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Resumen 

La yuca constituye uno de los pilares de la seguridad alimentaria de las regiones tropicales 

del mundo. Sin embargo su producción puede verse afectada por problemas fitosanitarios. La 

mejor alternativa para evitar las pérdidas ocasionadas por patógenos es a través del empleo 

de variedades resistentes desarrolladas a partir del conocimiento de los mecanismos de 

resistencia. Como un primer paso hacia la identificación de genes de inmunidad asociados 

con la resistencia a patógenos particulares de yuca, el objetivo principal de este trabajo fue el 

mapeo genético de estos genes.  Con este fin se identificaron 122 SNPs en las secuencias no 

codificantes de 21 genes putativos de inmunidad en dos variedades parentales de una 

población de mapeo. Este estudio permitió la identificación de 36 SNPs intravariedad en 14 

genes de TMS30572 y 33 SNPs en 10 genes de CM2177-2, los cuales pueden ser mapeados 

mediante estrategias basadas en SNPs. Alternativamente se identificaron 2.536 SSRs que 

flanquean genes putativos de inmunidad, 30 de ellos se evaluaron en los parentales y 17 de 

ellos resultaron ser polimórficos. Siete SNPs y 13 SSRs fueron evaluados en la población F1 

compuesta por 150 individuos, lo que permitió el mapeo de dos marcadores basados en 

SNPs, de dos marcadores basados en PCR y de 11 SSRs que conjuntamente fueron ubicados 

en cinco grupos de ligamiento del parental masculino y siete grupos de ligamiento del 

parental femenino. La ubicación de estos marcadores ligados a genes de inmunidad permitirá 

establecer asociaciones con QTL  o con loci de resistencia previamente identificados en yuca.  

 

 Palabras clave: yuca, marcadores moleculares, mapeo genético, inmunidad vegetal, SNP, 

SSR. 



 

 

Abstract 

Cassava constitutes one of the of food security pillars in tropical regions of the world. 

Nevertheless production can be affected by phytosanitary problems. The best alternative to 

avoid losses caused by pathogens is through the use of resistant varieties developed through 

the knowledge of resistance mechanisms. As a first step towards the identification of 

immunity genes associated with resistance to particular cassava pathogens, the main aim of 

this work was the genetic mapping of these genes. For this purpose 122 SNPs were identified 

in non-coding sequences of 21 putative immunity genes between two parental varieties of a 

mapping population. This study allowed the identification of 36 intervarietal SNPs on 14 

genes in TMS30572 and 33 SNPs on 10 genes in CM2177-2, which can be mapped using  

SNPs based approaches. Alternatively 2.536 SSRs flanking putative immunity genes were 

identified, 30 of them were assessed in parental varieties and 17 of them were found to be 

polymorphic. Seven SNPs, and 13 SNPs were assessed in the F1 population consisting of 150 

individuals, allowing the mapping of two SNPs based markers two PCR based markers and 

eleven SSRs that together were placed in five linkage groups of the male parent and seven 

linkage groups of the female parent. The location of these immunity genes linked markers 

will establish associations with QTL or resistance loci previously identified in cassava. 

 

Keywords: cassava, molecular markers, genetic mapping, plant immunity, SNP, SSR. 
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Introducción 
El cultivo de yuca (Manihot esculenta Crantz) es considerando el quinto más importante a 

nivel mundial en cuanto a producción e incluso llega a ser el más importante para regiones 

tropicales de suelos áridos (Welsch et al., 2010). Pertenece a la familia Euphorbiaceae y su 

género alberga alrededor de 90 especies (Fregene et al., 1997). Su origen ha sido 

ampliamente debatido aunque en general se considera proveniente de Brasil (Olsen y Schaal, 

1999; Lebot, 2009). La yuca fue domesticada entre 5.000 y 7.000 años A.C (Hahn et al., 1990) 

y llevada a otros países tropicales entre los siglos XVI y XVIII (Bai, 1987). Es un cultivo de alto 

rendimiento y su raíz constituye una fuente principal de alimentación para más de 800 

millones de personas en el mundo (Lebot, 2009; Chen et al., 2010) distribuidas 

principalmente en África, Asia y Latinoamérica (FAO, 2010), que en conjunto consumen el 

70% de la producción anual (Raemakers et al., 2007). En Colombia la producción se 

distribuye principalmente entre la Costa Atlántica y el pie de monte llanero aunque también 

hay un pequeño aporte en la región central del país (Lebot, 2009). La yuca tiene alta 

importancia económica en las zonas tropicales en donde se utiliza además para la 

alimentación animal y la producción de harina (El-Sharkawy, 2004). El almidón, uno de los 

principales compuestos de sus raíces, también es aprovechado para beneficio económico y  

gracias a que el 80% del peso seco de la raíz de la yuca corresponde a este polisacárido 

(Raemakers et al., 2007), se utiliza con mucha frecuencia transformándolo mediante 

procesos industriales, en productos derivados como alcohol y jarabes de fructosa-glucosa 

(Kunkeaw et al., 2010). La yuca se caracteriza por presentar valores altos de eficiencia en la 

conversión de energía solar a carbohidratos y en el  uso del agua disponible (Nassar y Ortiz, 

2010). Así mismo presenta alta tolerancia a condiciones abióticas desfavorables y altas tasas 

de supervivencia tras largos periodos de crecimiento en suelos áridos, ácidos o de baja 

fertilidad (El-Sharkawy, 2003). 

A pesar de estas ventajas, la yuca es atacada por diferentes patógenos pertenecientes a varios 

grupos taxonómicos, como es el caso de la bacteria Xanthomonas axonopodis pv. manihotis  



 

que produce la enfermedad conocida como añublo bacterial (Boher et al., 1995), los hongos 

Collectotrichum gloeosporoides f. sp. manihotis (Akinbo et al., 2007) causante de la 

antracnosis y Sphaceloma manihoticola causante del superalargamiento de la yuca, virus y/o 

fitoplasmas que causan en la yuca la enfermedad conocida como “cuero de sapo” e incluso 

oomycetes como algunas especies del genero Phytophthora que producen pudrición radical y 

marchitez en la yuca (Álvarez, 2006). Varios genes de resistencia han sido identificados y 

validados en la mayoría de cultivos de alta importancia agrícola a nivel mundial, sin embargo 

los mecanismos de inmunidad en M. esculenta son aún bastante desconocidos. Una de las 

barreras para abordar las estrategias de control de enfermedades en yuca es la falta de 

conocimiento de las estrategias moleculares que se activan en esta planta y por ende la poca 

disponibilidad de herramientas genéticas que puedan ser utilizadas como medida de control 

para evitar la diseminación y el ataque de los patógenos. Hasta el momento se han 

identificado y mapeado dos genes, CMD1 y CMD2, de resistencia al virus que produce la 

enfermedad del mosaico de la yuca (CMD),  (Fregene et al., 2001; Akano et al., 2002) y se ha 

reportado la identificación de dos candidatos a genes de resistencia en yuca a Xanthomonas 

axonopodis pv manihotis (Xam), denominados RXam1 y RXam2 (López y Bernal, 2012) cuya 

validación está aún en curso. El entendimiento de los mecanismos que conducen a las 

respuestas de resistencia a diversos patógenos en M. esculenta conllevará al desarrollo de 

nuevas variedades que presenten altos niveles de resistencia y de esta forma sobrellevar las 

limitaciones de tipo biótico, que amenazan la producción del cultivo, ciclo tras ciclo. 

El mapeo genético se ha convertido desde hace mas de tres de décadas en una herramienta 

bastante útil para la comprensión de la estructura y la dinámica de los genomas y para la 

disección de caracteres génicos que explican fenotipos de alta importancia (Lörz y Widholm, 

2005). La resistencia en plantas no es la excepción, lo que demuestra el creciente número de 

reportes en los que se describe la caracterización de genes de resistencia a partir de la 

generación de poblaciones de mapeo. Se han encontrado marcadores asociados a muchos 

genes de resistencia a enfermedades de alta importancia económica para cultivos como trigo, 

arroz, cebada, maíz, tomate, manzana y uva (Francia et al., 2005). De igual manera se han 

identificado los genes Pto, Xa21, Cf-2, Mlo, Xa1, Mla1 y R1, implicados en resistencia, por 

medio de clonación basada en mapeo (Lörz y Widholm, 2005). A través de estrategias 

basadas en mapeo se han identificado genes asociados a resistencia cuantitativa como el gen 

Lr34 que codifica para un trasportador ABC (Krattinger et al., 2009) y el gen Yr36 que 

codifica para una kinasa-START que confiere resistencia a hongos en trigo (Fu et al., 2009). 



 

En este contexto, es fundamental avanzar en este tipo de estudios para cultivos como la yuca 

en donde el conocimiento de los caracteres genómicos asociados a resistencia a patógenos es 

casi nulo. El desarrollo de marcadores moleculares asociados a caracteres génicos que 

controlan la resistencia en plantas es bastante útil ya que se ha observado que la introgresión 

de genes de resistencia por métodos de mejoramiento clásico, requiere de largos periodos de 

tiempo y puede tardar de 10 a 15 años (Francia et al., 2005). La selección asistida por 

marcadores (MAS por sus siglas en ingles) representa una estrategia para incrementar la 

eficiencia en la selección de plantas con la característica de interés siendo, en algunos casos, 

un sustituto a metodologías de fenotipificación clásicas, debido a que constituye un proceso 

más rápido, efectivo y confiable (Collard et al., 2005). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

1. Marco Teórico 

La yuca, como fuente de calorías, ocupa el tercer lugar a nivel mundial después del arroz y el 

trigo (Nassar y Ortiz, 2010). Su cultivo está distribuido principalmente en África, responsable 

del 51% de la producción mundial, seguido de Asia y Latinoamérica en donde se produce el 

34% y 15% respectivamente (Nassar y Ortiz, 2010). Para el año 2008 se estimó que la 

producción mundial anual de yuca fue de aproximadamente 230 millones de toneladas, de las 

cuales Colombia aporto 1.8 millones (FAO, 2008). Aunque la raíz es la parte de la planta que 

se utiliza con más frecuencia, en África las hojas se utilizan como alimento. Estas aportan 

vitaminas A y B además de proteínas que contribuyen con el 32% del peso seco foliar (Nassar 

y Ortiz, 2010). La raíz es fuente además de vitaminas C, B2, B6, magnesio y potasio (Marín 

Colorado et al., 2009). En Colombia la yuca ocupa el octavo lugar dentro de los productos 

agrícolas con más producción (FAO, 2008). 

Tradicionalmente los productores de yuca propagan el cultivo por medio de estacas (tallos 

maduros), puesto que la experiencia ha demostrado que la reproducción a través de 

polinización requiere de más tiempo, la tasa de floración de los cultivares es baja y genera 

plántulas que a menudo presentan características indeseadas como menor productividad 

comparada con los parentales (Raji et al., 2009). La reproducción clonal sin embargo 

representa un riesgo para el cultivo porque aumenta las probabilidades de diseminación de 

los patógenos (Akinbo et al., 2007; Okogbenin et al., 2007). Esta práctica agrícola es la causa 

de otro factor que contribuye con la dispersión rápida de enfermedades en un cultivo: la baja 

variabilidad genética producto de la reproducción asexual (Fregene et al., 2003). A pesar de 

su importancia las perdidas en una plantación de yuca pueden alcanzar el 100% a causa de 

las enfermedades cuando las variedades son susceptibles (Lozano y Sequeira, 1974). Por lo 

tanto la seguridad alimentaria en poblaciones económicamente vulnerables, cuya fuente de  

alimento es principalmente el cultivo de yuca, está siendo amenazada continuamente por el 
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ataque de patógenos de los diferentes grupos taxonómicos que tienen el potencial de 

colonizar variedades susceptibles de yuca.  

El aprovechamiento de los mecanismos naturales que las plantas han desarrollado a lo largo 

de años de coevolución con sus patógenos se propone como una de las mejores estrategias 

para lograr el desarrollo de cultivos con resistencia a las enfermedades. El desarrollo de 

variedades resistentes es ventajoso no solo a nivel económico sino que también resulta 

beneficioso desde el punto de vista del medio ambiente debido a que esto reduce 

considerablemente las aplicaciones de agroquímicos utilizados para impedir la supervivencia 

de patógenos (Bruce, 2012).  

Los factores génicos que regulan las respuestas de defensa en cultivares de alta importancia 

económica alrededor de todo el mundo se han venido descubriendo desde hace varias 

décadas, sin embargo el conocimiento de la dinámica molecular de este tipo de fenómenos en 

el cultivo de yuca es aún escaso. Esta realidad es preocupante debido a que este cultivo, que 

se ve afectado por diversos patógenos, es importante para países tropicales y subtropicales 

en donde representa una solución a los problemas de pobreza y hambre propios de estas 

regiones (Bang et al., 2011). La utilización de variedades resistentes y el desarrollo de nuevas 

variedades a partir de la introgresión de variantes génicas constituye una alternativa para 

evitar las pérdidas ocasionadas por la infección por fitopatógenos (Akinbo et al., 2007). El 

diseño e implementación de marcadores moleculares y el mapeo de genes responsables de la 

resistencia son un punto de partida y una estrategia que ha demostrado ser exitosa para la 

selección de individuos que adquieran o hereden los caracteres de interés. El conocimiento 

de la dinámica molecular que controla la resistencia en plantas es entonces el punto de 

partida para superar los obstáculos anteriormente mencionados. 

1.1 Inmunidad Vegetal  

La inmunidad en plantas se encuentra clásicamente clasificada en dos tipos de respuestas. La 

primera rama de la inmunidad es la conocida como PTI (PAMP triggered immunity) o 

inmunidad activada por PAMPs (pathogen-associated molecular patterns) se activa cuando 

proteínas de la planta perciben la presencia de ciertas moléculas asociadas a diferentes 

grupos taxonómicos de microorganismos. Estas moléculas pueden ser proteínas, 

carbohidratos o lípidos (Dodds y Rathjen, 2010) y se caracterizan por no estar restringidas a 
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patógenos, por ser abundantes, conservadas y por ser esenciales para la supervivencia de los 

microorganismos (Zipfel, 2008). Se han caracterizado PAMPs  tales como lipopolosacaridos, 

flagelina, quitina, ergosterol (Chisholm et al., 2006) y factores de elongación (Zipfel et al., 

2006). El reconocimiento de los PAMPs se realiza por medio de los receptores de 

reconocimiento de patrones PRRs (pattern recognition receptors) presentes en la membrana 

de las células vegetales (Zipfel y Robatzek, 2010). Esta interacción desencadena respuestas 

iníciales de defensa como la vías de señalización mediadas por proteínas kinasas activadas 

por mitógenos MAPK (mitogen-activated protein kinase), el influjo de calcio, la producción de 

especies de oxigeno reactivas, la deposición de calosa y la expresión de genes en respuesta a 

patógenos (Dodds y Rathjen, 2010). 

Los PRRs que se han caracterizado hasta la fecha pertenecen a la familia de proteínas 

receptores tipo kinasa RLK (receptor-like kinases) o a la familia de proteínas similares a 

receptores RLPs (receptor-like protein). Los RLKs están compuestos por dominios 

extracelulares que en algunos casos pueden ser repeticiones ricas en leucina LRR (leucine-

rich repeats) o dominios LysM (lysin motif) entre otros, un dominio transmembranal y un 

dominio kinasa intracelular (Monaghan y Zipfel, 2012). La mayoría de los PRRs que han sido 

estudiados son de tipo LRR, siendo la subfamilia más grande la de los RLK. Estos PRRs 

presentan un ectodominio LRR en la parte N-terminal de la proteína, el dominio 

transmembranal de paso único y un dominio C-terminal Ser/Thr kinasa (Zipfel y Robatzek, 

2010). Esta subfamilia incluye el receptor de flagelina, FLS2 (FLAGELLIN-SENSING 2) 

(Gomez-Gomez y Boller, 2000), el receptor del factor de elongación, EFR (EF-TU RECEPTOR) 

(Zipfel et al., 2006) y Xa21, un receptor de un péptido conservado en Xanthomonas (Song et 

al., 1995). Otros PRRs exhiben dominios extracelulares de tipo LysM, que fueron descritos 

inicialmente en lisinas y muramidasas de bacterias (Ito et al., 1997). Los dominios LysM se 

han identificado además en quitinasas de levadura, algas y en el nematodo Caenorhabditis 

elegans (Kaku et al., 2006). En plantas este dominio se encuentra en proteínas que reconocen 

microorganismos simbiontes así como en receptores de reconocimiento de patrones 

implicados en la defensa basal. El reconocimiento de rizobacterias por parte de las 

leguminosas, se da gracias a receptores kinasa de factores Nod (NFR1, NFR5 y  LYK3) que 

presentan motivos LysM (Silipo et al., 2009). Las proteínas PRRs con dominios LysM incluyen 

el receptor CERK1 de Arabidopsis que reconoce oligosacaridos de quitina (N-

acetilquitooligosacaridos) (Miya et al., 2007) liberados durante la interacción planta-

patógeno (Silipo et al., 2009). La proteína OsCERK1 de arroz, aunque no es el receptor de 



Marco Teórico  

 

quitina,  forma un complejo receptor de hetero-oligomeros con CEBiP que es en efecto el 

receptor de N-acetilquitooligosacaridos en esta planta (Ito et al., 1997; Shimizu et al., 2010). 

CEBiP al igual que CERK1 tiene dominios LysM extracelulares pero carece de dominios 

intracelulares (Kaku et al., 2006). Los receptores de arroz LYM1 and LYM3 que tienen esta 

misma estructura reconocen peptidoglicano (Willmann et al., 2011) y en Arabidopsis LYP4 y 

LYP6, reconocen tanto peptidoglicano como quitina (Liu et al., 2012a). 

1.1.1 Estructura y función de proteínas R 

Aunque la PTI es muy efectiva impidiendo la colonización de los tejidos vegetales por parte 

de los microorganismos, algunos patógenos adaptados logran sobrepasar esta barrera. Estos 

patógenos poseen moléculas denominadas efectores cuya función es evitar el reconocimiento 

de los PAMPs, suprimir las defensas activadas durante la PTI o modificar proteínas propias 

de la planta, permitiendo la progresión de la enfermedad (Boller y He, 2009). Para evitar la 

colonización exitosa de los patógenos y los cambios fisiológicos causados por los mismos, las 

plantas poseen un repertorio de genes de resistencia o genes R que codifican proteínas 

encargadas de reconocer de manera directa o indirecta los efectores de los patógenos. 

Cuando esto ocurre los efectores son denominados proteínas Avr. El objetivo de este 

reconocimiento es evitar las consecuencias funcionales de los efectores mientras se 

desencadena la reprogramación de la célula en pro de impedir el crecimiento de los 

patógenos. Este tipo de inmunidad se ha denominado inmunidad mediada por efectores ETI 

(effector triggered immunity) (Chisholm et al., 2006). Las respuestas de la PTI y la ETI son 

similares, sin embargo la principal diferencia radica en que en la ETI se llevan a cabo de 

forma más rápida y de manera más fuerte (Tameling y Joosten, 2007; Dodds y Rathjen, 

2010). Alrededor de 150 posibles genes R se han identificado en la planta modelo Arabidopsis 

thaliana (Meyers et al., 2003) y otros miles se han encontrado en diversas especies 

importantes para la agricultura, sin embargo la función y especificidad solo ha podido ser 

demostrada para algunos pocos de ellos, no más de cien. La disponibilidad de esta colección 

de genes ha permitido establecer características específicas de las proteínas codificadas por 

los genes R, facilitando la identificación de dominios altamente conservados incluso entre 

grupos de plantas que se encuentran filogenéticamente alejadas.  

La gran mayoría de proteínas R responsables de la ETI, tienen dominios de sito de unión a 

nucleótidos y repeticiones ricas en leucina (NB-LRR) (Meyers et al., 2003). Estas proteínas 
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presentan secuencias de aminoácidos conservadas a pesar de que las secuencias de los genes 

que las codifican son divergentes (Ellis et al., 2000). Las proteínas NB-LRR de plantas 

comparten funciones y estructuras con los receptores de inmunidad innata en animales. 

Debido a que los receptores similares a factores NOD NLR (NOD-like receptors), las proteínas 

APAF1 (apoptotic protease-activating factor 1) y CED4 (cell death protein 4) de mamíferos 

presentan dominios de sito de unión a nucleótidos o NB (Dodds y Rathjen, 2010), este fue 

denominado como NB-ARC (nucleotide binding adaptor shared by NOD-LlR proteins, APAF-1, R 

proteins and CED4). Aunque hasta el momento no se cuenta con una estructura cristalizada 

de proteínas NB-ARC implicadas en defensa en plantas, la estructura cristalográfica de las 

proteínas Apaf1 y CED4 ha sido utilizada para la descripción del dominio NB-ARC. Se ha 

determinado entonces que contiene motivos conservados (P-loop, RNBS-(A-D), kinase 2, 

GLPL y MHDV) y está compuesto por tres subunidades NB,  ARC1 y ARC2. Estas subunidades 

forman una estructura en forma de bolsillo de unión a nucleótidos, que en el estado inactivo 

de la proteína se mantiene de forma compacta (Takken et al., 2006). El domino NB-ARC es 

importante para la dinámica de las proteínas R porque la unión e hidrólisis de ATP que se 

lleva a cabo allí, conlleva a la activación de la proteína (Caplan et al., 2008). Es por esto que 

este dominio se considera un interruptor molecular cuyo cambio conformacional define la 

respuesta celular (Takken et al., 2006). Las funciones de los receptores que poseen estos 

dominios son percibir efectores o el estado de las proteínas de la planta que son blanco de los 

factores de virulencia de los patógenos. Algunas proteínas NB-LRR que no reconocen 

directamente las proteínas Avr, actúan corriente abajo en la respuesta de defensa (Caplan et 

al., 2008).  

La localización celular de las proteínas NB-LRR es variable. Algunas se encuentran en el 

citoplasma, otras se dirigen al núcleo y otras incluso se translocan a otros organelos tales 

como los cloroplastos. La localización de proteínas NB-LRR en el cloroplasto es fundamental 

puesto que las funciones fisiológicas y la estructura de este organelo se ven afectados por 

algunos efectores bacterianos (Jelenska et al., 2007) e incluso por la infección por virus 

(Lehto et al., 2003). La importancia de la traslocación de las proteínas R hacia el núcleo para 

la inmunidad vegetal se demuestra por el papel que juegan las nucleoporinas, así como de 

proteínas homologas a α importinas y de proteínas activadoras de Ran GTPasas que son 

necesarias para la resistencia mediada por algunas proteínas NB-LRR. La localización en el 

núcleo sugiere funciones relacionadas con actividad transcripcional que es llevada a cabo por 
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factores de transcripción a los que se asocian estas proteínas de resistencia (Caplan et al., 

2008). 

Proteínas con LRRs están presentes en formas tan divergentes como virus y eucariotes. Los 

dominios LRR están presentes también en proteínas inhibidoras de poligalacturonasas 

(PGIPs) de patógenos, que evitan así la degradación de la pared celular del hospedero (Silipo 

et al., 2009). Algunos estudios señalan que en proteínas R, este dominio es el más importante 

para la especificidad del reconocimiento del efector en el caso en que la interacción con este 

último se establezca de manera directa (DeYoung y Innes, 2006). Los aminoácidos de las 

regiones expuestas a la superficie o al solvente tienden a variar (Ellis et al., 2000), sin 

embargo cuando el reconocimiento de los factores de virulencia del patógeno es indirecto, 

este dominio se mantiene de forma conservada (Dodds y Rathjen, 2010). Este dominio es 

importante para la evolución puesto que la pérdida o ganancia de unidades LRR, 

generalmente en su región aminoterminal, conlleva a la diversificación de las proteínas R 

(Ellis et al., 2000). Parece ser que la función de su parte amino-terminal se relaciona con 

modulación, mientras que la parte carboxi-terminal está implicada en interacciones ya sea 

con otra proteína o con un ligando (Belkhadir et al., 2004). Un dominio LRR está 

comúnmente compuesto por 20 a 30 aminoácidos (Chisholm et al., 2006) y se cree que cada 

proteína de tipo LRR contiene en promedio 14 de estas repeticiones. Las estructuras de los 

dominios LRR generalmente presentan forma de herradura conformada por hojas plegadas β 

(McHale et al., 2006). El modelaje de LRRs de proteínas NB-LRR ha sido una tarea complicada 

debido a que los LRR son irregulares y sus motivos se caracterizan por no ser canónicos. Esta 

dificultad se ha sobrellevado gracias a la gran cantidad de datos estructurales de otras 

proteínas que contienen LRRs y que están depositadas en las bases de datos, lo que ha 

facilitado el modelaje por homología de estos dominios. De esta forma se ha confirmado la 

forma de la estructura propia de estos dominios y se ha determinado que la parte N-terminal 

presenta aminoácidos con carga, mientas la región C-terminal está compuesta en su mayoría 

por aminoácidos de carácter aromático (Takken y Goverse, 2012). La estructura cristalina de 

la región LRR del receptor de brasinosteroides BRI1 (Hothorn et al., 2011), revela que los 25 

LRRs de esta proteína están organizados en una estructura de solenoide que da una vuelta 

completa alrededor de su eje central (She et al., 2011). Se ha propuesto que el extremo C-

terminal  de un dominio LRR podría actuar como un sensor de cambios en el ambiente 

(Takken y Goverse, 2012).  
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Las proteínas NB-LRR se subclasifican en dos grupos basados en los dominios de la parte 

aminoterminal de la proteína (Dodds y Rathjen, 2010). La mayoría de proteínas NB-LRR 

presentan un dominio TIR que se asemeja a los receptores Toll de Drosophila y a los TLR 

(Toll-like receptors) de mamíferos en su estructura conformacional y en su función. 

Generalmente el dominio NB-ARC de las proteínas de la clase TIR presenta mas loops en su 

estructura terciaria (McHale et al., 2006). La función del dominio TIR ha sido objeto de 

debate puesto que se ha demostrado que el dominio TIR de la proteína N de tabaco tiene la 

función de reconocimiento mientras su dominio LRR se une a factores de transcripción 

(Caplan et al., 2008). Por el contrario la proteína L6 de lino cuyo dominio TIR es 

indispensable para la señalización de la resistencia, no es requerido para la interacción con el 

efector AvrL567 (Bernoux et al., 2011). Otras proteínas NB-LRR poseen dominios CC “coiled-

coil” o inclusive dominios no conservados en su extremo aminoterminal. En arroz se ha 

evidenciado la presencia de proteínas NB-LRR con dominios de unión a ADN DREF y BEAF 

(Caplan et al., 2008). 

En una conformación inactiva, el dominio amino terminal de las proteínas NB-LRR interactúa 

con la región rica en residuos con carga del dominio LRR, para impedir la unión a los 

nucleótidos (Belkhadir et al., 2004; Gao et al., 2011; Takken y Goverse, 2012). En un modelo 

reciente se ha propuesto que en las proteínas CC-NB-LRR el dominio CC interactúa 

simultáneamente con los otros dos para conformar una estructura compacta aun más estable 

(Takken y Goverse, 2012). Se ha observado que en algunos patosistemas el efector afecta la 

unión del domino NB-ARC con el dominio CC de la proteína R (Takken et al., 2006). Por 

ejemplo se ha evidenciado que las interacciones de los dominios CC, NB, y LRR  de la proteína 

Rx se disocian cuando la proteína de cubierta del virus X de la papa está presente (Swiderski 

et al., 2009). Para el caso de la proteína de resistencia de cebada MLA10, el dominio CC se 

asocia con factores de transcripción tipo WRKY (Caplan et al., 2008). En algunos casos una 

proteína accesoria regula las proteínas NB-LRR de manera negativa (Dodds y Rathjen, 2010). 

Se ha observado también que algunas proteínas NB-LRR se dimerizan tras la percepción del 

patógeno (Takken y Goverse, 2012). Los dominios TIR de las proteínas RPS4 y RPP1A activan 

la muerte celular independiente de la presencia de efectores (Burch-Smith y Dinesh-Kumar, 

2007). Un fragmento del dominio TIR de la proteína L6 tiene el potencial de oligomerizarse y 

este evento se correlaciona con su autoactividad para inducir muerte celular. Adicionalmente 

esta auto-asociación se inhibe cuando el domino TIR se encuentra en asociación con el 

dominio NB-ARC1 (Bernoux et al., 2011). Los posibles escenarios aquí mencionados 
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evidencian que la función de control de la respuesta inmune por parte de las proteínas NB-

LRR depende de las interacciones intra e inter-moleculares que estas puedan asumir en un 

momento determinado. 

Las combinaciones de dominios TIR-NB o TIR-X (en donde X indica la no presencia de un 

dominio canónico) también han demostrado ser interesantes debido a que los genes que las 

codifican se encuentran con alta frecuencia en los genomas vegetales. Se ha observado que 

variantes de los genes N de tabaco y M de lino que se producen por medio de splicing 

diferencial, producen este tipo de estructuras y son necesarios para una resistencia completa 

(Caplan et al., 2008). 

Teniendo en cuenta que la resistencia es una función altamente probable para proteínas de 

tipo NB-LRR (Hulbert et al., 2001; McHale et al., 2006) y que los dominios de las proteínas de 

resistencia y los receptores de PAMPs tienen secuencias de aminoácidos y estructuras 

conservadas, existe un potencial para desarrollar herramientas computacionales que 

permitan encontrar todos los posibles genes de este tipo en el genoma de una especie vegetal 

particular. Para M. esculenta esto ha sido posible gracias a que hace aproximadamente tres 

años se cuenta con un borrador del genoma que corresponde a la secuenciación de una línea 

producto del múltiples retrocruces de la variedad MCOL1505. 

1.2 Marcadores moleculares y el mejoramiento genético de 
plantas 

Los marcadores moleculares se pueden definir de manera simple como polimorfismos en 

secuencias de ADN entre individuos. Cuando se encuentran en una región genómica con 

proximidad  a un gen pueden denominarse incluso como etiquetas de genes (Collard et al., 

2005). Los marcadores moleculares son una herramienta útil para la evaluación de la 

variación génica (Kalia et al., 2010) y por esto se han utilizado ampliamente en estudios de 

diversidad, asociación y de evolución de genomas (Gaudet et al., 2007). Desde su desarrollo 

en los años 80s (Collard et al., 2005), han permitido la caracterización de germoplasma, el 

estudio de relaciones filogenéticas (Kole y Abbott, 2008), la identificación de regiones 

cromosómicas en donde se distribuyen genes de gran importancia agronómica (Meksem y 

Kahl, 2005) y la integración de mapas genéticos con mapas físicos (Varshney et al., 2005). Los 

marcadores moleculares brindan ventajas en la genotipificación de poblaciones y en la 

selección de individuos debido a que no son afectados por factores ambientales, no son 
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subjetivos, se pueden evaluar en cualquier estado de desarrollo o crecimiento de la planta y 

se pueden implementar para estudiar características controladas por genes únicos así como 

caracteres complejos (Collard et al., 2005).  

El desarrollo de marcadores asociados a características de interés y su aplicación en MAS 

presenta ventajas en comparación con el mejoramiento clásico que finalmente conducen al 

ahorro de recursos (Gupta y Varshney, 2000). Cuando los marcadores moleculares sustituyen 

la selección fenotípica convencional los mejoradores genéticos ahorran tanto tiempo de 

evaluación como espacio físico. Se ha calculado que para realizar la selección utilizando 

observaciones fenotípicas se requiere de la evaluación de hasta 16 veces más individuos de la 

progenie a ser evaluada que si se utilizan marcadores moleculares (Francia et al., 2005). 

Adicionalmente en programas de mejoramiento clásico se deben realizar de 6 a 8 retrocruzas 

para recuperar el genoma del parental recurrente. Cuando se emplea MAS no se requiere de 

grandes extensiones de tierra en donde sembrar los cultivares debido a que la selección se 

puede realizar en plántulas. La selección asistida por marcadores no está condicionada a 

evaluaciones fenotípicas que pueden no ser confiables o que pueden variar por las 

condiciones ambientales (Akinbo et al., 2007) y además permite realizar evaluaciones de 

varios genes a la vez (Collard et al., 2005). Para especies de ciclo de reproducción largo, como 

es el caso de la yuca, los programas de MAS son de alta importancia para elegir individuos en 

estadios tempranos de desarrollo y de esta forma reducir el tiempo y los recursos necesarios 

para el mejoramiento de las variedades (Akinbo et al., 2007). Se ha determinado que el 

desarrollo de una nueva variedad de yuca mediante mejoramiento genético clásico tarda 

aproximadamente 10 años y que este proceso se puede reducir a seis años cuando se 

implementa el mejoramiento molecular (Ferguson et al., 2011). Debido a que muchos 

caracteres de interés se encuentran en las especies silvestres y no en los cultivares, esta 

herramienta conlleva a la eficacia en programas de fitomejoramiento ya que se optimiza la 

transferencia de regiones genómicas cortas y se evita así el arrastre por ligamiento. Este 

último problema se presenta generalmente cuando la característica de interés es controlada 

por QTLs (quantitative trait loci) que son regiones del genoma en donde se agrupan genes 

que controlan una característica cuantitativa (Francia et al., 2005), como es el caso de la 

resistencia en yuca a varias de sus enfermedades. La selección asistida por marcadores ayuda 

además a elegir líneas o individuos que difieren únicamente en el carácter de interés sin 

poner en riesgo otras características (Francia et al., 2005).  
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1.2.1 Polimorfismo de nucleótido simple (SNP) 

Los SNPs (single nucleotide polimorfism) son las diferentes alternativas alélicas de 

nucleótidos presentes en una posición del ADN que se encuentran en una frecuencia mayor al 

1% en una población (Brookes, 1999) e incluyen diferencias de un nucleótido e 

inserciones/deleciones (InDels) (Zhu et al., 2003). Tienen una gran utilidad como 

marcadores moleculares debido a que son el polimorfismo observado con más frecuencia en 

genomas de eucariotes superiores (Neff et al., 1998), se caracterizan por ser estables 

(Brookes, 1999) y son una fuente de variación común dentro de individuos de una misma 

especie (Henry, 2008). Asimismo, estos marcadores que se denominan de tercera generación, 

se caracterizan por ser bialélicos (Gupta et al., 2001) y altamente reproducibles inclusive con 

diversas técnicas (Cabezas et al., 2011). Tradicionalmente su identificación requería de 

técnicas de secuenciación lo que generalmente los convertía en marcadores altamente 

costosos, sin embrago las nuevas tecnologías han permitido que este tipo de marcadores se 

conviertan en los más utilizados para ensayos de alto rendimiento en donde se pueden 

evaluar alto número de muestras y marcadores a la vez de manera automatizada (Gupta et 

al., 2001; Gut, 2001; Lörz y Widholm, 2005). Con el fin de encontrar SNPs en dos o más 

muestras de ADN se han utilizado metodologías como la amplificación especifica de locus, el 

alineamiento de secuencias genómicas o de Etiquetas de Secuencias Expresada o ESTs 

(expressed sequence tags) presentes en bases de datos o de secuencias “shotgun” de 

representación reducida (Gupta et al., 2001; Rafalski, 2002).  

Por otra parte, para la genotipificación de SNPs en poblaciones, se utilizan otro tipo de 

métodos. Inicialmente se utilizaban los RFLPs (restriction fragment length polymorphism) o 

AFLPs (amplified fragment length polymorphism) para la detección de SNPs, sin embargo 

estos marcadores se han venido reemplazando por otras metodologías de genotipificación 

que pueden ser fácilmente automatizables (Gupta et al., 2001). Estas tecnologías difieren 

principalmente en dos variables: en la identificación de los alelos discriminados (por 

hibridización o por métodos enzimáticos) y en el método para medir o analizar el 

polimorfismo (geles, fluorescencia, arreglos o espectrometría de masas) (Gut, 2001). Para la 

genotipificación de cantidades representativas de individuos, entre los métodos más 

conocidos para tal fin se encuentra el polimorfismo conformacional de cadena sencilla o 

SSCP, la amplificación alelo especifica o las técnicas independientes de geles como lo son el 

ensayo 5´nucleasa , las  balizas moleculares, el ensayo de ligación de oligonucleótido OLA 
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(oligonucleotide ligation assay), los chips o microarreglos de ADN, la hibridización dinámica 

alelo especifica (DASH), la minisecuenciación o extensión por primers, el análisis de 

heteroduplex modulado por temperatura, la pirosecuenciación, el ensayo invasivo de clivaje, 

entre otros (Tabla 1) (Gupta et al., 2001; Gut, 2001; Jenkins y Gibson, 2002). Con el fin de 

desarrollar técnicas para la evaluación de SNPs en una forma sencilla y fácilmente adoptable, 

se han propuesto metodologías derivadas de PCR (polymerase chain reaction) conocidas en 

general como PCR alelo específica, (allelic-specific PCR AS-PCR,  PCR allelic-specific 

amplification PASA o amplification refractory mutation system ARMS). Mediante esta 

metodología se pueden identificar los diferentes alelos utilizando primers cuyo nucleótido 

terminal 3´ es complementario al SNP. De esta forma se han logrado generar marcadores 

asociados a genes R en cereales (Mohler y Jahoor, 1996) y mapear exitosamente genes 

responsables de enanismo en trigo (Ellis et al., 2002). Se han realizado modificaciones a la 

técnica, en las cuales un cambio extra en alguna posición cercana al extremo 3´ del primer 

alelo especifico aumenta la especificidad de este (Drenkard et al., 2000). Otras 

modificaciones a esta metodología son la denominada PAMSA o amplificación PCR de 

múltiples alelos (PCR amplification of multiple specific alleles), en la que se utilizan pimers 

específicos para cada alelo en la misma reacción (Dutton y Sommer, 1991). También se ha 

reportado el uso de PASA bidireccional (Bi-PASA) en la que cada primer alelo especifico 

amplifica en una dirección opuesta (Liu et al., 1997) y la PCR que utiliza primers que 

contienen una  base bloqueada en su extremo 3’ (3'-terminal locked nucleic acid o LNA) 

(Nakitandwe et al., 2007).  

Tabla 1-1: Métodos para la genotipificación múltiple y eficiente de SNPs. Adaptada de Gut 
(2001) y de Jenkins (2000). 

Nombre del 
método 

Distinción de alelos Detección Formato de análisis 

GeneChip Hibridización Fluorescencia Microarreglo 

APEX Extensión de primers Fluorescencia Microarreglo 

OLA 
Ligación de 

oligonucleótidos 
Fluorescencia Microarreglo o gel 

EF microarray Hibridización Fluorescencia Microarreglo 

PNA Hibridización Directo Espectrometría de masas 

Masscode Hibridización Identificador de masa Espectrometría de masas 

PROBE Extensión de primers Directo Espectrometría de masas 

PinPoint Extensión de primers Directo Espectrometría de masas 

GOOD Extensión de primers Directo Espectrometría de masas 

Invader Clivaje por endonucleasas Directo o Espectrometría de masas y 
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fluorescencia lectura de placas 

MASDA Hibridización Fluorescencia Gel 

RFLP Clivaje por endonucleasas Fluorescencia Gel 

MADGE PCR Fluorescencia Gel 

SNapShot Extensión de primers Fluorescencia Gel 

Padlock Ligación Fluorescencia Gel 

SNP-IT Extensión con primers Fluorescencia Lector de placas 

FP-TDI Extensión con primers Fluorescencia Lector de placas 

Taqman Clivage por exonucleasas Fluorescencia FRET Lector de placas 

Balizas moleculares Hibridización Fluorescencia FRET Lector de placas 

PCR cinética PCR Fluorescencia Lector de placas 

Esferas codificadas 
Ligación de 

oligonucleótidos 
Fluorescencia Citometría de flujo 

Esferas codificadas Extensión de primers Fluorescencia Citometría de flujo 

Piro-secuenciación Secuenciación Quimioluminiscencia Otros 

d HPLC Wave Hibridización Detección UV Espectrometría de masas 

 

Por otra parte el desarrollo de marcadores de tipo “Secuencias Polimórficas Amplificadas y 

Clivadas” o CAPS (cleaved amplified polymorphic sequence), ha permitido la utilización de 

marcadores basados en polimorfismos como los SNPs en una forma económicamente 

asequible. Los marcadores CAPS se basan en las diferencias en los fragmentos producidos 

por el clivaje realizado por enzimas de restricción en productos PCR. Adicionalmente los 

CAPS derivados o dCAPS se proponen como una alternativa para convertir y genotipificar 

SNPs. Los CAPS se describen como co-dominantes (Neff et al., 1998) y debido a estar basados 

en PCR se pueden evaluar a un bajo costo y de manera eficiente sin la necesidad de equipos 

sofisticados ni de reactivos químicos especializados (Thiel et al., 2004). La elección en el 

método de identificación y genotipificación dependerá de las características del proyecto, 

principalmente del número de SNPs y del numero de muestras de ADN a evaluar (Gut, 2001).  

Los SNPs han sido utilizados ampliamente en la última década en mapeo genético, en 

estudios de historia evolutiva, para establecer estructuras de haplotipos y de desequilibrio de 

ligamiento (Kolkman et al., 2007), para integrar mapas físicos y genéticos (Rafalski, 2002) y 

para realizar identificación de variedades (Cabezas et al., 2011). Con frecuencia son 

preferidos sobre otros marcadores debido a su gran distribución y abundancia en los 

genomas eucariotes, por ser la fuente de variación entre alelos, por estar presentes cerca a 

cualquier gen en teoría (Rafalski, 2002) y por su alta reproducibilidad (Cabezas et al., 2011). 

Tienen el potencial de ser empleados directamente para identificar alelos asociados a un 
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fenotipo en particular (Nakitandwe et al., 2007). La importancia de los SNPs se ve reflejada 

en estudios de tanto impacto como lo es el HapMap, un proyecto en el cual se han validado 

3.1 millones de SNPs humanos y se ha establecido haplotipos de personas con ancestros de 

África, Asia y Europa, con el fin de catalogar la variabilidad genética entre humanos 

(Sachidanandam et al., 2001).  

La gran aceptación de los SNPs y su relación con caracteres de importancia agronómica se ha 

venido observando desde hace dos décadas (Brookes, 1999). Ejemplo de ello es el SNP 

asociado con la consistencia de gel del grano de arroz (Tran et al., 2011) y el SNP presente en 

el gen que codifica para la sintasa de almidón que diferencia a los individuos con alto y bajo 

contenido de amilosa en arroz y trigo (Gupta et al., 2001; Yanagisawa et al., 2003). Así mismo 

se ha determinado que hay una correlación entre los SNPs presentes en el gen waxy y el 

contenido de amilosa en cebada (Zhu y Zhang, 2010). Adicionalmente un SNP en cebolla 

permite la identificación de líneas que presentan esterilidad masculina citoplasmica (Alcala 

et al., 1997). Se han asociado SNPs al carácter de fragancia (Bradbury et al., 2005) y a la 

temperatura de gelatinización del arroz (Bao et al., 2006). Quizás el caso exitoso más 

conocido del empleo de SNPs en agricultura, es el estudio de identificación de SNPs que 

diferencian alelos de resistencia y susceptibilidad al quiste del nematodo de la soya (CNR cyst 

nematode resistance) (Liu et al., 2012b). En yuca se ha identificado un SNP en el gen de una 

fitoeno sintasa que es responsable de mayor acumulación de promitamina A en las raíces 

(Welsch et al., 2010). La identificación de SNPs ha permitido su utilización en mapeo genético 

en uva (Cabezas et al., 2011),  pepino llorón (Nakitandwe et al., 2007) y cebada (Varshney et 

al., 2007). La asociación de SNPs con fenotipos específicos en plantas es una labor en la que 

deben confluir los esfuerzos de la investigación con los fines prácticos del mejoramiento 

genético de plantas debido a que esta información no ha sido desarrollada con tanta 

eficiencia como en otros organismos. Los denominados métodos de secuenciación de última 

generación han sido el punto de inflexión en estudios genéticos y han sido especialmente 

influyentes en el campo de los marcadores moleculares. El avance en estas metodologías 

permite que cada día se puedan secuenciar mayor cantidad de muestras en menor tiempo y a 

menor costo económico. En este sentido la disponibilidad de genomas completos nos brinda 

una herramienta invaluable para la detección y genotipificación de SNPs. Asimismo las 

características de los SNPs han permitido el desarrollo de un sin número de tecnologías para 

su genotipifcación y por esta razón  son clasificados como de tercera generación. En conjunto 



Marco Teórico  

 

estos avances permitirán que los próximos años el desarrollo de SNPs y del mapeo genético 

presenten un crecimiento acelerado.  

1.2.2 Microsatélites o SSRs 

Los microsatélites (conocidos también como short tandem repeats (STRs), simple sequence 

repeats (SSRs) (Ellegren, 2004; Lörz y Widholm, 2005), simple sequence length polymorphism 

(SSLP) o sequence tagged microsatellite site (STMS) (Collard et al., 2005)) consisten en 

motivos de secuencias de 1-6 pb, repetidas en tándem. La denominación de “satélite” 

proviene de un pico satélite diferencial producto de la característica repetitiva de su 

secuencia, observado en los años 60, tras la digestión de ADN y posterior centrifugación por 

gradientes de densidad (Ellegren, 2004). Se encuentran ampliamente distribuidos en los 

genomas eucariotes (Tautz y Renz, 1984), están presentes incluso en los organelos (Kalia et 

al., 2010) y generalmente se encuentran bajo selección neutral (Roa et al., 2000a). Los 

microsatélites se clasifican dependiendo del número de repeticiones de los motivos en mono, 

di, tri, tetra, penta o hexanucleótidos. Otra clasificación empleada según la composición del 

motivo es básicamente en perfectos y compuestos o según su ubicación en nucleolares, de la 

mitocondria o del cloroplasto (Kalia et al., 2010). También se ha propuesto una clasificación 

que agrupa a los SSRs en dos clases. La clase I se compone de los SSRs de ≥20 pb y en la clase 

II se encuentran los SSRs que tienen entre 12 y 20 pb. Esta clasificación se realiza con base en 

la observación de que los SSRs más largos (clase I) han demostrado ser mas polimórficos que 

los que son más cortos (clase II) (Temnykh et al., 2001). Se ha observado que las mutaciones 

de los motivos de los microsatélites depende del número de repeticiones, del contenido de 

GC y de su ubicación genómica (Henry, 2008). El nivel de polimorfismo de los SSRs se debe 

en mayor medida a las diferencias en longitud que a cambios en la secuencia primaria. Los 

cambios en la longitud se deben a un fenómeno de la replicación conocido como “slippage” o 

deslizamiento, que es el fenómeno de re asociación desalineada de la polimerasa en la 

replicación después de un evento de disociación (Ellegren, 2004), aunque el   desigual 

en la recombinación también influye de manera importante. Los polimorfismos en los SSRs 

se establecen entonces cuando estos deslizamientos se escapan de las correcciones 

ejecutadas por la ADN polimerasa durante la replicación del ADN pero sobretodo de los 

mecanismos de reparación de “mismatches”. Se cree que los SSRs pueden estar implicados 

funcionalmente en la organización de la cromatina, en la expresión génica, en la presencia de 

puntos calientes de recombinación y pueden afectar la replicación del ADN (Li et al., 2002).  
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Los SSRs son considerados marcadores alelo específicos (Raji et al., 2009), altamente 

polimórficos, codominantes (Meksem y Kahl, 2005), heterocigotos, reproducibles, 

económicos (Mba et al., 2001) y multialélicos (Powell et al., 1996). Se les atribuyen las 

cualidades de ser robustos, confiables, transferibles entre poblaciones (Collard et al., 2005), 

fácilmente automatizables (Kalia et al., 2010) y generalmente se consideran más 

informativos que los SNPs (Ferguson et al., 2011). Tienen la gran ventaja de estar basados en 

PCR gracias a que las secuencias flanqueantes de las repeticiones son idóneas para el diseño 

de primers (Mba et al., 2001). Existen variaciones en los métodos de detección que incluyen 

el marcaje de los primers, la utilización de gel, el tipo de gel, del método de tinción o el uso de 

equipos de secuenciación. El análisis múltiple y semiautomático se realiza mediante 

detección de fluorescencia que permite el análisis de múltiples SSRs basándose en los 

diferentes tamaños de los marcadores y de los diferentes fluoroforos (Meksem y Kahl, 2005).  

1.2.3 Marcadores moleculares en yuca 

En cuanto al estudio de SNPs en yuca, vale la pena resaltar un estudio encaminado a realizar 

la identificación de SNPs mediante la búsqueda de polimorfismos en ESTs, la secuenciación 

de extremos 3´ de amplicones y de extremos de BACs, en el cual se encontraron 227 SNPs 

intravariedad y 149 SNPs intervariedad (Lopez et al., 2005a). Un análisis posterior permitió 

la identificación de 26 SNPs en regiones no codificantes de 9 genes (Kawuki et al., 2009). El 

análisis de secuencias de genes específicos ha permitido además la identificación de 57 SNPs 

en el gen G3pdh que codifica para la gliceraldehido 3-fosfato dehidrogenasa (Olsen y Schaal, 

1999), 36 SNPs en el gen BglA que codifica para una β-glucosidasa cianogenica, 36 SNPs en el 

gen Hnl de una α-hidroxinitrilo liasa (Olsen, 2004). Adicionalmente se han encontrado cuatro 

SNPs entre la yuca y las accesiones silvestres, en la región glicosil transferasa del gen sintasa 

de almidón unida al granulo (Ferguson et al., 2011). La elaboración y secuenciación de 

librerías cDNA a partir de hojas y raíces de yuca en diferentes condiciones ambientales 

permitió la identificación de 1.391 SSRs y de 2.356 SNPs (Sakurai et al., 2007). En el marco de 

un proyecto encaminado a identificar QTLs relacionados con resistencia a sequia, 

investigadores de la universidad Maryland identificaron 384 SNPs putativos en secuencias 

génicas y 371 SNPs putativos en el mapa físico de yuca 

(http://cassava.igs.umaryland.edu/cgi-bin/index.cgi).  

http://cassava.igs.umaryland.edu/cgi-bin/index.cgi
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Ferguson y colaboradores elaboraron una base de datos denominada HarvEST:Cassava, en la 

cual reunieron secuencias de ESTs de librerías construidas por ellos y las desarrolladas 

previamente por Anderson y colaboradores (Anderson et al., 2004) y por Sakurai y 

colaboradores (Sakurai et al., 2007). En estas secuencias identificaron 3.380 SNPs de los 

cuales 1.351 fueron validados técnicamente y 1.190 resultaron ser polimórficos para 53 

accesiones de yuca (Ferguson et al., 2012). 

Los marcadores moleculares de tipo SSR han sido de suma importancia en yuca para estudios 

de diversidad genética (Chavarriaga-Aguirre et al., 1998), evolución y sistemática molecular 

(Zou et al., 2011). En cuanto a los estudios de diversidad se han realizado comparaciones de 

los marcadores tipo SSR y los DarT (diversity arrays technology), en las cuales los SSRs han 

resultado favorecidos debido a que los DArT por ser bi-alélicos y dominantes resultan menos 

informativos (Hurtado et al., 2008). Marcadores de tipo SSR han sido desarrollados en yuca 

en su mayoría para estudios de diversidad genética (Roa et al., 2000b; Fregene et al., 2003; 

Elias et al., 2004; Lokko et al., 2007; Moyib et al., 2007; Raghu et al., 2007; Alzate et al., 2010). 

Estrategias para identificar SSRs en yuca incluyen la secuenciación de librerías de ADN 

previamente enriquecido con SSRs (Chavarriaga-Aguirre et al., 1998; Mba et al., 2001) y la 

búsqueda en secuencias de ESTs (Raji et al., 2009; Zou et al., 2011). A pesar de la relativa 

simplicidad de trabajar con este tipo de marcadores, en yuca el numero de SSRs encontrados 

es de aproximadamente 1.000 (Lokko et al., 2007). Teniendo en cuenta que múltiples grupos 

han venido desarrollando SSRs de manera independiente es altamente probable que los 

mismos marcadores hayan sido encontrados varias veces y denominados de manera 

diferente, así que en este caso el numero sería aún menor (Ferguson et al., 2011). En la 

actualidad la disponibilidad del genoma brinda la posibilidad de realizar búsqueda de 

patrones en las secuencias para así poder identificar marcadores moleculares (Wang et al., 

2008; Raji et al., 2009; Sonah et al., 2011). 

1.3 Mapeo genético en Manihot esculenta 

Un mapa genético se puede describir en simples términos como el diagrama o representación 

gráfica lineal de uno o más cromosomas en donde se muestran las posiciones relativas de 

genes y/o marcadores  para inferir la organización genómica de una especie (Collard et al., 

2005). Se construyen a partir de las probabilidades del evento de crossing-over que se refleja 

en las frecuencias de recombinación de loci en poblaciones segregantes. Estos valores son 
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considerados para estimar una medida de la distancia entre los loci involucrados basándose 

en que la probabilidad de que haya un evento de recombinación entre dos loci aumenta a 

medida que la distancia entre estos es mayor (Collard et al., 2005). Las unidades de distancia 

se denominan morgans o centimorgans (cM)  para valores cortos de intervalos, y equivalen al 

porcentaje de recombinación. El primer mapa genético fue elaborado en 1913 por Alfred H. 

Sturtevant, estudiante de Thomas H. Morgan, para seis factores ligados de Drosophila 

(Sturtevant, 1913). Desde entonces miles de mapas genéticos han sido creados para diversas 

especies que incluyen virus, bacterias, algas, protozoos, hongos, plantas y animales (O'Brien, 

1993). La creación de mapas genéticos facilita la asociación de estos marcadores con 

características dominadas por varios genes mediante el análisis de QTLs (Collard et al., 2005) 

y permite a su vez la ubicación de estos loci en intervalos de distancias genéticas definidas 

(Kole y Abbott, 2008). Los mapas genéticos son de gran utilidad para el estudio de 

características complejas, en los que es indispensable el conocimiento de la segregación de 

las regiones responsables de la variabilidad fenotípica. El mapeo genético brinda información 

relevante adicional en los esfuerzos por rastrear QTLs, puesto que representan la relación 

entre los marcadores (Doerge, 2002). El mapeo y la posterior co-localización con QTLs aporta 

evidencia para asignar, corroborar y validar la función de un gen o un marcador como gen 

candidato (Lopez et al., 2007). El mapeo del gen CMD2, de resistencia a la enfermedad del 

virus del mosaico de yuca CMD (cassava mosaic disease) es uno de los pocos ejemplos de la 

implementación del mapeo genético en el estudio de la resistencia a enfermedades en yuca. 

Con la ayuda de análisis de segregación masal (BSA) se logró determinar que un marcador 

SSR  flanqueado por un marcador RFLP y un RAPD, está asociado a este gen de resistencia 

(Akano et al., 2002).  

La construcción de un mapa genético depende de la naturaleza genética de la especie. Para el 

caso particular de la yuca, aún no se ha establecido con claridad si es una especie 

alopoliploide o alopoliploide segmental (Magoon et al., 1968), sin embargo es generalmente 

descrita como una especie alotetraploide de herencia disómica (Raji et al., 2009). Algunos 

autores han observado irregularidades mitóticas tales como cromosomas rezagados, 

separación retrasada de bivalentes, bivalentes desorientadas, monadas, diadas y poliadas 

(Bai, 1987). La yuca presenta 2n=36 cromosomas y se ha concluido además que proviene del 

cruce de especies taxonómicamente cercanas (Magoon et al., 1968). La poliploidía de la yuca 

se evidencia por el número de cromosomas nucleares, por presencia de cromosomas 

duplicados (Magoon et al., 1968) y se deduce gracias a que otros miembros del género 
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poseen de 6 a 11 cromosomas (Fregene et al., 1997). Estas características también se han 

observado en la especie silvestre Manihot glaziovii, lo que indica que la poliploidía fue 

heredada de un ancestro común. Se ha estimado que en su estado diploide, el contenido de 

ADN nuclear es de aproximadamente 1,67 pg, que correspondería a un tamaño de genoma 

haploide de 772 Mpb (Awoleye et al., 1994). Adicionalmente la yuca se caracteriza por ser 

altamente heterocigota (Fregene et al., 2003) como consecuencia del out-crossing derivado 

de la protoginia (Chen et al., 2010).  

Los mapas de yuca generados en décadas pasadas estaban basados principalmente en RFLPs 

y aunque los resultados fueron satisfactorios, estos marcadores fueron los primeros 

marcadores moleculares utilizados (Kole y Abbott, 2008) y son considerados hoy en día 

como de primera generación (Gupta et al., 2001). Estos marcadores presentan la gran 

desventaja de su alto costo y no pueden ser sometidos a evaluaciones de alto rendimiento 

(Kalia et al., 2010). Marcadores de tercera generación como los SNPs (Meksem y Kahl, 2005) 

y SSRs se proponen en la actualidad como alternativa moderna y eficiente. 

El primer mapa genético de la yuca se realizó hace catorce años y consistió en la evaluación 

genotípica principalmente de marcadores RFLPs, además de RAPDs, microsatélites e 

isoenzimas. Este mapa se desarrolló utilizando una población de 90 individuos que 

corresponden a la F1 (CM7857) de un cruce intraespecífico entre las variedades TMS30572 y 

CM2177-2 desarrollado en el Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) (Fregene et 

al., 1997). La variedad TMS30572 que fue utilizada como el parental femenino, es un cultivar 

desarrollado en el IITA (international institute of tropical agriculture ) en África, a partir del 

cruce entre TMS58308 x Branca de Santa Catarina (BSC) (Moyib et al., 2007). TMS30572 ha 

demostrado ser altamente tolerante a el virus del mosaico africano (ACMD) (Fregene et al., 

1997). CM2177-2, el parental masculino, es un cultivar elite producido por el CIAT, que 

exhibe tasas fotosintéticas altas, buenas características culinarias y tolerancia al piojo 

harinoso Phenacoccus manihoti Matile-Ferrero (Hemiptera: Pseudococcidae). Con base en las 

frecuencias de recombinación de los marcadores utilizados, en dicho estudio se detectaron 

20 grupos de ligamiento que abarcan 931.6 cM (60% del genoma total) (Fregene et al., 1997). 

Tres años más tarde se realizó el primer esfuerzo de mapear las bases genéticas de la 

resistencia a la enfermedad producida por Xam y el primer trabajo de análisis de QTLs en 

yuca bajo invernadero. Utilizando la misma población de 90 individuos producida para el 

desarrollo del primer mapa (CM7857) y 60 individuos adicionales, que corresponden a la 
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población suplementaria, se observó que 23 marcadores distribuidos en cinco grupos de 

ligamiento en el mapa parental femenino y cinco marcadores en el parental masculino, 

estaban relacionados con la resistencia a bacteriosis vascular. De esta forma se 

caracterizaron 12 QTLs que explican la resistencia en yuca a las cinco cepas de Xam 

empleadas para este estudio (Jorge et al., 2000). Posteriormente se desarrolló un análisis de 

QTL de resistencia a la bacteriosis vascular en campo, en Villavicencio, Colombia, una zona 

con alta presión de la enfermedad. En dicho trabajo se presentaron 14 marcadores asociados 

a resistencia y 8 QTLs que difieren entre los ciclos de cultivo evaluados y que son diferentes a 

los encontrados en la evaluación en invernadero. Se definió además al grupo de ligamiento D 

como importante en cuanto a su alto número de marcadores asociados a resistencia y a su 

baja recombinación (Jorge et al., 2001). 

Posteriormente se evaluaron 172 marcadores SSRs y 36 de ellos se situaron en el mapa ya 

establecido (Mba et al., 2001). Recientemente, en este mapa se ubicaron 21 EST-SSRs, 6 CAPS 

y un SNP (Lopez et al., 2007). Hacia el año 2006 Okogbenin y colaboradores desarrollaron un 

nuevo mapa en una población F2 de 268 individuos producto del retrocruce del individuo 

K150 de la población CM7857. Para este fin se emplearon 100 SSRs que mapearon en 22 

grupos de ligamiento abarcando una distancia genética total de 1236,7 cM (Okogbenin et al., 

2006). 

Recientemente se han desarrollado nuevos mapas genéticos con parentales de Asia y África. 

Utilizando las poblaciones producto de cruces de variedades provenientes de Tailandia 

Rayong 5 X Rayong 90 y Huay Bong 60 (HB60) X Hanatee (HT), se ha logrado mapear 18 SSRs 

de los desarrollados por Mba (Mba et al., 2001), 119 AFLPs (Kunkeaw et al., 2010), 81 EST-

SSRs, 226 SSRs (Kunkeaw et al., 2011) 181 SSRs y 118 EST-SSRs (Sraphet et al., 2011).  

Utilizando una población de 210 individuos descendientes de parentales de China (SC6 X 

Mianbao), se mapearon 231 marcadores AFLPs, 48 marcadores SRAPs, 41 SSRs y 35 EST-

SSRs distribuidos de manera no uniforme en 18 grupos de ligamiento (Chen et al., 2010). 

Empleando parentales africanos (Namikonga X Albert), se ha desarrollado también la 

construcción de mapas genéticos en donde se logró ubicar la posición de 528 EST-SNPs y 163 

EST-SSRs (Rabbi et al., 2012). 

En cuanto a los QTLs identificados en yuca se han logrado establecer estas regiones 

genómicas relacionadas con caracteres tales como productividad y arquitectura de la planta 

(Okogbenin y Fregene, 2003; Boonchanawiwat et al., 2011), rendimiento (Okogbenin et al., 
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2008), potencial cianogénico (Balyejusa Kizito et al., 2007; Whankaew et al., 2011), altura de 

la planta y de la primera ramificación (Boonchanawiwat et al., 2011), carotenos (Marín 

Colorado et al., 2009), deterioro fisiológico poscosecha (Cortés et al., 2002) y para resistencia 

a Xam (Jorge et al., 2000; Jorge y Verdier, 2002; Wydra et al., 2004; Lopez et al., 2007) y a la 

enfermedad del mosaico de la yuca (Lokko et al., 2004). 

 



 

2. Objetivos 

2.1 Objetivo General 

Desarrollar marcadores moleculares a partir de un grupo de genes que codifican proteínas 

con dominios característicos de inmunidad vegetal para mapearlos en la población F1 del 

mapa genético de Manihot esculenta. 

2.2 Objetivos Específicos: 

 Identificar polimorfismos en un grupo de genes que codifican para proteínas implicadas 

en inmunidad vegetal en las variedades TMS30572 y CM2177-2 de yuca. 

 Evaluar marcadores no anónimos para ser mapeados en los grupos de ligamiento 

actuales del mapa genético de Manihot esculenta  y así ser utilizados en estudios de 

genotipificación y selección asistida por marcadores. 

 Identificar regiones con alta densidad de marcadores moleculares asociados a 

resistencia. 

 Establecer posibles correlaciones entre genes candidatos de inmunidad con QTLs 

previamente reportados en yuca. 

 

 

 

 

 

 



 

3. Metodología  

3.1 Material vegetal y extracción de ADN 

La población de mapeo CM7857 consiste en una F1 de 150 individuos que fue producida 

mediante el cruce intraespecífico de las variedades TMS30572 y CM2177-2 de yuca (Manihot 

esculenta) (Fregene et al., 1997). La variedad TMS30572, utilizada como el parental 

femenino, es un cultivar desarrollado en el IITA (international Institute of Tropical 

Agriculture) en África a partir del tercer retrocruce de un individuo F1 producto del cruce 

entre M. esculenta y M. glaziovii, (TMS58308 x Branca de Santa Catarina (BSC) (Moyib et al., 

2007). CM2177-2, el parental masculino, es un cultivar elite producido en CIAT. Los 

genotipos TMS30572 y CM2177-2, fueron amablemente suministrados por la unidad de 

recursos genéticos de CIAT en donde se encuentra la colección in vitro de germoplasma. Las 

plantas se multiplicaron por medio de propagación de microesquejes en medio MS 

modificado (Murashige y Skoog, 1962) y crecieron en condiciones de 28°C y 16 horas luz. A 

partir de hojas de tejido joven se realizó la extracción de ADN siguiendo el protocolo 

propuesto por Triticarte ™ para tecnología de arreglos para diversidad (DArT®) 

(http://www.triticarte.com.au). Se utilizó un espectrofotómetro (NanoDrop 2000™) para 

evaluar la calidad y la cantidad del ADN extraído y adicionalmente se observó en gel de 

agarosa al 1% y teñido con bromuro de etidio. Los ADNs fueron diluidos a una concentración 

final de 10 ng/µl y se realizó una primera amplificación utilizando primers diseñados para el 

gen constitutivo de la α-tubulina con el fin de determinar si la calidad y cantidad de cada uno 

de ellos era apropiada para la evaluación de los marcadores. 

http://www.triticarte.com.au/
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3.2 Búsqueda de marcadores moleculares tipo SNP  

3.2.1 Selección de genes similares a genes de resistencia 

previamente caracterizados y genes de resistencia predichos 

preliminarmente mediante el uso de herramientas 

bioinformáticas 

Como primera instancia se eligieron algunos genes en yuca con base en su similitud con 

genes previamente reportados en otras especies vegetales que ya han sido caracterizados 

como genes de resistencia. Con este propósito se seleccionaron genes que codifican proteínas 

con los dominios NB-LRR de tipo TIR como los genes L6 (Lawrence et al., 1995) y M de lino 

(Anderson et al., 1997) que le confieren resistencia a Melampsora lini; los genes RPP5 y RPP1 

de Arabidopsis para resistencia a Hyaloperonospora arabidopsidis (Botella et al., 1998) y el 

gen N de resistencia de tabaco al virus del mosaico del tabaco (Whitham et al., 1994). Algunos 

genes de tipo NBS-LRR no TIR también fueron incluidos como el gen Xa1 (Yoshimura et al., 

1998), que en arroz genera resistencia a Xanthomonas oryzae pv. oryzae, los genes RPS5, 

RPS2 (Bent et al., 1994) y RPM1 (Grant et al., 1995) de Arabidopsis para resistencia a 

diferentes cepas de Pseudomonas syringae, el gen RGC2 de lechuga que le confiere resistencia 

a Bremia lactucae (Shen et al., 1998) y los genes de tomate I2 (Ori et al., 1997) y Cf2 (Dixon et 

al., 1996) para resistencia a Fusarium oxysporum sp  lycopersici y Cladosporium fulvum 

respectivamente. También se tuvo en cuenta el gen Pto de tomate como único representante 

de una proteína de resistencia con un dominio Serina/Treonina kinasa que le confiere 

resistencia a Pseudomonas syringae pv. tomato (Tang et al., 1996) 

Teniendo como referencia las secuencias de aminoácidos de las proteínas codificadas por los 

genes mencionados, se realizó un tblastn contra el genoma de yuca 

(http://www.phytozome.net/cassava). Los genes encontrados de esta forma constituyen el 

primer grupo de genes candidatos para la búsqueda de marcadores tipo SNP. 

Adicionalmente se seleccionaron 45 genes que hacen parte de una base de datos de genes de 

inmunidad de yuca, la cual fue obtenida a partir del genoma de yuca empleando modelos 

ocultos de Markov construidos para cada dominio (Ortiz et al., en preparación). Esta base de 

datos se compone de proteínas con dominos NBS, LRR, LysM, TIR y WRKY individuales o en 
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algunas de sus combinaciones. Se eligieron genes de copia única en el genoma para lograr 

una amplificación precisa (Kawuki et al., 2009). 

3.2.2 Diseño de primers y amplificación de regiones de genes 

seleccionados 

El diseño de primers se realizó con la herramienta computacional Primer3 (Rozen y 

Skaletsky, 2000). Los parámetros utilizados se describen en la Tabla 2-1 y el rango del 

tamaño del producto esperado se fijó entre 100 y 1.000 pb. En la medida de lo posible los 

primers se diseñaron en las regiones no traducidas o UTR (untranslated regions), siempre y 

cuando estas estuviesen presentes en la anotación del genoma de yuca. En su defecto, los 

primers fueron diseñados de tal modo que amplificaran regiones que comprendieran 

intrones, pero las secuencias de los primers debieron situarse en los extremos de los exones 

que flanqueaban el intrón para evitar que se amplificara más de una región del genoma. Los 

primers diseñados de esta forma se utilizaron para realizar amplificación mediante PCR 

utilizando el ADN genómico de las variedades TMS30572 y CM2177- 2.  

Tabla 3-3-1: Parámetros utilizados en el programa Primer3 para el diseño de primers. 

Parámetro Valor  

Tamaño mínimo del primer 18 pb 

Tamaño optimo del primer 20 pb 

Tamaño máximo del primer 27 pb 

Contenido mínimo de GC en el primer 20% 

Contenido optimo de GC en el primer 50% 

Contenido máximo de GC en el primer 80% 

Tm mínima 57°C 

Tm optima 60°C 

Tm máxima 63°C 
 

Se requirió estandarizar la temperatura de anillamiento para cada pareja de primers 

variando. A partir de los primers diseñados se realizaron PCRs empleando como ADN molde 

el proveniente de los dos parentales empleados para construir el mapa genético de yuca 

(TMS30572 y CM2177-2). Se evaluaron temperaturas de amplificación con valores pares 

desde 48°C hasta 66°C. La estandarización de la temperatura óptima para la amplificación es 

importante para elegir la temperatura máxima con la cual se observa amplificación del 
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producto y no se observen bandas con tamaños  inesperados, producto de una amplificación 

inespecífica. Las temperaturas ideales variaron entre 48°C y 64°C (Anexo B).  

Las reacciones se realizaron en un volumen final de 50 µl con concentraciones finales de 1X 

de Buffer (DreamTaq Buffer, Fermentas), 2.5 mM de MgCl2, 0.05 mM de cada uno de los 

deoxynucleótidos, 0,1 µM de cada primer, 0,2 U de Taq polimerasa (DreamTaq, Fermentas) y 

50 ng de ADN. Las reacciones se realizaron en un termociclador iCycler (BioRad). Las 

condiciones de la reacción fueron las siguientes: denaturación inicial a 94ºC por 2 minutos y 

35 ciclos de 30 segundos a 94ºC, 30 segundos a la temperatura de anillamiento calculada 

para cada pareja de primers y un minuto a 72°C. Una extensión final de 5 minutos a 72ºC 

finalizaba la reacción. Los productos de amplificación se separaron y visualizaron mediante 

electroforesis en geles de agarosa al 1,5%, con buffer TAE (0,5X) y se realizó tinción con 

bromuro de etidio. 

3.2.3 Identificación de SNPs 

Los productos amplificados a partir de los dos parentales se enviaron a la empresa de 

servicios de secuenciación Macrogen Inc en donde los productos PCR fueron sometidos a 

purificación y posterior secuenciación. Las secuencias obtenidas se analizaron con la ayuda 

de la versión Demo del programa Sequencher 4.0 (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MI, 

USA) en donde las secuencias fueron editadas de ser necesario y los cromatogramas fueron 

inspeccionados visualmente para la identificación y conteo de polimorfismos. Las secuencias 

se alinearon por medio del programa MUSCLE (Multiple Sequence Comparison by Log- 

Expectation) (Edgar, 2004). A partir de los alineamientos de las secuencias que presentaran 

SNPs se diseñaron marcadores moleculares alelo-específicos tipo CAPS (por sus siglas en 

ingles cleaved amplified polymorphic sequence). Para tal fin se utilizó el programa SNP2CAPS 

(Thiel et al., 2004), que utiliza los SNPs presentes en alineamientos de secuencias para 

identificar sitios de corte enzimático. Para la identificación de enzimas que realiza este 

programa se descargó la base de datos de enzimas “REBASE” versión 211 que contiene 797 

enzimas (Roberts et al., 2010). El diseño de este tipo de marcadores incluyó la selección de 

enzimas de restricción que cortaran diferencialmente los amplicones de las variedades 

TMS30572 y CM2177-2.  
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Paralelamente las secuencias consenso de los alineamientos se buscaron en el genoma de 

yuca utilizando la herramienta blast de phytozome (http://www.phytozome.net/search.php) 

para así determinar el gen correspondiente, determinar su anotación y corroborar la 

clasificación que fue asignada a la proteína para la cual codifican. Los resultados de las 

anotaciones en phytozome se compararon con la clasificación de la base de datos de 

proteínas de inmunidad en yuca (Ortiz et al., en preparación). 

Adicionalmente se utilizó la amplificación por PCR de alelos específicos o PASA (PCR allelic-

specific amplification) para la genotipificación de SNPs para los cuales no fue posible el 

diseño de CAPS. Para tal fin se diseñaron primers alelo específicos en donde el nucleótido en 

el extremo 3’ del oligo es complementario a la base presente en el alelo que contiene el SNP 

(Soleimani et al., 2003). Debido a que este único SNP en el primer no es suficiente para la 

amplificación específica de un alelo (Drenkard et al., 2000) se adicionó un mismatch 

desestabilizante adicional dentro de los tres (Kwok et al., 1994), cuatro (Drenkard et al., 

2000) o cinco nucleótidos aledaños al extremo 3’ (Gaudet et al., 2007). Este mismatch 

adicional disminuye la amplificación del alelo no especifico de manera considerable sin 

afectar la amplificación del alelo especifico (Drenkard et al., 2000). Con este fin se diseñaron 

diferentes combinaciones de primers y su calidad se evaluó con la herramienta de análisis de 

propiedades de primers del programa CLC y se eligieron como parámetros de elección la 

temperatura de melting (optima de 60°C), el auto anillamiento, el auto anillamiento en el 

extremo 3´ y el contenido GC (20-80%). Los primers diseñados se encuentran listados en la 

Tabla 3-2 en donde se indica la base 3’ que discrimina el SNP y el mismatch adicional.  

Los primers previamente empleados en la amplificación de los ADNs de las variedades 

parentales, se emplearon en conjunto con los primers alelos específicos como primers 

externos. Las reacciones de PCR se realizaron bajo las condiciones descritas previamente. La 

temperatura de anillamiento para cada pareja de primers se estandarizó con el objetivo de 

establecer a que temperatura máxima se obtiene un amplicón exclusivamente en uno de los 

dos parentales. En la Figura 3-1 se presenta la estrategia general en donde los primers 

externos se indican como Primer A y Primer B y el primer alelo especifico esta señalado como 

primer C. Inicialmente se propuso realizar las reacciones con el primer alelo específico en 

conjunto con los primers externos (primer A + primer B + primer C). 

http://www.phytozome.net/search.php


Metodología 42 

 

Tabla 3-2-2: Primers diseñados para amplificar un alelo de manera específica. 

Nombre del 
primer 

Amplicón Secuencia 
Tamaño 

A 
Tamaño B 

SNP_22R cassava4.1_000534m 
AGGGCATAAGGCATCCGATG 

767 593 
AGGGCATAAGGCATCCAATG 

SNP_23R cassava4.1_000331m 
AAAATATGCCTTCAATTGCTGC 

610 500 
AAAATATGCCTTCAATTGCTTC 

SNP_29F cassava4.1_034433m 
TGAAGGAAAATCAAAATCCGGT 

608 419 
TGAAGGAAAATCAAAATCCTGTT 

SNP_30R cassava4.1_019111m 
AAAGATAACACTTTCAGATTCT 

700 587 
AAAGATAACACTTTCAGATTTT 

SNP_34R cassava4.1_021000m 
CACATTAAACAGTAGAACTGGGGAG 

800 480 
CACATTAAACAGTAGAACTGGAGAG 

SNP_38R cassava4.1_027368m 
CAAAAGCCCTTCTTCTCACT 

873 740 
CAAAAGCCCTTCTTCTCCCT 

SNP_54F cassava4.1_000595m 
TGTGATGCAGAAACCAGGTC 

771 517 
TGTGATGCAGAAACCAGTTC 

SNP_55R cassava4.1_000485m 
GCATACTCCAAACAACTCCAGA 

526 228 
GCATACTCCAAACAACTCAAGA 

Los SNPs (ubicados en el extremo 3’ de los primers), se encuentran subrayados en la tabla. La 

secuencia original se encuentra en la parte inferior de la casilla y el primer con el mismatch adicional 

(en cursiva), se encuentra en la parte superior. Tamaño del producto esperado con los primer externos 

(Tamaño A) y con el primer alelo específico (Tamaño B). 

 

Se esperaba que todas las muestras de ADN amplificaran con los primers externos (primer A 

+ primer B) cuyo tamaño esperado es mayor que el del producto tras la reacción con el 

primer alelo específico. Esta banda en todos los individuos evaluados se emplea además 

como control positivo de la reacción de PCR (Soleimani et al., 2003). El producto con los 

primers alelo específicos se espera únicamente en las muestras de ADN que posean el SNP 

complementario a la base del extremo 3´ del primer alelo especifico. Debido a que las 

reacciones se deben llevar a cabo con la temperatura de anillamiento máxima a la cual se 

obtiene un amplicón, las temperaturas de anillamiento de los primers externos y los primers 

alelos específicos diferían bastante y por esta razón la estrategia inicial no se pudo llevar a 

cabo. En consecuencia las reacciones de PCR se realizaron utilizando solamente el primer 

alelo específico y uno de los primers externos (primer A + primer C), de tal forma que se 

observa amplicón únicamente en los casos que se presenta el SNP. 
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Figura 3-1: Estrategia PASA utilizando un primer alelo-especifico.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3 Búsqueda de SSRs que se encuentran en regiones 

adyacentes a genes putativos de inmunidad en yuca,  

diseño de primers y amplificación en parentales. 

Se realizó una búsqueda de SSRs en el genoma  de yuca y en los genomas de las especies 

relacionadas Populus trichocarpa (Álamo) (Tuskan et al., 2006), Ricinus communis (Ricino) 

(Tuskan et al., 2006), Linum usitatissimum (Lino) (Wang et al., 2012) y Jatropha curcas 

(Jatrofa) (Sato et al., 2011) con ayuda del programa MISA (MIcroSAtellite identification tool, 

http://pgrc.ipk-gatersleben.de/misa). Se realizó una búsqueda además en los contigs y 

singletons de los ESTs de yuca que se encuentran en la base de datos de yuca 

(http://cassava.igs.umaryland.edu/cgi-bin/downloads.cgi) que se compone de 30.645 

secuencias. Paralelamente se buscaron los SSRs que se encuentran genómicamente cerca de 

los genes que codifican proteínas con dominios típicos presentes en las proteínas de 

resistencia vegetal: LysM, LysM-Pkinase, NBS, NBS-LRR, TIR-NBS-LRR, TIR-NBS Y TIR. Como 

punto de partida se utilizó la base de datos de proteínas que contienen estos dominios (Ortiz 

et al., en preparación). A continuación se realizó una búsqueda inicial de SSRs de las regiones 

en donde se encuentran estos genes. Se utilizó la herramienta BioMart del Phytozome para 

extraer las secuencias de estas regiones genómicas. El numero de bases de la región 

flanqueante corriente arriba y corriente abajo del gen se delimitó a 25.000 pb. Las secuencias 

Demostracion de electroforesis de productos 

PCR utilizando las diferentes combinaciones 

de los primes A, B y C, con las dos variedades 

utlizadas como ejemplo en el diagrama. 

 

http://pgrc.ipk-gatersleben.de/misa
http://cassava.igs.umaryland.edu/cgi-bin/downloads.cgi


Metodología 44 

 

de estas regiones se utilizaron como secuencias input para MISA que realizó la búsqueda de 

los SSRs. Como parámetros que utiliza MISA se estableció que se identificaran SSRs de tipo I 

(tamaño ≥20 pb) (Temnykh et al., 2001) de tipo di, tri, tetra, penta y hexa-nucleótidos. No se 

tuvieron en cuenta los mono-nucleótidos debido a la dificultad de evaluar el polimorfismo en 

este tipo de SSRs. Se eligieron únicamente SSRs con repeticiones perfectas. Se utilizaron los 

programas que permiten el intercambio de datos entre MISA y Primer3, para así diseñar los 

primers que flanquean los SSR (Thiel et al., 2003). Los parámetros utilizados fueron iguales a 

los anteriormente mencionados (Tabla 2-1) y se fijó  el tamaño del producto esperado en un 

rango de 100 a 300 pb. Se diseñaron primers para 437 SSRs con la ayuda del programa 

primer3 (Rozen y Skaletsky, 2000) y finalmente se eligieron 30 parejas de primers para ser 

sintetizados y evaluados. 

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo siguiendo las condiciones descritas previamente y 

se estandarizaron las temperaturas de anillamiento para cada pareja de primers que 

amplifican los SSRs con los ADNs de las variedades parentales. Los amplicones fueron 

mezclados con 4 µl de buffer de carga a base de formamida (98% formamida, 10 mM EDTA, 

pH = 8.0, azul de bromofenol y xilene cianol), denaturados durante 5 min a 94°C e 

inmediatamente enfriados en hielo. Un volumen de 2 µl de esta mezcla de cada amplicón fue 

cargada en geles denaturantes (urea 5M) de acrilamida: bisacrilamida 19:1 al 6%. La 

electroforesis se llevo a cabo con buffer TBE (tris-borato-EDTA) 0,5M en cámaras de 

electroforesis (Thermo Scientific) a 70 W durante 2 horas. Finalmente los geles fueron 

teñidos con nitrato de plata, siguiendo el protocolo propuesto por Creste y colaboradores que 

es el resultado de una adaptación y modificación del protocolo desarrollado por Beidler en 

1982 (Creste et al., 2001). 

3.4 Evaluación de la segregación de los marcadores SNPs 

convertidos y de SSRs en la población de mapeo 

Los marcadores elegidos se evaluaron en la población CM7857 producto del cruce entre 

TMS30572 y CM2177-2 que también es llamada familia K. Se realizaron reacciones PCR 

según el protocolo descrito previamente con la modificación de un volumen final de reacción 

de 15 µl. Los amplicones de las reacciones PCR utilizando los primers alelo específicos para la 

evaluación de SNPs fueron evaluados en geles de agarosa al 1.5% y teñidos con bromuro de 

etidio. Los amplicones de los primers SSRs fueron evaluados en geles denaturantes de 
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poliacrilamida al 6% y teñidos con nitrato de plata como se describió anteriormente. Se 

construyó una matriz de segregación de los marcadores SSRs y SNPs en la población con base 

en la observación de la presencia o ausencia de los alelos discriminados. Esta matriz fue 

convertida a códigos de tipos de segregación. Se definió el tipo de población como F2 

backcross. Los marcadores fueron mapeados con ayuda el programa MapDisto (Lorieux, 

2012). 

 

 



 

4. Resultados 

4.1 Identificación de SNPs en parentales de la población. 

Con el fin de desarrollar marcadores moleculares que puedan estar asociados a genes de 

inmunidad en yuca, se analizaron las secuencias de regiones no codificantes de genes 

putativos de inmunidad en dos variedades parentales de una población de mapeo. La 

selección de genes se dividió de la siguiente manera: un grupo (Grupo I) compuesto por 12 

genes similares a genes de resistencia previamente reportados en otras especies L6, RPP5, 

RPP1, N, Xa1, RPS5, RPM1, RPS2, RGC2, I2, Pto y Cf2. Adicionalmente se eligieron 45 genes 

seleccionados a partir de la de la base de datos de genes putativos de inmunidad en yuca para 

conformar un segundo grupo (Grupo II). Esta base de datos fue obtenida a partir del análisis 

de la presencia de dominios conservados en las proteínas de inmunidad (NB, LRR, kinasa, 

TIR, LysM, WRKY) (Ortiz et al., en preparación).  

4.1.1 Diseño de primers y amplificación de regiones de genes 
seleccionados 

 Regiones génicas seleccionadas para el diseño de primers 

Las secuencias de los genes seleccionados se inspeccionaron con el fin de identificar las 

regiones no codificantes que se esperaba amplificar. Las 58 parejas de primers fueron 

diseñadas de tal manera que amplificaran regiones no codificantes. En consecuencia se 

eligieron preferiblemente los intrones o las regiones 5’ y 3’ UTR cuando la anotación del gen 

lo permitiese. En los casos en que los genes carecían de las regiones mencionadas se optó por 

diseñar los primers en los 1.000 pb corriente abajo del gen (Anexo A). El único caso en el que 

se contó con la secuencia de las regiones UTR tanto 5’ como 3´en la anotación del phytozome 

fue para el gen de yuca similar al gen Pto y por esta razón se diseñó primers para ambas 

regiones (primers No.12 y No.13). En todos los otros casos solo se diseñó una pareja de 

primers por gen. En total el 7% (4) de los primers se diseñaron en regiones 3’ UTR, el 12% 
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(7) en regiones 5’UTR, el 28% (16) corriente abajo del gen y 53% (32) en uno de los intrones 

del gen. El tamaño del producto esperado se encuentra en el rango de 211 pb a 1185 pb 

(Anexo A). Las parejas de primers se denominaron con los números de 1 al 58. A los primers 

diseñados a partir de los genes del grupo I, se les asignaron los números del 1 al 13 mientras 

que a los del grupo II fueron nombrados con los números del 14 al 58 (Anexo A). Los primers 

No. 56 fueron diseñados en el intrón del gen cassava4.1_031234m que corresponde al 

denominado gen putativo de inmunidad RXam2. Este gen fue identificado mediante la 

estrategia de genes candidatos y su secuencia colocaliza con un QTL que explica el 61,6% de 

la respuesta fenotípica de resistencia observada cuando se realiza inoculación con la cepa 

CIO151 de Xam (Lopez et al., 2003; Lopez et al., 2007). Los primers No. 23 amplifican un 

intrón del gen cassava4.1_000331m que fue predicho mediante herramientas 

computacionales como blanco de miR482, miembro de una superfamilia de microRNAs que 

regulan la expresión de proteínas NBS-LRR (Perez-Quintero et al., 2012) 

 Amplificación en variedades parentales 

Para 15 (26%) de los primers diseñados no se presentó amplificación bajo ninguna de las 

temperaturas evaluadas por lo que los genes correspondientes no se pudieron analizar. Para 

7 primers (12%) se observó un amplicón de tamaño que difería del esperado, no obstante 

estos amplicones fueron utilizados en los análisis. 

Cuando se realizaron los PCRs utilizando las parejas de primers No. 3, No. 40, No. 50 y No. 58, 

los amplicones resultaron estar a muy baja concentración y por lo tanto estas muestras no 

pudieron ser secuenciadas. Para los primers No. 53 se presentaron múltiples bandas en 

ambos parentales y por consiguiente estos primers no fueron utilizados para los análisis 

posteriores. En los ensayos con los primers No. 7 y No. 28 se observó la amplificación de tres 

y dos bandas respectivamente en la variedad TMS30572 mientras solo se observó una banda 

del tamaño esperado en la amplificación con el ADN de la variedad CM2177-2 (Figura 4-1). 

Esta amplificación diferencial fue aprovechada para la genotipificación de la progenie. 
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Figura 4-1: PCRs en los parentales utilizando los primers No. 7 y No. 28 que resultan en 
múltiples bandas para la variedad TMS30572. 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 Genes de yuca a los cuales pertenecen los fragmentos amplificados y anotación funcional 

Con el fin de determinar a qué gen específicamente pertenecen las regiones amplificadas y 

utilizadas para el análisis de SNPs y cuáles son los dominios para los cuales codifican, las 

secuencias obtenidas a partir de los amplicones por cada parental fueron comparadas 

mediante la herramienta blast de nucleótidos en el genoma de yuca. Los nombres de los 

genes de yuca a los que pertenecen las secuencias amplificadas y los dominios a los que 

corresponden según la base de datos de proteínas de inmunidad de yuca (Ortiz et al., en 

preparación) se encuentran en la Tabla 4-1. Los nombres de los genes fueron utilizados para 

denominar los amplicones correspondientes. Por medio de los resultados del blast se 

determinó que los genes correspondientes codifican para proteínas de ocho clases: NB, NB-

LRR, TIR-NB-LRR, TIR-NB, TIR-LRR, STK, LRR-STK y WRKY. Los resultados del blast indican 

que los fragmentos amplificados con los primers No. 4 y No. 15 amplifican dos regiones 

sobrelapantes del intrón del mismo gen (cassava4.1_028330m). Por otra parte los primers 

No. 20 y los primers No. 49 aunque pertenecen al mismo gen, corresponden a las secuencias 

del intrón y corriente abajo del codón de parada respectivamente, razón por la cual estos 

amplicones fueron considerados independientemente y se denominaron como 

cassava4.1_028330m-1 y cassava4.1_028330m-2. A partir de los blast realizados con los 

amplicones del grupo I obtenidos a partir de ADN de yuca, se observó que los genes a los que 

pertenecen no corresponden a los mejores hits con los genes R con los que inicialmente se 

realizó la búsqueda y diseño de los primers. Esto se debe a que la selección de los genes de 

Primers No. 7                     Pimers No. 28 

850 pb 

500 pb 

400 pb 
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yuca similares a estos genes R se realizó con la primera anotación del genoma, mientras que 

estos análisis confirmatorios se realizaron con la segunda anotación del genoma. Esto indica 

que en esta última anotación existen otros genes que codifican para proteínas que tienen 

mayor similaridad con estas proteínas R, previamente no anotados en la primera versión del 

genoma. 

Tabla 4-1: Genes de yuca a los cuales pertenecen las regiones amplificadas, su anotación en 
la base de datos de proteínas de inmunidad de yuca los SNPs identificados. 

 

Amplicón 
Anotación 
 funcional 

Secuencia 
en 

TMS30572 

Secuencia 
en 

 CM2177-2 

SNPs intravaridedad 
SNPs 

 intervariedad 
Nombre 

del 
primer 

TMS30572 CM2177-2 

No.1 cassava4.1_000585m TIR-NB-LRR   0 0 0 

No. 2 cassava4.1_029300m* NB   1 0 9 

No. 4 cassava4.1_028330m TIR-NB-LRR BC  X 0 X 

No. 5 cassava4.1_025603m* NB-LRR   0 4 5 

No. 6 cassava4.1_001427m* NB-LRR   0 5 0 

No. 8 cassava4.1_028506m* STK   4 0 1 

No. 9 
cassava4.1_000023m NB-LRR   0 0 0 

No.10 cassava4.1_029580m NB-LRR   0 0 0 

No. 12 cassava4.1_001727m-1 STK   0 0 0 

No. 13 cassava4.1_001727m-2 STK   0 0 0 

No.14 cassava4.1_033473m TIR-NB-LRR   0 0 0 

No. 15 cassava4.1_028330m TIR-NB-LRR  BC 0 X 6 

No.17 cassava4.1_000944m TIR-NB-LRR BC(R)  X 0 X 

No.18 cassava4.1_028794m* TIR-LRR   5 0 3 

No.20 cassava4.1_025042m-1 TIR-NB-LRR   0 0 3 

No. 22 cassava4.1_000534m* TIR-NB-LRR   7 1 0 

No. 23 cassava4.1_000331m* TIR-NB-LRR   1 0 0 

No.26 cassava4.1_000573m* TIR-NB-LRR   6 0 1 

No.27 cassava4.1_000627m TIR-NB-LRR   0 X X 

No. 28 cassava4.1_000589m TIR-NB-LRR dos bandas  X X X 

No.29 cassava4.1_034433m* TIR-NB-LRR   5 0 0 

No. 30 cassava4.1_019111m* -   1 4 0 

No. 31 cassava4.1_034116m* NB-LRR   2 0 0 

No. 32 cassava4.1_012109m WRKY BC(R)  X 0 X 

No. 33 cassava4.1_003635m LRR-STK   0 0 0 

No. 34 cassava4.1_021000m* NB-LRR   2 0 0 

No. 35 cassava4.1_031604m* NB-LRR   1 6 0 

No. 38 cassava4.1_027368m* NB-LRR   4 5 2 
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No. 41 cassava4.1_029444m* TIR-NB-LRR  BC 0 2 1 

No. 42 cassava4.1_031334m TIR-NB   5 5 0 

No. 43 cassava4.1_024151m TIR-NB-LRR   0 0 0 

No. 44 cassava4.1_030208m* TIR-NB-LRR   0 9 4 

No. 49 cassava4.1_025042m-2 TIR-NB-LRR BC  X 0 X 

No. 54 cassava4.1_000595m* NB-LRR   1 0 0 

No.55 cassava4.1_000485m* NB-LRR   0 1 0 

No. 56 cassava4.1_031234m NB-LRR  BC(R) 0 X X 

No. 57 cassava4.1_032626m NB-LRR BC(R)  X 0 X 

BC: Baja calidad, (R) la secuenciación se repitió. *Amplicones que pueden ser mapeados. 

 

4.1.2 Búsqueda de marcadores moleculares tipo SNPs en los genes 

de inmunidad en los parentales de una población de mapeo de 

Manihot esculenta. 

Teniendo en cuenta que estos parentales son heterocigotos y además debido a que la yuca es 

considerada una especie altamente heterocigota, es posible identificar SNPs dentro de la 

misma variedad (intravariedad) así como SNPs presentes entre dos variedades 

(intervariedad), por esta razón los análisis fueron realizados según esta clasificación y serán 

presentados de esta forma. Tras la amplificación y posterior secuenciación de los amplicones, 

se logró obtener secuencias de calidad para 28 amplicones provenientes de ambas 

variedades. Se contó con 31 amplicones secuenciados en la variedad TMS30572 y 33 para 

CM2177-2 (Tabla 4-1).  

La inspección visual de los cromatogramas resultado de la secuenciación de los amplicones 

de las variedades TMS30572 y CM2177-2, permitió la identificación y el análisis de SNPs. El 

tamaño promedio de los amplicones evaluados es de 466 pb. En total se analizaron 16.575 pb 

en la variedad TMS30572 en donde se encontró en promedio un SNP intravariedad cada 

368,3 pb. Para la variedad CM2177-2 se analizaron en total 16.302 pb en donde se encontró 

un SNP intravariedad cada 388,1 pb. El análisis de 13.992 pb totales de los alineamientos de 

las secuencias de ambos parentales permitió identificar un SNP intervariedad cada 399,7 pb. 

Estos valores indican que los SNPs intravariedades son más frecuentes que los 

intervariedades. Cuando se realizó el análisis de todos los SNPs identificados se encontró que 

no hay una distribución equitativa de la frecuencia del tipo de mutaciones. En general se 
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observa que las mutaciones de tipo transición es la más frecuente y representa el 50,8% de 

los SNPs totales, mientras que el 49,2% restante corresponde sustituciones de tipo 

transversión (Figura 4-2). Adicionalmente se observó que la mayoría de los SNPs (~68%) 

totales se identificaron en regiones intrónicas de los genes (Figura 4-3). El 36,8% de los SNPs 

identificados se encuentran en genes que codifican para proteínas de tipo TIR-NB-LRR 

(Figura 4-4). 

 

Figura 4-2: Frecuencias absolutas de SNPs encontrados y clasificados según el tipo de 
mutación. 

 

Figura 4-3: Número  de SNPs clasificados según la región génica en la cual se encuentran.      
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 Polimorfismos Intravariedades 

Para el análisis de SNPs intravariedades se tomaron en cuenta los 28 cromatogramas que 

resultaron ser de buena calidad en ambas variedades así como las 8 secuencias que 

resultaron exitosas únicamente para una de las variedades parentales (tres de TMS30572 y 

cinco de CM2177-2 (Tabla 4-1). Valores de baja calidad se vieron reflejados en los 

cromatogramas asociados a las secuencias, en los cuales se pueden observar múltiples picos 

en una misma posición, lo que es comúnmente denominado como ruido. Cinco de los 

amplicones cuyas secuencias resultaron de baja calidad fueron nuevamente amplificados y 

secuenciados, pero una vez más las secuencias no fueron aptas para el análisis de SNPs. En 

consecuencia no se repitió la secuenciación de los  amplicones restantes que tenían bajos 

valores de calidad. 

En los cromatogramas de las secuencias de los amplicones de la variedad TMS30572 se 

identificaron 45 SNPs putativos intravariedad distribuidos en 14 genes. Por otro lado a partir 

de las secuencias obtenidas de los amplicones de la variedad CM2177-2 se identificaron 42 

SNPs putativos distribuidos en 10 genes (Tabla 4-1).  

En promedio se identificó de uno a nueve SNPs en cada región génica (Figura 4-5). La 

mayoría de los amplicones generados a partir de TMS30572 presentaron un solo SNP, 

mientras que cinco SNPs por gen fue la situación que se observó con mayor frecuencia en la 

variedad CM2177-2. Se observaron solamente dos casos de amplicones con un alto número 

de SNPs. El amplicón cassava4.1_030208m obtenido a partir de CM2177-2 fue el que mayor 

numero de SNPs presentó (nueve). Curiosamente este mismo amplicón en la variedad 

TMS30572 no presentó ningún SNP. El segundo amplicón con mayor SNPs fue 

cassava4.1_000534m con siete SNPs que se observaron en la variedad CM2177-2. La mayoría 

de los SNPs intravariedad identificados resultaron ser transiciones A/G, C/T (Figuras 4-1 y 4-

6). Para la variedad TMS30572 las transiciones representan el 51,1%, mientras que en 

CM2177-2 alcanzan el 60%. 

La mayoría de los SNPs (42%) presentes en la variedad TMS30572 se encuentran en los 

amplicones de genes que codifican para proteínas de tipo TIR-NB-LRR, mientras que las 

regiones con más SNPs (50%) de la variedad CM2177-2 se encuentran en genes que codifican 

para proteínas NB-LRR. No se encontraron SNPs en la variedad CM2177-2 para los genes que 

codifican para proteínas con un único dominio NB, para proteínas TIR-LRR y proteínas STK 
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(Figura 4-4). Alrededor del 60% de los SNPs tanto para TMS30572 como para CM2177-2 se 

identificaron en intrones (Figura 4-3). Este resultado era esperado como consecuencia de 

que la mayoría de los primers fueron diseñados en estas regiones génicas. Sin embargo 

aunque se utilizó una mayor cantidad de primers para amplificar regiones 5’UTRs en 

comparación con los 3’UTRs (12% y 7% respectivamente) se encontraron más SNPs en los 3’ 

UTR. Esto se debe a la cantidad de SNPs que un solo amplicón aporta, en este caso el 

amplicón cassava4.1_000534m en el que se identificaron ocho SNPs intravariedad (siete en 

TMS30572 y uno CM2177-2). 

Figura 4-4: Frecuencia de SNPs en las regiones no codificantes de genes clasificados según la 
categoría de proteínas de inmunidad. 

 

Con miras a explotar los SNPs identificados para el desarrollo de marcadores moleculares 

que puedan ser empleados en mapeo genético solamente se pueden considerar aquellos 

SNPs que cumplan dos criterios para poder observar su segregación : i) estar presentes en 

solo uno de los parentales y ii) estar en estado heterocigoto. Solamente un total de 69 SNPs 

(36 en TMS30572 y 33 en CM2177-2) distribuidos en 18 genes cumplen este criterio (Tabla 

4-1).  

 Polimorfismos intervariedades 

Los análisis de cromatogramas de los 28 amplicones obtenidos a partir de los parentales 

permitieron identificar 35 SNPs presentes en 9 genes. La frecuencia de SNPs por amplicón se 

presenta en la Figura 4-5 en donde se observa que  la mayoría de éstos presentan entre 1 a 6 
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SNPs. El mayor número de SNPs se encuentran en el amplicón cassava4.1_029300m con 9 

SNPs. Con respecto al tipo de sustituciones, se pudo poner en evidencia que los SNPs 

intervariedad son en su mayoría transversiones (60%) (Figura 4-6). Sin embargo es 

importante mencionar que cuando se observan en detalle los cambios de nucleótidos se 

observa que C/T está presente en la mayoría (31,4%) de los casos en comparación con los 

otros cinco tipos de mutaciones (Figura 4-2).  

Figura 4-5: Frecuencia del número de SNPs observados en cada amplicón. 

 

La mayoría de los SNPs (40%) fueron identificados en amplicones de genes cuya anotación 

funcional corresponde a proteínas TIR-NB-LRR. No se encontraron SNPs en genes que 

codifiquen para proteínas TIR-NB (Figura 4-4). Aproximadamente el 83% de estos SNPs 

están presentes en los intrones y no se encontraron SNPs en las regiones UTRs (Figura 4-3). 

Adicionalmente a los polimorfismos de tipo SNP, se identificaron indels en las secuencias de 

dos amplicones. Un primer indel de 12 pb en el amplicón correspondiente al intrón del gen 

cassava4.1_030208m y un segundo indel de 2 pb en el amplicón del intrón del gen 

cassava4.1_028330m.  
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Figura 4-6: Número de SNPs identificados en las variedades evaluadas, clasificados en 
transiciones y transversiones. 

 

Aunque la secuenciación de fragmentos PCR de especies poliploides potencialmente pueda 

generar registros para los diferentes alelos de un loci, los SNPs se describen como 

marcadores bi-alélicos. Durante el desarrollo del presente trabajo se observó que en efecto la 

mayoría de los SNPs identificados son de este tipo aunque se presentó una excepción para el 

caso del amplicón cassava4.1_000573m en donde en una misma posición se observan tres 

alelos, dos en TMS30572 (G/A) y uno en CM2177-2 (T) (Figura 4-7). 

Figura 4-7: Polimorfismos identificados entre las variedades TMS30572 (panel de arriba) y 
CM2177-2 (panel de abajo) en donde se señalan tres alelos identificados en un loci. 

 

4.2 Estrategias para la genotipificación de SNPs 

4.2.1 Genotipificación por medio de CAPS 

Debido a que los SNPs identificados se encuentran en regiones no codificantes de genes 

putativos de inmunidad, tienen el potencial de ser empleados como marcadores moleculares 

asociados a estos genes para su posterior mapeo genético y posterior análisis de co-

localización con QTLs o loci de resistencia. Con este propósito se propusieron diferentes 
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estrategias para genotipificar los SNPs en la progenie de la población. En primera instancia, 

se eligieron los SNPs que fuesen heterocigotos solo para un parental con el fin de observar la 

segregación en la F1. Con base en el análisis de SNPs, se detectaron 18 amplicones que 

contienen SNPs que potencialmente pueden ser genotipificados (Tabla 4-1). Empleando el 

programa MUSCLE (Edgar, 2004), se realizaron alineamientos de las secuencias de los 

parentales para los genes en donde se encontraron SNPs intravariedad. Estos alineamientos 

se emplearon para realizar, mediante el programa SNP2CAPS (Thiel et al., 2004), la búsqueda 

de sitios de corte por enzimas de restricción diferenciales en las secuencias de las dos 

variedades. Estos sitios de corte se generan o se pierden por la presencia de los SNPs (Thiel 

et al., 2004). Las enzimas sugeridas para discriminar los SNPs, así como el número y tamaños 

de los fragmentos esperados después de la digestión para cada fragmento en cada uno de los 

parentales se muestra en el Anexo C. Aquellas enzimas que producen varios fragmentos o 

fragmentos de tamaño similar en ambos parentales fueron eliminadas de la lista, dada la 

dificultad de la lectura en los geles al emplear esta estrategia. De las enzimas identificadas, la 

más común es BccI que cliva sitos de restricción en cuatro amplicones. El número máximo de 

enzimas coincidentes con SNPs por amplicón fue de 42, con un promedio de 4 secuencias de 

reconocimiento para enzimas de restricción en las regiones de SNPs. La mayoría de las 

enzimas que permitían identificar estos polimorfismos son poco comunes, difíciles de 

conseguir y de alto costo por lo cual no representan una buena alternativa para el desarrollo 

de CAPS y posterior genotipificación en la población F1.  

4.2.2 Genotipificación por medio de PASA 

Dado que no fue posible evaluar los SNPs coincidentes con enzimas de restricción debido a 

los argumentos expuestos anteriormente se consideró como alternativa el desarrollo de 

primers alelo específicos. Se diseñaron primers alelo específicos siguiendo la propuesta PASA 

(PCR allelic-specific amplification). Dado que la base del extremo 3’ del primer alelo especifico 

debe ser complementaria al SNP que se pretende amplificar, no hay flexibilidad en el diseño, 

existen pocas posibilidades de modificar la secuencia y la posición del primer y por lo tanto 

no todos los SNPs son aptos para la evaluación mediante esta estrategia. Por las 

características propias de las secuencias y considerando los requerimientos antes expuestos, 

el diseño de primers fue posible solamente para 8 de los 18 genes (Tabla 4-2). Diferentes 

ensayos de estandarización modificando las temperaturas de anillamiento se llevaron a cabo 

(Tabla 3-4). Se evaluaron 12 temperaturas desde 48°C hasta 66°C para identificar aquella 
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temperatura a la cual se obtuviese amplificación en una de las variedades (la que posee el 

SNP complementario con el extremo 3’ del primer alelo específico). Como se puede observar 

en la tabla, se logró identificar la temperatura adecuada para siete de los primers evaluados 

en los cuales el amplicón se observó efectivamente solo en la variedad que presenta el SNP. 

En el caso de los primers diseñados para un SNP presente en el amplicón 

cassava4.1_034433m, se observaron amplicones para las dos variedades con todas las 

temperaturas evaluadas y por lo tanto estos primers fueron descartados para los ensayos de 

PASA.   

Tabla 4-2: Ensayos de estandarización de temperaturas de anillamiento utilizando los 
primers alelo específicos. 

Nombre 
del 

primer 
Amplicón 48°C 49°C 50°C 52°C 53°C 54°C 56°C 58°C 60°C 62°C 64°C 66°C 

SNP_22R cassava4.1_000534m       2   2 2     2 2 1 

SNP_23R cassava4.1_000331m       1   1 1 1 1 N     

SNP_29F cassava4.1_034433m           2 2 2   2     

SNP_30R cassava4.1_019111m 2 2 2 1   1 1 N 1       

SNP_34R cassava4.1_021000m               2 2 1 1 N 

SNP_38R cassava4.1_027368m       1   1 N N         

SNP_54F cassava4.1_000595m           1   N         

SNP_55R cassava4.1_000485m       2 2   2 1 1       

Los primers amplificaron en ambas variedades (2), solamente en una de ellas (1) o no mostraron 

amplificación (N). Los recuadros de borde grueso señalan las temperaturas seleccionadas. 

Los individuos de la población fueron genotipificados por medio de la estrategia de PCR con 

primers alelo específicos y las temperaturas de anillamiento seleccionadas. La presencia de 

productos PCR fue registrada y la segregación fue empleada para el mapeo de dos de estos 

SNPs (véase capitulo 4.4). 

4.3 Identificación de SSRs 

4.3.1 Análisis de SSRs en secuencias genómicas, secuencias 

flanqueantes de genes putativos de inmunidad y ESTs de yuca 

Con el objetivo de aprovechar en mayor medida la secuencia del genoma de yuca y con el fin 

de obtener un mayor número de marcadores que posiblemente estén asociados a genes 

relacionados con inmunidad en yuca, se exploró la posibilidad de identificar marcadores de 
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tipo SSRs. Como primera medida se realizó una búsqueda de SSRs en todo el genoma de yuca 

y en el set de unigenes que provienen de la colección de ESTs. Con fines comparativos, se 

realizó además una búsqueda de los SSRs presentes en genomas de plantas relacionadas 

filogenéticamente con yuca, tales como ricino y jatrofa (pertenecientes a la misma familia: 

Euphorbiaceae), álamo y lino (mismo orden: Malpighiales). En total se logró identificar 

26.579 SSRs de clase I (tamaño ≥20 pb) en el genoma de yuca. Considerando 532 Mpb del 

genoma de yuca secuenciado, este resultado equivale a una densidad de ~50 SSRs por Mpb 

(un SSR cada 20 Kb). En Ricino se observó una densidad de 71,7 SSRs/Mpb, en álamo de 99 

SSRs/Mpb, en lino 30 SSRs/Mpb y en jatrofa de 87,7 SSRs/Mpb. La densidad de SSRs en yuca 

es inferior al promedio de las tres especies evaluadas (67,7 SSRs/Mpb) (Tabla 4-3, Figura 4-

8).  

Tabla 4-3: Resumen de la frecuencia de SSRs identificados en cada especie.  

 Yuca SFGPI ESTs Yuca Ricino Lino Álamo Jatrofa 

Numero de 
secuencias* 

12.977 1.908 30.645 25.828 88.420 2.518 39.277 

pb 532.507.280 40.855.817 20.549.528 350.631.014 318.250.901 417.137.944 297.661.187 

Numero de 
SSRs 

encontrados 
26.579 2.536 1.182 25.142 9.497 41.499 26.094 

Numero de 
secuencias que 
contienen SSRs 

3.620 1.151 1.008 1.881 1.074 1.153 11.512 

Distancia 
promedio entre 

SSRs 
20.034,9 16.110,3 17.385,4 13.946,0 33.510,7 10.051,8 11.407,3 

Densidad 
SSRs/Mpb 

49,9 62,1 57,5 71,7 29,8 99,5 87,7 

dinucleótidos 9.940 1009 514 14.394 2.282 23.252 13.983 

trinucleótido 6.380 598 333 5.156 4.495 8.737 6.088 

tetranucleótido 2.288 233 86 2.215 1.292 3.178 2.784 

pentanucleótido 6.433 532 118 2.197 930 3.977 2.105 

hexanucleótido 1.538 164 131 1.180 498 2.355 1.134 

 

SFGPI: Secuencias de genes putativos de inmunidad. * Secuencia se refiere al número de scaffolds en 

los genomas, a las secuencias en las regiones flanqueantes de genes de inmunidad y a los unigenes 

para los ESTs.  

También se determinó la presencia de SSRs en las secuencias codificantes, representadas por 

los ESTs de yuca, lo que permitió determinar la presencia de un SSR cada 16,7 Kb con una 

densidad de 57 SSRs/Mpb aproximadamente, lo que indica que en las secuencias de ESTs de 

yuca hay una mayor frecuencia de SSRs con respecto al genoma en general. Con el fin de 
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conocer si la característica de baja densidad de SSRs en el genoma de yuca se observa 

únicamente en comparación con los genomas de las especies aquí evaluadas, se realizó una 

comparación con reportes publicados por otros autores de densidad de SSRs de genomas de 

especies como Arabidopsis, Lotus japonicus, Medicago truncatula, soya (Mun et al., 2006) 

arroz (Sequencing Project International Rice, 2005; Mun et al., 2006) y papaya (Figura 4-8). 

Dado que en arroz se han reportado diferentes valores, en  la grafica se presentan como 

Arroz (a) y (b) (62,3 SSRs/Mpb (Mun et al., 2006) y 51 SSRs/Mpb (Sequencing Project 

International Rice, 2005)). Este análisis permitió confirmar que la yuca es una de las especies 

con valores más bajos de densidad de SSRs, ocupando la tercera posición dentro de las 11 

especies mencionadas. De las plantas utilizadas para esta comparación, el lino sigue siendo la 

especie con menor densidad de SSRs mientras que la papaya tiene el valor más alto con 116 

SSRs/Mpb (Figura 4-8). 

Figura 4-8: Comparación de densidad de SSRs en genomas de diferentes especies. 

 

En cuanto a los motivos encontrados en el genoma de yuca, el 37,4% corresponde a di-

nucleótidos, el 24% son de tipo tri-nucleótido, 8,6% son tetra-nucleótido, 24,2% penta-

nucleótido y 5,8 hexa-nucleótido. Se observa que en la mayoría de las cuatro especies 

evaluadas y en los ESTs de yuca el motivo más común es el di-nucleótido, con excepción de 

lino en donde el motivo más común es el tri-nucleótido (Figura 4-9).  
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Figura 4-9: Frecuencia en porcentaje del numero de SSRs identificados por cada motivo en 
las especies evaluadas. 

 

 

Después de identificar los SSRs en todo el genoma de yuca, se realizó un análisis focalizado en 

la identificación de SSRs físicamente cercanos a los genes de inmunidad predichos en 

nuestros análisis anteriores. Estos genes codifican para proteínas con dominos NB, LRR, TIR, 

NB-LRR, TIR-NB-LRR, TIR-NB, TIR-LRR, LysM, LysM-kinasa, LRR-kinasa y Kinasa (Ortiz et al., 

en preparación) (Tabla 4-4). Para ello se realizó la búsqueda de SSRs de clase I en las 

secuencias flanqueantes de 935 genes putativos de inmunidad sin incluir las kinasas 

presentes en esta base de datos, lo que permitió la identificación de 2.536 SSRs en los 50.000 

pb de secuencias flanqueantes (25.000 pb corriente arriba y 25.000 pb corriente abajo de 

cada gen). Se determinó entonces que alrededor de estas secuencias hay 62,1 SSRs/Mpb y 

que se encuentra un SSR aproximadamente cada 16,1 Kb, lo que indica que en estas 

secuencias la ocurrencia de SSRs es más frecuente que en el promedio del genoma. El número 

de SSRs que se encontraron para cada clasificación de genes se presenta en la Tabla 4-4. El 

mayor número de SSRs se encuentran flanqueando los genes que codifican proteínas de tipo 

LRR, mientras que alrededor de los genes que codifican proteínas de tipo TIR-NB o TIR-LRR 

el número de SSRs fue bajo (Tabla 4-4). Es necesario mencionar que los genes de tipo LRR 

están dentro de los más representados y por lo tanto este resultado era el esperado. El 

análisis de la frecuencia de SSRs por gen indica que en promedio se encuentran tres SSRs en 

0

10

20

30

40

50

60

di tri tetra penta hexa

P
o

rc
e

n
ta

je
 (

%
) 

d
e

 S
S

R

Motivos de SSR

Yuca

SFGPI

ESTs Yuca

Ricino

Lino

Alamo

Jatrofa



Resultados 61 

 

50.000 pb de secuencias alrededor de los genes putativos de inmunidad según los 

parámetros utilizados y que comparativamente los genes que codifican para proteínas TIR-

LRR presentan un mayor número de SSRs/gen y así mismo los genes que codifican para 

dominios NB presentan menor frecuencia de SSR por gen. De los marcadores de tipo SSR 

identificados en las SFGPI se determino que 944 de ellos se encuentran cerca de genes que 

codifican para PRRs putativos con una densidad de 71,5 SSRs/Mpb, mientras que 1.592 SSRs 

se encuentran cerca de genes R putativos con una densidad promedio de 57,6 SSRs/Mpb. 

 

Tabla 4-4: Numero de SSRs identificados en las secuencias flanqueantes de genes putativos 
de inmunidad clasificados por los dominios codificantes. 

 

Anotación 
funcional 

Número de 
genes 

predichos 

Numero de 
SSR 

identificados  

Frecuencia 
relativa 

SSRs/gen 

NB 25 44 1,8 

LRR 396 1011 2,6 

TIR 13 40 3,1 

NB-LRR 185 390 2,1 

TIR-NB-LRR 28 90 3,2 

TIR-NB 3 8 2,7 

TIR-LRR 2 9 4,5 

LysM 17 49 2,9 

LysM-Pkinase 11 38 3,5 

LRR-kinase 255 857 3,4 

Kinase 1168 3733 3,2 

 

Las frecuencias de los motivos de SSRs presentes en el genoma de yuca así como en las 

secuencias flanqueantes de los genes putativos de inmunidad y en los ESTs se presentan en 

los Anexos D, E y F. En la Figura 4-10 se presentan las frecuencias para los motivos que están 

representados con porcentajes mayores al 1% en al menos uno de los grupos de secuencias. 

Se observa que tanto en el genoma como en las SFGPI el motivo más común representado por 

aproximadamente el 22% de los SSRs es AT/AT. El segundo motivo más frecuente en ambos 

casos es AG/CT que es el más frecuente en las secuencias de ESTs. No se identificaron di-

nucleótidos de tipo GC, en ninguno de los grupos de secuencias de yuca. 
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Figura 4-10: Frecuencia en porcentaje del numero de SSRs identificados por cada tipo de 
motivo en el genoma de yuca, en las SFGPI y el los ESTs de yuca. 

 

 

4.3.2 Diseño de primers para SSRs identificados en las secuencias 

flanqueantes de genes putativos de inmunidad y amplificación 

en parentales. 

Teniendo en cuenta las características de las secuencias fue posible el diseño de 2.053 pares 

de primers, lo que indica que según la metodología propuesta, es posible desarrollar primers 

para el 81% de los SSRs identificados. Se eligieron 30 de estos primers para ser sintetizados y 

evaluados teniendo en cuenta que las diferentes clases de genes de inmunidad con base en 

los dominios de las proteínas para las cuales codifican, estuviesen representados. Cuando los 

primers fueron evaluados empleando ADN de los parentales se encontró que utilizando dos 

de ellos no se obtiene amplicón, 17 de ellos resultaron ser polimórficos y 11 monomórficos. 

Dos de los SSRs polimórficos en los parentales no presentaron segregación en la población. 

Usando la herramienta blast de phytozome se encontró que dos de estos primers amplifican 

regiones UTR 3’. Se observó que hay presencia de dos a diez alelos por SSR aunque la 

mayoría se componen de dos o de cuatro. 
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4.4 Genotipificación en la población de SSRs identificados 
en las secuencias flanqueantes de genes putativos de 
inmunidad y mapeo de marcadores tipo SNP y SSR. 

 

Con el fin de mapear los SSRs que presentaron polimorfismo entre los parentales, 12 de estos 

primers fueron utilizados para genotipifcar la población. La segregación de los marcadores 

fue registrada teniendo en cuenta la codificación de MapDisto y se empleó un LOD de 3.0, una 

fracción de recombinación de 0,4 y la función de Kosambi para calcular las distancias de 

mapeo (Kosambi, 1943). Se logró ubicar 9 SSRs en el mapa genético, 5 SSRs mapearon en el 

mapa genético de la madre TMS30572 y 6 en el del padre CM2177-2 (Figura 4-11). El análisis 

de segregación en la población permitió además ubicar dos marcadores tipo SNP en el mapa 

femenino; los SNPs 22 y 23 que corresponden a los genes cassava4.1_000534m y 

cassava4.1_000331m respectivamente y que codifican para proteínas de tipo TIR-NB-LRR. 

Igualmente se ubicaron los dos marcadores basados en PCR No. 7 y No. 28 en el grupo de 

ligamiento No. 24. El marcador No. 28 y el SNP No. 23 del gen cassava4.1_000331m están 

ubicados en el scaffold11897 y notablemente fueron mapeados a 12,3 cM de distancia en el 

grupo de ligamiento No. 24. Esto es un buen indicativo de que la discriminación de los alelos, 

la evaluación de la segregación y el análisis de ligamiento fueron realizados adecuadamente. 

Los SSRs Pkinase_4 y Pkinase_5 corresponden a diferentes SSRs que se encuentran cerca del 

gen cassava4.1_009661m y por lo tanto fueron mapeados en posiciones adyacentes en el 

grupo de ligamiento número 29 del parental masculino. Los scaffolds en donde se encuentran 

ubicados los SSRs se muestran debajo de los marcadores en los diagramas de los mapas 

(Figura 4-11). 

El SSR_NB-LRR_5 se encuentra ubicado a 871 pb corriente arriba del gen 

cassava4.1_024019m y está presente en el scaffold 08910 que fue mapeado en el grupo de 

ligamiento No.1 de Sraphet y colaboradores (2011). Se realizó una búsqueda en el genoma de 

yuca de los SSRs presentes en la base de datos de STS (sequence-tagged site) del Centro de 

Bioinformatica de la Universidad de Pekín (http://ftp.cbi.pku.edu.cn/pub/database/UniSTS), 

con el fin de determinar a que scaffolds pertenecen. Esto permitió identificar que la mayoría 

de SSRs que fueron ubicados en el grupo D de Jorge y colaboradores (2000) pertenecen a 

scaffolds que según Sraphet y colaboradores (2011) se encuentran en el grupo de ligamiento 

No. 1. Esto indica que el grupo D de Jorge y colaboradores (2000) corresponde al grupo No. 1 

http://ftp.cbi.pku.edu.cn/pub/database/UniSTS
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de Sraphet y colaboradores (2011). Lo anterior permite determinar que el SSR_NB-LRR_5 se 

encuentra en el grupo D de Jorge y colaboradores (2000). 
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Figura 4-11: Mapeo de marcadores en grupos de ligamiento provenientes del parental 
masculino CM2177-2. 
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Figura 4-12: Mapeo de marcadores en grupos de ligamiento provenientes del parental 
femenino TMS30572. 
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5. Discusión 

 La yuca constituye uno de los pilares de la seguridad alimentaria, sin embargo su producción 

se ve afectada por diferentes enfermedades. Aunque es evidente la importancia de este 

cultivo, pocos genes implicados en resistencia se han identificado a pesar de que esfuerzos 

importantes se han llevado a cabo en los últimos años (Lopez et al., 2003; Lopez et al., 2005b; 

Lopez et al., 2007). En este trabajo se identificaron marcadores moleculares asociados a 

posibles genes de inmunidad identificados en el genoma de yuca. Se desarrollaron siete 

marcadores basados en polimorfismos tipo SNPs en las regiones no codificantes (UTRs, 

intrones y secuencias corriente abajo) de genes que codifican proteínas con dominios 

característicos presentes en proteínas de inmunidad. Así mismo se identificaron 2.536 SSRs 

en las regiones flanqueantes de genes de inmunidad y 30 de ellos fueron evaluados en los 

parentales empleados en la construcción del mapa genético de yuca. De estos, 17 resultaron 

ser polimórficos. En total 14 marcadores (dos SNPs, dos marcadores basados en PCR y 10 

SSRs) fueron localizados en el mapa genético de yuca. 

5.1 Identificación de SNPs en parentales de la población. 

Con el propósito de desarrollar estrategias para mapear genes putativos de inmunidad en 

yuca, se realizó una amplificación de algunos de ellos para su posterior secuenciación e 

identificación de SNPs. Para ello se extrajeron las secuencias de los genes seleccionados de 

phytozome y se diseñaron primers en las regiones 5’ y 3’ UTR, intrones y secuencias 

corriente abajo del gen. Las regiones no codificantes de los genes fueron elegidas para el 

diseño de primers puesto que se ha reportado que en estas regiones hay de dos a tres veces 

más probabilidad de encontrar polimorfismos en comparación con otros segmentos del 

genoma (Rafalski, 2002; Lopez et al., 2005a; Kolkman et al., 2007) y en consecuencia hay mas 

prevalencia de SNPs (Soleimani et al., 2003). En total se diseñaron 58 pares de primers para 

amplificar regiones de las dos variedades parentales.  
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Cuando se realizaron ensayos con 15 (25,8%) de estos primers no se presentó amplificación 

en ninguna variedad con ninguna de las temperaturas de anillamiento evaluadas. 

Adicionalmente cuando se evaluaron tres parejas (5,17%) de primers se presentaron 

múltiples productos de PCR. Como consecuencia, después de realizar los ensayos de 

evaluación de los primers diseñados, se determinó que el 31% no puede ser empleado para 

la obtención de amplicones a ser secuenciados. En un estudio realizado por Zhu (2003) para 

la búsqueda de SNPs en soya, se encontró que el 27,7% de los primers diseñados por ellos 

fracasaron en la amplificación. Por otra parte, en centeno se determinó que un tercio de los 

primers no generó amplicones adecuados para la secuenciación y búsqueda de SNPs 

(Varshney et al., 2007). En un intento por encontrar SNPs en ESTs de yuca, en un trabajo 

previo se encontró que el 27% de los primers no producían amplicones o producían 

amplicones múltiples o a muy baja concentración (Lopez et al., 2005a). Estos resultados en 

conjunto indican que alrededor del 30% de los primers diseñados para amplificar regiones 

en estudios con miras a la búsqueda de SNPs no permiten obtener resultados positivos. La 

ausencia de producto de amplificación con algunos de los primers diseñados puede deberse a 

que la secuencia empleada para su diseño es la del genoma de referencia. Pequeñas 

variaciones en la secuencia entre variedades pueden explicar los resultados observados. El 

hecho de contar con las secuencias genómicas, incluyendo regiones no codificantes, 

representó una ventaja ya que aumenta la frecuencia de éxito en comparación con el 50% 

observado cuando las secuencias son extraídas del NCBI (national centre for biotechnology 

information) (Kawuki et al., 2009). 

Varias de las secuencias (21,6 %) de los amplicones fueron de baja calidad. Secuencias de 

baja calidad se pueden presentar como producto de la amplificación simultanea de copias 

genómicas no homologas (Henry, 2008) o como consecuencia de la amplificación simultánea 

de regiones génicas de diferentes miembros de una familia o de loci homeologos (Zhu et al., 

2003). Por estas razones algunos plantean que esta no es la estrategia más eficiente para la 

identificación de SNPs. Esta situación se presenta aún más problemática cuando se trabaja 

con especies poliploides como es el caso del maíz en donde se ha visto la necesidad de clonar 

los amplicones (Henry, 2008). Sin embargo en estos casos es necesario realizar la clonación y 

secuenciación de un alto número de amplicones para lograr cubrir todos los posibles alelos 

que se presenten. Este escenario se puede presentar en yuca, por  ser una especie tetraploide. 

En nuestro caso, a través de la secuenciación directa de los amplicones solo ocho de los 86 
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fragmentos que fueron amplificados, no pudieron ser analizados por la baja calidad de sus 

secuencias. Del total de 58 de genes seleccionados se logró obtener secuencias de calidad 

para 37 de ellos en ambos parentales. Estos resultados nos permiten concluir que aunque 

esta metodología presenta bajos valores de eficiencia, la identificación de los 122 SNPs 

encontrados demuestran que la secuenciación de productos de PCR si es una opción factible 

para buscar este tipo de marcadores, sobre todo cuando se trabaja con genes específicos. 

Algunos autores concuerdan en que la secuenciación de productos PCR de varios individuos 

es la forma más directa de identificar SNPs (Rafalski, 2002; Kawuki et al., 2009). 

Durante la estandarización de las condiciones de amplificación con los 58 primers diseñados 

se encontró que tres de ellos amplificaban varias bandas en al menos una de las dos 

variedades, a pesar del aumento en la temperatura de anillamiento en los diferentes ensayos. 

Este tipo de amplificación de múltiples productos ha sido reportado previamente por Zhu y 

colaboradores (2003) quienes obtuvieron una proporción similar de estos amplicones. Esta 

amplificación múltiple puede convertirse en una ventaja en el caso en que se presenten 

diferencias entre los parentales. Este escenario se presentó para dos de estos primers (No. 7 

y No. 28) posibilitando así la evaluación de la segregación de estos alelos en la F1. Es posible 

que la presencia de bandas múltiples corresponda a copias de los genes en el genoma, que se 

han podido originar recientemente y por esta razón solo están presentes en algunas 

variedades. Será importante aislar y secuenciar estas bandas para determinar a que 

corresponden. De confirmarse que son procesos de duplicación génica se podrían entonces 

considerar como posibles secuencias paralogas.  

De los 116 amplicones teóricamente propuestos para la búsqueda de SNPs, se logró realizar 

el análisis de secuencias solamente para el  57,7% de ellos. En un trabajo previo en yuca se 

obtuvo que el 64,2% de los amplicones secuenciados presentaron buena calidad (Kawuki et 

al., 2009) y en un estudio similar realizado en soya, se obtuvieron 65 secuencias de buena 

calidad a partir de 90 genes (Zhu et al., 2003). Estos porcentajes concuerdan con la 

descripción de las  etapas iniciales del desarrollo de MAS en las cuales se han observado 

costos elevados (Collard et al., 2005) que se derivan de la síntesis de primers y la 

secuenciación de amplicones que quizás no se incluyan en las etapas finales de estos 

procesos. La ausencia de amplicones cuando se utilizaron algunos primers y el hecho de que 

algunos amplicones presentaron tamaños no esperados se deben posiblemente a diferencias 

en las secuencias entre las variedades. En este sentido es importante señalar que las 
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secuencias utilizadas para el diseño de los primers fueron obtenidas a partir de la secuencia 

del genoma de yuca, el cual fue elaborado a partir de varias retrocruzas de la variedad 

MCOL1505. Por otro lado las amplificaciones se realizaron sobre el ADN de los parentales del 

mapa genético de yuca (TMS30572 y CM2177-2), los cuales no tienen en su pedigree ninguna 

relación con MCOL1505.  

Cuando se realizó la comparación de la anotación funcional en phytozome de los genes a los 

cuales pertenecen los amplicones desarrollados en este trabajo, con la clasificación dentro de 

la cual se encuentran en la base de datos de proteínas de inmunidad en yuca generada en 

nuestro grupo, se encontraron dos discrepancias con los genes cassava4.1_000585m y 

cassava4.1_024151m. Una búsqueda de las secuencias proteicas en la base de datos pfam 

corroboró que la clasificación de las proteínas de nuestra base datos es correcta. Estos 

resultados indican que algunas anotaciones en el genoma de yuca en phytozome están 

incompletas o erradas y que nuestra base de datos (Ortiz et al., en preparación) es confiable 

en cuanto a la clasificación de las proteínas allí depositadas.  

En caso tal de que los genes en donde fueron identificados estos SNPs resulten ser 

responsables de controlar respuestas de defensa en yuca, los SNPs aquí identificados estarían 

asociados con esta característica debido a que se encuentran ubicados dentro o adyacentes a 

estos genes. Estos  marcadores son por lo tanto una herramienta potencial de validación de 

los genes de inmunidad putativos a los cuales pertenecen, podrán ser potencialmente 

empleados en el mapeo de estos genes, en el análisis y co-localización de QTLs. Representan 

además un recurso importante debido a que encontrar SNPs en especies vegetales cultivables 

y que han sido seleccionadas desde hace bastante tiempo como es el caso de la yuca, requiere 

de mucho mas inversión económica y esfuerzo experimental  que cuando la búsqueda se 

realiza en especies silvestres (Henry, 2008). La identificación de SNPs en individuos se torna 

aun mas importante cuando se establecen los haplotipos que estos marcadores definen 

(Gupta et al., 2001) debido a que es más efectivo realizar asociaciones de alelos con los 

fenotipos cuando se evalúan haplotipos (Rafalski, 2002). Por esta razón se sugiere que los 

SNPs aquí encontrados se relacionen en los haplotipos de las variedades evaluadas para 

poder desarrollar de esta forma una asociación haplotipo –fenotipo.  

Los primeros mapas genéticos estaban basados en marcadores moleculares anónimos 

(RFLPs, AFLPs, RAPDs). De esta manera la asociación entre marcadores con un fenotipo 
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particular era difícil de establecer. El hecho de haber identificado SNPs dentro de genes 

putativos de inmunidad representa un avance importante ya que en un futuro será factible 

asociar un polimorfismo particular con un fenotipo. De igual manera estos polimorfismos 

pueden emplearse en estudios de mapeo por asociación a través de la estrategia de genes 

candidatos, la cual representa ciertas ventajas sobre GWAS (genome whole association 

studies).  

En cuanto al análisis de SNPs identificados, los valores para ambas variedades evaluadas son 

similares (45 SNPs en TMS30572 y 42 en CM2177-2). La leve diferencia entre el numero de 

SNPs puede deberse a que dentro del linaje del parental femenino se encuentran diversas 

accesiones de yuca incluyendo la especie silvestre Manihot glaziovii (Hahn et al., 1980). Sin 

embargo es necesario cubrir un número considerable de regiones genómicas para dar mayor 

sustento a esta hipótesis. 

Se determinó que el 49,1% de los SNPs totales identificados son transversiones y 50,8% 

corresponden a transiciones. Valores similares ya han sido reportados en yuca (Kawuki et al., 

2009). En soya se ha encontrado que las transversiones se presentan en el 52% de los SNPs 

identificados, mientras que el 48% restante son transiciones (Zhu et al., 2003). En maíz y 

trigo entre 45% y el 55% corresponden transiciones (C/T)  (Henry, 2008) y en Arabidopsis el 

52,1% de los SNPs son transiciones (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000). En girasol el  

55.9% son transiciones y el 44.1% son transversiones (Kolkman et al., 2007). Estos reportes 

indican que los valores encontrados en yuca son congruentes con los reportados para otras 

especies vegetales. Las sustituciones de tipo (C:T/A:G) que fueron observadas con mayor 

prevalencia en este estudio, son las que se han encontrado con mayor frecuencia cuando se 

realizan análisis de SNPs a nivel genómico (Henry, 2008). Este tipo de sustitución se genera 

cuando durante la replicación, la polimerasa reconoce las citosinas metiladas (5-

metilcitosina) que presentaron eventos de deaminación como si fuesen timinas (Holliday y 

Grigg, 1993). Esto explicaría la mayor frecuencia de las transiciones que las transversiones.  

En general se cree que en promedio un genoma presenta un SNP cada 100 a 300 pb aunque 

se ha visto que en muchos casos se encuentran cada miles de pares de bases. En humanos por 

ejemplo se encuentra un SNP cada 1000 pb (Sachidanandam et al., 2001). Se estima además 

que la abundancia de SNPs en plantas es mayor que en otros organismos (Gupta et al., 2001). 

En maíz algunos autores señalan que hay un SNP cada 60-120 pb (Soleimani et al., 2003), 
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mientas que otros proponen que se presentan cada 31 pb (Ching et al., 2002). Para girasol la 

frecuencia aproximada es de un SNP/32 pb (Kolkman et al., 2007), en soya es de un 

SNP/327,5 pb (Zhu et al., 2003) y en uva de un SNP/78 pb (Salmaso et al., 2005). La 

comparación de las secuencias genómicas de dos ecotipos de Arabidopsis ha permitido 

estimar que hay un SNP cada 3,3 Kpb a nivel genómico, uno cada 2,2 Kpb en intrones y uno 

cada 3,5 Kpb en regiones intergénicas (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000). Para yuca 

en promedio se identificó un SNP intravariedad cada 378,2 y un SNP intervariedad cada 

399,7 pb. Estos valores nos brindan un leve indicio que la yuca en comparación con otras 

especies cultivables presenta baja densidad de SNPs. En general, se esperan frecuencia altas 

de SNPs en yuca debido a es una especie de naturaleza alógama. Sin embargo el proceso de 

domesticación al que la yuca ha sido expuesta (Kolkman et al., 2007) y el modo de 

reproducción clonal por medio del cual se propaga tradicionalmente el cultivo (Fregene et al., 

2000), son factores que disminuyen la posibilidad de encontrar polimorfismos. 

Los valores de frecuencia de SNPs reportados en el presente trabajo no concuerdan con los 

presentados en trabajos previos relacionados con análisis de SNPs en yuca. Kawuki y 

colaboradores (2009) observaron que en las regiones no codificantes de genes en yuca hay 

un SNP cada 53 pb y López y colaboradores (2005b) identificaron un SNP cada 62 pb. Es 

apresurado comparar estos valores debido a que los resultados del presente trabajo son 

sesgados como consecuencia de que los SNPs identificados se encuentran en regiones 

específicas de genes putativos de inmunidad. Por lo tanto es importante realizar análisis a 

nivel genómico de los SNPs presentes en yuca para comparar los valores aquí obtenidos.  

Para la genotipificación de los SNPs identificados en la progenie, inicialmente se propuso el 

método de CAPS. Sin embargo este método no resulta ser tan eficiente debido a que las 

enzimas encontradas clivan en sitios poco comunes y por lo tanto son costosas (Thiel et al., 

2004; Gaudet et al., 2007) y generalmente no corresponden a las que generalmente se 

emplean en los laboratorios con otros fines (clonación, RFLPs, etc.) (Neff et al., 1998). 

Aunque varias técnicas para la evaluación múltiple de SNPs se han desarrollado durante las 

últimas décadas y aún se continua avanzando en el campo de la genotipificación 

automatizada, en el presente trabajo se propuso la implementación de la amplificación por 

PASA debido a que esta técnica es más apropiada cuando se trabaja con pocos SNPs y pocas 

muestras (Gaudet et al., 2007). Además de esto, presenta las ventajas de que no se deben 

realizar digestiones después de las amplificaciones, los resultados pueden ser visualizados en 
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geles de agarosa y no se requiere de enzimas adicionales ni de equipo sofisticado para la 

evaluación del polimorfismo (Drenkard et al., 2000).  

5.2 Análisis de SSRs en secuencias genómicas, secuencias 

flanqueantes de genes putativos de inmunidad y ESTs de yuca 

Los SSRs representan un tipo de marcador altamente eficiente por ser alelo específicos (Raji 

et al., 2009), abundantes (Tautz y Renz, 1984), altamente polimórficos, codominantes 

(Meksem y Kahl, 2005), reproducibles, económicos (Mba et al., 2001) multialélicos (Powell et 

al., 1996) y están basados en PCR (Morgante y Olivieri, 1993). Como consecuencia de estas 

ventajas son varias las estrategias para identificar SSRs en yuca las cuales han incluido la 

secuenciación de librerías de ADN previamente enriquecido con SSRs (Chavarriaga-Aguirre 

et al., 1998; Mba et al., 2001) y la búsqueda en ESTs (Lopez et al., 2007; Dingwen et al., 2008; 

Tangphatsornruang et al., 2008; Raji et al., 2009; Kunkeaw et al., 2011; Sraphet et al., 2011; 

Zou et al., 2011). Sin embrago la búsqueda de SSRs en librerías es una tarea ardua que toma 

gran cantidad de tiempo (Zou et al., 2011) y que es además costosa (Tangphatsornruang et 

al., 2008; Kalia et al., 2010). Esta metodología es poco eficiente a causa de dos 

inconvenientes: los tamaños de los insertos utilizados son muy pequeños y por lo tanto la 

ausencia de secuencia flanqueante a los microsatélites hace que no sea posible el diseño de 

primers para su evaluación (Sraphet et al., 2011). Adicionalmente hay una gran probabilidad 

de encontrar alto número de clones duplicados (Mba et al., 2001). Los esfuerzos realizados 

en yuca son evidencia de esta problemática. Chavarriaga-Aguirre y colaboradores (1998) 

obtuvieron las repeticiones esperadas de SSRs contenidas en aproximadamente el 50% de 

los clones evaluados. Mba y colaboradores (2001) utilizaron dos aproximaciones para 

enriquecer librerías de SSRs en yuca y aún así solo el 44% de los clones de una librería y el 

34% de la otra resultaron tener secuencias de SSRs. Adicionalmente en dicho estudio solo se 

pudieron diseñar primers para el 45% de los clones en un caso y para 29% en el otro. Por 

otro lado, aunque los EST-SSRs aparentemente presentan ciertas ventajas debido a que son 

relativamente fáciles de identificar cuando existen bases de datos de ESTs y tienen el 

potencial de ser utilizados para evaluar especies relacionadas, generalmente resultan ser 

menos polimórficos que los SSRs genómicos debido a que corresponden a regiones 

codificantes (Tangphatsornruang et al., 2008; Raji et al., 2009; Sonah et al., 2011; Sraphet et 

al., 2011; Zou et al., 2011) y en ocasiones presentan tamaños de secuencias mayores a los 
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esperados debido a la presencia de intrones (Raji et al., 2009; Zou et al., 2011). Actualmente, 

la búsqueda de SSRs se ha centrado básicamente en las secuencias de genomas completos 

para las especies en las cuales esta información está disponible. La metodología para 

identificar SSRs en yuca utilizada en este trabajo se propone por lo tanto, como una 

estrategia exitosa para la búsqueda de este tipo de marcadores. El aprovechamiento de bases 

de datos de secuencias para la búsqueda de SSRs con herramientas in silico ya ha sido 

catalogada como fructífera por otros autores (Victoria et al., 2011). 

Se encontró que en el genoma yuca hay una densidad de 49,9 SSRs/Mpb, mientras que se 

identificaron 62,1 SSRs/Mpb en las secuencias flanqueantes de genes putativos de inmunidad 

y 57,5 SSRs/Mb en los unigenes de ESTs de yuca. Esta alta frecuencia de SSRs en los EST en 

comparación con el genoma era la esperada ya que en estudios similares esta tendencia es la 

que predomina gracias a la gran contribución que aportan los UTR (Morgante et al., 2002). La 

mayor densidad de SSRs encontrada en las SFGPI con respecto al genoma puede deberse a 

que estas secuencias contienen las regiones UTR de los genes seleccionados. 

Con fines comparativos, se realizó la identificación de SSRs en otras plantas relacionadas 

filogenéticamente teniendo en cuenta el mismo programa utilizado y los mismos parámetros 

establecidos. En comparación con otros genomas analizados, la yuca presentó una baja 

cantidad de SSRs (Tabla 4-3). En los estudios iniciales de búsqueda de SSRs a nivel genómico 

se reportó que en promedio se presentaban ~147 SSRs/Mpb en varias especies de plantas 

(Cardle et al., 2000). Sin embargo en estudios más recientes en los que se han realizado 

búsquedas de SSRs de clase I, se ha determinado que este número puede variar 

considerablemente y se observa alta variabilidad (Sequencing Project International Rice, 

2005; Mun et al., 2006; Wang et al., 2008). Realizando una comparación con datos para otras 

especies en estudios previos, se observó que la yuca se encuentra entre las especies con 

menor densidad de SSRs (Figura 4-8). Teniendo en cuenta la cantidad de ADN nuclear se ha 

estimado que el genoma de la yuca está compuesto por 772 Mpb (Awoleye et al., 1994), sin 

embargo el genoma secuenciado contiene 533 Mpb. Los ~240 Mb faltantes son secuencias de 

ADN repetitivo que por su característica no ha sido ensamblado (Prochnik et al., 2012). 

Aunque se ha observado que los SSRs se encuentran preferiblemente en regiones de ADN no 

repetitivas, la baja cantidad de SSRs en yuca puede estar relacionada con la posibilidad de 

que las secuencias aun no ensambladas del genoma de yuca presenten una cantidad 

importante de SSRs. Se ha determinado que a diferencia de otros eucariotes la frecuencia de 
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SSRs en genomas de plantas es inversamente proporcional al tamaño de los mismos 

(Morgante et al., 2002), sin embargo esta observación no se cumple para los genomas 

evaluados. Debido a que las mutaciones fragmentan los SSRs, la tasa de mutación de una 

especie también afecta la distribución de SSRs en el genoma (Ellegren, 2004).  

Tanto a nivel global como en las regiones SFGPI y en los ESTs de yuca utilizados para la 

identificación de SSRs se observó un mayor porcentaje de di-nucleótidos (Figura 4-9). Este 

resultado se esperaba debido a que los di-nucleótidos son el motivo más frecuente en los 

genomas de la mayoría de especies (Kalia et al., 2010). Adicionalmente esta proporción ha 

sido previamente observada en yuca, aunque los valores de los porcentajes varían con 

respecto a los presentados en este estudio (Lopez et al., 2007; Raji et al., 2009). El porcentaje 

de di-nucleótidos en yuca a nivel genómico (58,5%), en las SFGPI (60,3%) y en los ESTs 

(55,6%) resultó ser mayor que el promedio de 49% observado en muchas especies de 

plantas (Victoria et al., 2011). Esta característica de altos porcentajes de di-nucleótidos se 

acentúa en los genomas de ricino y álamo en donde el porcentaje de este motivo se aproxima 

al 65%. De manera inesperada, en lino los motivos de dinucleótidos solo aportan el 38% de 

los SSRs mientras los tri-nucleótidos representan el 57% de los SSRs. La prevalencia de di-

nucleótidos en ESTs en yuca es de todas formas una sorpresa porque en plantas superiores, 

en estas secuencias se espera una mayor proporción de tri-nucleótidos (Victoria et al., 2011). 

Esta observación se debe a la presión de selección para evitar el cambio en el marco de 

lectura de los genes (Morgante et al., 2002). No obstante los ESTs de yuca poseen un mayor 

porcentaje de tri-nucleótidos que las secuencias genómicas y las SFGPI. 

Es bien conocido que los genomas de plantas tienen alto porcentaje de di-nucleótidos de tipo 

(AT) (Morgante y Olivieri, 1993; Powell et al., 1996; Morgante et al., 2002; Ellegren, 2004; 

Kalia et al., 2010). En efecto para yuca este es el motivo encontrado con más frecuencia tanto 

a nivel genómico como en las secuencias SFGPI, aunque en los ESTs este motivo ocupa la 

tercera posición en cuanto a frecuencia. De igual forma se ha descrito que en plantas 

superiores los di-nucleótidos (GA/CT)n también son muy frecuentes (Cardle et al., 2000; Roa 

et al., 2000b; Morgante et al., 2002). La prevalencia del di-nucleótido (GA/CT) en yuca se ha 

observado en estudios previos en donde se ha realizado la búsqueda de SSRs mediante la 

elaboración de librerías (Chavarriaga-Aguirre et al., 1998; Mba et al., 2001) o en la búsqueda 

in silico de SSRs en ESTs (Lopez et al., 2007; Zou et al., 2011). En el presente trabajo se 

observó que es el segundo motivo más frecuente tanto en el genoma como en las SFGPI y es 
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el motivo más común en los ESTs de yuca. Este resultado concuerda con las afirmaciones en 

donde se establece que el motivo (GA/CT)n es de hecho el más común en los ESTs de plantas 

vasculares (Cardle et al., 2000; Victoria et al., 2011) y es además el más observado en 

regiones codificantes (Morgante et al., 2002). Las comparaciones de los porcentajes de 

motivos tanto a nivel genómico como en los ESTs y en las SFGPI (Figura 4-10), evidencian 

que las proporciones de los SSRs de SFGPI tienden a ser similares con las observadas a nivel 

genómico. En comparación con los genomas de animales, se considera que las repeticiones 

(AC/GT)n son escasas en plantas (Morgante et al., 2002). Esta observación se cumple 

efectivamente en yuca en donde este di-nucleótido representa solo el 1,5% de los SSRs en 

todos los grupos de secuencias evaluados mientras los otros di-nucleótidos suman 

aproximadamente el 38% del total. Adicionalmente, en este trabajo no se encontró ningún 

SSR con di-nucleótidos de tipo (GC/CG)n. En estudios previos se resalta la ausencia de este 

motivo en secuencias de varias especies de plantas (Morgante y Olivieri, 1993; Cardle et al., 

2000) y son los menos frecuentes en casi todos los organismos estudiados, excepto en 

Escherichia coli (Trivedi, 2004).  

La probabilidad de encontrar un SSR aumenta en las regiones UTRs de los genes, en donde se 

registra una mayor frecuencia de SSRs que en el genoma en su totalidad (Morgante et al., 

2002). Mediante un blast de los primers SSRs que fueron evaluados en los parentales se 

encontró que dos de ellos, SSR-NB_2 y SSR-TIR-NB-LRR_4, amplifican regiones UTR 3’. A 

diferencia de los SSRs ubicados en los UTR 5’, los que están presentes en la región UTR 3’ se 

encuentran bajo una presión de selección más baja (Morgante et al., 2002) y por lo tanto se 

espera que presenten mayor variación. Por esta razón se esperaba que estos marcadores 

fuesen altamente polimórficos, sin embrago uno de ellos (SSR-NB_2) resultó ser 

monomórfico en los parentales y el otro (SSR-TIR-NB-LRR_4), aunque es polimórfico en los 

parentales, no presentó segregación en la población F1. No obstante aunque estos 

marcadores no hayan podido ser genotipificados en la progenie, representan secuencias 

responsables de silenciamiento génico o de deslizamiento de la transcripción (Varshney et 

al., 2005). Los dos SSRs que no mostraron segregación en la población pero que parecían ser 

polimórficos en los parentales pueden ser en realidad loci duplicados (Okogbenin et al., 

2006). 

Los SSRs que se encuentran flanqueando los genes putativos de inmunidad pueden cumplir 

funciones en la regulación de la expresión de estos genes. Por su carácter repetitivo, las 
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secuencias que contienen SSRs pueden formar estructuras secundarias que son ventajosas en 

la transcripción y que pueden ser sitios de reconocimiento de proteínas (Catasti et al., 1999). 

Debido a que los SSRs identificados se encuentran cerca de estos genes, pueden estar 

ubicados en las regiones promotoras de los mismos y por lo tanto podrían tener funciones en 

regulación de la transcripción. Se ha demostrado que Drosophila, Aspergillus, Phytophthora, E. 

coli, levadura y humano la presencia y el número de repeticiones de SSRs en los promotores 

es crucial para la regulación de la actividad génica. Se ha observado que incluso algunos 

genes solo se expresan cuando en su promotor hay un número determinado de repeticiones 

de SSRs (Li et al., 2002). Se ha determinado que incluso SSRs que están localizados corriente 

abajo de genes en E. coli aumentan la traducción de los mismos  

Adicionalmente se ha demostrado que algunos SSRs, principalmente los di-nucleótidos (Biet 

et al., 1999), son puntos calientes de recombinación (Jeffreys et al., 1998; Templeton et al., 

2000). Como consecuencia los SSRs aquí presentados pueden estar relacionados con la 

generación de nuevas variantes de genes de inmunidad en yuca para adquirir resistencia a 

nuevos factores de virulencia de los patógenos (Hulbert et al., 2001). La recombinación, ya 

sea equitativa o desigual,  es el principal mecanismo de evolución de genes R. Cuando se lleva 

a cabo en regiones  intergénicas es responsable de la diversificación de las familias de genes 

R (Richter et al., 1995; Parniske et al., 1997) y ocurre generalmente en los casos en los que 

los genes R se encuentran en cluster, complejos o en repeticiones (Ellis et al., 2000). Se ha 

hipotetizado que también se presenten clusters de PRRs que pueden ser duplicados por el 

cross over desigual de secuencias flanqueantes (Song et al., 1997). 

El tamaño y las características intrínsecas de las secuencias flanqueantes de las repeticiones  

permitieron el diseño de primers para el 81% de los SSRs identificados en las SFGPI. De estos 

primer diseñados, 30 fueron sintetizados y se tuvo amplificación exitosa con 28 (93,3%) de 

estos. La ausencia de productos de PCR para la evaluación de SSRs puede estar ocasionada 

por mutaciones puntuales o indels en el sitio de anillamiento de los primers (Gupta y 

Varshney, 2000; Roa et al., 2000b; Raji et al., 2009). En este escenario un SSR puede 

convertirse en un marcador dominante, sin embargo en este caso no se presentó dicha 

situación debido a que los primers no presentaron amplificación en ninguno de los 

parentales de la población. Los primers sintetizados fueron más eficientes que los primers 

diseñados en previos estudios a partir de la búsqueda de SSRs en ESTs (Lopez et al., 2007; 

Raji et al., 2009). Se ha observado que de los primers EST-SSRs evaluados en yuca alrededor 
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del 88% produce amplicones que pueden ser evaluados (Zou et al., 2011). Se ha determinado 

además que el 29,4% de los primers EST-SSRs puede resultar en alelos nulos y que el 

porcentaje es incluso mayor para otras especies (Raji et al., 2009). Los marcadores EST-SRRs 

pueden no producir amplicones o resultar en productos de tamaños mayores a los esperados 

como consecuencia de la presencia de intrones. Para la amplificación se eligieron únicamente 

SSRs con repeticiones perfectas debido a que estos han demostrado ser más polimórficos que 

los que contienen repeticiones imperfectas (Raji et al., 2009).  

Son varios los aspectos que apuntan hacia una alta probabilidad de encontrar polimorfismo 

en los parentales empleados en este estudio. 1. Los dos cultivares provienen de regiones 

ampliamente separadas geográficamente y sus pedigríes están compuestos por un alto 

número de accesiones (Fregene et al., 1997). 2. Se ha reportado una alta diversidad intra e 

inter varietal en los campos cultivados, alta diversidad génica y suficiente distancia  genética 

entre accesiones Africanas y Neotropicales (Fregene et al., 2003). 3. También se ha 

demostrado que hay alta diversidad tanto en accesiones africanas (Lokko et al., 2005) de 

donde proviene el parental femenino, como en Latinoamérica, que se considera el centro de 

la diversidad de yuca (Fregene et al., 2004) de donde proviene el parental masculino. En la 

identificación de SNPs se encontró que el 17% de los genes resultaron ser polimórficos entre 

los parentales a diferencia de los SSRs con los cuales se obtuvo polimorfismo con el 56,6% de 

los primers evaluados. En esfuerzos previos utilizando SSRs se alcanzó un grado de 

polimorfismos en un rango de 20 a 50% (Okogbenin et al., 2006; Tangphatsornruang et al., 

2008). El alto grado de polimorfismo detectado en este trabajo sustenta los argumentos 

antes planteados. Se observó que aunque algunos loci resultaron ser monomórficos están 

compuestos por varios alelos. Según Okogbenin y colaboradores esto se debe posiblemente a 

loci duplicados (Okogbenin et al., 2006). Los SSRs en las SFGPI identificados en este trabajo 

pueden ser empleados en especies relacionadas como marcadores ancla de función conocida. 

Los microsatélites se caracterizan por ser multialélicos (Powell et al., 1996), lo que 

representa una ventaja cuando se trabaja con especies que se consideran alopoliploides y 

altamente heterocigotas (Rabbi et al., 2012) como es el caso de Manihot esculenta (Magoon et 

al., 1968). Por medio de la evaluación de SSRs en este estudio se observó la presencia de 2 a 

10 alelos y 8 de los 12 de los SSRs genotipificados en la población presentaron una 

segregación de dos o cuatro alelos de forma disómica, lo que se debe a la herencia disómica 

de este alotetraploide (Raji et al., 2009). La presencia de pocos alelos ya se ha observado en 
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estudios previos de SSRs en yuca realizados por Chavarriaga-Aguirre (1998) quien lo 

atribuye a un bajo grado de duplicación de los loci de SSRs. No obstante algunos eventos de 

duplicación se han detectado previamente con marcadores de tipo RFLPs (Fregene et al., 

1997). Estos resultados se asemejan a los reportados previamente por Tangphatsornruang y 

colaboradores quienes observaron de dos a cuatro alelos por locus (Tangphatsornruang et 

al., 2008) y por Zou y colaboradores quienes identificaron de uno a cuatro alelos (Zou et al., 

2011).  El 38% de los primers utilizados por Raji y colaboradores (2009) amplificaron más de 

un alelo. Roa y colaboradores (2000) encontraron que a diferencia de la yuca, en las especies 

silvestres del género Manihot, se puede observar de 4 a 21 alelos por locus de SSR. Es 

importante tener en cuenta que estas múltiples bandas en el producto PCR de los SSRs puede 

deberse a la amplificación de familias multigénicas (Raji et al., 2009). 

El análisis de segregación permitió el mapeo de los 13 marcadores evaluados. Los 

marcadores PCR No. 7 y No.28 y el SNP_23 que pertenecen a genes que codifican para 

proteínas NB-LRR, TIR-NB-LRR y TIR-NB-LRR respectivamente fueron mapeados en una 

región de 27,8 cM. Esta agrupación concuerda con la observación de que algunos genes R se 

encuentran agrupados en los cromosomas de las plantas  para facilitar así la recombinación o 

la conversión génica y producir de esta forma nuevos alelos de estos genes (Hulbert et al., 

2001).  

Los genes putativos de inmunidad que fueron mapeados en el presente trabajo se encuentran 

ubicados en diferentes grupos de ligamiento lo que indica la dispersión de genes en el 

genoma como se ha reportado en otras especies (Meyers et al., 2003; Zhou et al., 2004; 

Kohler et al., 2008; Yang et al., 2008; Mun et al., 2009; Porter et al., 2009). Notablemente los 

marcadores No. 28 y el SNP 23 se encuentran en el mismo scaffold y fueron mapeados 

cercanamente en el mismo grupo de ligamiento. Se ha predicho que el gen que presenta el 

SNP_23 y el gen flanqueado por el  SSR_NB-LRR_3 son blancos del microRNA miR482 que 

regula la expresión de proteínas NBS-LRR (Perez-Quintero et al., 2012) y por consiguiente 

tanto este gen como el locus en donde se encuentra tienen una importancia potencial y 

constituyen una región interesante que merece ser estudiada con mayor profundidad. Se 

encontró además que el SSR_NB-LRR_5 puede estar ubicado en el grupo de ligamiento que 

corresponde al grupo D de Jorge y colaboradores (2000) que presenta dos QTLs de 

resistencia a dos cepas de Xam y uno de ellos demostró ser estable tras dos ciclos de cultivo y 

en evaluaciones tanto en invernadero como en campo (Jorge et al., 2000; Jorge et al., 2001). 
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La identificación de marcadores moleculares de tercera generación con asociación a genes 

putativos de inmunidad y su correspondiente mapeo genético es un punto de partida 

importante para el estudio de los genes que se encuentran involucrados en la resistencia de 

algunas variedades de yuca a patógenos de diferentes grupo taxonómicos. El mapeo de estos 

marcadores permitirá en un futuro la clonación de estos genes, su posterior validación y la 

identificación y mapeo de QTL de resistencia mediante la asociación de estos marcadores con 

fenotipos específicos. 
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6. Conclusiones  

6.1 Conclusiones 

 El análisis de regiones no codificantes de genes putativos de inmunidad de las 

variedades TMS30572 y CM2177-2 permitió la identificación de un SNP 

intravariedad cada 368,3 pb en promedio y de un SNP intervariedad cada 399,7 pb. 

Se encontró que en la mayoría de los casos se pueden identificar de uno a seis SNPs 

en estas regiones.  

 Se identificaron 45 SNPs putativos en los amplicones de la variedad TMS30572 

distribuidos en 14 genes y 42 SNPs putativos distribuidos en 10 genes en la variedad 

CM2177-2 y 35 SNPs intervariedad presentes en 9 genes. 

 69 de los SNPs intravariedad (36 en TMS30572 y 33 en CM2177-2) que se 

encuentran en 18 genes son heterocigotos en uno de los parentales y por lo tanto 

pueden ser genotipificados en la población para ser mapeados. 

 El 51,1% SNPs de TMS30572 son transiciones, mientras que en CM2177-2 

corresponden al  59,5% y los SNPs intervariedad son en su mayoría transversiones 

(60%). 

 La mayoría de los SNPs intervariedad (40%) y los identificados en la variedad 

TMS30572 (42%) se encuentran en los amplicones de genes cuya anotación funcional 

corresponde a proteínas TIR-NB-LRR mientras que la mayoría de SNPs (50%) de la 

variedad CM2177-2 se encuentran en amplicones de genes que codifican para 

proteínas NB-LRR. 

 La identificación de SSRs permitió determinar que se presentan 49,9 SSRs/Mpb en el 

genoma de yuca y este valor posiciona a la yuca como una especie con baja densidad 

de SSRs a nivel genómico con respecto a otras especies comparadas. 

 Se determinó que hay mayor densidad de SSRs en las secuencias flanqueantes de los 

genes putativos de inmunidad en yuca que a nivel genómico. 

 El motivo que está presente con más frecuencia en el genoma de yuca y en las 

secuencias flanqueantes de los genes putativos de inmunidad es AT/AT y el más 

común en los ESTs de yuca es AG/CT. 

 Mediante la evaluación de los SSRs cercanos a genes putativos de inmunidad se 

detecto un grado de polimorfismo del 56,6% entre los parentales de la población. 

 La mayoría de loci evaluados en la población de mapeo presentan dos o cuatro alelos. 
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 Se mapearon 2 SNPs de regiones no codificantes de genes que codifican para 

proteínas de tipo TIR-NB-LRR, 2 marcadores basados en PCR de genes que codifican 

para proteínas NB-LRR y TIR-NB-LRR y 9 SSRs cercanos a genes que codifican para 

proteínas  de tipo NB-LRR, TIR-NB-LRR, LRR-Kinasa y Kinasa. 
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Anexo A: Primers utilizados para la 
amplificación de regiones no 

codificantes de genes putativos de 
inmunidad 

Nombre 
de los 

primers 
Gen R 

similar 
Región 
génica Secuencia Primer Izquierdo Secuencia Primer Derecho 

Tamaño 
esperado 

del 
producto 

Temperatura 
de 

anillamiento 

No. 1 L6 5' UTR TTTCAGAGGTGGAGATACCCGCAA AAGCTCGTCTAGGCACCATCTTGA 211 52°C 

No. 2 RPP5  Intrón AAGGCCTAGAAAGGCACTAAGCGA TGTCGACACGGTTAAGGTATGGCA 493 50°C 

No. 3 RPP1 CAG TTCCTTACCACAACACCTGGTGGA ACGCCAACTCTCCATGATGTACCA 390 52°C 

No. 4 N Intrón GAGCTAAGCACTTCGGAGCTTTCA TCTGACGAGCTTGTTCGATATTGT 428 52°C 

No. 5 Xa1  CAG TGGGCCAAGATTTCTCACATCCCT GCTCGTATATGCAGTGCTCCACTT 666 54°C 

No. 6 RPS5  CAG TGAAGCAGAGAAACACTGGTGGGA AGGGTAGTGTAATGGGAGGAAATGGG 304 58°C 

No. 7 RPM1 CAG AAATTGTAGTCCGCGTTGCACCAG GCTTCTGCTTCTGGCTTGCTTGAT 420 56°C 

No. 8 RPS2  CAG AGACAGGCTTCCAACTCCAACTCA TAAGCTCATTGGACATTGCCGTGC 480 54°C 

No. 9 RGC2  Intrón TGATGTGTTGATGTGCTTCGTCCC GGTATTTCTATGGACTAGCCGTGC 253 50°C 

No. 10 I2  CAG CTTTGCACAAGGCATGAGCAGGAT TGACCATGCCAAGGCGACATGTAT 635 52°C 

No. 11 Cf2 CAG GCCTGCATGGTTTGTGATGATGGT CTCCCTTTCTTGTGGATGTTGTGC 772 60°C 

No. 12 Pto 3´ 3' UTR AGACTGTGGATCAAGCAGTGAAAC AGGCGAATCCAATGTCTTCCAGGT 257 54°C 

No. 13 Pto 5´ 5' UTR GTTTGGACAAACAAAGAGAAGGTGT CATCCAAATCAAGCAAGGATTGCC 222 54°C 

No. 14 - Intrón GCAGAGGTGGAAAGATGCTC CCCATTCCAACAAAGTCACC 821 56°C 

No. 15 - Intrón CAAGTTTGCGATCCTTGACA GAGCTGCATATCCTGCAACA 741 56°C 

No. 16 - 5' UTR TTGACTTGACGGTGGACAAA TTGGCAAGCAGAGGAGAGAT 839 N 

No. 17 - Intrón TCGTTCCCTGGAAAATCTTG CAAGTGCACTGACCGAGAAA 647 56°C 

No. 18 - Intrón TGATTTCTCAGCAAACTTTGGA TTTGAGCAGCCAGAAAGGTT 991 54°C 

No. 19 - Intrón GGAGTTGGGAGGCCATATTT TATGAAAAATCGTGCGGACA 799 N 

No. 20 - Intrón CCTGCGGTCATTGGTAAAAC CGAACATCATGCAACCAAAG 462 50°C 

No. 21 - Intrón CTTCCACCTGTTGCTTGGAT CGAACATCATCCAACTGTGC 740 N 

No. 22 - 3' UTR AGCTGGTTCAACCCTGAAGA CATTCACCTCGACCACACAG 767 52°C 

No. 23 - Intrón CATTGCTCGGCAGAGATGTA TTTGTTCTCTGGCCAATTCC 610 52°C 

No. 24 - Intrón TGACTGGGAATTTTGGGAAG TGAACCCAACGTATCAACCA 869 N 

No. 25 - Intrón TAAAGGGCAGATGGACAAGG CATGCCAACTGAAGAGCTGA 516 54°C 
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No. 26 - Intrón AGCCATTTGATTCCAGATGC CCAATTCCTCCGACTCCATA 940 50°C 

No. 27 - Intrón TGAGCTTGCGCATATTTTTG CATGTCCACCAAACGTGAAC 970 48°C 

No. 28 - Intrón TGGGAGGAATATCCTTGCAG CACACAGCCAGAAACGTCAT 868 56°C 

No. 29 - Intrón CAAGGCAGCAAAGTTGAACA AGCAACCCACAATCTTCCAG 608 54°C 

No. 30 - Intrón TTGTCAAAAGTTGCGTTGGA TTGGCCACATCCATTTACCT 930 48°C 

No. 31 - Intrón GGAGATGGAACCATCAAAGC CAACATTGGACACCCATCAA 727 54°C 

No. 32 - 3' UTR CTTGGCTCAGTACCCTGCTC TTGGCCAACTAAACTCCTTCA 880 54°C 

No. 33 - 5' UTR AGCTGGGTGCTCTGTGAGAT GGTTCCCAATCCAAGGAGAT 901 54°C 

No. 34 - Intrón CCATATTCCCCATGTTGAGG CAAATAGGCATGCAGAGCAA 568 60°C 

No. 35 - Intrón CATAGAAGGCTCTGGCATCC GTCGAGGGAATCTCAACCAA 510 58°C 

No. 36 - Intrón ATGCGTTGTGGTAACATGGA GGCATTGACTGAAGCCTCTC 703 N 

No. 37 - 5' UTR CTTAACTCGGCTTGCTCCAC CCACACGAATCATCATGAGC 733 N 

No. 38 - Intrón CACGAAGTGCTGAGGATGAA TAGCTGGAAAGGACGCAAGT 923 58°C 

No. 39 - Intrón CGTGGTGTTTGGATGAACTG CCAGGTGATTGATGTTGCAC 870 N 

No. 40 - Intrón AGGTGGAGAGCTGCTTTGAA AGACGCGAATCAATTCCAAC 1185 62°C 

No. 41 - Intrón CCTGAAACCATTTGCAACCT AGGACAGCGCAGAAAGAGAG 1070 64°C 

No. 42 - CAG AACCCCGTCAAATGTAGCAG CGCATTGTGGATTTCTGTTG 1058 62°C 

No. 43 - Intrón ACCGAGCTGCTAGTTTTGGA CTAATGGGTTTCCTCCAGCA 896 60°C 

No. 44 - Intrón CCAATCTAGCTGGGCATGAT GCAAGCAAATATACGGCACA 848 62°C 

No. 45 - CAG AGGTCATATGCGAAGGGTTG TGCATGGAATTGTGCATCTT 788 N 

No. 46 - Intrón TGGCTGCTCGTGTATTGCTA TGCAATCCCTTAAACCAAGG 783 N 

No. 47 - CAG CAGTGAAAGCAGCTCAAGCA GTTGATGTGGCGATAACGTG 744 N 

No. 48 - 3' UTR TGCAAGGTGAAGAAGTGTGG AGCGAGCGGTATTTGATTTG 825 N 

No. 49 - CAG AACAGGGAATGCACTCCAAC TTTGGCCTGTCTCGAGTTCT 1141 58°C 

No. 50 - CAG CCATATTCCCCATGTTGAGG CAAATAGGCATGCAGAGCAA 787 62°C 

No. 51 - Intrón TCGACGAGAAGGAAGCAGAT CTTTTGAGGAGCCTGCACAT 979 N 

No. 52 - 5' UTR AATGGAAGCCCATCATCAAC ATGAAGGAATCTCCGCATTG 803 N 

No. 53 - CAG TGTCCCCAATTGAAGGAAAG ACTTGTCCCTGCGAGCTTTA 1041 64°C 

No. 54 - CAG TTGGCCAAAGATTTCTCACC GCCATCAACTTGGGCATACT 771 54°C 

No. 55 - 5' UTR ACAGCCAAGTTCCTTGAAGC CCTTATCCAGTCTTGCACCAA 526 58°C 

No. 56 - Intrón TCCTCAGGAGCTTGAGCATT GAGGAGCAACGGCAATAGAG 976 58°C 

No. 57 - CAG TTCAAAAAGGTCTGGGATGC AAGGCCTTGCCCAAGTTATAC 521 58°C 

No. 58 - CAG TGCCATCTCTGAGGATTGTG TAGCCAAGAGGCTGCGAATA 1098 52°C 

 

CAG: corriente abajo del gen. N: no se presento amplificación con ninguna de las 

temperaturas de anillamiento evaluadas. 
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Anexo B: Ensayos de estandarización de 
temperaturas de anillamiento 

Nombre de 
los primers 

Temperatura de anillamiento 

48 50 52 54 56 58 60 62 64 66 

No. 1                     

No. 2                     

No. 3                     

No. 4                     

No. 5                     

No. 6                     

No. 7                     

No. 8                     

No. 9                     

No. 10                     

No. 11                     

No. 12                     

No. 13                     

No. 14                     

No. 15                     

No. 16                     

No. 17                     

No. 18                     

No. 19                     

No. 20                     

No. 21                     

No. 22                     

No. 23                     

No. 24                     

No. 25                     

No. 26                     

No. 27                     

No. 28                     

No. 29                     

No. 30                     

No. 31                     
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No. 32                     

No. 33                     

No. 34                     

No. 35                     

No. 36                     

No. 37                     

No. 38                     

No. 39                     

No. 40                     

No. 41                     

No. 42                     

No. 43                     

No. 44                     

No. 45                     

No. 46                     

No. 47                     

No. 48                     

No. 49                     

No. 50                     

No. 51                     

No. 52                     

No. 53                     

No. 54                     

No. 55                     

No. 56                     

No. 57                     

No. 58                     

 

En color verde se presentan las temperaturas de anillamiento seleccionadas para realizar las 

amplificaciones. En rojo se presentan los primers con los que no se logró obtener amplicones. 
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Anexo C: Enzimas identificadas para 
análisis de CAPS 

Amplicón Enzimas 
Fragmentos 

esperados Variedad Amplicón Enzimas 
Fragmentos 
esperados Variedad 

cassava4.1_028794m BccI 289 CM2177-1 cassava4.1_030208m BccI 325,237,93,77,29 CM2177-2 

cassava4.1_028794m BccI 229,6 TMS30572 cassava4.1_030208m BccI 389,237,93,29 TMS30572 

cassava4.1_028794m BseGI 289 CM2177-1 cassava4.1_030208m BmsI 761 CM2177-2 

cassava4.1_028794m BseGI 159,13 TMS30572 cassava4.1_030208m BmsI 435,313 TMS30572 

cassava4.1_028794m BstF5I 289 CM2177-1 cassava4.1_030208m BscAI 761 CM2177-2 

cassava4.1_028794m BstF5I 159,13 TMS30572 cassava4.1_030208m BscAI 434,314 TMS30572 

cassava4.1_028794m BtsCI 289 CM2177-1 cassava4.1_030208m BspLU11I 462,299 CM2177-2 

cassava4.1_028794m BtsCI 159,13 TMS30572 cassava4.1_030208m BspLU11I 449,162,137 TMS30572 

cassava4.1_028794m CjeP659IV 182,107 CM2177-1 cassava4.1_030208m BspQI 761 CM2177-2 

cassava4.1_028794m CjeP659IV 289 TMS30572 cassava4.1_030208m BspQI 684,64 TMS30572 

cassava4.1_028794m DraRI 210,79 CM2177-1 cassava4.1_030208m BstNSI 458,253,50 CM2177-2 

cassava4.1_028794m DraRI 289 TMS30572 cassava4.1_030208m BstNSI 445,162,91,50 TMS30572 

cassava4.1_028794m FokI 289 CM2177-1 cassava4.1_030208m CjuI 427,334 CM2177-2 

cassava4.1_028794m FokI 166,123 TMS30572 cassava4.1_030208m CjuI 606,142 TMS30572 

cassava4.1_028794m StsI 289 CM2177-2 cassava4.1_030208m CseI 761 CM2177-2 

cassava4.1_028794m StsI 167,122 TMS30572 cassava4.1_030208m CseI 685,63 TMS30572 

cassava4.1_000534m ApaBI 610 CM2177-2 cassava4.1_030208m HgaI 761 CM2177-2 

cassava4.1_000534m ApaBI 566,44 TMS30572 cassava4.1_030208m HgaI 685,63 TMS30572 

cassava4.1_000534m BccI 319,291 CM2177-2 cassava4.1_030208m HphI 427,334 CM2177-2 

cassava4.1_000534m BccI 319,233,58 TMS30572 cassava4.1_030208m HphI 748 TMS30572 

cassava4.1_000534m BseGI 570,4 CM2177-2 cassava4.1_030208m Hpy178III 423,277,61 CM2177-2 

cassava4.1_000534m BseGI 347,223,40 TMS30572 cassava4.1_030208m Hpy178III 471,277 TMS30572 

cassava4.1_000534m BstAPI 610 CM2177-2 cassava4.1_030208m Hpy188III 423,277,61 CM2177-2 

cassava4.1_000534m BstAPI 565,45 TMS30572 cassava4.1_030208m Hpy188III 471,277 TMS30572 

cassava4.1_000534m BstF5I 570,4 CM2177-2 cassava4.1_030208m LguI 761 CM2177-2 

cassava4.1_000534m BstF5I 347,223,40 TMS30572 cassava4.1_030208m LguI 684,64 TMS30572 

cassava4.1_000534m BtsCI 570,4 CM2177-2 cassava4.1_030208m LweI 761 CM2177-2 

cassava4.1_000534m BtsCI 347,223,40 TMS30572 cassava4.1_030208m LweI 435,313 TMS30572 

cassava4.1_000534m CjeI 552,58 CM2177-2 cassava4.1_030208m NspI 458,253,50 CM2177-2 

cassava4.1_000534m CjeI 356,196,58 TMS30572 cassava4.1_030208m NspI 445,162,91,50 TMS30572 

cassava4.1_000534m CjeP659IV 376,234 CM2177-2 cassava4.1_030208m PciI 462,299 CM2177-2 

cassava4.1_000534m CjeP659IV 610 TMS30572 cassava4.1_030208m PciI 449,162,137 TMS30572 

cassava4.1_000534m CjePI 360,244,6 CM2177-2 cassava4.1_030208m PciSI 761 CM2177-2 

cassava4.1_000534m CjePI 360,25 TMS30572 cassava4.1_030208m PciSI 684,64 TMS30572 

cassava4.1_000534m FokI 577,33 CM2177-2 cassava4.1_030208m PscI 462,299 CM2177-2 

cassava4.1_000534m FokI 361,216,33 TMS30572 cassava4.1_030208m PscI 449,162,137 TMS30572 

cassava4.1_000534m MseI 267,147,110,86 CM2177-2 cassava4.1_030208m SapI 761 CM2177-2 

cassava4.1_000534m MseI 414,110,86 TMS30572 cassava4.1_030208m SapI 684,64 TMS30572 

cassava4.1_000534m SaqAI 267,147,110,86 CM2177-2 cassava4.1_030208m SfaNI 761 CM2177-2 

cassava4.1_000534m SaqAI 414,110,86 TMS30572 cassava4.1_030208m SfaNI 435,313 TMS30572 

cassava4.1_000534m StsI 578,32 CM2177-2 cassava4.1_030208m SspD5I 427,334 CM2177-2 

cassava4.1_000534m StsI 363,215,32 TMS30572 cassava4.1_030208m SspD5I 748 TMS30572 

cassava4.1_000534m Tru1I 267,147,110,86 CM2177-2 cassava4.1_030208m XceI 458,253,50 CM2177-2 

cassava4.1_000534m Tru1I 414,110,86 TMS30572 cassava4.1_030208m XceI 445,162,91,50 TMS30572 
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cassava4.1_000534m Tru9I 267,147,110,86 CM2177-2 cassava4.1_000485m AfeI 398 CM2177-2 

cassava4.1_000534m Tru9I 414,110,86 TMS30572 cassava4.1_000485m AfeI 271,126 TMS30572 

cassava4.1_000331m CchII 134,62 CM2177-2 cassava4.1_000485m AluBI 148,126,83,30,11 CM2177-2 

cassava4.1_000331m CchII 196 TMS30572 cassava4.1_000485m AluBI 273,83,30,11 TMS30572 

cassava4.1_000573m BsbI 828 CM2177-2 cassava4.1_000485m AluI 148,126,83,30,11 CM2177-2 

cassava4.1_000573m BsbI 532,296 TMS30572 cassava4.1_000485m AluI 273,83,30,11 TMS30572 

cassava4.1_000573m CstMI 828 CM2177-2 cassava4.1_000485m Aor51HI 398 CM2177-2 

cassava4.1_000573m CstMI 564,264 TMS30572 cassava4.1_000485m Aor51HI 271,126 TMS30572 

cassava4.1_000573m TstI 828 CM2177-2 cassava4.1_000485m AspLEI 392,6 CM2177-2 

cassava4.1_000573m TstI 495,333 TMS30572 cassava4.1_000485m AspLEI 264,127,6 TMS30572 

cassava4.1_034433m AflIII 350,16 CM2177-2 cassava4.1_000485m BfoI 398 CM2177-2 

cassava4.1_034433m AflIII 510 TMS30572 cassava4.1_000485m BfoI 269,128 TMS30572 

cassava4.1_034433m BsaXI 470,4 CM2177-2 cassava4.1_000485m BstH2I 398 CM2177-2 

cassava4.1_034433m BsaXI 510 TMS30572 cassava4.1_000485m BstH2I 269,128 TMS30572 

cassava4.1_034433m Bsp1407I 353,157 CM2177-2 cassava4.1_000485m BstHHI 392,6 CM2177-2 

cassava4.1_034433m Bsp1407I 510 TMS30572 cassava4.1_000485m BstHHI 264,127,6 TMS30572 

cassava4.1_034433m BspLU11I 350,16 CM2177-2 cassava4.1_000485m CfoI 392,6 CM2177-2 

cassava4.1_034433m BspLU11I 510 TMS30572 cassava4.1_000485m CfoI 264,127,6 TMS30572 

cassava4.1_034433m BsrGI 353,157 CM2177-2 cassava4.1_000485m CviJI 148,126,51,32,30,11 CM2177-2 

cassava4.1_034433m BsrGI 510 TMS30572 cassava4.1_000485m CviJI 273,51,32,30,11 TMS30572 

cassava4.1_034433m BstAUI 353,157 CM2177-2 cassava4.1_000485m CviKI-1 148,126,51,32,30,11 CM2177-2 

cassava4.1_034433m BstAUI 510 TMS30572 cassava4.1_000485m CviKI-1 273,51,32,30,11 TMS30572 

cassava4.1_034433m BstNSI 346,164 CM2177-2 cassava4.1_000485m Eco47III 398 CM2177-2 

cassava4.1_034433m BstNSI 510 TMS30572 cassava4.1_000485m Eco47III 271,126 TMS30572 

cassava4.1_034433m Csp6I 352,127,31 CM2177-2 cassava4.1_000485m GlaI 391,7 CM2177-2 

cassava4.1_034433m Csp6I 383,127 TMS30572 cassava4.1_000485m GlaI 264,126,7 TMS30572 

cassava4.1_034433m DrdII 408,102 CM2177-2 cassava4.1_000485m HaeII 398 CM2177-2 

cassava4.1_034433m DrdII 510 TMS30572 cassava4.1_000485m HaeII 269,128 TMS30572 

cassava4.1_034433m Hin4I 468,42 CM2177-2 cassava4.1_000485m HhaI 392,6 CM2177-2 

cassava4.1_034433m Hin4I 510 TMS30572 cassava4.1_000485m HhaI 264,127,6 TMS30572 

cassava4.1_034433m NspI 346,164 CM2177-2 cassava4.1_000485m Hin6I 390,8 CM2177-2 

cassava4.1_034433m NspI 510 TMS30572 cassava4.1_000485m Hin6I 264,125,8 TMS30572 

cassava4.1_034433m PciI 350,16 CM2177-2 cassava4.1_000485m HinP1I 390,8 CM2177-2 

cassava4.1_034433m PciI 510 TMS30572 cassava4.1_000485m HinP1I 264,125,8 TMS30572 

cassava4.1_034433m PscI 350,16 CM2177-2 cassava4.1_000485m HspAI 390,8 CM2177-2 

cassava4.1_034433m PscI 510 TMS30572 cassava4.1_000485m HspAI 264,125,8 TMS30572 

cassava4.1_034433m XceI 346,164 CM2177-2 cassava4.1_000485m LpnI 398 CM2177-2 

cassava4.1_034433m XceI 510 TMS30572 cassava4.1_000485m LpnI 271,126 TMS30572 

cassava4.1_021000m Alw26I 338,236,30 CM2177-2 cassava4.1_000485m SetI 148,124,49,34,30,9,4 CM2177-2 

cassava4.1_021000m Alw26I 574,3 TMS30572 cassava4.1_000485m SetI 275,49,34,30,9 TMS30572 

cassava4.1_021000m BcoDI 338,236,30 CM2177-2 cassava4.1_029300m MboII 178,118,61,42,26,5 CM2177-2 

cassava4.1_021000m BcoDI 574,3 TMS30572 cassava4.1_029300m MboII 178,160,61,26,5 TMS30572 

cassava4.1_021000m BmiI 369,168,67 CM2177-2 cassava4.1_028506m AjnI 420 CM2177-2 

cassava4.1_021000m BmiI 537,67 TMS30572 cassava4.1_028506m AjnI 307,113 TMS30572 

cassava4.1_021000m BsaI 338,266 CM2177-2 cassava4.1_028506m AluBI 238,182 CM2177-2 

cassava4.1_021000m BsaI 604 TMS30572 cassava4.1_028506m AluBI 182,122,116 TMS30572 

cassava4.1_021000m BslFI 381,223 CM2177-2 cassava4.1_028506m AluI 238,182 CM2177-2 

cassava4.1_021000m BslFI 604 TMS30572 cassava4.1_028506m AluI 182,122,116 TMS30572 

cassava4.1_021000m BsmAI 338,236,30 CM2177-2 cassava4.1_028506m AsuNHI 420 CM2177-2 

cassava4.1_021000m BsmAI 574,3 TMS30572 cassava4.1_028506m AsuNHI 300,12 TMS30572 

cassava4.1_021000m BsmFI 381,223 CM2177-2 cassava4.1_028506m BciT130I 420 CM2177-2 
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cassava4.1_021000m BsmFI 604 TMS30572 cassava4.1_028506m BciT130I 309,111 TMS30572 

cassava4.1_021000m Bso31I 338,266 CM2177-2 cassava4.1_028506m Bme1390I 244,176 CM2177-2 

cassava4.1_021000m Bso31I 604 TMS30572 cassava4.1_028506m Bme1390I 176,133,111 TMS30572 

cassava4.1_021000m BspLI 369,168,67 CM2177-2 cassava4.1_028506m BmrFI 244,176 CM2177-2 

cassava4.1_021000m BspLI 537,67 TMS30572 cassava4.1_028506m BmrFI 176,133,111 TMS30572 

cassava4.1_021000m BspNCI 331,273 CM2177-2 cassava4.1_028506m BmtI 420 CM2177-2 

cassava4.1_021000m BspNCI 604 TMS30572 cassava4.1_028506m BmtI 304,116 TMS30572 

cassava4.1_021000m BstMAI 338,236,30 CM2177-2 cassava4.1_028506m BseBI 420 CM2177-2 

cassava4.1_021000m BstMAI 574,3 TMS30572 cassava4.1_028506m BseBI 309,111 TMS30572 

cassava4.1_021000m DraII 368,236 CM2177-2 cassava4.1_028506m BspOI 420 CM2177-2 

cassava4.1_021000m DraII 604 TMS30572 cassava4.1_028506m BspOI 304,116 TMS30572 

cassava4.1_021000m Eco31I 338,266 CM2177-2 cassava4.1_028506m BssKI 246,174 CM2177-2 

cassava4.1_021000m Eco31I 604 TMS30572 cassava4.1_028506m BssKI 174,133,113 TMS30572 

cassava4.1_021000m EcoO109I 368,236 CM2177-2 cassava4.1_028506m Bst2UI 420 CM2177-2 

cassava4.1_021000m EcoO109I 604 TMS30572 cassava4.1_028506m Bst2UI 309,111 TMS30572 

cassava4.1_021000m FaqI 381,223 CM2177-2 cassava4.1_028506m BstC8I 420 CM2177-2 

cassava4.1_021000m FaqI 604 TMS30572 cassava4.1_028506m BstC8I 302,118 TMS30572 

cassava4.1_021000m FinI 368,236 CM2177-2 cassava4.1_028506m BstNI 420 CM2177-2 

cassava4.1_021000m FinI 604 TMS30572 cassava4.1_028506m BstNI 309,111 TMS30572 

cassava4.1_021000m NlaIV 369,168,67 CM2177-2 cassava4.1_028506m BstOI 420 CM2177-2 

cassava4.1_021000m NlaIV 537,67 TMS30572 cassava4.1_028506m BstOI 309,111 TMS30572 

cassava4.1_021000m PpuMI 368,236 CM2177-2 cassava4.1_028506m BstSCI 246,174 CM2177-2 

cassava4.1_021000m PpuMI 604 TMS30572 cassava4.1_028506m BstSCI 174,133,113 TMS30572 

cassava4.1_021000m Psp5II 368,236 CM2177-2 cassava4.1_028506m Cac8I 420 CM2177-2 

cassava4.1_021000m Psp5II 604 TMS30572 cassava4.1_028506m Cac8I 302,118 TMS30572 

cassava4.1_021000m PspN4I 369,168,67 CM2177-2 cassava4.1_028506m CviJI 207,104,78,31 CM2177-2 

cassava4.1_021000m PspN4I 537,67 TMS30572 cassava4.1_028506m CviJI 122,104,85,78,31 TMS30572 

cassava4.1_021000m PspPPI 368,236 CM2177-2 cassava4.1_028506m CviKI-1 207,104,78,31 CM2177-2 

cassava4.1_021000m PspPPI 604 TMS30572 cassava4.1_028506m CviKI-1 122,104,85,78,31 TMS30572 

cassava4.1_021000m PssI 371,233 CM2177-2 cassava4.1_028506m EcoRII 420 CM2177-2 

cassava4.1_021000m PssI 604 TMS30572 cassava4.1_028506m EcoRII 307,113 TMS30572 

cassava4.1_031604m AanI 344,206,47 CM2177-2 cassava4.1_028506m Hpy178III 309,111 CM2177-2 

cassava4.1_031604m AanI 550,47 TMS30572 cassava4.1_028506m Hpy178III 420 TMS30572 

cassava4.1_031604m AcsI 406,117,30,24,20 CM2177-2 cassava4.1_028506m Hpy188III 309,111 CM2177-2 

cassava4.1_031604m AcsI 523,30,24,20 TMS30572 cassava4.1_028506m Hpy188III 420 TMS30572 

cassava4.1_031604m AflIII 597 CM2177-2 cassava4.1_028506m MspR9I 244,176 CM2177-2 

cassava4.1_031604m AflIII 427,17 TMS30572 cassava4.1_028506m MspR9I 176,133,111 TMS30572 

cassava4.1_031604m ApoI 406,117,30,24,20 CM2177-2 cassava4.1_028506m MvaI 420 CM2177-2 

cassava4.1_031604m ApoI 523,30,24,20 TMS30572 cassava4.1_028506m MvaI 309,111 TMS30572 

cassava4.1_031604m BfaI 582,15 CM2177-2 cassava4.1_028506m NheI 420 CM2177-2 

cassava4.1_031604m BfaI 443,139,15 TMS30572 cassava4.1_028506m NheI 300,12 TMS30572 

cassava4.1_031604m BseGI 429,168 CM2177-2 cassava4.1_028506m PfoI 420 CM2177-2 

cassava4.1_031604m BseGI 276,168,153 TMS30572 cassava4.1_028506m PfoI 307,113 TMS30572 

cassava4.1_031604m BsgI 389,208 CM2177-2 cassava4.1_028506m Psp6I 420 CM2177-2 

cassava4.1_031604m BsgI 305,292 TMS30572 cassava4.1_028506m Psp6I 307,113 TMS30572 

cassava4.1_031604m BslFI 328,269 CM2177-2 cassava4.1_028506m PspGI 420 CM2177-2 

cassava4.1_031604m BslFI 597 TMS30572 cassava4.1_028506m PspGI 307,113 TMS30572 

cassava4.1_031604m BsmFI 328,269 CM2177-2 cassava4.1_028506m ScrFI 244,176 CM2177-2 

cassava4.1_031604m BsmFI 597 TMS30572 cassava4.1_028506m ScrFI 176,133,111 TMS30572 

cassava4.1_031604m BspLU11I 597 CM2177-2 cassava4.1_028506m StyD4I 246,174 CM2177-2 

cassava4.1_031604m BspLU11I 427,17 TMS30572 cassava4.1_028506m StyD4I 174,133,113 TMS30572 

cassava4.1_031604m BstF5I 429,168 CM2177-2 cassava4.1_025603m AciI 601 CM2177-2 
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cassava4.1_031604m BstF5I 276,168,153 TMS30572 cassava4.1_025603m AciI 349,252 TMS30572 

cassava4.1_031604m BstNSI 597 CM2177-2 cassava4.1_025603m BccI 478,123 CM2177-2 

cassava4.1_031604m BstNSI 423,174 TMS30572 cassava4.1_025603m BccI 601 TMS30572 

cassava4.1_031604m BtsCI 429,168 CM2177-2 cassava4.1_025603m BspACI 601 CM2177-2 

cassava4.1_031604m BtsCI 276,168,153 TMS30572 cassava4.1_025603m BspACI 349,252 TMS30572 

cassava4.1_031604m CjeNII 276,165,88,68 CM2177-2 cassava4.1_025603m CjeFV 437,164 CM2177-2 

cassava4.1_031604m CjeNII 364,165,68 TMS30572 cassava4.1_025603m CjeFV 251,186,164 TMS30572 

cassava4.1_031604m CviAII 262,212,123 CM2177-2 cassava4.1_025603m EciI 601 CM2177-2 

cassava4.1_031604m CviAII 212,171,123,91 TMS30572 cassava4.1_025603m EciI 362,239 TMS30572 

cassava4.1_031604m FaeI 265,212,120 CM2177-2 cassava4.1_025603m Hin4II 386,215 CM2177-2 

cassava4.1_031604m FaeI 212,174,120,91 TMS30572 cassava4.1_025603m Hin4II 386,125,90 TMS30572 

cassava4.1_031604m FaqI 328,269 CM2177-2 cassava4.1_025603m Hpy188I 522,79 CM2177-2 

cassava4.1_031604m FaqI 597 TMS30572 cassava4.1_025603m Hpy188I 601 TMS30572 

cassava4.1_031604m FatI 261,212,124 CM2177-2 cassava4.1_025603m HpyAV 386,215 CM2177-2 

cassava4.1_031604m FatI 212,170,124,91 TMS30572 cassava4.1_025603m HpyAV 386,125,90 TMS30572 

cassava4.1_031604m FinI 315,282 CM2177-2 cassava4.1_025603m SsiI 601 CM2177-2 

cassava4.1_031604m FinI 597 TMS30572 cassava4.1_025603m SsiI 349,252 TMS30572 

cassava4.1_031604m FokI 436,161 CM2177-2 cassava4.1_019111m AsuC2I 588,53 CM2177-2 

cassava4.1_031604m FokI 269,167,161 TMS30572 cassava4.1_019111m AsuC2I 641 TMS30572 

cassava4.1_031604m FspBI 582,15 CM2177-2 cassava4.1_019111m BcnI 588,53 CM2177-2 

cassava4.1_031604m FspBI 443,139,15 TMS30572 cassava4.1_019111m BcnI 641 TMS30572 

cassava4.1_031604m Hin1II 265,212,120 CM2177-2 cassava4.1_019111m BfiI 641 CM2177-2 

cassava4.1_031604m Hin1II 212,174,120,91 TMS30572 cassava4.1_019111m BfiI 580,61 TMS30572 

cassava4.1_031604m HpyCH4IV 319,278 CM2177-2 cassava4.1_019111m Bme1390I 395,193,53 CM2177-2 

cassava4.1_031604m HpyCH4IV 597 TMS30572 cassava4.1_019111m Bme1390I 448,193 TMS30572 

cassava4.1_031604m HpyCH4V 337,141,79,33,7 CM2177-2 cassava4.1_019111m BmrFI 395,193,53 CM2177-2 

cassava4.1_031604m HpyCH4V 291,141,79,46,33,7 TMS30572 cassava4.1_019111m BmrFI 448,193 TMS30572 

cassava4.1_031604m HpySE526I 319,278 CM2177-2 cassava4.1_019111m BmrI 641 CM2177-2 

cassava4.1_031604m HpySE526I 597 TMS30572 cassava4.1_019111m BmrI 580,61 TMS30572 

cassava4.1_031604m Hsp92II 265,212,120 CM2177-2 cassava4.1_019111m BmuI 641 CM2177-2 

cassava4.1_031604m Hsp92II 212,174,120,91 TMS30572 cassava4.1_019111m BmuI 580,61 TMS30572 

cassava4.1_031604m MaeI 582,15 CM2177-2 cassava4.1_019111m BpuMI 588,53 CM2177-2 

cassava4.1_031604m MaeI 443,139,15 TMS30572 cassava4.1_019111m BpuMI 641 TMS30572 

cassava4.1_031604m MaeII 319,278 CM2177-2 cassava4.1_019111m Bse1I 304,174,163 CM2177-2 

cassava4.1_031604m MaeII 597 TMS30572 cassava4.1_019111m Bse1I 248,174,163,56 TMS30572 

cassava4.1_031604m NgoAVIII! 348,249 CM2177-2 cassava4.1_019111m BseNI 304,174,163 CM2177-2 

cassava4.1_031604m NgoAVIII! 597 TMS30572 cassava4.1_019111m BseNI 248,174,163,56 TMS30572 

cassava4.1_031604m NlaIII 265,212,120 CM2177-2 cassava4.1_019111m BsiSI 589,52 CM2177-2 

cassava4.1_031604m NlaIII 212,174,120,91 TMS30572 cassava4.1_019111m BsiSI 641 TMS30572 

cassava4.1_031604m NspI 597 CM2177-2 cassava4.1_019111m BsrI 304,174,163 CM2177-2 

cassava4.1_031604m NspI 423,174 TMS30572 cassava4.1_019111m BsrI 248,174,163,56 TMS30572 

cassava4.1_031604m PciI 597 CM2177-2 cassava4.1_019111m BsrSI 304,174,163 CM2177-2 

cassava4.1_031604m PciI 427,17 TMS30572 cassava4.1_019111m BsrSI 248,174,163,56 TMS30572 

cassava4.1_031604m PenI 565,32 CM2177-2 cassava4.1_019111m BssKI 395,195,51 CM2177-2 

cassava4.1_031604m PenI 291,274,32 TMS30572 cassava4.1_019111m BssKI 446,195 TMS30572 

cassava4.1_031604m PscI 597 CM2177-2 cassava4.1_019111m BstSCI 395,195,51 CM2177-2 

cassava4.1_031604m PscI 427,17 TMS30572 cassava4.1_019111m BstSCI 446,195 TMS30572 

cassava4.1_031604m PsiI 344,206,47 CM2177-2 cassava4.1_019111m CauII 588,53 CM2177-2 

cassava4.1_031604m PsiI 550,47 TMS30572 cassava4.1_019111m CauII 641 TMS30572 

cassava4.1_031604m PsrI! 597 CM2177-2 cassava4.1_019111m DraRI 595,46 CM2177-2 

cassava4.1_031604m PsrI! 470,127 TMS30572 cassava4.1_019111m DraRI 641 TMS30572 

cassava4.1_031604m SdeOSI! 347,25 CM2177-2 cassava4.1_019111m EcoHI 590,51 CM2177-2 



Anexos 93 

 

cassava4.1_031604m SdeOSI! 597 TMS30572 cassava4.1_019111m EcoHI 641 TMS30572 

cassava4.1_031604m StsI 437,16 CM2177-2 cassava4.1_019111m HapII 589,52 CM2177-2 

cassava4.1_031604m StsI 268,169,160 TMS30572 cassava4.1_019111m HapII 641 TMS30572 

cassava4.1_031604m TaiI 316,281 CM2177-2 cassava4.1_019111m HinfI 546,95 CM2177-2 

cassava4.1_031604m TaiI 597 TMS30572 cassava4.1_019111m HinfI 477,95,69 TMS30572 

cassava4.1_031604m XapI 406,117,30,24,20 CM2177-2 cassava4.1_019111m HpaII 589,52 CM2177-2 

cassava4.1_031604m XapI 523,30,24,20 TMS30572 cassava4.1_019111m HpaII 641 TMS30572 

cassava4.1_031604m XceI 597 CM2177-2 cassava4.1_019111m MspI 589,52 CM2177-2 

cassava4.1_031604m XceI 423,174 TMS30572 cassava4.1_019111m MspI 641 TMS30572 

cassava4.1_027368m AhlI 585,202 CM2177-2 cassava4.1_019111m MspR9I 395,193,53 CM2177-2 

cassava4.1_027368m AhlI 787 TMS30572 cassava4.1_019111m MspR9I 448,193 TMS30572 

cassava4.1_027368m BcuI 585,202 CM2177-2 cassava4.1_019111m NciI 588,53 CM2177-2 

cassava4.1_027368m BcuI 787 TMS30572 cassava4.1_019111m NciI 641 TMS30572 

cassava4.1_027368m SpeI 585,202 CM2177-2 cassava4.1_019111m PfeI 641 CM2177-2 

cassava4.1_027368m SpeI 787 TMS30572 cassava4.1_019111m PfeI 572,69 TMS30572 

cassava4.1_027368m UbaF11I 787 CM2177-2 cassava4.1_019111m ScrFI 395,193,53 CM2177-2 

cassava4.1_027368m UbaF11I 707,8 TMS30572 cassava4.1_019111m ScrFI 448,193 TMS30572 

cassava4.1_030208m AflIII 462,299 CM2177-2 cassava4.1_019111m Sth132I 593,48 CM2177-2 

cassava4.1_030208m AflIII 449,162,137 TMS30572 cassava4.1_019111m Sth132I 641 TMS30572 

cassava4.1_030208m AjuI! 469,292 CM2177-2 cassava4.1_019111m Sth302II 588,53 CM2177-2 

cassava4.1_030208m AjuI! 748 TMS30572 cassava4.1_019111m Sth302II 641 TMS30572 

cassava4.1_030208m AsuHPI 427,334 CM2177-2 cassava4.1_019111m StyD4I 395,195,51 CM2177-2 

cassava4.1_030208m AsuHPI 748 TMS30572 cassava4.1_019111m StyD4I 446,195 TMS30572 

    cassava4.1_019111m TfiI 641 CM2177-2 

    cassava4.1_019111m TfiI 572,69 TMS30572 
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Anexo D: Numero de SSRs encontrados 
por cada repetición de los motivos en 
el genoma de yuca  

 
Número de Repeticiones 

Motivos total 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 

AC/GT 388 - - - - - - 92 82 62 36 20 24 11 5 15 7 4 5 5 1 3 6 2 1 1 

AG/CT 3521 - - - - - - 707 544 427 346 307 243 191 172 129 116 74 43 50 36 28 18 14 9 8 

AT/AT 6031 - - - - - - 1329 881 674 517 399 408 299 246 198 164 151 125 121 107 94 79 54 38 27 

AAC/GTT 23 - - - 13 6 3     1                                 

AAG/CTT 2257 - - - 757 463 273 205 120 110 60 58 42 36 21 26 23 13 11 7 4 10 3 2 3 3 

AAT/ATT 3340 - - - 1059 621 367 233 159 119 105 93 76 84 51 65 51 52 48 40 20 17 11 14 5 8 

ACC/GGT 99 - - - 57 17 15 4 2 1 1 1 1                           

ACG/CGT 11 - - - 8 1 2                                       

ACT/AGT 22 - - - 9 6 2 4 1                                   

AGC/CTG 106 - - - 56 27 9 9 1 1     2 1                         

AGG/CCT 389 - - - 150 92 52 26 16 14 6 9 3 3 2 3 2 1 1 1 1 2 3     1 

ATC/ATG 115 - - - 63 30 6 3 4 1 2 1 2 1   1 1                   

CCG/CGG 18 - - - 11 4 2 1                                     

AAAC/GTTT 38 - 28 8 2                                           

AAAG/CTTT 307 - 183 67 31 15 7 3 1                                   

AAAT/ATTT 1054 - 871 145 27 5 3 2 1                                   

AACC/GGTT 8 - 6 2                                             

AACT/AGTT 6 - 5 1                                             

AAGC/CTTG 12 - 11   1                                           

AAGG/CCTT 17 - 9 4 2 1 1                                       

AATC/ATTG 25 - 17 5 1 2                                         

AATG/ATTC 159 - 69 54 22 3 5 1 1   1   1 1                         

AATT/AATT 445 - 337 79 16 5 5 1 2                                   

ACAG/CTGT 5 - 5                                               

ACAT/ATGT 54 - 30 11 6 1 1 2 2 1                                 

ACCC/GGGT 9 - 9                                               

ACCT/AGGT 1 - 1                                               

ACGC/CGTG 3 - 3                                               

ACGT/ACGT 2 - 1         1                                     

ACTC/AGTG 10 - 3 3 1 1 1 1                                     

ACTG/AGTC 1 - 1                                               

AGAT/ATCT 43 - 19 9 7 1 3 2 1   1                               

AGCC/CTGG 11 - 4 5 2                                           

AGCG/CGCT 4 - 4                                               

AGCT/AGCT 5 - 5                                               

AGGC/CCTG 3 - 3                                               

AGGG/CCCT 29 - 17 7 3       2                                   

ATCC/ATGG 16 - 9 3 2 1 1                                       

ATCG/ATCG 1 - 1                                               

ATGC/ATGC 19 - 18   1                                           

CCCG/CGGG 1 - 1                                               

AAAAC/GTTTT 52 38 10 3   1                                         

AAAAG/CTTTT 645 403 134 66 19 12 8 3                                     

AAAAT/ATTTT 1585 1217 284 55 13 13 1   1 1                                 

AAACC/GGTTT 18 12 5 1                                             
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AAACG/CGTTT 3 3                                                 

AAACT/AGTTT 11 10 1                                               

AAAGC/CTTTG 14 13 1                                               

AAAGG/CCTTT 43 32 4 6 1                                           

AAAGT/ACTTT 1   1                                               

AAATC/ATTTG 126 105 14 7                                             

AAATG/ATTTC 11 11                                                 

AAATT/AATTT 749 607 108 24 4 5 1                                       

AACAC/GTGTT 8 7       1                                         

AACAG/CTGTT 6 3 2 1                                             

AACAT/ATGTT 852 663 149 25 9 2 2       1 1                             

AACCC/GGGTT 26 12 9 4   1                                         

AACCG/CGGTT 271 242 25 2 1   1                                       

AACCT/AGGTT 6 5   1                                             

AACGG/CCGTT 1     1                                             

AACGT/ACGTT 2 1   1                                             

AACTC/AGTTG 6 3 3                                               

AACTG/AGTTC 6 5 1                                               

AACTT/AAGTT 3 3                                                 

AAGAC/CTTGT 4 3 1                                               

AAGAG/CTCTT 99 73 19 4 3                                           

AAGAT/ATCTT 5 4 1                                               

AAGCC/CTTGG 5 3 2                                               

AAGCG/CGCTT 1 1                                                 

AAGCT/AGCTT 2 2                                                 

AAGGC/CCTTG 6 4 1 1                                             

AAGGG/CCCTT 41 30 5 6                                             

AAGGT/ACCTT 2 2                                                 

AAGTC/ACTTG 5 4     1                                           

AAGTG/ACTTC 6 4 2                                               

AATAC/ATTGT 2 2                                                 

AATAG/ATTCT 3 2   1                                             

AATAT/ATATT 136 95 22 10 2 2 1     1 1 1 1                           

AATCC/ATTGG 11 9 2                                               

AATCG/ATTCG 81 76 4     1                                         

AATCT/AGATT 3 2 1                                               

AATGC/ATTGC 2 2                                                 

AATGG/ATTCC 1   1                                               

AATGT/ACATT 224 194 25 5                                             

AATTC/AATTG 28 23 5                                               

ACACC/GGTGT 4 3               1                                 

ACACG/CGTGT 4 2 2                                               

ACACT/AGTGT 1 1                                                 

ACAGC/CTGTG 2 1 1                                               

ACAGG/CCTGT 5 2   1 1 1                                         

ACAGT/ACTGT 11 8 3                                               

ACATC/ATGTG 3 2 1                                               

ACATG/ATGTC 2 2                                                 

ACCAG/CTGGT 4 2 1 1                                             

ACCAT/ATGGT 42 33 8   1                                           

ACCCC/GGGGT 8 7   1                                             

ACCCG/CGGGT 2 2                                                 

ACCCT/AGGGT 1     1                                             

ACCGC/CGGTG 1 1                                                 

ACCGG/CCGGT 1 1                                                 

ACCTC/AGGTG 2 2                                                 

ACCTG/AGGTC 2 1   1                                             

ACGAG/CGTCT 5 4     1                                           



Anexos 96 

 

ACGAT/ATCGT 3 2 1                                               

ACGGC/CCGTG 2 2                                                 

ACGGG/CCCGT 1   1                                               

ACGTC/ACGTG 1 1                                                 

ACTAG/AGTCT 1 1                                                 

ACTCC/AGTGG 3 3                                                 

ACTCG/AGTCG 2 2                                                 

ACTCT/AGAGT 3 2 1                                               

ACTGC/AGTGC 1 1                                                 

ACTGG/AGTCC 3 3                                                 

AGAGC/CTCTG 6 4 1 1                                             

AGAGG/CCTCT 77 45 22 5 3 1 1                                       

AGATC/ATCTG 6 6                                                 

AGATG/ATCTC 22 16 4 2                                             

AGCCC/CTGGG 14 9 4 1                                             

AGCCG/CGGCT 36 34 1 1                                             

AGCCT/AGGCT 6 3 3                                               

AGCTC/AGCTG 4 3 1                                               

AGGAT/ATCCT 4 3 1                                               

AGGCG/CCTCG 6 6                                                 

AGGGC/CCCTG 5 3 2                                               

AGGGG/CCCCT 16 12 3   1                                           

ATATC/ATATG 983 683 198 48 23 4 4 6 4 2 3 1   1   1             1 1     

ATCCC/ATGGG 7 3 2 1   1                                         

ATCCG/ATCGG 3 3                                                 

ATGCC/ATGGC 5 3 2                                               

CCGCG/CGCGG 1 1                                                 

AAAAAC/GTTTTT 18 16 1 1                                             

AAAAAG/CTTTTT 147 119 17 7 1 1 2                                       

AAAAAT/ATTTTT 336 252 50 19 7 3 2 1 1 1                                 

AAAACC/GGTTTT 8 7   1                                             

AAAACG/CGTTTT 1   1                                               

AAAAGC/CTTTTG 7 5 2                                               

AAAAGG/CCTTTT 11 9 2                                               

AAAAGT/ACTTTT 1 1                                                 

AAAATC/ATTTTG 8 6 1       1                                       

AAAATG/ATTTTC 6 4   2                                             

AAAATT/AATTTT 135 112 14 6 1 1               1                         

AAACAC/GTGTTT 3 2     1                                           

AAACAG/CTGTTT 9 5 1 3                                             

AAACAT/ATGTTT 44 35 4 1     1     1           1                     

AAACCC/GGGTTT 5 3 1 1                                             

AAACCG/CGGTTT 1     1                                             

AAACCT/AGGTTT 1 1                                                 

AAACGG/CCGTTT 1 1                                                 

AAACGT/ACGTTT 1 1                                                 

AAACTC/AGTTTG 1 1                                                 

AAACTG/AGTTTC 2 2                                                 

AAAGAG/CTCTTT 23 17 6                                               

AAAGCC/CTTTGG 3 2 1                                               

AAAGCG/CGCTTT 1 1                                                 

AAAGGC/CCTTTG 5 5                                                 

AAAGGG/CCCTTT 8 5 2 1                                             

AAAGGT/ACCTTT 1     1                                             

AAAGTC/ACTTTG 1 1                                                 

AAATAC/ATTTGT 4 1     3                                           

AAATAG/ATTTCT 2 2                                                 

AAATAT/ATATTT 21 17 4                                               
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AAATCC/ATTTGG 4 2 1   1                                           

AAATCT/AGATTT 1 1                                                 

AAATGC/ATTTGC 3 2   1                                             

AAATGG/ATTTCC 3 3                                                 

AAATGT/ACATTT 1 1                                                 

AAATTC/AATTTG 1 1                                                 

AAATTG/AATTTC 11 8 3                                               

AAATTT/AAATTT 36 32 4                                               

AACAAG/CTTGTT 7 5 2                                               

AACAAT/ATTGTT 2 2                                                 

AACACC/GGTGTT 4 2 1   1                                           

AACACT/AGTGTT 1 1                                                 

AACAGC/CTGTTG 11 7 2 2                                             

AACAGG/CCTGTT 2   2                                               

AACAGT/ACTGTT 1 1                                                 

AACATC/ATGTTG 1 1                                                 

AACCAC/GGTTGT 1 1                                                 

AACCAT/ATGGTT 1 1                                                 

AACCCC/GGGGTT 2     1 1                                           

AACCCG/CGGGTT 2 1 1                                               

AACCCT/AGGGTT 14 7 5 1     1                                       

AACCGC/CGGTTG 1 1                                                 

AACCTC/AGGTTG 5 2 2 1                                             

AACCTG/AGGTTC 1 1                                                 

AACGGC/CCGTTG 3 1 2                                               

AACGGT/ACCGTT 1 1                                                 

AACTAT/AGTTAT 1 1                                                 

AACTCC/AGTTGG 2 2                                                 

AACTCG/AGTTCG 1 1                                                 

AACTCT/AGAGTT 3 3                                                 

AACTGC/AGTTGC 1 1                                                 

AACTGG/AGTTCC 1 1                                                 

AACTGT/ACAGTT 1 1                                                 

AAGACC/CTTGGT 1 1                                                 

AAGACG/CGTCTT 6 4   1     1                                       

AAGAGC/CTCTTG 1 1                                                 

AAGAGG/CCTCTT 35 28 4 2   1                                         

AAGAGT/ACTCTT 1   1                                               

AAGATC/ATCTTG 3 3                                                 

AAGATG/ATCTTC 15 10 3 1 1                                           

AAGCAC/CTTGTG 3 1 1 1                                             

AAGCAG/CTGCTT 33 24 8         1                                     

AAGCAT/ATGCTT 1 1                                                 

AAGCCC/CTTGGG 4 3 1                                               

AAGCTC/AGCTTG 1   1                                               

AAGGAG/CCTTCT 49 28 10 6 4         1                                 

AAGGCC/CCTTGG 1 1                                                 

AAGGGC/CCCTTG 4 3 1                                               

AAGGGG/CCCCTT 4 3 1                                               

AAGGGT/ACCCTT 1           1                                       

AAGGTC/ACCTTG 2 2                                                 

AAGGTG/ACCTTC 2 1   1                                             

AAGTAG/ACTTCT 1 1                                                 

AAGTCC/ACTTGG 3 2 1                                               

AAGTGG/ACTTCC 2 2                                                 

AATACC/ATTGGT 1   1                                               

AATAGC/ATTGCT 2 1   1                                             

AATAGG/ATTCCT 1 1                                                 
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AATAGT/ACTATT 3     2                       1                     

AATATC/ATATTG 1 1                                                 

AATATG/ATATTC 2 1   1                                             

AATATT/AATATT 23 19 3 1                                             

AATCAC/ATTGTG 2   1 1                                             

AATCAT/ATGATT 2 1 1                                               

AATCCC/ATTGGG 5 2 2 1                                             

AATCCG/ATTCGG 1 1                                                 

AATCCT/AGGATT 7 6       1                                         

AATCGC/ATTGCG 2 1 1                                               

AATCGG/ATTCCG 1 1                                                 

AATCTC/AGATTG 4 3 1                                               

AATCTG/AGATTC 2 1 1                                               

AATGAC/ATTGTC 1 1                                                 

AATGAG/ATTCTC 2 2                                                 

AATGCC/ATTGGC 2 2                                                 

AATGCT/AGCATT 3 2 1                                               

AATGGC/ATTGCC 3 3                                                 

AATGGG/ATTCCC 7 6 1                                               

AATGGT/ACCATT 1 1                                                 

AATGTG/ACATTC 2 1 1                                               

AATTAG/AATTCT 1 1                                                 

AATTAT/AATTAT 11 9 2                                               

AATTCC/AATTGG 1 1                                                 

AATTGC/AATTGC 2 2                                                 

ACACAG/CTGTGT 2 1 1                                               

ACACAT/ATGTGT 1   1                                               

ACACCC/GGGTGT 3 1 1             1                                 

ACACCG/CGGTGT 1 1                                                 

ACACCT/AGGTGT 2 2                                                 

ACACGC/CGTGTG 2 2                                                 

ACACGG/CCGTGT 1 1                                                 

ACACTC/AGTGTG 2   2                                               

ACAGAG/CTCTGT 7 6   1                                             

ACAGCC/CTGTGG 8 5 2     1                                         

ACAGGC/CCTGTG 3 1 1 1                                             

ACAGGG/CCCTGT 3 1 1   1                                           

ACAGTC/ACTGTG 2 1 1                                               

ACATAT/ATATGT 6 4   1 1                                           

ACATCC/ATGTGG 2 2                                                 

ACATGC/ATGTGC 9 3 3   2     1                                     

ACATGG/ATGTCC 2 2                                                 

ACCACG/CGTGGT 1   1                                               

ACCACT/AGTGGT 2 1 1                                               

ACCAGC/CTGGTG 5 3 1       1                                       

ACCAGG/CCTGGT 2 1     1                                           

ACCATC/ATGGTG 10 7 1 1   1                                         

ACCATG/ATGGTC 2 1 1                                               

ACCCCC/GGGGGT 5 5                                                 

ACCCTC/AGGGTG 5 3 1   1                                           

ACCCTG/AGGGTC 4 2 1 1                                             

ACCGCC/CGGTGG 8 8                                                 

ACCGCG/CGCGGT 1 1                                                 

ACCGGC/CCGGTG 1 1                                                 

ACCGGG/CCCGGT 1 1                                                 

ACCTAT/AGGTAT 1 1                                                 

ACCTCC/AGGTGG 16 11 2 1 2                                           

ACCTCG/AGGTCG 1   1                                               
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ACCTCT/AGAGGT 6 6                                                 

ACCTGC/AGGTGC 1 1                                                 

ACGAGG/CCTCGT 6 3 2         1                                     

ACGATC/ATCGTG 1 1                                                 

ACGATG/ATCGTC 6 3 2       1                                       

ACGCAG/CGTCTG 1   1                                               

ACGCCG/CGGCGT 1 1                                                 

ACGCTC/AGCGTG 1 1                                                 

ACGGAG/CCGTCT 4 3 1                                               

ACGGGG/CCCCGT 3 2 1                                               

ACTAGG/AGTCCT 1   1                                               

ACTAGT/ACTAGT 1   1                                               

ACTCCC/AGTGGG 2 2                                                 

ACTCCG/AGTCGG 3   1   1 1                                         

ACTCTC/AGAGTG 7 4   3                                             

ACTGAG/AGTCTC 2 1 1                                               

ACTGCC/AGTGGC 4 3 1                                               

ACTGCT/AGCAGT 1 1                                                 

ACTGGC/AGTGCC 1   1                                               

AGAGAT/ATCTCT 3 2 1                                               

AGAGCC/CTCTGG 4   3 1                                             

AGAGCG/CGCTCT 2 2                                                 

AGAGCT/AGCTCT 1     1                                             

AGAGGC/CCTCTG 1 1                                                 

AGAGGG/CCCTCT 22 16 2 3   1                                         

AGATAT/ATATCT 2   1       1                                       

AGATGC/ATCTGC 4 4                                                 

AGATGG/ATCTCC 7 5 2                                               

AGCAGG/CCTGCT 4 3 1                                               

AGCATC/ATGCTG 6 2 3   1                                           

AGCCAT/ATGGCT 5 2   2         1                                   

AGCCCC/CTGGGG 1 1                                                 

AGCCCG/CGGGCT 1 1                                                 

AGCCCT/AGGGCT 1 1                                                 

AGCCGC/CGGCTG 3 3                                                 

AGCCTC/AGGCTG 9 7 1   1                                           

AGCCTG/AGGCTC 9 6 2   1                                           

AGCGGC/CCGCTG 2 2                                                 

AGCTCC/AGCTGG 5 5                                                 

AGCTCG/AGCTCG 10 10                                                 

AGCTGC/AGCTGC 1 1                                                 

AGGATC/ATCCTG 2 1 1                                               

AGGATG/ATCCTC 12 10   1 1                                           

AGGCAT/ATGCCT 1 1                                                 

AGGCCC/CCTGGG 3 3                                                 

AGGCGG/CCGCCT 1 1                                                 

AGGGAT/ATCCCT 2 1       1                                         

AGGGCC/CCCTGG 1 1                                                 

AGGGCG/CCCTCG 2                 1       1                         

AGGGGC/CCCCTG 1                                       1           

AGGGGG/CCCCCT 8 4 3 1                                             

ATATCC/ATATGG 3 3                                                 

ATCATG/ATCATG 3 2 1                                               

ATCCCC/ATGGGG 4 3             1                                   

ATCCGG/ATCCGG 1 1                                                 

ATCGGC/ATGCCG 1 1                                                 

ATGCCC/ATGGGC 3 1 2                                               

CCCCGG/CCGGGG 1   1                                               
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Número de Repeticiones 

Motivos 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 45 46 48 49 50 51 52 56 58 63 70 83 115 152 

AC/GT   3           1 2                                         

AG/CT 5 8 8 7 1 4 2   3 3 1 2   2   2 1 1 2 1   1 1 1 1   1 1   

AT/AT 25 22 15 11 8 8 5 4 5   1 1     4 1 3   2   2 1 1     1       

AAC/GTT                                                           

AAG/CTT     2 2   1 1           1                                 

AAT/ATT 9 3 6 4 4 1 2 3   4 3       1 1                         1 

ACC/GGT                                                           

ACG/CGT                                                           

ACT/AGT                                                           

AGC/CTG                                                           

AGG/CCT 1                                                         

ATC/ATG                                                           

CCG/CGG                                                           

AAAC/GTTT                                                           

AAAG/CTTT                                                           

AAAT/ATTT                                                           

AACC/GGTT                                                           

AACT/AGTT                                                           

AAGC/CTTG                                                           

AAGG/CCTT                                                           

AATC/ATTG                                                           

AATG/ATTC 1                                                         

 

 



 

Anexo E: Numero de SSRs encontrados por cada repetición 
de los motivos en secuencias flanqueantes de genes 
putativos de inmunidad de yuca 

 
Número de Repeticiones 

Motivos 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 37 39 43 51 56 total 

AC/GT - - - - - - 4 9 7 6 5 1 2     1                                       35 

AG/CT - - - - - - 88 57 43 36 34 24 35 14 22 15 2 3 1 3 2 1     2   1 2             1 386 

AT/AT - - - - - - 142 89 52 65 40 46 18 16 19 20 13 11 11 11 4 3 4 7 2 5 4     1 1 1 2 1   588 

AAC/GTT - - -           1                                                     1 

AAG/CTT - - - 84 42 23 26 7 13 3 6 4 5 3 1 1 1                                     219 

AAT/ATT - - - 91 64 36 22 12 10 11 15 7 5 5 3 2 4 6 2 1 2 1 1   2       2             304 

ACC/GGT - - - 6 1 3                                                           10 

ACG/CGT - - - 1                                                               1 

ACT/AGT - - -     1                                                           1 

AGC/CTG - - - 6   1 1                                                         8 

AGG/CCT - - - 19 8 6 3 2 1     1 1       2                                     43 

ATC/ATG - - - 3 1     2   1     1                                             8 

CCG/CGG - - -     3                                                           3 

AAAC/GTTT - 2                                                                   2 

AAAG/CTTT - 23 10 6 1 1                                                           41 
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AAAT/ATTT - 106 12 1   2 1                                                         122 

AAGC/CTTG - 3                                                                   3 

AAGG/CCTT -     1                                                               1 

AATC/ATTG - 2                                                                   2 

AATG/ATTC - 3 1                                                                 4 

AATT/AATT - 35 4 2 1   1 2                                                       45 

ACAG/CTGT - 1                                                                   1 

ACAT/ATGT - 1 3 1                                                               5 

ACCC/GGGT - 3                                                                   3 

AGAT/ATCT - 1                                                                   1 

AGCC/CTGG -   1                                                                 1 

AGCT/AGCT - 1                                                                   1 

ATCC/ATGG - 1                                                                   1 

AAAAC/GTTTT 5 2 1   1                                                             9 

AAAAG/CTTTT 41 14 17 3                                                               75 

AAAAT/ATTTT 131 33 2                                                                 166 

AAAGC/CTTTG 1                                                                     1 

AAAGG/CCTTT 6   2                                                                 8 

AAATC/ATTTG   1                                                                   1 

AAATG/ATTTC 3                                                                     3 

AAATT/AATTT 65 12 7                                                                 84 

AACAT/ATGTT 22 6 1   1                                                             30 

AACCC/GGGTT     1   1                                                             2 

AACCG/CGGTT 25                                                                     25 

AACCT/AGGTT 1                                                                     1 

AACTC/AGTTG   1                                                                   1 

AAGAG/CTCTT 11 1 1 2                                                               15 

AAGGG/CCCTT 1 1                                                                   2 

AAGTG/ACTTC 1                                                                     1 

AATAC/ATTGT 1                                                                     1 

AATAT/ATATT 8   2                                                                 10 

AATCC/ATTGG 1                                                                     1 

AATCG/ATTCG 8                                                                     8 
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AATCT/AGATT 1                                                                     1 

AATGT/ACATT 5 1                                                                   6 

AATTC/AATTG 6                                                                     6 

ACAGG/CCTGT 1                                                                     1 

ACGAG/CGTCT       1                                                               1 

ACGAT/ATCGT 1                                                                     1 

ACTCG/AGTCG 1                                                                     1 

AGAGC/CTCTG 2                                                                     2 

AGAGG/CCTCT 5 1 1 1                                                               8 

AGATC/ATCTG 1                                                                     1 

AGATG/ATCTC 1                                                                     1 

AGCCC/CTGGG     2                                                                 2 

AGCCG/CGGCT 1                                                                     1 

AGCCT/AGGCT 1                                                                     1 

AGGCG/CCTCG 2                                                                     2 

AGGGG/CCCCT 1                                                                     1 

ATATC/ATATG 34 6 4 2   1 1           1                   1                         50 

ATCCG/ATCGG 1                                                                     1 

ATGCC/ATGGC 1                                                                     1 

AAAAAC/GTTTTT 2                                                                     2 

AAAAAG/CTTTTT 23 2   1                                                               26 

AAAAAT/ATTTTT 20 4 1                                                                 25 

AAAACC/GGTTTT 3                                                                     3 

AAAACG/CGTTTT   1                                                                   1 

AAAATC/ATTTTG 1                                                                     1 

AAAATT/AATTTT 15 6                                                                   21 

AAACAG/CTGTTT 1   1                                                                 2 

AAACAT/ATGTTT 3                                                                     3 

AAAGAG/CTCTTT 2                                                                     2 

AAAGCG/CGCTTT 1                                                                     1 

AAAGGC/CCTTTG 5                                                                     5 

AAATAT/ATATTT 1                                                                     1 

AAATGT/ACATTT 2                                                                     2 
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AAATTG/AATTTC 1 1                                                                   2 

AAATTT/AAATTT 5                                                                     5 

AACAGC/CTGTTG 2                                                                     2 

AACAGG/CCTGTT   1                                                                   1 

AACCCT/AGGGTT 1                                                                     1 

AACCTG/AGGTTC 1                                                                     1 

AAGACG/CGTCTT           1                                                           1 

AAGAGG/CCTCTT 1                                                                     1 

AAGATG/ATCTTC 1                                                                     1 

AAGCAG/CTGCTT 3           2                                                         5 

AAGGAG/CCTTCT 1                                                                     1 

AATATC/ATATTG 1                                                                     1 

AATATG/ATATTC     1                                                                 1 

AATATT/AATATT 7                                                                     7 

AATCTC/AGATTG 1                                                                     1 

AATCTG/AGATTC 1                                                                     1 

AATGCT/AGCATT 2                                                                     2 

AATGGG/ATTCCC 2                                                                     2 

AATGTG/ACATTC   1                                                                   1 

AATTAT/AATTAT 1                                                                     1 

ACACTC/AGTGTG   1                                                                   1 

ACAGGC/CCTGTG     1                                                                 1 

ACATGC/ATGTGC 1                                                                     1 

ACCAGG/CCTGGT       1                                                               1 

ACCATC/ATGGTG   1                                                                   1 

ACCCTG/AGGGTC     1                                                                 1 

ACCGCG/CGCGGT 1                                                                     1 

ACCGGC/CCGGTG 2                                                                     2 

ACGAGG/CCTCGT 1                                                                     1 

ACGATC/ATCGTG 1                                                                     1 

ACGATG/ATCGTC   1                                                                   1 

ACGCCG/CGGCGT 1                                                                     1 

ACGGGG/CCCCGT 2                                                                     2 
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ACTCTC/AGAGTG 5                                                                     5 

AGAGCC/CTCTGG   2                                                                   2 

AGAGGG/CCCTCT 2   1                                                                 3 

AGATGG/ATCTCC   1                                                                   1 

AGCAGG/CCTGCT 2                                                                     2 

AGCCAT/ATGGCT 1                                                                     1 

AGCCTC/AGGCTG 2                                                                     2 
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Anexo F: Numero de SSRs encontrados por cada repetición 
de los motivos en ESTs de yuca 

 
Número de Repeticiones 

Motivos 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 28 29 30 31 32 38 55 382 total 

AC/GT - - - - - - 3 7 3     3     1                                 17 

AG/CT - - - - - - 78 57 54 41 36 26 29 15 21 8 6 8 7 4 3 3 1 2   1   1 1     402 

AT/AT - - - - - - 40 14 12 7 6 5   2 2 2         1       2         1 1 95 

AAC/GTT - - -     1                                                   1 

AAG/CTT - - - 64 30 21 23 6 3   1 2   4             1                     155 

AAT/ATT - - - 22 13 2 2 3 1                                             43 

ACC/GGT - - - 14 3 1 2 1                                               21 

ACG/CGT - - - 1                                                       1 

ACT/AGT - - -   2                                                     2 

AGC/CTG - - - 25 11 7 3 1       1       1                               49 

AGG/CCT - - - 10 10     2                                               22 

ATC/ATG - - - 27 8 1                                                   36 

CCG/CGG - - -   2 1                                                   3 

AAAC/GTTT - 2 1                                                         3 

AAAG/CTTT - 15 2 4 1                                                     22 

AAAT/ATTT - 12 3                                                         15 

AACC/GGTT -   1                                                         1 

AAGC/CTTG - 2 1                                                         3 

AAGG/CCTT - 2                                                           2 

AATC/ATTG - 1                                                           1 

AATG/ATTC - 4                                                           4 

AATT/AATT - 1                                                           1 

ACAT/ATGT -   4                                                         4 

ACCT/AGGT - 1                                                           1 
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ACGT/ACGT -   3     1                                                   4 

ACTC/AGTG - 1                                                           1 

AGAT/ATCT -     1                                                       1 

AGCG/CGCT - 1                                                           1 

ATCC/ATGG - 7 1                                                         8 

ATCG/ATCG - 4 1                                                         5 

ATGC/ATGC - 6 3                                                         9 

AAAAC/GTTTT 3 2 1                                                         6 

AAAAG/CTTTT 21 12 2 1   2                                                   38 

AAAAT/ATTTT 17 1                                                           18 

AAAGC/CTTTG 1                                                             1 

AAAGG/CCTTT 1   1 1                                                       3 

AAATG/ATTTC 2                                                             2 

AAATT/AATTT 2 1                                                           3 

AACAC/GTGTT 1                                                             1 

AACTC/AGTTG   1                                                           1 

AACTG/AGTTC   1                                                           1 

AAGAG/CTCTT 7 1                                                           8 

AAGCC/CTTGG 2                                                             2 

AAGCG/CGCTT 1                                                             1 

AAGGG/CCCTT 2                                                             2 

AATAC/ATTGT   1                                                           1 

AATAT/ATATT 5                                                             5 

AATCC/ATTGG 2                                                             2 

AATGT/ACATT 1                                                             1 

ACACG/CGTGT   1                                                           1 

ACCCG/CGGGT 3                                                             3 

ACCCT/AGGGT 1                                                             1 

ACGAG/CGTCT 1                                                             1 

ACTGC/AGTGC   1                                                           1 

AGAGC/CTCTG 1                                                             1 

AGAGG/CCTCT 1 1                                                           2 

AGATC/ATCTG 3                                                             3 
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AGCCT/AGGCT 1                                                             1 

AGCTC/AGCTG 1                                                             1 

AGGGG/CCCCT 1                                                             1 

ATATC/ATATG 2                                                             2 

ATCCC/ATGGG 2   1 1                                                       4 

AAAAAG/CTTTTT 15 1                                                           16 

AAAAAT/ATTTTT         1                                                     1 

AAAAGC/CTTTTG 5                                                             5 

AAAAGG/CCTTTT 1                                                             1 

AAACAC/GTGTTT 1                                                             1 

AAACTG/AGTTTC 1                                                             1 

AAAGAG/CTCTTT 4                                                             4 

AAAGCC/CTTTGG   1                                                           1 

AAATGG/ATTTCC 1                                                             1 

AAATTC/AATTTG 1                                                             1 

AACAAG/CTTGTT   1                                                           1 

AACAAT/ATTGTT 1                                                             1 

AACACC/GGTGTT       1   1                                                   2 

AACAGC/CTGTTG 2 1                                                           3 

AACAGG/CCTGTT   2                                                           2 

AACCTG/AGGTTC     1                                                         1 

AACGAT/ATCGTT 1                                                             1 

AACGGC/CCGTTG 3                                                             3 

AACGGG/CCCGTT 1                                                             1 

AAGAGG/CCTCTT 7 3                                                           10 

AAGATG/ATCTTC 3 1                                                           4 

AAGCAG/CTGCTT 3 1                                                           4 

AAGCTC/AGCTTG 1                                                             1 

AAGGAG/CCTTCT 3                                                             3 

AAGGGG/CCCCTT   1                                                           1 

AAGGTG/ACCTTC 1                                                             1 

AAGTGG/ACTTCC 1                                                             1 

AATCAT/ATGATT   1                                                           1 
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AATCCT/AGGATT     1                                                         1 

AATCGC/ATTGCG 1                                                             1 

AATCGT/ACGATT 3                                                             3 

AATGCC/ATTGGC 1                                                             1 

AATGGG/ATTCCC 1                                                             1 

ACACCC/GGGTGT   1                                                           1 

ACAGAG/CTCTGT   1                                                           1 

ACAGCC/CTGTGG 3 1                                                           4 

ACAGGG/CCCTGT 1                                                             1 

ACATGG/ATGTCC 3                                                             3 

ACCACG/CGTGGT   1                                                           1 

ACCACT/AGTGGT   2                                                           2 

ACCAGC/CTGGTG 1       2                                                     3 

ACCAGG/CCTGGT   1                                                           1 

ACCATG/ATGGTC   2                                                           2 

ACCGCC/CGGTGG 1                                                             1 

ACCTCC/AGGTGG 1   1                                                         2 

ACGAGC/CGTGCT 1                                                             1 

ACGCAG/CGTCTG         1                                                     1 

ACGCCC/CGTGGG 1                                                             1 

ACGGAG/CCGTCT 1                                                             1 

ACTCGG/AGTCCG 1                                                             1 

ACTGCC/AGTGGC 1                                                             1 

ACTGGG/AGTCCC 1                                                             1 

AGAGCG/CGCTCT 1                                                             1 

AGAGGG/CCCTCT 1                                                             1 

AGATGG/ATCTCC 1 1                                                           2 

AGCATC/ATGCTG       1                                                       1 

AGCCAT/ATGGCT   1                                                           1 

AGCCCC/CTGGGG 2                                                             2 

AGCCCT/AGGGCT   1                                                           1 

AGCCGC/CGGCTG 1                                                             1 

AGCCTC/AGGCTG 2                                                             2 
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AGCCTG/AGGCTC 1                                                             1 

AGCGGC/CCGCTG 1                                                             1 

AGGATG/ATCCTC 5                                                             5 

AGGGGC/CCCCTG 1                                                             1 

ATCATG/ATCATG 1 1                                                           2 
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