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@ RESUMEN

El conocimiento de la diversidad genética y la estructura poblacional de los ban-
cos de germoplasma de cafa de azulcar proporciona informacién valiosa para producir
progenies con la maxima variabilidad. Para ello, se genotiparon 350 accesiones del banco
de germoplasma de la EEAOC con 74.969 loci de SNP bialélicos mediante la tecnologia
DArT-seq. La diversidad genética y la estructura genética de toda la coleccion se analiza-
ron mediante un método bayesiano y analisis de coordenadas principales (ACoP), mientras
que la variabilidad se estimé mediante andlisis de varianza molecular (AMOVA). También,
se sugirieron colecciones nucleo de diferentes tamafos. La heterocigosidad media obser-
vada (HO) de todos los SNP fue de 0,28 (0 a 1), mientras que su heterocigosidad esperada
(HE) varié de 0 a 0,5, con una media de 0,3. El contenido de informacién polimérfica (PIC)
de los SNP vari6 de 0 a 0,38, con un valor medio de 0,22 y una media del poder discrimi-
nante (Dj) de 0,28. El andlisis de la estructura genética y el ACoP revelaron que las acce-
siones se agruparon en tres grupos (I: 71 genotipos; Il: 243 genotipos y lll: 34 genotipos).
El AMOVA sugirié un mayor porcentaje de variacion dentro de cada subpoblacion (89,75%)
que entre ellas (10,25%; p < 0,0001), mientras que el valor de ®FST del 10% indic6 una
diferenciacion genética moderada entre estos tres grupos. Por otro lado, una coleccion
nucleo de 35 genotipos (10%) capturd casi el 96% de la diversidad, mientras que al incluir
104 genotipos (30%) se capturé mas del 98% de la diversidad. Los resultados permitiran
la explotacion eficiente de la diversidad genética del germoplasma de cafa de azucar y el
desarrollo de estrategias para obtener nuevos cultivares con caracteristicas superiores.

Palabras clave: marcadores DArT-seq; estructura poblacional; diversidad capturada.

@ ABSTRACT

Genetic diversity in EEAOC’s germplasm bank and assessment
of a core collection

Understanding the genetic diversity and population structure of sugarcane
germplasm banks provides valuable information to produce progenies with maximum
variability. To this end, 350 accessions of the EEAOC’s germplasm bank were genotyped
at 74,969 biallelic SNP loci using DArT-seq technology. Genotyping data were analyzed
to assess the genetic diversity and the genetic structure of all the collection through a
Bayesian method and a principal coordinate analysis (PCoA), and its variability through
an analysis of molecular variance (AMOVA). Finally, core collections of different sizes were
suggested. Across all the accessions, the mean observed heterozygosity (HO) of all SNPs
was 0.28 (ranging from 0 to 1) while their expected heterozygosity (HE) ranged from 0 to 0.5,
with a mean of 0.3. The polymorphism information content (PIC) of the SNPs varied from
0 to 0.38, with a mean value of 0.22 and a mean of their discrimination power (Dj) of 0.28.
Genetic structure analysis and PCoA revealed that accessions clustered in three groups
(I: 71 genotypes; II: 243 genotypes and lll: 34 genotypes). AMOVA suggested a greater
percentage of variation inside each subpopulation (89.75%) than among them (10.25%;
p <0.0001), whereas the ®FST value of 10% indicated a moderate genetic differentiation
among these three groups. Different sizes of core collections were tested; a core collection
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of 35 genotypes (10%) captured almost 96% of diversity, while including 104 genotypes
(80%) more than 98% of diversity was captured. Results will allow the efficient exploitation
of genetic diversity of sugarcane germplasm, and the development of strategies to obtain
new cultivars with superior characteristics.

Key words: DArT-seq markers; population structure; captured diversity.

§ INTRODUCCION

En los programas de mejoramiento genético, la
variabilidad genética y su manipulacién mediante méto-
dos adecuados conducen a la generaciéon de genotipos
superiores con caracteristicas agronémicas interesantes.
En este sentido, los bancos de germoplasma desempenan
un papel esencial en la preservacion de esta variabilidad
genética, aunque su manejo puede ser complejo debido al
gran numero de accesiones (de Oliveira et al., 2020). A fin
de ampliar la base y el acervo genéticos, la redundancia
de alelos debe minimizarse mientras que la introduccion
de nuevas accesiones debe ser optimizada.

El conocimiento de la diversidad genética y la
estructura poblacional de los bancos de germoplasma,
permite planificar y conservar genotipos para garantizar el
empleo de recursos genéticos en los programas de mejo-
ramiento a largo plazo (Kanaka et al., 2023). En general los
bancos contienen numerosas accesiones, sin embargo,
solo una pequefa proporcion de estos recursos se utili-
za en la préactica. Por lo tanto, es crucial optimizar el uso
de estos recursos agrupando suficientes accesiones en
una coleccion nucleo que maximice la diversidad genética
descrita en toda la coleccion.

En Argentina, existen tres programas de mejora-
miento genético de cafia de azucar; el de la EEAOC pro-
duce variedades TUC, y su importancia para la provincia
de Tucuman (responsable del 70% de la produccion total)
es tal que ha liberado nueve variedades desde 2009. Ade-
mas, el ultimo censo varietal revel6 que mas del 98% del
area de cafa de azucar relevada en Tucuman esté planta-
da con variedades liberadas por este programa de mejora-
miento (Henriquez et al., 2023). Previamente, la diversidad
genética y la estructura poblacional de algunos genotipos
del banco de germoplasma se caracterizaron mediante
AFLP (Perera et al., 2012) y marcadores TRAP y SSR (Pe-
rera et al., 2023). Sin embargo, actualmente los polimor-
fismos en nucleétidos simples (SNP) son los marcadores
empleados por excelencia para estudios de diversidad
genética (Yirgu et al., 2023). Considerando lo expuesto, el
objetivo del trabajo fue cuantificar la diversidad genética
y determinar la estructura genética del banco de germo-
plasma de la EEAOC mediante la caracterizacion molecu-
lar de 350 individuos con la tecnologia DArT-seq y sugerir
la composicién de una coleccion nucleo.

# MATERIALES Y METODOS
Material vegetal y extraccion de ADN

La poblacién incluyé 350 genotipos de cafia de
azucar de los 789 que conforman la coleccion de ger-

moplasma del programa de mejoramiento genético de la
EEAOC (Ostengo et al., 2021). Si bien la mayoria se utiliza
frecuentemente como progenitores para el cruzamiento,
otros se incluyeron para capturar la diversidad alélica.

El ADN se extrajo de tejido foliar molido con ni-
trogeno liquido siguiendo el protocolo de Diversity Arrays
Technology (DArT) (www.diversityarrays.com/orderinstruc-
tions/plant-dna-extraction-protocol-for-dart/). La calidad y
la cantidad del ADN se verificaron en geles de agarosa al
0,8%, tefidos con gelred.

_ | DArT-seq

Todos los individuos fueron genotipados utilizando
la plataforma DArT-seq (Yarralumla, Australia), una tecnolo-
gia de alto rendimiento basada en un método de reduccion
de la complejidad gendmica mediante la seleccion inteli-
gente de fracciones gendmicas que corresponden predo-
minantemente a genes activos. Estas fracciones genémi-
cas se secuenciaron posteriormente mediante plataformas
NGS. Los datos obtenidos se filtraron, depuraron excluyen-
do SNP monomorficos y se clasificaron en tres clases: 0:
homocigota de referencia; 1: homocigota para SNP; y 2:
heterocigota, dado que no se infiri6 la dosis alélica.

Nivel de polimorfismo

Se calcularon estadisticas descriptivas del nivel
de polimorfismo en todas las accesiones utilizando R: nu-
mero de alelos efectivos (Ne), frecuencia de alelos nulos
(NA), heterocigosidad observada (HO), heterocigosidad
esperada (HE), contenido de informacién poloimérfica
(PIC) y poder discriminante (Dj).

Andlisis de estructura genética

Se determin6é mediante un método bayesiano,
donde se ejecutaron modelos para K=2-10, andlisis de
coordenadas principales (ACoP) y analisis de varianza
molecular (AMOVA) con el software R.

) Colecciones nucleo

Se generaron diferentes muestras modificando
el tamafo de las colecciones nucleo de 0,1 (10%) a 0,3
(80%), para identificar el subconjunto de genotipos que
pudiera capturar la mayor diversidad genética utilizando el
paquete R corehunter 3.0.

@ RESULTADOS Y DISCUSION
______J Nivel de polimorfismo

Una mejor comprension de la diversidad genética
y de la existencia de estructura poblacional en el germo-
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plasma de cafia de azucar disponible para el mejoramien-
to constituye un primer paso necesario para determinar
coémo caracterizar y organizar la variacion presente en la
coleccion. Esto permite seleccionar progenitores poten-
ciales para los cruzamientos, orientados a una introgre-
sion eficiente de alelos deseables con el fin de alcanzar
los objetivos del programa de mejoramiento (Suman et al.,
2012).

A fin de estudiar la diversidad genética, se ca-
racterizaron 350 genotipos del banco de germoplasma del
EEAOC mediante DArT-seq. Se obtuvieron 74.969 SNP. En
el primer andlisis, se identificaron dos genotipos fuera de
grupo (L 79-1002 y POJ 2878) y se eliminaron de la matriz
original para realizar el andlisis nuevamente (Tabla 1).

Segun Kanaka et al. (2023), los valores de PIC
comprendidos entre 0,25 y 0,50 son moderadamente in-
formativos, mientras que los valores inferiores a 0,25 se
consideran no informativos. En este estudio, 39.622 SNPs
presentaron valores de PIC entre 0,25 y 0,38, por lo que
constituyeron los marcadores de mayor utilidad para dife-
renciar los genotipos.

Tabla 1. Numero de alelos efectivos (Ne), frecuencia de alelos
nulos (NA), heterocigosidad observada (HO), heterocigosidad
esperada (HE), contenido de informacion polimérfica (PIC) y
poder discriminante (Dj) de los 74.969 SNP en los 348 genotipos
de cafia de azlcar.

Variable Media Desvio estanda Minimo Maximo
Ne 1,54 0,40 1,00 2,00
NA 134,60 79,51 0,00 316
HO 0,28 0,33 0,00 1,00
HE 0,30 0,20 0,00 0,50
PIC 0,22 0,15 0,00 0,38
Dj 0,28 0,20 0,00 0,50

___J Andlisis de estructura genética

En el andlisis de la estructura genética con el mé-
todo bayesiano se obtuvo un K éptimo = 3, los genotipos
fueron asignados a uno de los tres grupos considerando
su mayor probabilidad de pertenecer a cada uno. El grupo
| consistié en 71 genotipos, el grupo Il: 243 genotipos vy el
grupo lll: 34 genotipos (Figura 1).

El grupo Il agrup6 la mayoria de los genotipos,
principalmente aquellos de diferentes origenes (CB, CO,
CP, FAM, NA, NCO, R, SP, US y VESTA). Los genotipos

0.00

TUC, HO, HOCP, L y LCP se distribuyeron en los tres gru-
pos. El programa de mejoramiento de la EEAOC ha man-
tenido un intercambio activo de variedades con programas
de mejoramiento de cafia de azucar de Florida (USDA-
ARS, Sugarcane Field Station, Canal Point, variedades CP)
y de Luisiana (Louisiana State University Agricultural Cen-
ter, variedades L; y USDA-ARS, Sugarcane Research Unit,
Houma, variedades HO) (Ostengo et al., 2021). Esto podria
explicar el numero de alelos compartidos entre los genoti-
pos TUC y aquellos provenientes de Estados Unidos.

Posteriormente, se represento el patron de diver-
sidad de la coleccién a través de un ACoP, que revel6 que
los genotipos se agruparon en tres grupos al igual que en
el analisis de estructura genética.

Considerando los tres grupos detectados, se
realizd un AMOVA que sugirié un mayor porcentaje de va-
riacién dentro de cada subpoblacién (89,75%) que entre
ellas (10,25%; p < 0,0001). El indice ®FST (10%) indicod
una diferenciacion genética moderada entre los tres gru-
pos.

] Colecciones nucleo

Una coleccién nucleo, conformada por un nume-
ro reducido de genotipos no redundantes y representa-
tiva de la maxima diversidad genética de todo el banco
de germoplasma, facilita su utilizacion en programas de
mejoramiento. De este modo, es posible gestionar los re-
cursos de manera mas eficiente sobre una poblacién mas
pequefia pero genéticamente diversa, al tiempo que se
maximiza la ganancia genética (Fickett et al., 2020).

Para detectar una coleccién nucleo que capture
la mayor parte de la diversidad genética en un nimero me-
nor de genotipos, se evaluaron tres tamafos diferentes.
Una coleccion de 35 genotipos (10%) capturd casi el 96%
de la diversidad (Tabla 2), pero la mayoria de los genotipos
en la colecciéon nlcleo mas pequefia estuvieron incluidos
en las as grandes (Figura 2).

Tabla 2. Diversidad capturada por diferentes tamanos de colec-
ciones nucleo.

Tamafio Nﬂmer_o de Numero Diversidad
genotipos de alelos capturada
0,1 35 137.040 95,78%
0,2 70 139.013 97,16%
0,3 104 140.554 98,24%
1,0 348 143.063 100%

Figura 1. Estructura genética de 348 accesiones de cafna de azlcar obtenida con 74.969 SNPs. Cada genotipo esta representado
por una sola linea vertical, dividida en colores segun su pertenencia estimada en cada grupo. En rojo, grupo |; en azul, el grupo II; y

grupo Il en color verde.
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Figura 2. ACoP de 348 accesiones de cana de azUcar obtenido
con 74.969 SNP. A: Coleccion nucleo con 35 genotipos (10%).
B: Coleccion nucleo con 70 genotipos (20%) y C: Coleccion nu-
cleo con 104 genotipos (30%). Los genotipos de las colecciones
nucleo se indican en morado oscuro.

En un estudio previo, 47 genotipos del banco
de germoplasma de la EEAOC, también incluidos en el
presente estudio, se caracterizaron utilizando marcado-
res TRAP y SSR (Perera et al., 2023). La mayoria de es-
tos genotipos no quedaron incluidos en las colecciones
nucleo sugeridas; solo un genotipo de los 47 se incluyd
en la coleccién nucleo del 20% (TUC 96-52), 3 en la co-

lecciéon nucleo 30% (TUC 00-23, TUC 01-2 y TUC 02-22),
mientras que 4 se incluyeron en ambas colecciones (LCP
85-376, TUC 00-19, TUC 07-21 y TUC95-46). Estas co-
lecciones nucleo seran de utilidad para que el programa
de mejoramiento incluya nuevos progenitores en su es-
quema de cruzamientos, en ese sentido genotipos de di-
ferentes origenes como CB, CO, R y SUMATRA pueden
aportar nuevos alelos, ademas individuos diferentes a
los utilizados de los programas CP, FAM, HO, HOCP, L,
NA y TUC podrian ser fuente de variabilidad. Sin embar-
go, debe considerarse que la posible asociacién de ale-
los desfavorables con genes de interés podria dificultar
la utilizacion eficiente en los programas de mejoramiento
de los genotipos incluidos en las colecciones nucleo. Por
ello, la caracterizacion fenotipica de estos individuos debe
utilizarse para identificar aquellos genotipos de particular
interés para determinados caracteres. Estos resultados
permitiran realizar una introgresion mas eficiente de alelos
de interés (Fickett et al., 2020).

 CONCLUSION

La implementacién de herramientas moleculares
permite un uso mas racional de la diversidad genética de
los bancos de germoplasma para disefiar cruzamientos
que permitan la introgresion eficiente de alelos favorables,
aumentando la probabilidad de obtener variedades mas
productivas y/o resistentes.
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