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Resumen: Actualmente el uso de marcadores genéticos moleculares ha sido de gran relevancia para el estudio
de diversidad genética en plantas. En este sentido, el presente trabajo muestra los conocimientos adquiridos por
estudiantes de la Escuela Superior de Apan, de la Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo (UAEH) en
una estrategia metodoldgica que involucra la aplicacion de nuevas tecnologias generadoras de una gran cantidad
de datos (High-throughput), el uso de analisis estadisticos y la implementacion de herramientas bioinformaticas.
La generacion de datos High-throughput esta mediada por la tecnologia DArTseq, la cual desarrolla miles de
marcadores moleculares de tipo SNPs y Silico-DarT o PAVs (presencia/ausencia de variacion). Esta novedosa
tecnologia se desarrolla en tres etapas: a) reduccion de la complejidad del genoma con enzimas de restriccion
especificas; b) amplificacion y secuenciacion de los fragmentos generados mediante secuenciadores de nueva
generacion; c) identificacion de polimorfismos o marcadores moleculares. El analisis estadistico, el uso de
herramientas bioinformaticas y multiplataformas (CurlyWhirly y Flapjack) para la visualizacion de grandes
cantidades de datos genotipicos representan factores importantes en la interpretacion de la diversidad genética
de las muestras evaluadas para el aprendizaje.
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Introduccion

México es considerado como el centro de origen y domesticacion del maiz (Zea mays L.) y es uno de los paises
mas reconocidos a nivel internacional por su gran diversidad de razas (Matsuoka et al., 2002). Actualmente el
conocimiento de la diversidad en maices nativos de México es de fundamental importancia para el planteamiento de
estrategias de caracterizacion y conservacion de germoplasma, con potencial de uso en el mejoramiento genético. En
este sentido, existen herramientas biotecnoldgicas que permiten diferenciar muestras de plantas a nivel genémico. Asi,
es posible la caracterizacion genotipica del germoplasma para llevar a cabo estudios de diversidad bioldgica entre las
diferentes razas, asi como la seleccidn de caracteres de interés agronémico.

Los marcadores moleculares, determinados por los polimorfismos identificados en muestras de ADN, estan
representados por secuencias especificas de dicha molécula, con ubicacion definida en un locus de un cromosoma, y
cuya herencia genética puede ser observable o cuantificable. Existen diferentes tipos de métodos en el desarrollo de
los marcadores moleculares, y algunos de ellos incluyen el Polimorfismo de Longitud de Fragmentos de Restriccion
(RFLP), Polimorfismos en la Longitud de Fragmentos Amplificados (AFLP), Amplificacion Aleatoria de ADN
Polimoérfico (RAPD), Secuencias Simples Repetidas (SSR) y Polimorfismos de un Solo Nucleétido (SNP) (Parker et
al., 1998; Becerra y Paredes, 2000; Rentaria, 2007). Entre las muchas aplicaciones que tienen los marcadores
moleculares se pueden mencionar: analisis filogenéticos, deteccion de relaciones entre diferente germoplasma en
bancos de semillas y programas de mejoramiento (Reif et al., 2005), asociacién fenotipo-genotipo, anéalisis de
prediccion por métodos como la seleccidon gendmica, asi como la blsqueda de loci de caracteristicas cuantitativas
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(QTLs) o inclusive de genes de interés que actlien directamente sobre la expresion de una caracteristica especifica
(Vigouroux et al., 2005; Riedelsheimer et al., 2012; Dsechamps et al., 2012). Para este efecto, la creciente informacion
generada a partir de tecnologias de secuenciacion de Ultima generacion (NGS) ha permitido impulsar el desarrollo de
nuevos métodos con capacidad para generar “tsunamis” de datos genotipicos, l0s que muchas veces son dificiles de
almacenar y emplear en la evaluacion de los materiales. Sin embargo, actualmente estos datos masivos pueden estar
ligados a herramientas bioinforméticas que permiten el procesamiento, almacenamiento, analisis y visualizacion del
gran conjunto de datos.

En México, el Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT) es una Institucion que realiza
investigacion cientifica para el desarrollo de variedades mejoradas de maiz y trigo; por esta razon, utiliza diversas
estrategias metodolégicas que permitan generar dichas variedades con el objetivo de combatir la hambruna y pobreza
a nivel global (https://www.cimmyt.org/). Asi, CIMMYT ha decidido incluir a los marcadores moleculares dentro de
sus estrategias para la identificacion de materiales que puedan ser favorables para su propoésito. EI Programa de
Recursos Genéticos dentro de CIMMYT, alberga el laboratorio Servicio de Analisis Genético para la Agricultura
(SAGA), responsable del uso de una plataforma de genotipificacion de alto rendimiento. Esta plataforma fue creada a
partir de la iniciativa MasAgro (SADER), por el proyecto Descubrimiento de la Semilla (Seed of Discovery),
administrado por el CIMMYT. Esta plataforma le aporta a México capacidad de genotipado y andlisis genético de
vanguardia (High-throughput Genotyping/Sequencing), proporcionando una vision Unica de la variacion genética del
trigo y el maiz a nivel de "secuencia" de ADN.

Los servicios de SAGA estan disponibles para todos los cientificos del CIMMYT, universidades, programas
nacionales de investigacion agricola y empresas privadas. Ademas, como en este caso, esta abierto a la participacion
de estudiantes que deseen conocer sobre estas tecnologias. A nivel mundial, pocas plataformas producen este tipo de
datos y la mayoria son inaccesibles para los cientificos que trabajan en instituciones financiadas con fondos publicos
debido a sus dificultades econdmicas o logisticas. El presente trabajo sirve como ejemplo y guia para desarrollar la
metodologia e implementacién de la tecnologia DArTseq, mostrando las diferentes estrategias metodoldgicas
aplicadas por los estudiantes, tanto experimentales, estadisticas e informaticas, utilizadas en el CIMMYT para la
generacion de marcadores moleculares, asi como también la identificacién y visualizacion de la diversidad genética
en una raza de maiz.

Descripcion del Método

El Programa de Recursos Genéticos del CIMMYT administra dos de los mayores bancos de germoplasma de
maiz y trigo del mundo. Ambos bancos han sido caracterizados genéticamente por el método DArTseq, que es el
método de genotipificacion utilizado en esta capacitacion. Durante el proceso para la generacion de marcadores
moleculares, se requiere de cuidados especificos, iniciando con la etapa de sembrado de las accesiones en invernadero
donde se controlan las condiciones para dirigir la germinacion de las semillas y obtener material foliar para las
siguientes etapas. Posteriormente, las muestras vegetales pasan por subprocesos especificos y protocolarios que
involucran la desinfeccion de muestras y captura de datos fisiologicos para realizar la extraccién de &cidos nucleicos
de alta calidad. El servicio proporcionado por SAGA utiliza una plataforma de alto rendimiento para la
genotipificacion de gran nimero de muestras de manera simultanea. En la plataforma se utiliza la tecnologia DArTseq,
desarrollada por la empresa Diversity Arrays Technology (DArT), la cual tiene la capacidad de identificar dos tipos
de polimorfismos: SilicoDArT (PAVs) y SNPs DArTseq. Este es un método de genotipado por secuenciacion
eficiente, que hace posible el descubrimiento de decenas o centenas de miles de polimorfismos de alta calidad en el
genoma completo mediante la reduccion de la complejidad del genoma mediada por el uso de enzimas de restriccion
y la secuenciacidn de los fragmentos de restriccion (Sansaloni et al., 2011; Edet et al., 2018, Sansaloni et al., 2020).

La generacion de una gran cantidad de datos obtenidos a través de la tecnologia ofrecida en SAGA es de gran
importancia, ya que ayuda a identificar la diversidad genética de un cultivo, asi como comprender el control genético
de los caracteres evaluados en una planta o cultivo de interés. Los pasos mas destacados en un entrenamiento para el
desarrollo de marcadores moleculares en SAGA son: el tratamiento de las muestras, la obtencion de los marcadores
moleculares, asi como, el anélisis estadistico y computacional de la informacién. Estos pasos son representados en un
panorama general en la figura 1.
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Figura 1. Metodologia empleada en el proceso de capacitacion de los estudiantes en la generacion y analisis de marcadores
moleculares mediante la implementacion de la tecnologia DArTseq. 1a. Toma de la muestra, seguido por la extraccion y
purificacion de cidos nucleicos y finalmente el control de calidad del ADN mediante electroforesis. 1b. Tecnologia DArTseq,
representada por una secuencia de 6 pasos. 1c. Analisis estadistico de la informacion, representada por la asociacion de datos con
ACP y ACoP, y por ultimo el uso de multiplataformas como CurlyWhirly y Flapjack para visualizacion e interpretacion de la
informacion.

Tratamiento de la muestra

Toma de muestra: El origen de las muestras puede ser del tejido foliar o de la semilla: esto depende de la cantidad
de material que se disponga para los procesos. Generalmente se utiliza el tejido foliar fresco cosechado en invernadero
0 campo para la extraccién de ADN. Las hojas recolectadas se depositan en sobres de papel, malla o plastico
debidamente etiquetados para su identificacion. El material colectado se congela por 24 horas, luego se traspasa a un
liofilizador y las muestras se secan durante 72 horas. Posteriormente se cortan las hojas liofilizadas en pequefios
circulos y se depositan en contenedores de plastico, los cuales contienen balines metalicos encargados de triturar las
hojas hasta convertirlas en un polvo fino (Figura 1a).

Extracciéon y purificaciéon de ADN: Los protocolos tradicionales consisten en cinco etapas principales:
homogeneizacion del tejido, lisis celular, separacion de proteinas y lipidos, precipitacion y redisolucion del ADN. En
este caso se utiliza el método de Saghai-Maroof propuesto en 1984 con algunas modificaciones (CIMMYT Laboratory
Protocols). Resumidamente, para realizar esta metodologia se requiere agregar a un tubo de polipropileno una cantidad
considerable del tejido molido, posteriormente se afiade la solucién amortiguadora CTAB para extraccion. Se agitan
los tubos y posteriormente las muestras se tratan con una serie de soluciones de cloroformo/octanol, isopropanol y
etanol, para la purificacion del ADN (Figura 1a).

Control de calidad de ADN: La cuantificacion del ADN, extraido y purificado se realiza con geles de agarosa al
0.8%. Los geles se corren en buffer TAE, utilizando ADN Lambda sin cortar (A) como marcador de peso molecular.
Se utiliza un transiluminador de UV para capturar una fotografia del gel, la cual sirve para cuantificar la cantidad de
ADN purificado, utilizando como referencia al marcador de peso molecular (Figura 1a).

Tecnologia DArTseq

La tecnologia DArTseq ha implementado la secuenciacion de las representaciones gendmicas en plataformas de
secuenciacion de proxima generacion (NGS). La transicion a una plataforma de secuenciacion permite el aumento en
fragmentos gendmicos analizados, asi como el nimero de marcadores detectados de manera més precisa y la
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posibilidad de obtencién de un marcador codominante. El método de reduccion de complejidad genémica utilizado
por DArTseq facilita la obtencién de fracciones del genoma correspondientes a genes activos. Esto se debe a las
caracteristicas de las enzimas de restriccién empleadas y combinadas, que separan las secuencias con baja copia, las
cuales resultan ser mas informativas para descubrir y tipificar marcadores (Diversity Arrays Technology, 2019).

Reaccién de digestién/ligacién: Es el primer paso y consiste en la reduccion de la complejidad genémica. Este
proceso se realiza en una placa de reaccién con 96 pozos. Cada pozo suele corresponder a un genotipo especifico el
cual no debe mezclarse con los otros, para evitar tener muestras contaminadas, es decir ADN mezclado. Este primer
paso, inicia con una mezcla de digestion/ ligacién, que contiene ADN gendmico, enzimas de restriccion, buffer de
restriccion, adaptadores comunes, ligasa, ATP y “barcodes” (codigo de barras). Primero se utiliza una combinacién
de enzimas de restriccion sensibles a la metilacion, una de corte raro y otra de corte frecuente (por ejemplo: Pstl y
Nspl), las cuales cortan el ADN gendmico, estas enzimas permiten la obtencién de aquellas regiones en el ADN que
son mas probables de contener informacion de genes activos, separandolas de las regiones repetidas del ADN dentro
del genoma. Al combinar una enzima de corte frecuente con una de corte raro se regula la longitud de los fragmentos
de ADN. Posteriormente se ligan los fragmentos digeridos mediante sus extremos cohesivos a adaptadores y un
barcode Unico para ese genotipo (Figuras 1b y 2), de tal manera que la construccion sea extremo cohesivo de corte de
Pstl-adaptador-barcode, mientras que en el otro extremo solo se unira el adaptador. Los barcodes son secuencias de
ADN combinadas de manera aleatoria, de modo que la secuencia resultante sea (nica para representar cada uno de los
genotipos. En la Figura 2, se muestra la construccion completa, ligando también primers u oligonucledtidos forward
(FW) y reverse (RV), los cuales serviran como punto de partida para realizar la amplificacién de los fragmentos de
ADN.

/‘ Pst  eonl™= Nsp

+
ADN / Primers Barcode  Adantadors
R 111111
Enzima / Ligacio

‘\ F 4 RV

Digestion Fragmento con longitud de 200

Figura 2. Representacion gréafica de la reaccion de digestion ligacion. Esta reaccién busca la reduccion de la complejidad
genomica, representando el primer paso particular de la tecnologia DArTseq, asi como el inicio del segundo paso, la
amplificacion.

Amplificacién de fragmentos por PCR: El segundo paso corresponde a la amplificacion de los fragmentos de ADN
mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). En este paso se utiliza el ADN molde y los
siguientes reactivos: ddH,0, Buffer, oligonucleétidos, desoxirribonucleotidos trifosfato (dNTPs), ADN polimerasa
(Taq) y cofactores como Mg,Cl. La mezcla de reactivos para el PCR se combina con el ADN templado y se procesa
en el termociclador, este equipo es programado con 40 ciclos de amplificacion. Pasado el tiempo de programacion del
termociclador se extraen las placas de PCR de 96 pozos con los fragmentos de ADN amplificados.

Analisis de la calidad de los targets: Durante el tercer paso se efectda el control de calidad de los targets. Los
targets estan representados por los fragmentos amplificados, los cuales contienen los adaptadores integrados, las
secuencias de los primers y el barcode. Los targets amplificados se corren en geles de agarosa al 1.2% y buffer TAE.
Una vez que ha corrido el gel en la cdmara de electroforesis, se procede a tomar una fotografia del gel en el
fotodocumentador y posteriormente se califican los targets con base a la amplificacion de los fragmentos.

Pool de targets y cuantificacion precisa de la libreria: El cuarto paso consiste en realizar un pool de los targets
que han sido calificados como de buena calidad, para ello se toma una muestra representativa de cada target,
proveniente de la placa de 96 pozos, y se mezclan en un solo tubo Eppendorf para realizar una libreria. En el caso de
que se procese mas de una placa se realiza un super pool, en este se toma también una muestra representativa de cada
pool que se ha generado por cada placa y se mezclan en un nuevo tubo, recordando que cada muestra es identificada
posteriormente por el barcode que posee. Una vez que la libreria esta lista se realiza su cuantificacion precisa, para
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esto se toma una muestra del super pool y esta es mezclada con un fluoréforo, se toman varias lecturas y se saca un
promedio para saber la concentracion de ADN presente en la libreria.

Secuenciacion en NovaSeq-6000: El quinto paso corresponde la secuenciacion automatica en el equipo NovaSeq
6000, este sistema provee una variedad de combinaciones de longitud de lectura y tipos de celda de flujo, ofreciendo
asi, flexibilidad en el rendimiento y duracion del experimento. El equipo utiliza la secuenciacion por sintesis, este
método se basa en terminadores reversibles, en cada ciclo se incorpora una base fluorescente “marcada” y esta es
identificada por excitacion laser. Ademas, permite la secuenciacidn paralela a gran escala de miles de millones de
fragmentos de ADN y permite detectar bases individuales a medida que se incorporan a las cadenas de ADN en
crecimiento.

Identificacién de marcadores moleculares (SNP y silico-DArT o PAVs): El sexto paso es la identificacion de los
marcadores moleculares, en el cual la intensidad de fluorescencia es traducida en reads (lecturas) de secuenciacion.
Durante el proceso se hace un filtrado de la calidad de los datos, eliminando los errores de secuenciacion para clasificar
los barcodes. Los reads de secuenciacion son alineados a una biblioteca genémica de referencia interna. Al comparar
las muestras con las representaciones del cultivo evaluado se obtienen los marcadores moleculares SNPs, asi como
los marcadores de tipo PAVs a través de la presencia o ausencia de cada fragmento. Por ultimo, se lleva a cabo un
filtrado de calidad de los datos de manera especifica, utilizando varios pardmetros de calidad para cada experimento,
en el que se obtienes decenas o centenas de miles de polimorfismos por cada tipo de marcador (PAV y SNP) y por
cada muestra analizada.

Multiplataformas utilizados para el analisis y visualizacién de datos

CurlyWhirly: La plataforma de CurlyWhirly (CW) es una herramienta que desarrollada en un esfuerzo conjunto
entre el proyecto Seed of Discovery (https://seedsofdiscovery.orgr) y el Instituto James Hutton de Escocia
(https://www.hutton.ac.uk) que permite representar una gran cantidad de datos en un gréfico tridimensional. Esta
plataforma es adecuada para interpretar los Analisis de Coordenadas Principales (PCoA), Analisis de Componentes
Principales (PCA) y Escalado Multidimensional (MDS) (James Hutton Institute, 2019). El programa se encuentra de
forma libre y gratuita en la pagina del James Hutton Institute, una vez instalado se carga la matriz de frecuencias
alélicas en dicha plataforma con las graficas como resultado. CurlyWhirly ayuda a tener una visualizacion
relativamente sencilla de la diversidad o similitud genética entre los diferentes genotipos analizados. Dentro de sus
caracteristicas se encuentra la jerarquizacion de la informacién genéticay filtrar puntos especificos que pueden ser
seleccionables, o deseleccionar categorias al visualizarlo coloreado o sin color respectivamente. También contiene
opciones que permiten manipular el grafico, tales como: restaurar imagen, girar el grafico, captura de la pantalla,
captura de la pelicula del grafico mientras esta en rotacion y entre otras opciones.

Flapjack: La multiplataforma denominada Flapjack también ha sido creada por el mismo proyecto, y permite la
observacion grafica de genotipos y haplotipos utilizando los datos de los SNPs). Estos datos con diferentes densidades
y tres formatos (mapeados, no mapeados o combinados) permite también analizar y visualizar una gran cantidad de
datos a nivel cromosémico, facilitando una navegacion fluida para el investigador. Permitiendo realizar diversas
comparaciones entre cromosomas, marcadores moleculares y diversas lineas, asi como identificar posiciones para un
Locus de Caracter Cuantitativo (QTL, por sus siglas en inglés). Flapjack también consiente el calculo de matrices de
similitud y contribuye a los analisis de diversidad genética junto con CurlyWhirly, entre otras caracteristicas
“mapeables” (Milne et al., 2010; Seeds of Discovery, 2017).

Analisis y Resultados
Una vez realizada la capacitacion en la obtencion de las muestras de ADN vy el desarrollo de los marcadores
moleculares con la tecnologia DArTseq, el entrenamiento se continua con el proceso de analisis de los datos obtenidos
a partir de las muestras evaluadas. Aqui son expuestos algunos ejemplos sobre estos procesos y su aplicaciéon final
para un grupo de accesiones pertenecientes al banco internacional de germoplasma de maiz del CIMMYT.

Andlisis estadistico de la informacion

Los resultados generados por el secuenciador automatico estan representados por un archivo de Excel delimitado
por comas con extension.csv, el cual consiste en una matriz de frecuencias alélicas. En este archivo las columnas
contienen los nombres de los individuos (genotipos), y en las filas se encuentran los marcadores que se identificaron
en el genoma de esas muestras. Para el tratamiento de los datos, y con el objetivo de mejorar la calidad de los
resultados, se suele implementar parametros como el de Menores Frecuencias Alélicas (MAF) a la matriz. De esta
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forma, Unicamente se conservan los marcadores localizados dentro del rango de frecuencia >0.05 y <0.95; mientras
que los marcadores con frecuencias extremas, o fuera del rango antes mencionado, se descartan del estudio. También
son descartados los marcadores con datos monomdrficos para la poblacion estudiada, los que poseen altos valores de
datos perdidos, y aquellos con bajos valores de reproducibilidad entre la muestra original y su réplica. Una vez que se
han filtrado los marcadores, el archivo en Excel esta listo para realizar analisis estadisticos.

Por lo tanto, los datos de alto rendimiento obtenidos y tratados pueden ser empleados en diversas técnicas
estadisticas para su estudio. El Analisis de Componentes Principales (ACP) y el Analisis de Coordenadas Principales
(ACoP) son dos herramientas estadisticas que le permiten al usuario manejar los datos e interpretarlos como
informacion valiosa (Figura 1c). EI ACP reduce la dimension de un gran ndmero de variables correlacionadas,
genotipicas o fenotipicas, que representen debidamente la variabilidad de los datos. Esto se realiza con la finalidad de
convertirlas en un nuevo conjunto de variables, no correlacionadas entre si, segin el orden de importancia de la
variabilidad total que representan en la muestra. El analisis mediante ACoP ordena los datos en funcion de un conjunto
de variables y los transforma en medidas de distancia; la principal diferencia con ACP es que ACoP puede utilizar
tanto variables cuantitativas como cualitativas. Estas herramientas de agrupamiento de datos se aplican en estudios de
diversidad genética, analisis de comunidades, variaciones morfoldgicas entre especies y estructura espacial de las
comunidades.

Ejemplo de aplicacién en CurlyWhirly

Para visualizar los datos genotipicos obtenidos a partir de la tecnologia DArTseq en la plataforma CurlyWhirly,
se necesita tener el filtrado de estos en un archivo delimitado por comas. Al cargarlo desde una ubicacion conocida a
la plataforma, los datos seran interpretados por el software tomando la matriz de frecuencias alélicas de los marcadores
moleculares pertenecientes a cada genotipo estudiado. La version 1.19.09.04 de CurlyWhirly permite importar los
datos seleccionando “Importar un archivo a CurlyWhirly” desde la pantalla de bienvenida de la plataforma, el botdn
“Abrir datos” de la barra de herramientas, o arrastrando y soltando un archivo de datos con formato legible en la
ventana cargada de CurlyWhirly.
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Figura 3. Visualizacion de la pantalla de trabajo de CW con datos importados. 3a. Distribucién de los datos de muestra por
deafult del programa, representa un total de 153 accesiones o genotipos, agrupados en tres categorias A, B y C (morado, naranja
y amarillo) con 54, 84 y 15 datos respectivamente (James Hutton Institute, 2019) y 3b. Distribucién de genotipos de maiz de raza
Jala con un total de 60 accesiones, agrupados en dos categorias con base a su distanciamiento genético. Se representa la
distribucion espacial de la diversidad genética encontrada en los genotipos analizados mediante la tecnologia DArTseq.

En la figura 3, el software trabajara con los datos importados y los mostrara en la pantalla de trabajo principal,
reemplazando la pantalla de bienvenida. Una grafica 3D bésica de los puntos de datos del conjunto de datos, con los
ejes X, Y, Z se mostraran como en el inciso a y b de la figura 3 que representan un archivo muestra y un archivo de
datos trabajados de maiz de raza Jala, respectivamente. El panel izquierdo expondra las categorias (y los valores
asociados a esas categorias) que se encontraron en el conjunto de datos (Figuras 3ay 3b).

Ejemplo de aplicacion en Flapjack

Flapjack esta disefiado para la visualizacion y exploracién de datos de genotipos de plantas, en conjuntos de datos
que contienen sélo unos pocos a muchos miles de lineas y marcadores. La version 1.20.10.07 permite importar
conjuntos de datos desde la barra de mend, en el botén archivo y seleccionando la opcion “Importar datos”, es aqui
donde se puede elegir qué tipo de datos se pueden cargar, tales como; genotipos, fenotipos, mapas genéticos, QTL,
etc.
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Cada conjunto de datos debe contener cierto tipo de informacién, en el caso de los mapas estos deben contener
informacion sobre los marcadores, el cromosoma en el que estan y su posicién dentro de ese cromosoma. Flapjack los
agrupara y los ordenara por cromosoma y distancia una vez cargados. En el caso de los genotipos, estos deben contener
una lista de lineas de variedad, con datos de alelo por marcador para esa linea. Para ambos casos, los archivos deben
estar en formato de texto sin formato delimitado por tabulaciones o comas.

La pantalla principal de Flapjack referente a la visualizacién de genotipos se divide en varias areas separadas, cada
una de ellas muestra un componente diferente relacionado con el genotipo. Flapjack asignara colores a cada tipo de
alelo como se muestra en la Figura 4. Se pueden llevar a cabo una gran cantidad de acciones dentro del software, el
tipo de estudio o analisis que se requiera definira qué acciones son clave para llevarlo a su realizacion.
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Figura 4. La figura muestra la interfaz de Flapjack y el area de trabajo, representando el resultado de los datos de muestra
cargados en la multiplataforma. Entre otros aspectos se observa: el panorama general de la distribucién de los marcadores
moleculares a lo largo del genoma.

Experiencia de los alumnos durante la estancia profesional en CIMMYT

Las précticas profesionales se llevaron a cabo en el Programa de Recursos Genéticos del CIMMYT, en el
laboratorio de SAGA y la Unidad de Bioestadistica. Durante este tiempo los alumnos desarrollaron capacidades en la
produccion de marcadores moleculares de alto rendimiento a partir de la tecnologia DArTseq implementada en dicho
laboratorio. Los alumnos estuvieron involucrados desde el tratamiento de las muestras y dieron seguimiento al proceso
hasta la secuenciacién de fragmentos de ADN en el secuenciador NovaSeq-6000. Ademas, el conocimiento acerca del
analisis estadistico de la informacion se adquiri6 durante cursos previos en el area de estadistica y biometria impartidos
por el Doctor Fernando Henrique Toledo y el Doctor César Daniel Petroli del programa de recursos genéticos,
obteniendo asi una visualizacion completa de la implementacion de DArTseq, el analisis estadistico de la informacion
genética y el uso de multiplataformas como CurlyWhirly y Flapjack. En este caso, fueron evaluadas accesiones del
banco de germoplasma internacional de maiz perteneciente al CIMMYT.

Los alumnos también estuvieron involucrados en otras actividades de aprendizaje dentro de SAGA, algunas de
ellas fueron: participar en las actividades de sembrado y colecta de muestras de poblaciones especificas de maiz dentro
de los invernaderos, captura de datos de germinacion de maiz para distintos proyectos del programa de recursos
genéticos, preparacién de muestras para su posterior analisis genético, seguimiento de los protocolos y apoyo en la
preparacién de soluciones para la extraccion y purificacién de ADN de alta calidad de maices, asistencia y apoyo en
la calificacion de “targets” y “barcodes” implementados en los analisis genéticos de muestras especificas procesadas,
asi como, ayudar en la preparacion de los reactivos exclusivos necesarios para el funcionamiento del secuenciador
NovaSeq-6000 para procesar las librerias genoémicas.
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Conclusiones

El presente trabajo muestra los conocimientos adquiridos por los estudiantes Maria Guadalupe Quintos Cortes y
Octavio Francisco Fernandez Lozada de la Licenciatura en Ingenieria en Biociencias de la Escuela Superior de Apan,
UAEH. Los alumnos realizaron practicas profesionales en el Laboratorio de Servicio de Analisis Genético para la
Agricultura (SAGA) en el CIMMYT, ubicado en El Batan, Texcoco, Estado de México. La experiencia obtenida
durante sus préacticas reafirmé el conocimiento adquirido durante la Licenciatura, asi como el desarrollo de nuevas
competencias disciplinares y genéricas. El trabajo también reforz6é las Lineas de Generacion y Aplicacién del
Conocimiento (LGCA) de la Escuela Superior de Apan de la UAEH, asi como el impulso a las Lineas de Investigacion
de los Investigadores participantes. Por este medio, se reconoce y agradece al Dr. Daniel Cesar Petroli, al Dr. Fernando
Henrique Ribeiro Barrozo Toledo, a la Ingeniera Guadalupe Valdés, asi como al CIMMYT en general, por el apoyo
incondicional y las facilidades prestadas durante el desarrollo de las actividades académicas de los alumnos.

En la actual era postgendémica, podemos considerar a la tecnologia DArTseq como un método efectivo de
genotipificacion y consecuente caracterizacion genética a gran escala, capaz de desarrollar simultdneamente el perfil
genomico de miles de muestras de ADN para cualquier cultivo agrondmicamente importante. La tecnologia DArTseq
ayuda a comprender la diversidad genética de un cultivo, asi como el control genético de los caracteres evaluados en
una planta. A partir de la produccion de decenas o incluso cientos de miles de marcadores moleculares tipo silico
DArT (PAV - Presencia/Ausencia de Variacion) y SNPs (Single Nucleotide Polymorphism). A partir de la obtencion
de la informacién genotipica, las estrategias estadisticas de asociacion (ACP y ACoP) son importantes para la
identificacion de la variabilidad genética, las cuales pueden ser complementadas por la visualizacion facilitada de los
datos en multiplataformas como CurlyWhirly o Flapjack.

Limitaciones

Las limitaciones del proyecto se enfocan en aspectos tedricos y en la calidad del trabajo a nivel experimental: cabe
destacar que estas se deben a la necesidad de trabajar con ADN de alta calidad. Es importante mencionar que debido
a que DArTseq es una técnica novedosa, no se puede implementar en cualquier laboratorio y por lo tanto se requiere
de equipo especializado. Por ejemplo, el sistema de secuenciacion masiva, requiere del uso del equipo NovaSeq 6000,
el cual cuenta con una tecnologia de nueva generacion. Dicha tecnologia genera una gran cantidad de resultados y
ofrece una alta productividad y flexibilidad, ademas de adaptarse practicamente a cualquier
genoma. Lamentablemente, en México, este equipo de secuenciacion solamente se encuentra en el CIMMYT y se
utiliza para desarrollar proyectos relacionados con el mejoramiento de las semillas de maiz y trigo.

Recomendaciones

De acuerdo al trabajo realizado en esta investigacion, es recomendable utilizar la tecnologia DArTseq para el
andlisis de perfiles genémicos de diferentes muestras de ADN, provenientes de cultivos agrondmicamente
importantes. DArTseq incluye una plataforma de secuenciacion por sintesis (NovaSeq 6000) que permite identificar
miles de marcadores moleculares y ofrece alta productividad y flexibilidad para cualquier genoma. El sistema es
recomendable para los investigadores interesados en esta area y debido a que no es un procedimiento sencillo, es
importante considerar los aspectos técnicos relacionados con el funcionamiento del proceso. Se recomienda a los
usuarios de la tecnologia DArTseq enfocarse en utilizar los servicios de extraccion de ADN, ofrecidos por SAGA,
debido a que el procesamiento de las muestras inicia desde el sembrado en invernadero, con todos los controles y
cuidados necesarios para realizar una extraccion de ADN de alta calidad. Con la finalidad de obtener informacion
molecular para su uso en programas de mejoramiento genético, asi como de estudios de diversidad genética y también
para aplicar conservacion de la biodiversidad.
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