigate the
genetic basis of early foliage change using an XP-GWAS approach. To this end, two pools of F.
globulus individuals with extreme and contrasting phenotypes regarding the onset of foliage
change were analyzed, and loci with differing allele frequencies were studied. From these
analyses, 86 significant SNPs were identified, 45 of which showed a strong association
with 9 genes located within 6000 base pairs. Among these 9 genes, localized in chromosomes 3,
5, 7, and 8, 4 were notably associated with resistance genes, while 2 encoded proteins with
functions yet to be determined. Additionally, 3 non-coding RNAs were identified. Interestingly,
a marginally significant SNP was found near microRNA 156. In other studies, this non-coding

RNA has been shown to be key in the onset of adult foliage.
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1 Introduccion

El género Eucalyptus, perteneciente a la familia de las Mirtaceas, constituye un conjunto de
arboles altamente diversificados, abarcando mas de 700 especies [1]. Ademas de su relevancia
econdémica como arboles forestales, los Eucalyptus ejemplifican un fenomeno de radiacion
adaptativa [2]. Desde el periodo del Cenozoico medio, que se remonta a unos 25 a 10 millones
de afios atras, las distintas especies pertenecientes a este género experimentaron una amplia
diversificacion aunque sus genomas son relativamente conservados (Recuadro 1). Durante este
proceso, se adaptaron a una amplia gama de nichos ecologicos y a una diversidad de climas.
Producto de su diversidad y numerosos usos, los Eucalyptus son arboles que tienen una gran
importancia economica. En Uruguay, por ejemplo, se cultivan varias especies del género. La
rapidez de crecimiento de los eucaliptos en entornos exoticos, junto con su eficiencia en el uso

de nutrientes y agua, ha sido un factor clave para su éxito fuera de Australia [3].

En las ultimas décadas, el area forestada destinada a la comercializacion en el pais ha
aumentado de 45.000 ha en 1990 a 1.087.109 ha en el 2021, convirtiendo al rubro forestal en el
segundo exportador mas importante [4]. La especie Eucalyptus globulus fue una de las mas
utilizadas en el pais [5] debido a las caracteristicas de su madera, ideal para la produccion de
pulpa de celulosa y papel, con alta demanda en el mercado internacional. Sin embargo, segun
los datos de la ultima cartografia nacional forestal realizada por la Direccion General Forestal
en 2021, se observa un cambio significativo en la distribucion de las plantaciones forestales. En
particular, se destaca una reduccion en la superficie dedicada a las plantaciones de E. globulus,
Eucalyptus maidenii y Eucalyptus bicostata, pasando de 149,329 ha en 2018 a 103,639 ha en
2021. Uno de los motivos que explica la reduccion de las superficies plantadas de estas especies

es su vulnerabilidad al ataque de patoégenos.

El crecimiento del sector forestal ha traido consigo la introduccion de mas de 24 especies de
patogenos que afectan las plantaciones de E. globulus. Entre ellas, la mas importante debido a
su impacto directo en la produccion de biomasa, se encuentra la mancha foliar provocada por
Teratosphaeria nubilosa, también conocida como “Mancha de Mycosphaerella” [6], [7]. T.
nubilosa es un hongo patogeno oriundo de Australia que afecta el follaje juvenil de E. globulus,

provocando manchas necroéticas, defoliacion y, en casos severos, muerte de apices y ramas [7]



(Figura 1). Esta enfermedad tiene como consecuencia una reduccion en la capacidad
fotosintética y esto conlleva a un menor desarrollo de los arboles que, sumado al aumento de la

mortalidad, determina una menor productividad de madera por unidad de superficie y/o tiempo

[8].

Para abordar este problema, INIA ha implementado programas de mejoramiento genético desde
1990, con enfoque en la productividad y resistencia a 7. nubilosa de E. globulus [9]. Estudios
recientes han encontrado escasa variabilidad genética para la resistencia a 7. nubilosa, pero una
variabilidad genética importante para la precocidad en el cambio de follaje [10]. Esta
caracteristica es importante dado que muchos estudios sugieren que los E. globulus podrian
escapar de las enfermedades foliares mediante el cambio ontogénico a un follaje adulto
resistente [10], [11]. En varias especies de Eucalyptus las hojas juveniles son méas susceptibles a
patogenos y a insectos que las hojas adultas [7], [12]. Cabe destacar que el cambio de follaje es
en gran medida un proceso genéticamente determinado aunque factores como la cantidad y
calidad de los nutrientes, asi como la intensidad de la luz, pueden influir en él [13]. Este
proceso, sin embargo, parece ocurrir de manera independiente a los ataques de patdgenos o la
herbivoria [13]. El proceso de cambio de follaje, es parte del fenomeno conocido como
heteroblastia, el cual describe el cambio de fase vegetativa. Las variaciones son particulares a
cada especie y comprenden una gama de cambios, tales como la transicion desde la fase juvenil
de las hojas a la adulta, los patrones de ramificacion, la distribucion diferencial de la cera
epicuticular, los patrones de produccion de tricomas, la morfologia celular, los patrones
vasculares, la capacidad de generar raices adventicias, la presencia o ausencia de compuestos

fitoquimicos como la antocianina, y la resistencia frente a enfermedades o insectos [13], [14].

Recuadro 1. Genomas de Eucalyptus [15]

Los arboles del género Eucalyptus son organismos diploides cuyo tamafio gendémico
promedio es de 600 Mb y su inmensa mayoria cuentan con 11 cromosomas. Los
genomas de E. grandis y E. globulus, estan estrechamente relacionados y poseen unal
longitud de 640Mb y 530 Mb, respectivamente. El genoma de E. grandis contiene
36.376 genes codificantes, de los cuales un 84% se expresa en tejidos vegetativos |
reproductivos. Ademads, un 34% de estos genes se encuentra en duplicaciones en
tandem [15].




Figura 1.  Hojas  afectadas  por
Teratosphaeria nubilosa. Extraido de [16].

1.1 miRNAs y bases genéticas de la Heteroblastia

Los individuos pueden presentar diversas caracteristicas fenotipicas (rasgos observables), las
cuales pueden estar determinadas por un solo gen o por varios genes. Las caracteristicas que
estan determinadas por un solo gen se denominan caracteristicas monogénicas. Estas dependen
unicamente de las variaciones en un gen especifico, es decir, dependen de las variaciones
alélicas de este. Por otro lado, las caracteristicas que estin determinadas por mas de un gen se
denominan caracteristicas poligénicas. Estas caracteristicas dependen de la interaccion entre
alelos de un mismo gen (dominancia), entre varios genes (epistasis) y son influidas por el
ambiente. El efecto de los genes y el ambiente se estima en base al modelo infinitesimal de
Fisher. Un ejemplo de una caracteristica poligénica es el grado de resistencia a los hongos
Ceratocystis y Mycosphaerella cryptica por parte de Eucalyptus. La resistencia a estos hongos
esta asociado a regiones gendmicas que involucran multiples genes [17], [18]. A su vez, factores

ambientales como la humedad afectan la capacidad de contraer o no la infeccion.

Los genes que afectan las caracteristicas se pueden dividir en genes codificantes y no
codificantes. Los codificantes son aquellos que su expresion lleva a la generacion de un proteina
mientras que los no codificantes son genes que tipicamente codifican una molécula de ARN
(e.g., ARN ribosémico, ARN mensajero, microARN). Ambos tipos de genes pueden influir las
caracteristicas fenotipica. Un gen codificante influye de manera directa de acuerdo a la proteina

que codifique, mientras que los genes no codificante influyen en la caracteristicas fenotipicas



regulando, en general. la expresion de genes codificantes. Un ejemplo de esto son los

denominados miRNAs (microRNAs).

Los miRNAs son ARN endoégenos no codificantes de aproximadamente 22 nucleoétidos, que
regulan negativamente la expresion génica al interferir con la traduccion o degradacion de
ARNm. La sintesis de los miARNs es un proceso que ocurre en el nucleo y el citoplasma.
Comienza con la transcripcion del ADN a ARN, mediada por una ARN polimerasa, produciendo
un microARN primario que posee una estructura de horquilla de ARN doble cadena. Este
microARN primario es exportado al citoplasma y procesado por Dicer, generando un
microARN doble cadena. Finalmente, ambas cadenas son separadas por accion de la proteina
Argonauta. La cadena de miARN funcional (la otra se degrada) junto a Argonauta y la proteina
RISC ya pueden inhibir la expresion de los genes blanco al reconocer sus mensajeros [19], [20].
Los microARNs ejercen, por tanto, su funcion reguladora a nivel post-transcripcional. Es
posible que un unico microARN puede dirigirse a cientos de ARN mensajeros especificos, lo
que le brinda la capacidad de controlar la expresion de multiples genes de manera coordinada.
En el contexto de las plantas, es necesario que exista una complementariedad total entre el
microARN y su ARN mensajero objetivo, para que se produzca el reconocimiento y la posterior
degradacion del mensajero. Por otra parte, en mamiferos, se requiere una complementariedad

parcial entre el microARN y su blanco [19], [20].

Los microARN estdn ganando reconocimiento como reguladores cruciales de la actividad
génica. Aunque pasaron desapercibidos hasta hace poco tiempo, los miRNAs se han revelado
como una de las clases mas abundantes de moléculas reguladoras en organismos multicelulares.
Por eso, mediante el crecimiento de su importancia también fue creciendo el interés en

estudiarlas [21].

Recientemente, mediante técnicas moleculares se ha logrado determinar que ciertos microARNs
estan asociados al cambio de follaje en Arabidopsis y Eucalyptus. Estos trabajos han apuntado a
un controlador de la expresion génica, el microARN 156 (miR156)[22]. Sin embargo, hasta
ahora existen pocos trabajos que relacionen dicho microRNA con el cambio de follaje en
Eucalyptus y evidencia adicional ayudaria a consolidar el rol del miR156. Si bien son escasos
los trabajos que relacionan al miR156 con el cambio de follaje en ellos se ha encontrado que

una disminucion en la actividad del miR156 lleva al cambio de fase vegetativa [20], [23].



Se ha observado que la senalizacion que maneja el cambio de fase proviene de los primordios
foliares, ya que se ha notado un gran retraso en este cambio cuando estos tejidos estan ausentes
[20], [24]. Este retraso se ha asociado con un aumento en los niveles de miR156. Dichos niveles
son significativamente elevados en brotes y tejidos juveniles, sin embargo, disminuyen
significativamente durante la transicion al estado adulto [20]. Se ha establecido que la expresion
continua de miR156 prolonga la fase juvenil, mientras que la disminuciéon de su actividad

promueve el cambio de fase y una floracion temprana [25].

El miR156 controla la transicion de la fase vegetativa mediante la inhibicion directa de la
expresion de los factores de transcripcion SQUAMOSA Promoter-Binding Protein-Like (SPL)
[20]. Estos factores son cruciales en diversos procesos fisioldgicos, como la transicion de fase,
la floracion, el desarrollo de frutos, la estructura de la planta, la sefalizacion de giberelinas, la
esporogénesis, la homeostasis del cobre y la respuesta a toxinas fingicas [26]. Los genes SPL
muestran una expresion diferencial en las hojas durante las etapas juveniles y adultas en plantas
tanto herbaceas como lefiosas [20], [26]. Por ejemplo, SPL3 esté relacionado con la induccion
de la floracion y la adquisicion de caracteristicas foliares adultas, mientras que SPL9 favorece el
desarrollo de la morfologia foliar adulta y coordina el desarrollo y la tolerancia al estrés [20],
[26]. Los niveles de SPL3 y SPL9 son bajos al principio y aumentan con el envejecimiento de la

planta, regulados a nivel post-transcripcional por miR156 [20], [26]

Este cambio también incluye al miR172, que interviene en la fase de floracion [20]. MiR172
presenta un patron de expresion que es inversamente proporcional al de miR156,
incrementandose a medida que miR156 disminuye [20]. Se cree que las secuencias y funciones

de miR156, SPLs y miR172 estan evolutivamente conservadas en las plantas [27].



1.2 Herramientas para estudiar las bases genéticas

Tipicamente las caracteristicas poligénicas, se pueden estudiar mediante el mapeo de QTL ( del
inglés, “quantitative trait locus”) o mediante estudios de asociacion del genoma completo
(GWAS; del inglés, “genome wide association studies”)[28]. La primera aproximacion, implica
encontrar variantes en un locus que se correlacione con la variacion de un rasgo cuantitativo
mediante la construccion de poblaciones de mapeo. Por otro lado, en la aproximacion GWAS se
estudia si ciertas variantes alélicas estan asociadas de manera preferente a los casos (i.e.,
individuos que presentan la caracteristica) en relacion a los controles. Sin embargo, estas
estrategias son costosas debido al genotipado de miles de individuos. Una alternativa es el
método XP-GWAS o pool-GWAS, [29], [30] donde los individuos no se analizan por separado
si no en pooles, permitiendo ahorrar considerablemente los costos del genotipado, ya que

implica secuenciar solo dos bibliotecas en vez de una por individuo.
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Figura 2. Proceso general del proyecto. Se seleccionaron dos grupos de individuos con
fenotipos extremos y opuestos, a partir de los cuales se procedio a la secuenciacion genomica
de ambos conjuntos. Los fragmentos de ADN secuenciados fueron alineados contra el genoma
de referencia de Eucalyptus globulus con el proposito de reconocer variantes alélicas y sus
frecuencias entre los grupos. Posteriormente, se aplico la prueba de Fisher e implementacion
de la libreria pcadapt, que tiene en cuenta la estructura poblacional, para detectar aquellas
diferencias en las frecuencias alélicas significativas entre grupos.
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En el método del pool-GWAS se combinan muestras de individuos que exhiben fenotipos
extremos y opuestos para una caracteristica particular de interés [31]. Estos individuos se
agrupan en dos pooles distintos, cada uno representando uno de los extremos fenotipicos. Por
ejemplo, uno de los pooles puede agrupar individuos resistentes a la enfermedad, mientras que

el otro pool agrupa unicamente individuos susceptibles.

El objetivo principal del pool-GWAS es identificar las variantes genéticas (como por ejemplo,
polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) que se describiran mas adelante) en las que los
pooles difieren significativamente en sus frecuencias alélicas. Por ejemplo, para un nucleoétido
determinado uno de los pooles puede presentar dos variantes con la misma frecuencia, mientras
que el otro pool puede presentar una sola de las variantes. Estas frecuencias se estiman a partir
de las lecturas alienadas correctamente a la region genémica de interés (Figura 2). Por esto es
importante considerar la profundidad de cobertura en cada pool, ya que una cobertura adecuada
permite una mejor estimacion de las frecuencias alélicas y también una mejor identificacion de
las variantes [31]. También es necesario corregir por la estructura poblacional para evitar falsos
positivos (Recuadro 2). En definitiva, si el fenotipo de interés esta desencadenado en gran
medida por una de las variantes, es de esperar que esta variante esté en mucho mayor frecuencia

en el pool que muestra el fenotipo.

Dado que se secuencia el genoma entero, las asociaciones significativas no tienen porqué
depender de altos niveles de desequilibrio de ligamiento de largo alcance entre las variantes
causales y los SNPs genotipados (Recuadro 3). Al identificarse potencialmente todos los SNPs
presentes, se podrian identificar directamente los SNPs causales. Este método es ideal para
estudiar las bases genéticas de caracteristicas que no dependen de un gran niimero de genes,

como la que presentaria la precocidad en el cambio de follaje [10].



Recuadro 2. Estructura Poblacional [32]

La estructura poblacional se refiere a la subdivision de una poblacion en
subpoblaciones mas pequefias, conocidas como demos, que se diferencian
genéticamente de la poblacion general, por ejemplo en sus frecuencias alélicas. Estas
subpoblaciones suelen estar geograficamente separadas y pueden interconectarse a
través del flujo génico, es decir, el intercambio de individuos (y alelos) entre
subpoblaciones. Estas subpoblaciones pueden formarse debido a diversos factores,
tales como la distancia geografica, barreras naturales (como montafias o rios),
migracion, y la seleccion natural que favorece ciertas variantes genéticas en entornos
especificos. Esta subdivision poblacional puede llevar a diferencias genéticas
significativas entre las subpoblaciones que se manifiestan y se pueden inferir por
medio de sus frecuencia alélicas, lo que a su vez puede influir en la variabilidad
genética total de la poblacion. En cuanto a su influencia en estudios genéticos, como
los GWAS, es importante considerar la estructura poblacional, ya que no tenerla en|
cuenta puede llevar a asociaciones falsas entre variantes genéticas y rasgos de interés.
Esto puede suceder en los casos donde las poblaciones analizadas ademas de diferir
para la caracteristica de estudio y sus alelos causales, también difieran para muchas
variantes genéticas a causa de que estan estructuradas. Por lo cual realizar ajustes con
la estructura poblacional ayuda a evitar estos sesgos y a identificar asociaciones
genéticas verdaderas [32].

Recuadro 3. Desequilibrio de ligamiento [33]

El desequilibrio de ligamiento se refiere a la relacion no aleatoria entre alelos que se
encuentran en diferentes loci (diferentes posiciones) en un cromosoma, lo que hace
que tiendan a heredarse juntos en mayor frecuencia de lo que se esperaria por azar, es
decir, asumiendo que son independientes. La proximidad fisica entre los loci, por
ejemplo, aumenta la probabilidad de que los alelos cercanos se hereden juntos con
mayor frecuencia. El desequilibrio de ligamiento también se ve afectado por
numerosos factores genético-poblacionales [33].

1.3 Tipo de Secuenciacion

La secuenciacion del ADN es el proceso mediante el cual se determina el orden exacto de las
cuatro bases nucleotidicas (adenina, timina, citosina y guanina) que componen una molécula de
ADN. El resultado de la secuenciacion es un conjunto de datos en forma de “lecturas” o reads,
que son fragmentos cortos de ADN secuenciados. La secuencia resultante proporciona
informacién sobre la composicion de una region especifica del ADN. Dependiendo de la
tecnologia empleada en la secuenciacion y el objetivo especifico del estudio, los fragmentos de
ADN pueden variar tanto en el numero de lecturas obtenidas como en su longitud. Asimismo,

dichos fragmentos pueden representar tanto el genoma completo como Unicamente una region
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especifica de interés dentro del mismo. Este proceso es fundamental, ya que a través de estudios
posteriores no solo permite identificar la ubicacion de genes, sino que también posibilita inferir
las variantes especificas. La deteccion de variantes es clave en genética de poblaciones y para
los estudios de asociacion genética [33]. Ademas, la secuenciacion se utiliza para el analisis de

la expresion génica cuando se secuencia ARN.

En los ultimos afios, la secuenciacion de Illumina se ha consolidado como el método principal
debido a su alta precision y capacidad de paralelizacion, lo que permite una reduccion
significativa en los costos de secuenciacion gendmica. La secuenciacion por sintesis de [llumina
utiliza microscopios fluorescentes y microfluidos para secuenciar ADN en una celda de flujo
con nanopocillos (Figura 3). Esta celda contiene canales por donde fluyen las bibliotecas, con
una superficie de vidrio grabada con millones de nanopocillos los cuales tienen conectores
sintéticos de ADN complementarios a los adaptadores. Luego de cargar la celda, en cada
nanopocillo se hibrida un fragmento de la biblioteca y se amplifica la sefial mediante un PCR
especial, denominado PCR en puente. Posteriormente se agregan nucleotidos fluorescentes a la
celda los cuales se incorporan a fragmentos agrupados base a base. La sintesis de ADN se
detiene con la incorporaciéon de nucledtidos lo que permite obtener imagenes de toda la celda
bajo iluminacion laser. Al finalizar un algoritmo traduce las imagenes tomadas en los ciclos de
secuenciacion por sintesis de bases en una secuencia [34]. Las plataformas de Illumina tienen la
capacidad de generar reads con una longitud que varia entre 36 pb y 300 pb [35]. Dependiendo
del tipo de plataforma utilizada, la cantidad de reads por corrida puede variar desde 4 millones

hasta 52 mil millones de reads [36].
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Figura 3. Secuenciacion por sintesis de la plataforma
Illumina. Antes de iniciar este proceso, se realizo la
amplificacion en puente, donde las moléculas de ADN se
unieron a una superficie solida y se replicaron en clusteres.
Posteriormente, se da inicio a los ciclos de secuenciacion, en
los cuales se incorporan nucledtidos marcados con
fluoroforos. En el primer paso, ocurre la incorporacion del
nucleotido y se emite una fluorescencia. En el segundo paso,
se captura una imagen que permite identificar los nucledtidos
agregados. Después, se eliminan los fluoroforos para
preparar la muestra para el siguiente ciclo. Este proceso se
repite hasta completar la secuenciacion de los fragmentos de
ADN, permitiendo la lectura de millones de secuencias en
paralelo. Como se puede apreciar en la parte inferior de la
figura, se ilustra una secuencia de fragmentos después de seis
ciclos. Adaptado de [37].

Para secuenciar una muestra de ADN primero es necesario realizar la preparacion de una
biblioteca o libreria. Tipicamente la preparacion de una biblioteca involucra varios pasos
cruciales [34]. En primer lugar, el proceso de Shearing se utiliza para fragmentar el ADN en
fragmentos de longitud especifica, dependiendo de la tecnologia de secuenciacion utilizada.
Estos fragmentos suelen tener un tamafio especifico que generalmente oscila entre 200 y 500 pb,

[38]. Luego, se realiza la reparacion del ADN, que implica fosforilar los extremos y agregar
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colas para hacerlos compatibles con adaptadores. La ligacion de adaptadores es esencial, ya que
estos contienen secuencias necesarias para la amplificacion y secuenciacion. Recientemente, se
han desarrollado protocolos basados en transposasas que simplifican la preparacion de librerias.
Para esto las transposasas son agregadas a la muestra de ADN; éstas pueden realizar el corte y
ligamiento de adaptadores precargados en un solo paso [34]. La tecnologia de secuenciacion
[llumina puede requerir la amplificacion por PCR dependiendo de la cantidad de ADN
disponible. Si se cuenta con suficiente ADN se pueden utilizar bibliotecas PCR-free, que no se
amplifican. El uso de barcoding permite agrupar multiples bibliotecas para reducir costos y

mantener la identificacion de las muestras originales.

Cabe mencionar que existen otros métodos de secuenciacion, tales como “Oxford Nanopore
Technology” (ONT), que utiliza nanoporos de proteinas y un circuito integrado de aplicacion
especifica (ASIC). Este chip detecta cambios en la corriente i6nica cuando la molécula de ADN
pasa a través del nanoporo. Este tipo de secuenciacion tiene la capacidad de generar lecturas
ultralargas [34]. Otro método de secuenciacion es el de PacBio, que es similar a [llumina en
cuanto a la microscopia de fluorescencia, pero difiere en que permite la secuenciacion de una
unica molécula en tiempo real. Aunque ambos métodos pueden procesar lecturas largas, no
cuentan con la capacidad de paralelizacion que ofrece Illumina. A pesar de la existencia de estos
métodos, Illumina sigue siendo ampliamente utilizada para identificar variantes debido a su

fiabilidad y costo [34].

1.4 Polimorfismo de nucledtido unico y llamado de variantes

Los polimorfismos de un nucleétido tnico o SNP (del inglés, “Single Nucleotide
Polymorphism™) son una variacioén en la secuencia del ADN que ocurre cuando una sola base
(nucledtido) en el genoma se altera que se utilizan como marcadores bialélicos. Este tipo de
polimorfismo se produce cuando hay una sustitucion de un solo nucleétido por otro en una
posicion especifica en la secuencia del ADN. Los SNPs son uno de los tipos de variaciones
genéticas mas comunes en los genomas de los organismos y pueden tener un impacto en el

desarrollo de enfermedades, la respuesta a factores externos y otras caracteristicas.

El proceso llamada de variantes (en inglés: SNP calling), consta de siete etapas generales [39],

las cuales se describiran a continuacion.
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Llamada de bases

Como mencionamos previamente, un dispositivo captura la sefial luminosa emitida por la hebra
recién generada. Una vez adquirida esta sefial, se debe llevar a cabo la conversion de las
imagenes en bases nucleotidicas. Diversas plataformas encargadas de esta tarea utilizan
diferentes modelos estadisticos que buscan proporcionar una medida de la certeza de cada
llamada de base. Estos modelos estiman el error potencial mediante varios parametros, como la
intensidad de la sefial de la imagen registrada, el numero de ciclos de secuenciacion y la
distancia con respecto a otras clusters de secuencias. Esta certeza puede expresarse en forma de
puntuaciones de calidad, como las puntuaciones de Phred, que se calculan mediante el logaritmo
decimal de la probabilidad del error esperado para esa base: O pweda = -10 * log (P, error).
Utilizando esta formula, un error con una probabilidad del 5% se traduce en una puntuacion de

Phred de 13.

Control de calidad

La distribucion de las puntuaciones de calidad en cada secuencia es uno de los parametros mas
relevantes para evaluar la calidad general. Por lo general, el software de llamada de bases
proporciona una vision inicial de la calidad de los datos. Sin embargo, para obtener una vision
mas completa y detallada, es necesario emplear otras herramientas especializadas, como FastQC

[40].

Alineamiento

El siguiente paso crucial es la alineacion de las lecturas contra un genoma de referencia. Dado
que es necesario alinear millones de lecturas frente a una referencia, se han desarrollado
diversos algoritmos eficientes para esta tarea. BWA [41] y HISAT [42] son algunos ejemplos de
alineadores. La eleccion tanto de la herramienta de alineacion como de los ajustes
correspondientes tiene un impacto significativo en el resultado final del analisis. Es importante
encontrar un equilibrio: permitir solo alineaciones perfectas en relaciéon con la referencia
impedira la deteccion de SNPs, mientras que permitir un alto nimero de diferencias entre la
lectura y la referencia generara multiples alineamientos erréneos y una abundancia de SNPs

falsos positivos en los analisis subsiguientes.
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Pos-procesamiento del alineamiento

El paso siguiente, que precede a la etapa de llamada de variantes, implica organizar los
alineamientos en funcidén de su ubicacion cromosomica. Esta tarea se puede llevar a cabo

utilizando herramientas como SAMtools [43] o Picard [44].

Luego, debido a que la PCR utilizada para ampliar la biblioteca y afiadir adaptadores puede
introducir artefactos, es decir, lecturas o pares de lecturas que comienzan exactamente en la
misma posicion y tienen la misma longitud de insercion, es una practica comun eliminar o
marcar estos artefactos/duplicados de PCR. Una vez mas, SAMtools y Picard proporcionan las
capacidades necesarias para abordar esta tarea. El siguiente paso en el proceso de post-
procesamiento implica la eliminaciéon de todos los alineamientos no unicos, es decir, lecturas

que tienen mas de una alineacion optima.

Recalibracion de la puntuacién de calidad

Investigaciones previas han revelado que las puntuaciones de calidad tipo Phred generadas por
las primeras plataformas de secuenciacion a menudo pueden desviarse de manera sistematica
desde la verdadera tasa de error. La precision en estas puntuaciones de calidad es fundamental
para los algoritmos modernos de llamada de SNP, dado que estas puntuaciones Phred se
consideran al realizar el llamado de bases. Sin embargo el impacto de la re-calibracion en
mejorar la calidad de los SNPs no es universal, depende del alineador y del programa utilizado

para hacer la llamada de bases [45].
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Llamada de variantes y genotipos

En esta etapa, la principal tarea es detectar todos los SNPs que fueron encontrados a partir del
alineamiento. Los primeros enfoques para la llamada de variantes se basaban en la simple
cuenta de la abundancia de nucledtidos de alta calidad en un solo sitio. Sin embargo,
recientemente se han adoptado enfoques probabilisticos que integran diversas fuentes de
informacion. Esta técnica resulta especialmente beneficiosa en situaciones de baja o media

cobertura, donde solo unas pocas lecturas se alinean en la posicion del posible SNP.

Filtrado de SNPs Candidatos

Tiene como objetivo principal reducir el nimero de falsos positivos en las llamadas de
variantes. Los filtros aplicados en general buscan detectar desviaciones en el equilibrio de
Hardy-Weinberg (HWE), establecer valores minimos y maximos para la profundidad de lectura,

considerar la proximidad a indels y evaluar posibles sesgos de hebra.

1.5 Objetivos
1.5.1 General

Explorar las bases genéticas que intervienen en el cambio de follaje en la especie E. globulus

utilizando la estrategia de XP-GWAS.

1.5.2 Especificos

Analizar datos de secuenciacion masiva e identificacion de SNPs.

Analizar las frecuencias alélicas entre ambos pooles.

Adecuar la aproximacion estadistica en base a la eventual presencia de estructura poblacional.
Identificar los genes potencialmente asociados a la precocidad en el cambio de follaje.

Evaluar los genes candidatos mediante revision de bibliografia especializada.
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2 Materiales y Métodos

2.1 Individuos seleccionados y secuenciacion

En este trabajo se utilizaron datos de secuenciacion previamente obtenidos como parte del
proyecto Vaz Ferreira 2017, titulado “Caracterizacion de los genes involucrados en el cambio de
follaje de Eucalyptus globulus” (Responsable: Cecilia Da Silva). Estos datos se obtuvieron a
partir de individuos con fenotipos extremos seleccionados dentro del Plan de Mejoramiento
Genético del Programa Forestal del INIA. Los individuos fueron clasificados como de cambio
foliar precoz si el proceso comenzaba antes de los 14 meses, y como tardios si comenzaba
después de los 2 afios. Los individuos provenian de un ensayo de INIA en el departamento de
Lavalleja, Uruguay (Lat. 34° 11' S; Long. 54° 54' O; Alt. 206 m), el cual contiene 194 familias
de polinizacion abierta, compuestas por un total de 4601 individuos [46]. Es necesario destacar
que, al cumplir aproximadamente un afio, los individuos contrajeron la infeccion de
Teratosphaeria nubilosa. A partir de esta seleccion, se formaron dos grupos o pooles de 50
individuos cada uno. Para crear cada pool, se extrajo el ADN de cada individuo utilizando el
protocolo CTAB y se combinaron cantidades equimolares de ADN de cada uno [47]. Una vez
conformados los pooles de ADN, estos fueron secuenciados en Macrogen (Macrogen Inc., Setl,
Corea del Sur) empleando la plataforma Illumina NovaSeq, con lecturas pareadas de 151 pares

de bases y un inserto de 350 pares de bases.

2.2 Identificacion de SNPs y estudio de asociacion.

Antes de la etapa de alineamiento, se realizé un control de calidad de las lecturas empleando la
herramienta FastQC. Para alinear las lecturas de ambos pooles secuenciados, se utilizo el
programa BWA, tomando como referencia el genoma de E. globulus de NCBI
(ASM1418254v1). La calidad de este genoma es excelente, ya que cuenta con el ensamblado
completo de los 11 cromosomas. Una vez finalizado el alineamiento, el siguiente paso fue
convertir los archivos en formato SAM a BAM utilizando la herramienta Samtools. Ademas,
con esta misma herramienta, se aplico el comando “sort” para ordenar las lecturas segiin su
posicion cromosomica en el formato BAM, lo que facilita el posterior analisis de estos archivos

y la funcion depth para estimar la cobertura de ambos pooles. La identificacion y eliminacion de
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las lecturas duplicadas se realizd mediante el lenguaje de programacion Java utilizando el
programa Picard, con los comandos MarkDuplicates y REMOVE DUPLICATES
respectivamente. Para la identificacion de SNPs, se utilizo el software STRELKA, el cual se
ejecutd con sus parametros por defecto. Luego se utilizé un script de Python para transformar el

archivo VCF resultante de la llamada de variante a un archivo de formato SYNC.

El anélisis de la variacion en las frecuencias alélicas se llevo a cabo para cada SNP identificado.
En una primera instancia, para calcular estas frecuencias, se realiz6 un script (Anexo 7.1) en
Python que incorporé el paquete fast-fisher. Este paquete permite realizar la prueba de Fisher de
manera rapida y eficiente, ademas de manejar grandes volimenes de datos [48]. El Test de
Fisher es una prueba estadistica utilizada para evaluar si existe una asociacion significativa entre
dos variables categoricas. Los datos se organizan en tablas de contingencia 2x2, donde cada
celda contiene los valores de una combinacidon de ambas variables. Este test considera una
hipétesis nula (Ho), que asume que las variables son independientes, y una hipotesis alternativa
(H.), que propone que las variables no son independientes, es decir, que existe una asociacion
entre ellas. La decision entre estas hipotesis se basa en un nivel de significancia (por ejemplo,
0,05). Si el p-valor es menor que este nivel, se rechaza Ho en favor de H., lo que indica que hay
una asociacion significativa entre las variables [49]. La implementacion del script de Python
con fast-fisher permitié detectar los SNPs que son significativamente diferentes. La presencia de
estructura poblacional se evalué mediante la distribucion de los p-valores en un grafico de
cuantiles (grafico Q-Q). La estructura poblacional puede distorsionar la significancia de los
SNPs, generando falsos positivos, ya que introduce diferencias en las frecuencias alélicas entre

los grupos que no se deben directamente a la caracteristica de interés.

Al detectar estructura poblacional, empleamos, en una segunda instancia, el software R junto
con la libreria pcadapt [50]. Esta libreria utiliza un enfoque de analisis de componentes
principales para corregir la estructura poblacional, partiendo del supuesto de que la variante
relacionada con la caracteristica presenta una estructura mas pronunciada que la de fondo. Para
emplear la libreria pcadapt, se requieren varios pasos para lograr el resultado (script de R,
Anexo 7.2). Para esto, se utilizaron las siguientes librerias “poolfstat”[51], [52], “MASS”[53],
“data.table”[54], [55], “qvalue”[56], [57] ¥y “qqman”[58]. Estas librerias permitieron generar
archivos intermedios necesarios para alimentar a la libreria “pcadapt” con nuestros datos y asi
generar la salida esperada. En estos pasos intermedios, también se utilizaron scripts de Python
que permitieron ordenar y transformar archivos. Tanto para los analisis con fast-fisher como
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para pcadapt, consideramos Unicamente los SNPs que presenten una cobertura minima de 30x
(es decir, deberan estar cubiertos por al menos 30 lecturas) y una cobertura maxima de hasta
150x. Esto nos permitira evitar la inclusion de SNPs falsos causados por errores de
secuenciacion, los cuales generalmente se asocian con una cobertura muy baja, asi como SNPs
resultantes de un alineamiento incorrecto de las lecturas, que pueden producir coberturas

excepcionalmente altas.

Posteriormente, mediante Python, en las proximidades del miR156, se realizé una busqueda con
un filtro de un g-value menor a 0,1 para encontrar aquellos SNPs marginalmente significativos,
que pueden no haber sido detectados debido a la falta de poder estadistico de la herramienta o al

acotado desequilibrio de ligamiento con el que se trabajé (6kb, ver mas adelante).

2.3 Genes asociados a los SNPs codificantes.

Debido a que el genoma de E. globulus no estd anotado; es decir, no disponiamos de
coordenadas que indiquen la ubicacion de cada gen en el genoma, proyectamos las anotaciones
del genoma de Eucalyptus grandis (Ensamblado: ASM1654582v1; Anotacion RefSeq:
GCF _016545825.1) al de E. globulus. Para lograr esto, se utilizd el programa LIFTOFF [59].
Todos los genes que se encuentren a 6 kb cascada arriba y abajo de cada SNP significativo
fueron reportados y analizados mediante una revision bibliografica adecuada. Se utiliza este
filtrado de 6 kb ya que estudios han demostrado que el desequilibrio de ligamiento en

Eucalyptus se encuentra, en promedio, entre 4 y 6 kb [60].
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3 Resultados

Las muestras que se obtuvieron para ambos pooles fueron de excelente calidad (Figura 4) y por
lo tanto no fueron recortadas y se procedio a su alineamiento contra el genoma de E. globulus.

En la Tabla 1 se muestra el numero de lecturas alineadas por cada grupo de individuos (pool),
asi como la cobertura utilizada en cada uno de los alineamientos. En el grupo de individuos con
cambio rapido de follaje, se obtuvo un total de 505.056.755 lecturas alineadas, mientras que en
el grupo de individuos con cambio lento de follaje se registraron 513.971.051 lecturas alineadas.
Con respecto a la cobertura promedio para el pool de cambio répido se obtuvo una cobertura de
120x, y para el de cambio tardio una de 124x. En cuanto al porcentaje del genoma cubierto,

observamos que se logré un valor proximo al 100% para ambos pooles.

Pooles Lecturas Cobertura Genoma cubierto > 15x
alineadas promedio

Cambio rapido 505.056.755 120x 0.92%

Cambio lento 513.971.051 124x 0.93%

Tabla 1. Datos de alineacion de lecturas.
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Figura 4. Valor Phred de las lecturas. A. Calidad de las lecturas para el pool
“cambio lento”. B. Calidad de las lecturas para el pool “cambio rapido”. En
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Figura 5. A- Q-Q Plot de los p-valores de test de fisher sin corregir por estructura
poblacional. B- O-Q Plot de los p-valores corregidos por estructura poblacional
utilizando el programa pcadapt.

Los pooles muestran evidencia de estructuracion genética (Figura 5A). Cémo se puede observar
en la Figura 5, los p-valores observados (puntos) difieren significativamente de lo esperado

(linea roja). Si la distribucion de los p-valores no estaria sesgado por la estructura poblacional,
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es de esperar que estos p-valores tengan una distribucion uniforme y se ajusten a la linea roja.
Luego de utilizar el pcadapt para corregir la estructura genética se puede observar un mejor
ajuste (Figura 5B). Luego de corregir por estructura poblacional en los 9 millones de SNPs
iniciales, se identificaron 86 SNPs significativos con un g-valor menor a 0.05 (Figura 6B.
Manhattan Plot y Tabla 2). A modo de ejemplo, si los p-valores no son corregidos por estructura
poblacional y se procede a estimar sus q-valores, obtenemos millones de SNPs menores a 0.05.
Esto indica que el pcadapt elimina satisfactoriamente falsos positivos producto de la estructura

genética.
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Figura 6. Manhattan Plot de los p-valores sin corregir (A) y de los p-valores corregidos
(B). En ambos Manhattan plot se observan los p-valores para cada SNP de cada uno de
los 11 cromosomas de Eucalyptus globulus. Estos p-valores se encuentran transformados
de tal manera que aquellos con un mayor valor indican que las frecuencias alélicas en el
SNP analizado son muy dispares entre los pooles.

A grandes rasgos se puede observar que el Manhattan plot de los p-valores sin corregir (Figura

6A) y corregidos por estructura poblacional (Figura 6B) sefialan las mismas regiones y SNPs
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como las mas significativas. A partir de la Figura 6B, se puede observar 7 grandes grupos de
SNP significativos dentro de los cromosomas 1, 3, 5, 7, 8, 9 y 10, de los cuales 4 resultaron
significativos (Tabla 2). Estos grupos de SNPs identificados en los cromosomas antes
mencionados se diferencian de los demas debido a que se pueden notar columnas de SNPs,
producto del desequilibrio de ligamiento, que sobresalen, mientras que en los demas

cromosomas no se observan estos grupos diferenciados de SNPs.

Gen Nombre Cromosoma Inicio / Final SNPs-
(bp) Asociados
LOC104445514 Calcium-dependent protein 3 36973037/ 2
kinase 24-like 36973822
LOC120294978 ncRNA 3 36974559 / 2
36976450
LOC108958191 TMYV resistance protein N- 3 42538763 / 2
like 42541412
LOC120293477 ncRNA 5 33039211/ 2
33042517
LOC120293716 Ankyrin repeat-containing 5 33109540/ 33
protein BDA1-like 33110170
LOC120286457 Disease resistance protein 7 6364500 / 1
RUNI-like 6368171
LOC104415333 Protein coding 8 49165739 / 1
49169401
LOC120287401 Protein coding 8 49170233/ 1
49170618
LOC104415334 ncRNA 8 49175304 / 1
49178588

Tabla 2. Genes asociados a los SNPs significativos.

De los 86 SNPs significativos, 45 de ellos se encuentran asociados a 9 genes a menos de 6000
pares de bases (Tabla 2). Estos genes estan presentes en los cromosomas 3, 5, 7 y 8. Para el
resto de los SNP significativos no se encontraron genes asociados. Dentro de los 9 genes, se

pueden observar que 4 de ellos estan asociados a genes de resistencia. Esto son: calcium-
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dependent protein kinase 24-like (CDPK), TMV resistance protein N-like (TMV), ankyrin
repeat-containing protein BDA1-like (BDA1) y disease resistance protein RUNI1-like (RUN1-
like). Entre los 9, se encuentran ademas dos genes codificantes para proteinas que tienen una

funcion desconocida y 3 genes no codificantes (ncRNA).

De los tres ncRNA, luego de ser interrogados mediante BLAST, solo uno de ellos

(LOC104415334), mostro homologia con un gen conocido, Ankyrin-1-Like.

SNP Cromosoma Posicion Q-Value Distancia al
miR156 (pb)
3 44170060 3 44.170.060 0,06 135.541

Tabla 3. SNP marginalmente significativo cercano al miR156.
Luego de buscar SNPs con g-valores menores a 0.1 alrededor del mirRNA156, encontramos un

SNP en la posicion 44.170.060 del cromosoma 3 a 135.541 pares de bases de distancia de dicho
miRNA.
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4 Discusion

La tecnologia XP-GWAS representa una alternativa excelente para explorar las bases genéticas
debido a su costo reducido en comparacion con otras tecnologias. En este trabajo exploramos
las bases genéticas de la heteroblastia en dos pooles de E. globulus con fenotipos extremos para

la caracteristica estudiada.

Ambos pooles mostraron una cobertura promedio alrededor de 120x, suficiente para realizar la
llamada de variantes a partir de pooles [31]. La cobertura y extension obtenida en este trabajo es
mayor que la reportada por Giorello et al., 2023. En en este trabajo utilizamos el genoma de E.
globulus como referencia, a diferencia de Giorello et al., 2023 que utilizé el genoma de E.
grandis, y utilizamos el alineador BWA en vez de HISAT2. Estas diferencias, y principalmente
el genoma utilizado como referencia, podria explicar las diferencias en la cobertura y extension
reportadas. Al obtener una alta a muy alta cobertura (mayor 100x) se obtiene una mejor
estimacion de la frecuencias alélicas de los pooles, mejorando la posible identificacion de SNPs
significativos. Las muestras mostraron una estructuracién genética que fue posteriormente
corregida con pcadapt. Sin embargo, el sesgo en los p-valores causado por la estructura genética
de las muestras no pudo erradicarse del todo (Figura 5). Luego de ajustar por la tasa de
descubrimiento falso (g-value menor a 0.05) encontramos 86 SNP, de los cuales 45 se asocian a

9 genes que se describen a continuacion.

4.1 SNPs asociados al miR156

En términos estrictos, no encontramos ningun SNP significativo asociado al miR156. Sin
embargo, encontramos un SNP marginalmente significativo (q-value 0.06) en las inmediaciones
del miR156. Cabe destacar que Giorello et al., 2023 tampoco encontr6 SNP significativos
asociados al miR156, aunque si marginalmente significativos, mientras que Quezada et al.,
2023, reportd un SNP significativo asociado al miR156. Quezada et al., 2023, analiz6é genotipos
individuales significativos en el contexto de un estudio de asociaciéon del genoma completo

(GWAS), el cual permite utilizar técnicas estadisticas mas complejas y potentes.
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Si bien el SNP en cuestion no se encuentra cerca del miRNA de interés, no se puede descartar la
posibilidad de que ambos estén en desequilibrio de ligamiento. Nuestro SNP marginalmente
significativo se encuentra a 135.541 pares de bases de distancia del miR156 y estudios han
demostrado que en eucaliptos es posible encontrar un haplotipo, es decir, un grupo de variantes

genomicas que tienden a heredarse juntas, de hasta 175.5 kb [61].

Por otro lado, al estudiar las frecuencias alélicas en las inmediaciones del miR156 (menor a 6kb
de distancia) observamos que decenas de SNPs cercanos al miR156 muestran una diferencia
importante en las frecuencias alélicas pero con una particularidad. SNPs con mas de 100 de
cobertura se muestran para un pool como homocigotas mientras que para el otro pool como
heterocigota (Anexo 7.3). Aunque este tipo de distribucion alélica no es la que estd asociada con
la menor probabilidad (existen distribuciones alélicas ain mas extremas), seria interesante

evaluar en un futuro si se trata de una sefial causal o casual.

4.2 Genes asociados a SNPs significantes

En relacion a los genes detectados, el RUN1-like, codifica para una proteina de resistencia en
plantas para ciertas enfermedades, especialmente al hongo Erysiphe necator, que causa el oidio
en la vid. Originalmente identificado en Muscadinia rotundifolia, este gen ha sido transferido
con ¢€xito a Vitis vinifera, proporcionando a estas plantas una notable resistencia contra este
patogeno [62]. La importancia del RUN1-like reside en su capacidad para activar una respuesta
inmune robusta y efectiva en la planta. Esta respuesta incluye la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS), la acumulacién de callosa, la induccion de la muerte celular
programada (PCD) y la activacion de genes especificos de defensa como VvSTS36 y VVPEN1
[63]. Estos mecanismos de defensa trabajan en conjunto para prevenir la penetracion y el
desarrollo del hongo, reduciendo considerablemente la tasa de infeccion y el crecimiento de las

hifas del patogeno [62], [63], [64].

También encontramos otros genes relacionados a la resistencia, tales como CDPK y BDA1 y
TMV. El gen CDPK, desempefia un papel importante en la regulacion del crecimiento de las
plantas, asi como en su desarrollo y tolerancia al estrés abidtico y de patogenos [65], [66], [67].
Los genes CDPKs son capaces de detectar cambios en la concentracion intracelular de Ca?" y

convertir estas variaciones en eventos de fosforilacion, los cuales activan procesos de
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sefalizacion a niveles posteriores. Numerosos estudios funcionales y de expresion sobre
diversos CDPKs y sus genes codificadores han corroborado su papel multifacético en la
respuesta al estrés [68]. BDA1 es un gen que juega un papel en la regulacion de la inmunidad en
plantas [69]. Codifica una proteina con repeticiones de anquirina en el extremo N-terminal y
dominios transmembrana en el extremo C-terminal [70]. Ademas, las plantas con mutaciones en
BDA1 muestran una mayor susceptibilidad a los patégenos, lo que refuerza su papel como
componente clave en la senalizacion de defensa [69]. Por otro lado, una variante de ganancia de
funcion de BDAI1 provoca la activacion constante de la muerte celular y las respuestas de
defensa, resaltando su importancia en la regulacion de la inmunidad de las plantas [69]. TMV
resistance protein N-like es otro de los genes que también se ha encontrado relacionado a

resistencia en plantas [71].

De los genes mencionados anteriormente TMV y RUNI-like coinciden con lo reportado por
Giorello et al., 2023, donde se evaluo6 el potencial de XP-GWAS para Eucalyptus. Ademaés, cabe
mencionar que Quezada et al., 2023, también reportd la presencia de TMV. Sin embargo el gen
BDA1-Like, encontrado en este trabajo y asociado a 33 SNPs significativos no fue reportado en
Giorello et al., 2023 y tampoco en Quezada et al., 2023. Esto en parte se podria deber a los
distintos genoma de referencia utilizados, a las distintas herramientas de alineacion utilizadas,
asi como a los programas utilizados para realizar la llamada de variantes. En el presente trabajo

se utilizo STRELKA mientras que Giorello et al., 2023 utilizé6 GATK.

Cabe mencionar en relacion al gen BDA1-Like, que dos SNPs encontrados se localizaron en un
exon, es decir, en una region codificante. El resto de los SNPs reportados no se encontraron
dentro de ningun gen. Los SNPs en la region codificante podria estar modificando el producto

proteico.

La presencia de genes asociados a la resistencia es llamativa y se podria explicar por la
presencia de T. nubilosa durante los ensayos. El grupo de individuos con cambio tardio de
follaje fue seleccionado a partir de arboles que fueron capaces de sobrevivir ante la presencia de
T. nubilosa durante mas tiempo, con el agregado que lo hicieron con follaje juvenil, el cual es
mas susceptible a la mancha foliar. Esto pudo haber traido consigo una seleccion indirecta de

arboles mas resistentes. Los genes aqui reportados y sus variantes podrian tener que ver con esta
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sobrevivencia diferencial por parte de estos arboles. En linea con esto, Giorello et al., 2023,
encontr6 que el pool con cambio de follaje tardio posee un mayor ntimero de copias de genes de

resistencia.

5 Conclusiones

Mediante una estrategia de XP-GWAS detectamos un SNP asociado al miR156 aunque
marginalmente significativo. Estos resultados se suman a los ya reportados en otros trabajos que
sefialan al miR156 como regulador de la heteroblastia. Por otro lado, también identificamos
varios genes potencialmente relacionados a la resistencia que pueden ser de particular interés
tanto para E. globulus como para otras especies de eucaliptos. Aunque la tecnologia utilizada no
ofrece un gran poder estadistico, permite obtener una vision general de los cromosomas donde
se localizan los SNPs significativos y los genes asociados. XP-GWAS surge como una
alternativa considerablemente mas econdmica y 1til para una primera aproximacion en estudios
de este tipo. Esto es particularmente valioso en casos donde no se dispone de informacion
previa sobre la caracteristica a estudiar, generando inicialmente datos que orientan hacia una
busqueda mas profunda. Asi, se sientan las bases para futuros estudios mas costosos, como los

analisis de asociacion del genoma completo.

5.1 Perspectivas

Del presente trabajo se derivan dos grandes lineas que se podrian continuar estudiando. Una de
ellas, es como afecta los alineadores y los programas de llamado de variantes a la identificacion
de SNPs significativos. En nuestro analisis, aunque encontramos genes en comun con Giorello
et al, 2023, también encontramos algunas diferencias importantes. Por otro lado, seria
interesante analizar otros programas para detectar SNP significativos mediante pooles, en
particular GWAlpha [72]. Este programa utiliza 3 pooles, de los cuales dos de ellos esta
compuesto por individuos con fenotipos extremos y opuestos mientras que el tercer es obtenido
muestreando al azar la poblacion. Este tercer pool, permite cuantificar el efecto del alelo y a su
vez podria aumenta la potencia estadistica. Para estudiar su potencial, en primera instancia se
podrian realizar simulaciones de muestreo de alelos a partir de los datos genotipicos reportados

en Quezada et al., 2023.
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7 Anexo
7.1 Script implementado en python

from fast_fisher import fast fisher exact, odds_ratio

file = open( )
X =
y =

for linea in file:
lento = linea.strip().split(" (")
cromosoma = lento[0]
numposicion = lento[ | ]
nombre columnal = lento[ 3]
nombre columna2 = lento[4]
column_elements = nombre columnal.split(" ")
column_elements2 = nombre_columna2.split("" )
column_elements_int = [int(elemento) for elemento in column_elements]
column_elements int2 = [int(elemento) for elemento in column_elements2]

posicionl = [i for i, val in enumerate(column_elements_int) if val != 0]
posicion2 = [i for i, val in enumerate(column_elements_int2) if val != 0]
cobertural =

for pos in posicionl:

cobertural = cobertural + column_elements_int[pos]
cobertura2 =
for pos in posicion2:

cobertura? = cobertura2 + column_elements_int2[pos]

if y <= cobertural <=x and y <= cobertura2 <= x:
if len(posicionl) == 2:
valorl = column_elements_int[posicion1[(]]
valor2 = column_elements_int[posicionl[1]]
valor3 = column_elements_int2[posicion1[0]]
valor4 = column_elements_int2[posicionl[|]]
p_value = fast_fisher exact(valorl, valor2, valor3, valor4)
print(cromosoma+ -+numposicion,cromosoma,numposicion,p_value)

elif len(posicion2) == 2:
valorl = column_elements_int[posicion2[(]]
valor2 = column_elements_int[posicion2[!]]
valor3 = column_elements_int2[posicion2[0]]
valor4 = column_elements_int2[posicion2[ | ]]
p_value = fast_fisher exact(valorl, valor2, valor3, valor4)
print(cromosoma+ -++numposicion,cromosoma,numposicion,p _value)
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elif len(posicionl) == | and len(posicion2) == 1:
if posicion1[0] == posicion2[(]:
valorl = column_elements_int[posicion1[0]]
valor2 =
valor3 = column_elements_int2[posicion2[0]]
valor4 =
p_value = fast_fisher exact(valorl, valor2, valor3, valor4)
print(cromosoma+ " +numposicion,cromosoma,numposicion,p value)

else:
valorl = column_elements_int[posicion1[0]]
valor2 = column_elements_int2[posicion2[0]]
valor3 =
valord =
p_value = fast_fisher exact(valorl, valor2, valor3, valor4)
print(cromosoma+" +numposicion,cromosoma,numposicion,p value)

file.close()

7.2 Script implementado en R

setwd

library(poolfstat)

pooldata=vcf2pooldata(vcf.file= ,min.cov.per.pool=30,poolsiz
es=rep(50,2),poolnames=c( , ), max.cov.per.pool = )

pooldata2genobaypass(pooldata)
res.fst=computeFST(
pooldata,
method = ,
nsnp.per.bjack.block = 0,
sliding.window.size = 0,
verbose = TRUE)

pcadapt_traspuesta<-read.delim(

encoding= , header=FALSE)

pcadapt_input«—t(pcadapt_traspuesta)

library(MASS)

write.matrix(pcadapt_input, file = ,sep="")

library(pcadapt)
library(data.table)
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pool.data <- fread( )
filename <- read.pcadapt(pool.data, type =

res <- pcadapt(filename, min.maf=0.01)
summary(res)
pvalues <- res$pvalues

plot (res, option= )
plot (res, option= )

library(qvalue)

qval <- qvalue(res$pvalues)$qvalues
alpha <-

outliers <- which(qval < alpha)
length(outliers)

write.matrix(outliers, file =
write.matrix(qval, file =
write.matrix(pvalues, file =

write.matrix(res$pvalues, file =

library(qgman)
manhattan(Manhattanpostapvalues)

)

,sep =

)

,sep="")
,sep="")
, sep =

manhattan(gwasResults,suggestiveline=FALSE, genomewideline=FALSE)

gwasResults2 <- read.delim(
gwasResults2 <- read.delim(

)

manhattan(gwasResults2,suggestiveline=FALSE,genomewideline=1,ylab=
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7.3 Frecuencias alélicas en las inmediaciones del miR156.

[cmo24719.1 44026417 52 .53 .0.0.0 .0 0.134.0.0.0.0]
[CM02a719.1 44026422 050 52.000 0.0.135.0 0.0]
CM024719.1 44026450 26 .65 .0 .0 .0 0 32.103 .0 .0 0 .0
CM024719.1 44026451 87 60:0:0.0 400000
[cmo24719.1 44026490 0.40 66 0.0 0 0.0.135.0.0 0]
CM024719.1 44026515 22.0.0:99.0 0 35.0.0.97.0-0
CM024719.1 44026549 0:8129.0.00 0.32.78.0.0-0
CM024719.1 44026748 26.0.0.32.0 0 78 .0 .0 .28 .0 -0
CM024719.1 44026756 05247 .0.0 0 0:34.71:0:0:0
CM024719.1 44026772 46 .0 06200 4.0-0.110 0 -0
[CM024719.1 44026811 0:37 -43.0:0 -0 0:104.0:0:0-0|
CM024719.1 44026841 0.19.83.0.00 0.37.78.0.0 -0
|GM024719,1 44026883 0 .46 62 :0.0.0 0.0.124 .0 .0 _Dl

CM0247191

44026889

47 :0.0:66 0.0

0:0:0:129:.0:0

[CcM024719.1

44026892

D '47 '66 '-G :O :0

0:0:129.0-0 -0}

Figura 7: En esta figura se observa la distribucion de frecuencias alélicas en dos pools
de individuos. Uno de los pools muestra una distribucién equilibrada, con un 50% de
los reads asignados a cada una de las variantes alélicas. En cambio, el otro pool
presenta una distribucion con el 100% de los reads correspondientes a una sola

variante alélica.
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