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Resumen

En la investigacion se evalué la utilidad de las nuevas tecnologias de secuenciaciéon masiva NGS en la identifica-
cion de genes expresados en variedades de cafia, bajo condiciones de estrés por déficit hidrico o por anegamien-
to. No obstante que en la actualidad la secuenciaciéon masiva NGS es la metodologia preferida en estudios de
transcriptomica comparativa, en el caso de la cana de aztcar (Saccharum spp.) es necesario verificar su utilidad,
si se tiene en cuenta la complejidad de su genoma y que herramientas ttiles, como un genoma de referencia,
no se encuentran disponibles. Para el estudio se seleccionaron dos variedades de cana para cada tipo de estrés
(una tolerante y una susceptible) tanto en el caso del déficit hidrico como en el caso del anegamiento. Cada
una de estas variedades se mantuvo bajo condiciones de estrés (niveles medio o severo) por déficit de agua o por
anegamiento para inducir la expresion de los ARNm de interés. Para cada una se crearon tres bibliotecas de
ADNc a partir de tejido foliar (para un total de 12 bibliotecas), las cuales se secuenciaron usando la metodologia
Nlumina-RNA-Seq. Los resultados de expresion diferencial obtenidos a partir de estos analisis mostraron ort6-
logos de genes previamente identificados como contribuyentes a la tolerancia causada por el déficit hidrico o el
anegamiento. También fue posible diferenciar entre los niveles de expresion de transcritos altamente similares.
Los resultados aqui presentados permiten concluir la utilidad de las metodologias NGS en estudios de transcrip-
témica comparativa de cana de azucar.

Palabras clave: Cana de aztcar, déficit hidrico, anegamiento, ADNc, secuenciaciéon masiva NGS, transcriptoma.

Abstract

The aim of this research was to evaluate the performance of the new Next Generation Sequencing (NGS) technologies
in comparative transcriptomics experiments, aiming to identify genes associated with tolerance mechanisms to
abiotic stress such water deficit or flooding in sugarcane. Despite being widely used in most of current comparative
transcriptomics studies, it is important to test the utility of NGS technologies in species such as sugarcane con-
sidering its genome complexity and the fact that there is no reference genome, which could be of use in this type
of studies. For this purpose, in this investigation, varieties tolerant and susceptible to drought or flooding were
selected and independently subjected to stress (medium or severe levels) due to drought or flooding, in order to
induce the production of mRNAs of interest. For each of these, leaves were collected and cDNA libraries produced
(a total of 12). Each library was sequenced using NGS methodologies (Illumina-RNA-Seq) and data were analyzed
using specialized bioinformatics software. Among the genes that were observed as differentially expressed it was
possible to identify orthologs of those previously associated with tolerance for the traits of interest. Also, it was
possible to detect differences in expression levels of highly similar transcripts. Our results provide evidence that
support the use of NGS technologies in transcriptomics studies in genetically complex species such as sugarcane.

Key words: Sugarcane, drought, flooding, cDNA, next generation sequencing, transcriptome.
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Introduccion

En el valle del rio Cauca existen 230,303 ha cul-
tivadas con cana de azucar (Saccharum spp.) de
las cuales 121,830 ha (52.9%) corresponden a
zonas secas o con déficit hidrico (DH); mientras
que 26,370 ha (11.45%) corresponden a zonas
con niveles freaticos mas altos (zonas anegadas).
El area restante corresponde a zonas semisecas
(68,630 ha) que representan 29.8% y zonas de
piedemonte (13,818 ha) que representan 6%. Se
estima que las pérdidas en la produccion de cana
por causa del déficit hidrico pueden llegar hasta
42%, mientras que aquellas generadas por suelos
excesivamente humedos alcanzan 54% (Cruz et
al., 2000, 2009).

Hasta el momento, el estrés por DH o por ane-
gamiento se ha manejado con éxito mediante el
uso de sistemas apropiados de riegos y drenajes,
los cuales se han implementado en mas del 80%
del area cultivada en la region y han permitido
reducir la cantidad de agua utilizada en el caso
de las zonas que necesitan riego y mantener altos
niveles de produccion en toda el area cultivada.
No obstante, los costos de estos sistemas son
altos y representan, aproximadamente, 45% de
los costos totales de produccion (Campos et al.,
2009).

En la actualidad es necesario disponer de
genotipos de cafia de azuicar con capacidad de
mantener buenos niveles de produccién bajo
condiciones de estrés abidtico, principalmente
déficit hidrico o anegamiento. Para enfrentar
estas condiciones, el Area de Mejoramiento del
Centro de Investigaciéon de la Cana de Aztcar de
Colombia (Cenicana) trabaja en la evaluacion de
su banco de germoplasma. En forma paralela se
busca implementar herramientas biotecnologi-
cas a fin de acelerar el proceso de mejoramiento
genético de las variedades de cana.

En los ultimos anos los avances en las meto-
dologias de secuenciacion masiva NGS (del inglés
Next Generation Sequencing), especificamente la
secuenciacion RNA-Seq, han permitido realizar
numerosos estudios de transcriptomica compa-
rativa en busca de identificar genes responsables
o que contribuyan al desarrollo de una caracte-
ristica especifica. Este tipo de estudios parte de
secuencias cortas (‘short reads’) de ADNc (acido
Desoxiribonucleico complementario), generadas
a partir de ARN (acido Ribonucleico) celular del
organismo de interés y, usualmente, compara la
expresion génica de un mismo individuo o de un
grupo de individuos bajo diferentes tratamientos
(Trapnell et al.,, 2012). Mediante metodologias
informaticas, las cuales requieren un poder com-
putacional significativo, es posible cuantificar el
numero de secuencias cortas que corresponden
con los genes o transcritos de una condicién o
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individuo en particular y a través de comparacio-
nes, identificar los genes con expresion diferencial
significativa. En este tipo de analisis con frecuen-
cia se usa un genoma o transcriptoma conocido
como punto de referencia, sin embargo también
es posible realizarlo sin tener informacion co-
nocida de la especie que se estudia (‘non-model
species’) gracias a las técnicas de ensamblaje de
novo aplicadas a datos NGS.

No obstante que el concepto de transcripto-
mica comparativa apoyado en la secuenciacion
RNA-Seq ha sido utilizado en especies no mode-
lo, como por ejemplo el frijol comtn (Phaseolus
vulgaris L.) (Wu et al., 2014), la variedad de uva
cabernet sauvignon (Vitis vinifera) (Li et al., 2014)
y la especie de trigo diploide escafia cultivada
(Triticum monococcum) (Fox et al., 2014), el caso
de la cana de azucar es particular ya que ésta
tiene un genoma poliploide (octa-decaploide),
aneuploide (2n = 80-130), de gran tamano, >10
GB (Revisado en D'Hont, 2005), lo cual podria
dificultar el analisis de la informacién genémica
producida. Debido a esto, el objetivo en esta in-
vestigacion fue probar la utilidad de las nuevas
herramientas de secuenciacion para identificar
genes asociados con tolerancia al estrés por DH
y/o el anegamiento en variedades de cana de
azucar, con el fin de confirmar su utilidad en
estrategias de mejoramiento varietal apoyado en
biotecnologia. Considerando que en otras es-
pecies de cultivos se han identificado genes que
contribuyen a la tolerancia del estrés causado por
el DH y el anegamiento, se decidié utilizar esta
informacién para evaluar la utilidad de resultados
obtenidos en los analisis del presente estudio.

Materiales y métodos

Material vegetal e induccion de estrés

Se utilizaron las variedades SP 71-6949 y MZC
74-275, previamente caracterizadas (Viveros,
2011) como tolerantes y susceptibles, respecti-
vamente, al estrés por déficit hidrico (DH). Para
el caso del estrés debido a anegamiento se utili-
zaron las variedades CC 01-1940 y CC 93-4418
catalogadas por el Programa de Variedades de
Cenicana como tolerante y susceptible para esta
caracteristica, respectivamente.

Induccion de estrés por déficit hidrico

La induccién de estrés por DH se hizo en in-
vernadero, en plantas de 5 meses de edad, las
cuales se sembraron en tanques de 0.8 m. de
profundidad y 2 m. de diametro. Las variedades
se sembraron usando un modelo completamente
al azar con tres repeticiones por cada tratamiento.
Las muestras de tejido foliar, aproximadamente



S g, fueron recolectadas en plantas cultivadas en
condiciones normales de irrigacion (control) o en
condiciones de estrés, especificamente cuando
el nivel de humedad en el suelo habia agotado
aproximadamente 75% del agua aprovechable
(estrés medio) y cuando habia alcanzado un ni-
vel de humedad cercano al punto de marchitez
permanente (estrés severo). Para el monitoreo
de los niveles de humedad en el suelo se uso6 la
sonda Diviner-2000 (Sentek, Australia). Antes
de recolectar el tejido foliar para confirmar la
induccion de estrés en cada una de las plantas,
se hicieron mediciones de temperatura de la ho-
jas, conductancia estomatica, fluorescencia del
fotosistema Il y contenido de clorofila, usando los
instrumentos Termometro High Temperature IR
Thermometer (Extech Instruments, USA), poro-
metro SC-1 (Decagon Devices, USA), FluorPenFP
100 modelo Z990 (Qubit Systems, Canada) y
Clorofilémetro SPAD 502 Konica Minolta (Sensing
Americas, USA), repectivamente.

Induccién de estrés por anegamiento

Para esta induccion se utilizaron plantas de 4
meses de edad sembradas en lisimetros (1.2 m de
largo x 1.5 m. de ancho x 2 m. de profundidad)
que fueron anegadas por un periodo de 2 y 14
dias o mantenidas bajo condiciones normales
de humedad. El experimento se sembré usando
un modelo de bloques completos al azar con tres
repeticiones por cada tratamiento. Las muestras
de tejido foliar fueron recolectadas a partir de
plantas cultivadas en condiciones normales de
irrigacion (control) o en condiciones de estrés,
especificamente después de 2 dias (estrés medio)
y de 14 dias bajo anegamiento (estrés severo).
Para monitorear los cambios fenotipicos indica-
tivos de estrés, se evalué la presencia de raices
superficiales al momento de la cosecha.

Extraccion de ARN

El ARN total de cada una de las variedades fue
extraido a partir de 100 mg de tejido foliar, usan-
do el reactivo Trizol (Invitrogen, USA) y siguiendo
las indicaciones del fabricante. E1 ARN, una vez
extraido, fue disuelto en agua ultrapura, libre de
ARNasas, para determinar su concentraciéon en
un Nanodrop 2000 Spectophotometer (Thermo
Scientific, USA). Adicionalmente, 5 ug de ARN
fueron tratados con ADNasa I (Ambion, cat #:
AM 2222) disueltos en agua ultrapura, los cua-
les fueron utilizados para la construcciéon de las
bibliotecas de ADNc.

Construccion de bibliotecas de ADNc y
secuenciacion masiva Illumina

Muestras de ARN total, tratado con DNAsa I,
fueron enviadas a la Universidad de Illinois en
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Urbana-Champaign (http://www.igb.illinois.
edu/biotech/htdna) para el proceso de construc-
cion y secuenciacion de las librerias de ADNc.
Un total de 12 librerias, correspondientes a dos
variedades bajo tres tratamientos (control, estrés
medio y estrés severo) para el caso de DH y dos
variedades bajo tres tratamientos (control, estrés
medio y estrés severo) para el caso de EH, fueron
construidas. Cada libreria fue secuenciada por
cada extremo (paired-end sequenced), usando el
kit de secuenciacion TruSeq SBS (version 3) y el
paquete Casaval.8 (pipeline 1.9). El proceso de
secuenciacion se llevé a cabo en una plataforma
de secuenciacion HiSeq1000.

Analisis bioinformatico y estadistico

Una vez obtenidas las secuencias, varios paque-
tes informaticos fueron usados para determinar
los genes que presentaron expresion diferencial
entre los tratamientos de cada experimento (EH
o DH) Entre ellos, el paquete CLC Genomics
workbench, version 4.6.1 (CLC bio, Aarhus,
Denmark) y la base de datos de EST de cana de
azlcar, http://sucest-fun.org/, (Vettore et al.,
2003) se usaron para el proceso de alineamiento y
estimacion de valores RPKM (del inglés Reads Per
Kilobase of transcript per Million reads mapped).
Los valores de RPKM estimados para cada una de
las secuencias fueron utilizados en el programa
DEGseq (Wang et al., 2010) para identificar los
genes que presentaron una expresion diferencial
(P < 0.001) entre los tratamientos (Control vs.
E. Medio y Control vs E. Severo) dentro de cada
experimento (DH y anegamiento). Finalmente, la
anotacion de las secuencias de interés se realizo
con el programa Blast2GO (Conesa et al., 2005).
Los analisis estadisticos se hicieron con el pa-
quete SAS, version 9.3.

Resultados y discusion

Factores abioticos como el déficit de agua o el
anegamiento promueven cambios bioquimicos y
fisiolégicos en las plantas, por ejemplo, cambios
en la apertura o cierre de las estomas y captacion
de CO,, cambios en la tasa de division celular y
fotosintesis, entre otros. Estos cambios ocurren
como una adaptacion a las nuevas condiciones
ambientales y son el producto de la activacion o
inactivacion de un determinado ntimero de genes.
Debido a su funcién durante periodos de estrés,
estos genes podrian ser considerados como los
responsables de la tolerancia a estos tipos de
estrés (Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 2007).
La identificacion de genes que contribuyen a la
tolerancia por estrés hidrico representa un claro
beneficio en la agricultura, ya que brindaria la
posibilidad de generar nuevas variedades con
un consumo menor de agua en areas donde este
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recurso es escaso, reducir las pérdidas en pro-
duccion debidas al estrés abiético y disminuir los
costos de produccion del cultivo.

En el presente trabajo se evalu6 la utilidad
de las metodologias de secuenciaciéon NGS en la
identificacion de genes asociados con la tolerancia
al estrés hidrico, como el DH y el anegamiento, en
la canna de azucar. Esto, considerando que el gran
tamarfio del genoma de la cafna (aproximadamente
10 GB) y su nivel de ploidia podria dificultar, entre
otras caracteristicas, la identificacion confiable de
genes expresados diferencialmente (GED). Esim-
portante mencionar que en el proceso de analisis
de datos NGS-RNA-Seq, el primer paso requiere
un alineamiento de las secuencias producidas
a un transcriptoma de referencia o, en caso de
que éste no exista, se debe producir uno a partir
del ensamblaje de novo de las secuencias cortas.
Es a partir de esta primera reconstruccion de los
genes contenidos en las secuencias NGS, que
es posible cuantificar el nimero de fragmentos
que hacen parte de un gen y de esta manera de-
terminar si los genes reconstruidos han variado
su expresion entre los tratamientos en estudio
(Trapnell et al., 2012). En este estudio también
se evalud la hipotesis que es posible diferenciar
entre genes muy similares, expresados bajo la
misma condicién de interés, en un genoma o
transcriptoma de gran tamano como el de la cana
de azucar.

Con el objeto de promover los cambios en la
expresion de los genes de interés, variedades de
cana de azlcar previamente categorizadas como
tolerantes o susceptibles al estrés por DH o al
anegamiento fueron mantenidas, de manera in-
dependiente, bajo condiciones control o de estrés.
Lo anterior, con el fin de comparar la expresion
génica de ambos tratamientos y de identificar
aquellos genes que se expresaban diferencial-
mente. La induccion de la condiciéon de estrés
en cada uno de los experimentos se confirmoé por
monitoreo de variables fisiol6gicas como la tem-
peratura de la hoja, la conductancia estomatica,
la fluorescencia del fotosistema II y el contenido
de clorofila de las hojas, en el caso del DH; y el
desarrollo de raices superficiales en el caso del
anegamiento. En la Figura 1 se observa que en el
caso del DH, la temperatura de la hoja aumento
en la medida que incrementaba el estrés, mien-
tras que en el caso de la conductancia estomatica,
la fluorescencia del fotosistema II y el contenido
de clorofila de las hojas, estas tendieron a dismi-
nuir. Estos resultados eran esperados y han sido
documentados como cambios tipicos de plantas
bajo estrés por DH y son una consecuencia del
cierre estomatico y la reduccién en el intercambio
gaseoso (Barbosa et al., 2013; de Almeida Silva
etal.,, 2011; Liu et al., 2011). En el caso de ane-
gamiento, la induccion del estrés fue observada
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Figura 1. Parametros fisiolégicos medidos en variedades de cafia utilizadas
bajo condiciones normales de irrigacién o bajo condiciones de estrés por DH.

CC: capacidad de campo, 20-25 LARA: ld&mina de agua rapidamente apro-
vechable entre el 20-25%, PMP: punto de marchitez permanente. Las letras
diferentes (a, b y c) entre cada uno de los puntos para una misma variedad
indican diferencias estadisticas significativas (P < 95%).

en el desarrollo de las raices, teniendo en cuenta
que el estrés por anegamiento no necesariamen-
te genera alteraciones en la temperatura de las
hojas, intercambio gaseoso o fotosintesis (Glaz et
al., 2004). En contraste, al disminuir la concen-
tracion de oxigeno en el suelo, como consecuencia
del exceso de agua, se observan cambios como
el desarrollo de raices superficiales con mayor
aerénquima, los cuales facilitan la captura de
oxigeno (Eavis, 1972) (Figura 2).

CC 01-1940

CC93-4418

2 dias estrés 14 dias estrés

14 dias estrés

2 dias estrés

Figura 2. Raices de plantas de cafia de azlcar de 4 meses de edad, en condi-
ciones normales de irrigacién (control) o en anegamiento (estrés).

El ARN foliar se utiliz6 como punto de partida
para evaluar la utilidad de las herramientas de
secuenciacion masiva para estudios de expresion
génica en cana de azucar. Esto debido a la sim-
plicidad de extraer ARN foliar y a la disponibilidad
de datos provenientes de otros estudios (Tougou
2012; Vettore et al., 2003) que evaluaron la ex-
presion génica en hojas y que permiten establecer
comparaciones con los resultados del presente
trabajo. No obstante, es necesario destacar que
la expresion génica es influenciada por el am-



biente y se considera especifica de un tejido es
decir, los genes que se expresan en un momento
dado en las hojas pueden llegar a ser diferentes
de aquellos que se expresan en ese momento en
la raiz lo cual sugiere que tanto en el caso del
DH como en el anegamiento, la evaluacion de
la expresién génica en las raices podria aportar
informacién adicional a la aqui presentada. La
calidad del ARN extraido de las hojas y utilizado
en la construccion y secuenciacion de las biblio-
tecas RNA-Seq fue evaluada mediante los rangos
de absorbancia 260/280 y la evaluacion visual de
las bandas ribosomales 28S y 18S obtenidos para
todas las muestras. En la Figura 3 se observa
que cada una de las muestras presentaba bandas
ribosomales so6lidas. En conjunto con los rangos
de observancia obtenidos, los cuales se mantuvie-
ron entre 1.8 - 2.0 (datos no mostrados), se puede
concluir que el ARN usado para la construccion
de las bibliotecas fue de alta calidad.

Figura 3. ARN total extraido de tejido foliar de variedades de cafia de azlcar
en condiciones normales o de estrés hidrico.

Las muestras 1-3 corresponden al genotipo tolerante (SP 71-6949) para
la condicién DH. Las muestras 4-6: corresponden al genotipo suscepti-
ble (MZC 74-275) para la condicién DH. Las muestras 7-9 corresponden
al genotipo tolerante para la condiciéon de anegamiento (CC 01-1940). Las
muestras 10-12: corresponden al genotipo susceptible para la condicién
de anegamiento (CC93-4418). Las muestras 1, 4, 7 y 10 corresponden al
tratamiento control para cada uno de los experimentos y variedades. Las
muestras 2, 5, 8 y 11 corresponden al tratamiento estrés medio para cada
uno de los experimentos y variedades. Las muestras 3, 6, 9 y 12 corres-
ponden al tratamiento estrés severo para cada uno de los experimentos y
variedades. Las muestra R5: repeticién de la muestra 5. M1: marcador de
peso molecular de ADN de 100 pares de bases (Fermentas), M2: Marcador
de peso molecular de ARN (Fermentas).

En este estudio se secuencié un minimo de
9,461,897 secuencias por cada una de las 12
bibliotecas construidas (Tabla 1). Adicionalmen-
te, se uso el transcriptoma publico de cana de
azucar, denominado SUCEST, como punto de
referencia. Aunque SUCEST no representa de
forma fiel el transcriptoma de la cana de azucar,
ya que en la actualidad no existe un genoma se-
cuenciado, si es una excelente herramienta que
reune 43,143 transcritos (que en este caso se
podrian interpretar como genes) y sus posibles
variantes, que no estan muy distantes de lo que
se esperaria observar en un genoma como el de la
cana de aztucar. Del total de posibles transcritos
almacenados en SUCEST se lograron reconstruir
para cada biblioteca entre 30,219 - 33,419, los
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Tabla 1. Caracteristicas generales del proceso de secuenciacion.

Total bibliotecas construidas 12

Tamafio de fragmentos de secuenciacion

generados 75-150pb

Numero de fragmentos secuenciado en las 12

bibliotecas 9'461,897 - 22'911,803

Numero de genes (‘contigs’) identificados en

las 12 bibliotecas 30.219-33,419

cuales fueron utilizados para identificar aquellos
que se expresaron de manera diferencial. En
otros términos, se identificaron tanto aquellos
genes que ser sobre-expresaron o se reprimie-
ron en una variedad cuando esta se encontraba
bajo condiciones de estrés. Los resultados de
la cuantificacion de la expresion mostraron un
total de 3193 GED en el caso del estrés por DHy
1481 en el caso del estrés por anegamiento. En
las Figuras 4 y 5 aparece un resumen de esta
informacioén y se establecen diferencias entre el
numero de GED presentes, tanto en variedades
tolerantes y susceptibles o de manera exclusiva
en alguno de estos dos grupos.

Déficit Hidrico

SP 71-6949 MZC 74-275

Figura 4. NUmero de GED identificados en la variedad de cafia de azlcar to-
lerante (SP 71-6949) y susceptible (MZC -74-275) en los dos niveles de estrés
(medio y severo) de déficit hidrico.

Se identificaron 2061 GED para el genotipo tolerante (681 exclusivos)y 2512
GED para el genotipo susceptible (1132 exclusivos). 1380 GED fueron comu-
nes entre ambas variedades.

Exceso Hidrico

CC 01-1940 CC 93-4418

Figura 5. Nimero de GED identificados en la variedad de cafia de azlcar
tolerante (CC 01-1940) y la susceptible (CC 93-4418) en dos niveles de estrés
(medio y severo) de exceso hidrico (anegamiento).

Se identificaron 1226 GED para el genotipo tolerante (713 exclusivos) y 768
GED para el genotipo susceptible (255 exclusivos). 513 GED fueron comu-
nes entre las dos variedades.
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La funcién mas posible en los diferentes pro-
cesos biologicos celulares de los genes fue eva-
luada a través de comparaciones con los genes
almacenados en la base de datos de proteinas
no redundantes (nr: Non-redundant GenBank
CDS translations + PDB + SwissProt + PIR +
PRF) del NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov), usando
el programa Blat2GO. En las Figuras 6 y 7 se
observa esta clase de informacién para los GED
en los genotipos tolerantes (SP 71-6949 y CC
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Figura 6. Procesos bioldgicos asociados con los genes diferencialmente
expresados (n = 681) de manera exclusiva en la variedad SP 71-6949 de
cafia de azucar durante el periodo de estrés por déficit hidrico (DH), en los
niveles de estrés medio y severo.
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Figura 7. Procesos bioldgicos asociados con los genes diferencialmente
expresados (n = 713) de manera exclusiva en la variedad CC 01-1940 de
cafia de azdcar durante el periodo de estrés por anegamiento en niveles de
estrés medio y severo
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01-1940) usados en este estudio. Dentro de las
rutas metabodlicas activadas durante el proceso
de estrés se encuentran genes asociados con
respuesta a estrés y estimulos abioticos, entre
otros, los cuales confirman lo observado en otros
estudios similares (Aparecida-Rodrigues et al,
2009; Vettore et al, 2003).

Finalmente, para evaluar la posibilidad de
identificar GED con alta similitud se monitore6
la expresion de los genes DREB (Dehydration
Responsive Element Binding) y ERF (Ethylene
Responsive Factor) en el caso de estrés por DH,
y la familia ADH (Alcohol Dehydrogenase) en el
caso del estrés por anegamiento. Dentro de los
GED identificados se encontraron siete trans-
critos categorizados como DREB, 29 como ERF
y 3 como ADH. Cada una de estas familias de
genes han sido extensivamente caracterizadas
como contribuyentes a la tolerancia a DH y ane-
gamiento en varias especies de monocotiledoneas
y dicotiledéneas (Tougou et al., 2012; Quan et al.,
2010; Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki 2007;
Li et al, 2005). Adicionalmente, en el caso de la
familia DREB, la similitud entre los siete GED
vario entre 43.9% y 90.5%. En el caso de los
ERF el rango de similitud entre los 29 GED fue
de 31.2% a 96.4%. Para anegamiento, los tres
GED identificados mostraron una similitud entre
ellos de 39% a 57%. En el Tabla 2 se presenta un
listado parcial de los GED de DH pertenecientes
a las familias DREB y ERF, mientras que en el
Tabla 3 se relaciona el listado de los tres GED
pertenecientes a la familia ADH en los experi-
mentos de anegamiento. Estos resultados son
importantes porque confirman la posibilidad de
diferenciar entre GED altamente similares los
cuales han sido previamente asociados con las
caracteristicas de interés en otros cultivos.

Conclusiones

La consecucion de variedades de cafia de azticar
con capacidad para un uso mas eficiente del
recurso hidrico, tendria una importante reper-
cusion en la industria azucarera colombiana, ya
que permitiria reducir los costos y las pérdidas
en produccion en zonas donde ocurre estrés por
déficit o sobre-oferta del recurso hidrico. En este
sentido, Cenicana trabaja en la identificacion de
genes de interés de tal manera que se puedan im-
plementar estrategias de mejoramiento genético
basado en transformacion genética o seleccion
varietal usando marcadores moleculares.

Los resultados preliminares presentados en
este documento son el primer paso en la identi-
ficacion de estos genes y confirman la utilidad de
las metodologias NGS, en una especie genética-
mente compleja como la cana de azucar.
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Tabla 2. Lista parcial de los GED pertenecientes a las familias DREB y ERF, identificados bajo los niveles de estrés medio y severo de déficit hidrico en las varie-
dades SP 71-6949 (tolerante) y MZC 74-275 (susceptible). Se muestran ademas los niveles de expresion (log2(Fold-Change)) y valores de significancia (P-value) de
los GED durante los dos niveles de estrés en cada variedad. Las casillas en blanco denotan que no se presenté expresién diferencial del GED.

SP 71-6949 MZC 74-275
Id. Secuencia* Familia Descripcion de la secuencia Estrés medio Estrés severo Estrés medio Estrés severo
log,(FC) p-value log,(FC) p-value log,(FC) p-value log,(FC) p-value
SCACLR1129E10.g  DREB dehydration-responsive ele- 358  1.4E-06 — — — — — —
ment-binding protein 1a-like
dehydration-responsive contains
SCRFHR1009G06.g  DREB burp pi03181 — — — — 158  6.5E-04 — —
SCSFLR2031C10.g  DREB dehydration-responsive ele- 281 2.6E-09 — — 213 3.5E-08  -1.84  4.0E-07
ment-binding protein 1a-like
SCVPRZ3026C06.g  DREB dre binding factor 545  5.9E-18 — — — — — —
SCACLR2022D03.g ERF Ethy'e”e'res"f:?tsc;‘r’itra”Sc”pt"’” 199  1.1E-08 — — 216 8.5E-15 377 2.7E25
SCCCLR1077H02.g ~ Ere  ethyleneresponsive transcription o7 4 op08 092 73608 - - — -
factor 1-like
SCJFRZ2025A06.8 ERF ethy'e”e'resﬁg?&)“r’itra”Sc”p“c’” 218 4.0E-14 _ — 452 14E-11 -346  1.5E-29
ethylene-responsive transcription
SCJLFL4183C08.g ERF et 095 e 395  2.4E-05 — — — — 187  2.3E-04
SCSGLR1025F06g ~ ERF  cthylene-responsive transcription - - — - 089  29E-06  -0.87  2.3E-06

factor 1-like

*1d seguin especificado en la base de datos SUCEST (www.sucest-fun.org)

Tabla 3. Lista de GED pertenecientes a las familia ADH, identificados bajo los niveles de estrés medio y severo de anegamiento en las variedades CC 01-1940
(tolerante) y CC 93-4418 (susceptible). Se muestran ademas los niveles de expresion (log,(Fold-Change)) y valores de significancia (p-value) de los GED durante los
dos niveles de estrés en cada variedad. Las casillas en blanco denotan que no se presenté expresién diferencial del GED.

CC01-1940 CC93-4418
Id. Secuencia* Familia Descripcién de la secuencia Estrés medio Estrés severo Estrés medio Estrés severo
log,(FC) p-value log,(FC) p-value log,(FC) p-value log,(FC) p-value
SCBFLR1026G03.g ADH aryl-alcohol dehydrogenase -like — — -0.81 4.2E-04 — — — —
SCEPRZ1011A02.g ADH cinnamyl alcohol dehydrogenase 2 — — 1.83 1.1E-09 — — — —
SCEQLR1020E05g ~ ADH (P& cinnamyl-alcohol dehydroge- 55 g 4¢ g - - 067 1.4E-11 — —

nase family protein

*1d seguin especificado en la base de datos SUCEST (www.sucest-fun.org)

Aunque los resultados observados hasta el
momento son promisorios, es de resaltar que
estos requieren de repeticiones biologicas que
confirmen la expresién de los genes aqui identi-
ficados como expresados diferencialmente y que
podrian servir como candidatos en estrategias de
mejoramiento molecular.
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