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Resumen y Abstract IX

Resumen

La mutacion de almidén ceroso o waxy, en la yuca, descubierta en 2007, en el CIAT,
abrié la posibilidad de estudiar el mecanismo de expresion del gen GBSSI, cuya
mutacion es la responsable de este fenotipo. El objetivo de este trabajo de investigacion,
fue la caracterizacién de las variaciones en la secuencia del gen GBSSI de yuca.
Estructuralmente la secuencia del gen GBSSI se compone de 13 exones interrumpidos
por 12 intrones. En este estudio se identificaron entre dos y ocho variantes alélicas del
gen en un mismo genotipo. El andlisis filogenético de 10 genotipos de “yuca cerosa”
identificados en el CIAT en los dltimos 5 afios, 4 genotipos normales y 6 genotipos
clasificados como “posibles parentales” mostr6 claramente una division evolutiva y
funcional con la presencia un clado conteniendo todas la variantes de la mutacién cerosa
y otro con todas las variantes no-cerosas sugiriendo una estructura génica compleja en
la expresion de esta caracteristica en la yuca. Estos resultados sugieren que la
caracteristica cerosa en la yuca podria ser controlada por mas de una forma alélica de
GBSSI. Los resultados que se presentan en este documento confirman el estatus

recesivo de la mutacion de almidon ceroso para la yuca.

Palabras clave: yuca, GBSSI, waxy, almidén, variantes alélicas.
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Abstract

The cassava waxy mutation, discovered in 2007, at CIAT, opened the possibility to study
the expression mechanism of GBSSI gene, whose mutation is the responsible of this
genotype. The aim of this research, was the variations characterization in the GBSSI
gene sequence in cassava. Structurally the sequence of the GBSSI gene is composed by
13 exons interrupted by 12 introns. In this study were identified from two to eight gene
allelic variants of this gene in the same genotype. The phylogenetic analysis of 10
genotypes of “waxy cassava” identified at CIAT since last 5 years, 4 non waxy genotypes
and 6 “potential parents” depicted a functional and evolutive division with the presence of
a clade containing all the waxy mutation variant and other containing the non-waxy
variants. It suggest a complex genetic structure in the expression of this trait in cassava.
These results suggest furthermore that the cassava waxy trait could be controlled by
more than one allelic form of GBSSI. The results also confirm the recessive status of the

cassava waxy mutation.

Keyword: cassava, GBSSI, waxy, starch, allelic variants.
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Introduccioén

En el trépico y sub-trépico, la yuca se cultiva en 103 paises por sus raices ricas en
almidon (FAOSTAT, 2015). La yuca es la fuente mas importante de carbohidratos
después del arroz, la cafia de azlcar y el maiz; de ahi que constituya la base de la
alimentacion y recursos econémicos para mas de 1.000 millones de personas en Africa,
Asia y América Latina (FAOSTAT, 2011). A pesar de su rol tan importante como alimento
basico, en los Ultimos afios se ha incrementado significativamente su uso para la
extraccion del almidén con propdsitos industriales incluyendo la produccién de etanol
(Sanchez et al. 2010).

El almiddén es la estructura de reserva de carbono méas importante en los cultivos que se
constituyen como alimento béasico, como el maiz, el arroz, el trigo para los cereales y la
papa, la batata y yuca entre las raices y tubérculos. En la zona tropical, la yuca es la
cuarta fuente mas importante de energia (Alves 2002), mientras que a nivel global, se
posiciona como la sexta fuente mas importante de calorias en la dieta humana (FAO,
1999; citado por El-Sharkawy 2004). La yuca reporta una produccion de carbohidratos
40% superior al arroz y 25% superior al maiz, posicionandose como la fuente calérica
mas econdmica tanto para alimentacion humana, como para alimentacion animal
(Tonukari 2004).

Por su capacidad de adaptarse a suelos con baja disponibilidad de nutrientes y agua, la
yuca es capaz de sobrevivir en condiciones de sequia y baja fertilidad (Burrell 2003); por
tal motivo se le considera como un cultivo de bajo riesgo. Ademas, se adapta facilmente
a un amplio rango de condiciones agroecolédgicas, donde por lo general pequefios
agricultores de recursos economicos limitados la cultivan (Alves 2002; El-Sharkawy
2004). En Colombia, es por ende, un cultivo estratégico del cual muchas familias

campesinas dependen para su sustento.



2 Introduccién

A nivel molecular, en la yuca, existen varios genes de la ruta de sintesis del almiddn los
cuales juegan un papel importante en la formacion del grano de almidén. Entre ellos, el
gen GBSSI (Larssona et al.1996). El analisis de mutantes para producciéon de almidén
ceroso conocidos como waxy, en diferente especies vegetales han mostrado que GBSSI
es la Unica almiddn sintetasa que produce amilosa en el almidén de almacenamiento
(Zeeman et al. 2010).

La ausencia de amilosa en el almidén del tipo waxy implica que éste gelatiniza
facilmente, produciendo pastas claras que no se polimerizaran. Esta caracteristica es
utilizada como un estabilizador y espesante en productos alimenticios y como un
emulsionante para aderezos de ensaladas (Jobling 2004). En papa, el almidon waxy ha
mejorado considerablemente la claridad de la pasta y la estabilidad, lo cual ofrece
aplicaciones tanto en la industria alimenticia y en la fabricacion de papel (Jobling 2004).
Otra propiedad importante de los almidones que son empleados en productos
alimenticios es su estabilidad durante los periodos de congelamiento-descongelamiento.
Debido a la carencia de amilosa, los almidones waxy han mejorado esta estabilidad en
comparacion con los almidones normales. Desde la perspectiva del consumidor y desde
el punto de vista medio ambiental, esta caracteristica es ventajosa debido a que
disminuye la necesidad en el uso de tratamientos quimicos (Jobling 2004). El almidén
ceroso (waxy) de yuca puede utilizarse en aplicaciones industriales donde el almidén
ceroso del maiz, arroz y trigo hoy dominan en los procesos industriales. Esto debido
principalmente a que su procesamiento es mas simple y el costo de produccién es mas
bajo que el almidén de maiz para citar un ejemplo. Sin embargo, hoy no existen
suficientes variedades de yuca cerosa adaptadas a los ecosistemas de produccién de la
yuca para satisfacer un incremento en la demanda por este producto. Mas aun, de
aquellas variedades de yuca cerosa disponibles, hoy, no se cuenta con suficiente semilla

vegetativa para satisfacer el uso global de este tipo de almidones.

El mejoramiento de la yuca, hoy, requiere de aproximadamente 100,000 eventos de
recombinacion genética y un proceso lento y costoso de caracterizacion fenotipica para
la selecciébn de aproximadamente 10 variedades elite luego de 8 a 10 afios de
mejoramiento genético. Un conocimiento claro de las rutas involucradas en la sintesis de
los bio-productos mas importantes de este cultivo es clave para acelerar su ganancia

genética. Es asi, que, el entendimiento de la informacion genética contenida en las rutas
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de la sintesis y degradacién del almidén en la yuca es fundamental para agregarle valor
como cultivo y asi justificar la inversion en su mejoramiento genético. Esta informacién
nos permitira establecer con claridad el patrén de herencia y la identificacion de
marcadores para el gen GBSSI; como herramienta para acelerar el mejoramiento de este
caracter en el cultivo. El objetivo de este trabajo de investigacidén fue caracterizar a nivel
molecular el gen GBSSI involucrado en la mutacion waxy del almidén de yuca e
identificar nuevas fuentes de almidén en otros genotipos de yuca a través del disefio de
marcadores gracias al conocimiento de la secuencia del gen GBSSI en genotipos

silvestres y mutantes.






1.MARCO TEORICO

1.1 El cultivo de la yuca

La yuca (Manihot esculenta Crantz) es un arbusto perenne perteneciente a la familia
Euphorbiaceae (Rogers & Appan, 1973). Dentro del género Manihot se han reportado
alrededor de 98 especies, de las cuales, solo la especie M. esculenta es la forma
cultivada. La yuca posee 36 cromosomas (2n=36) y se considera un anfidiploide o un
alopoliploide secuencial (Umanah & Hartman 1973; Jenings 1970; El-Sharkawy 2004)
(Figura 1).

La yuca es un cultivo ancestral en Latinoamérica y el Caribe. La yuca se propaga
vegetativamente por medio de estacas (cortes de tallo) o a través de semilla sexual, sin
embargo la primera es la practica mas comun. La reproduccion a partir de semilla se da
tanto bajo condiciones naturales o controladas; es ésta Ultima usada en programas de
mejoramiento para la obtencién de nuevas variedades (Alves 2002). Las raices son la
principal estructura de almacenamiento de almidon en la yuca. Anatébmicamente, la raiz
de yuca no es tuberosa, sino una raiz verdadera, por lo cual no se puede usar para
propagacion vegetativa. La raiz en sus estadios de maduracion tardios presenta tres
tipos distintos de tejido: el peridermo, la corteza y el parénquima (Wheatley and Gémez
1985). El parénquima es la parte comestible, comprende aproximadamente el 85% del
peso total de la raiz y consiste de vasos de xilema radialmente distribuidos en una matriz
de células conteniendo almidon (Wheatley and Gomez 1985; Alves 2002). La
composicion tipica de la raiz de yuca consta de humedad (70%), almidon (24%), fibra

(2%), proteina (1%) y otras sustancias incluyendo minerales (3%) (Tonukari 2004) .

Aunque la yuca es un cultivo perenne, las raices de almacenamiento pueden ser
cosechadas entre los 6 a 24 meses posteriores después de plantada. El tamafio de la

raiz y la forma dependen del cultivar y las condiciones de crecimiento (El-Sharkawy
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2004); la variabilidad en tamafio entre un cultivar y otro es mayor que la que se encuentra

en otros cultivos tuberosos (Wheatley 1995).
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Figura 1.Tincién convencional de cromosomas de algunos cultivares de Yuca. ‘Aipim Batata’ (1),
‘Pingare” (2), ‘Urubu’ (3), ‘Mucuri Macaco’ (4), ‘BGM 1159’ (5), ‘IPA 9602’ (6). La barra representa
una distancia de 5um. Los seis cultivares muestran cariotipos similares con 2n=36 cromosomas
metacéntricos a submetacéntricos (Imagen tomada de De Carvalho & Guerra 2002).

1.1.1 Biologia reproductiva del cultivo de la yuca

La yuca es una especie de polinizacion cruzada y como otras las plantas del género
Manihot, es monoica, es decir, con flores unisexuales masculinas y femeninas, en una
misma planta, y generalmente, en la misma inflorescencia (Figura 2). Las flores
femeninas se ubican en la seccion basal de la inflorescencia mientras que las
masculinas, se encuentran en la parte superior y son mas pequefias y mas numerosas
(Halsey et al. 2008). Es comun la esterilidad masculina, segun Kawano et al. (1978) es
debido al aborto de las flores antes de alcanzar la madurez o a la falta de produccion de

polen en aquellas que completan el ciclo de maduracion.
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En cierto, que no todas las variedades de yuca florecen, y entre las que lo hacen, hay
marcadas diferencias en cuanto al tiempo de floracion y a la cantidad de flores que
producen. La época de floracién varia, segun los genotipos, y es influenciada por las
condiciones ambientales. Jenings (1970) observd que las plantas florecen
preferencialmente, en dias cortos del afio. Chandraratha y Nanayakkara (1948)
observaron que el estigma permanece receptivo durante un periodo de menos de 24
horas y el polen permanece viable por un periodo de seis dias. El tiempo para la
formacion de la semilla después de la polinizacion va desde tres a cinco meses (Hershey
1991). En consecuencia de lo anterior, la polinizacion de la yuca es cruzada, de ahi, que
cada individuo es un hibrido con altos niveles de heterocigocidad. La polinizaciéon es
realizada tipicamente por la accién de insectos y depende de factores externos, como la
hora del dia, la temperatura, la luminosidad y la disponibilidad de polen.

También, en el cultivo de la yuca, se da un evento, conocido como protoginia, en el cual
las flores femeninas de la misma inflorescencia abren alrededor de dos semanas a 10
dias antes que las flores masculinas, hecho que desfavorece la autopolinizacién. Sin
embargo, es posible que las flores femeninas y masculinas en ramificaciones distintas de
una misma planta, abran simultaneamente, hecho que favorece la ocurrencia natural de

autopolinizacién (Hershey 1991).
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Filamento
Anteras

Segmentos del perianto

i Staminate flower
Staminate flower (with part of calyx removed)

© Jan van Os, 2003
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Pistillate ﬂdwer (part of petals removed)

Figura 2. A) Representacion de la inflorescencia de la yuca. Una rama floreciente de tamafio
natural. 1) Flor masculina en la seccidn longitudinal; 2) Flor femenina en la seccidn longitudinal; 3)
fruto; 4) Semillas desde el interior. B) Corte longitudinal de la flor masculina. C) Corte longitudinal
de la flor femenina (Welzen et al. 1997).

1.1.2 Importancia economica del cultivo de la yuca

En los Ultimos afios, la yuca se ha cultivado en mas de 103 paises del trépico
principalmente por sus raices ricas en almidon. Actualmente constituye la fuente mas
importante de carbohidratos después del arroz, la cafia de azlcar y el maiz,
contribuyendo a la alimentacion de mas de 1.000 millones de personas (FAOSTAT,
2014) de paises en vias de desarrollo en las zonas tropicales y subtropicales en Africa,
Asia y América Latina. En la zona tropical, la yuca es la cuarta fuente mas importante de
energia (Alves 2002), mientras que a nivel global, se posiciona como la sexta fuente mas

importante de calorias en la dieta humana (El-Sharkawy 2004).

Tanto las raices como las hojas son adecuadas para el consumo humano; las hojas son
fuente de proteinas, minerales y vitaminas, particularmente vitamina C y carotenos; las

raices son fuente de hidratos de carbono y son usadas frescas para consumo humano
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directo cuando son bajas en cianégenos o como producto procesado, principalmente
para la extraccion de almidén; la yuca se puede someter a procesos de secado para la
produccién de harina, se puede asar para la produccion de alimentas empaquetados,
produccién de etanol o para alimentacion animal (El-Sharkawy 2004). En las regiones en
las que la yuca es usada para consumo humano directo, principalmente en Africa y en
América Latina, los cultivares con bajo contenido de &acido prusico (cianuro de
hidrogeno), que se denominan “yuca dulce”, son de preferencia en pro de evitar dafios a
la salud, debido a la descomposicién de los glucésidos en el tracto digestivo humano,
liberando cianuro de hidrogeno. Por otro lado, en los cultivares con alto contenido de
acido prusico, “yuca amarga”, mucho del cianuro de hidrégeno se remueve de las raices
y las hojas de yuca, a través del uso de una mezcla de métodos tradicionales y
tecnologia moderna durante el procesamiento y preparacion de los alimentos u otros
métodos basados fundamentalmente en la hidrélisis enzimatica para reducir la

concentracion de glucoésidos (Essers 1995).

Ademas, la yuca es un cultivo de bajos requerimientos debido a que estad adaptada a
condiciones de baja disponibilidad de nutrientes y es capaz de sobrevivir a condiciones
de sequia (Burrell 2003), por tal motivo se considera como un cultivo de bajo riesgo,
adaptada a un amplio rango de condiciones agroecoldgicas y, la cual es generalmente
cultivada por pequefios agricultores con recursos limitados como cultivo de subsistencia
en un rango diverso de sistemas alimenticios y agriculturales (Alves 2002). En Colombia,
es un cultivo estratégico ya que muchas familias campesinas dependen de éste para su
sustento, ademas se usa como materia prima en varios procesos industriales y como
fuente de alcohol carburante (El-Sharkawy 2004). Ademas, combinando en el mercado,
la demanda de yuca fresca junto con la de sus productos procesados, como estrategia
para agregarle valor comercial, se podria incrementar la flexibilidad y la rentabilidad del

cultivo.
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1.2 Estructura y biosintesis del almiddn

1.2.1 Estructura del almiddn

El almidén es uno de los productos vegetales mas importantes para el hombre;
componente esencial en los alimentos, el cual aporta una gran proporcion de la ingesta
caldrica diaria (Tonukari 2004). En plantas superiores, el almidon es sintetizado en los
plastidios, tanto en células fotosintéticas, como no fotosintéticas y constituye el principal
carbohidrato de almacenamiento, jugando un papel importante durante el ciclo de vida de
la planta (Zeeman et al. 2010). Quimicamente, el almidén es un glucano insoluble
compuesto de dos polimeros de glucosa: amilosa y amilopectina. La amilosa y la
amilopectina son polimeros de a-D-glucopiranosa. Se trata de homopolisacaridos de la
clase denominada glucanos, que son los polimeros de la glucosa, estos difieren sélo en
los tipos de enlaces entre los residuos de glucosa. Juntos, la amilosa y la amilopectina
forman granos insolubles y semicristalinos con una estructura interna dispuesta

concéntricamente en laminas (Figura 3).

La amilopectina es un polimero ramificado, con un peso molecular estimado entre 10" y
10° Daltons, que ademas de los enlaces a(1-4), también contiene enlaces a(1-6) y es el
componente principal del grano de almidon, representando mas del 75%. La
amilopectina, se ha reportado, es también responsable de la naturaleza granular del
almidén (Zeeman et al. 2010). En contraste, la amilosa, que es el segundo componente
del almidén, es mas pequefio que la amilopectina, con un peso molecular entre 10° y 10°
Daltons, es un polimero lineal, que tiene exclusivamente enlaces a(1-4) entre los

residuos de glucosa adyacentes y esta ligeramente ramificado (Figura 3).



Marco tedrico 11

a Amylopectin Amylose

A

\
N

Glucose units are linked into Neighboring chains of Amylose chains
chains via a-1,4-bonds and amylopectin clusters form form single helices
branched via a-1,6-bonds double helices {represented

as cylinders, below)

/
71,
L
L
ok

L

L1

Jrvl

2
X
-
.Y
2
Alternating Crystalline Alternative
crystalline and lamellae arrangement of
amorphous composed of double helices
lamellae, repeated  aligned double in crystalline
with 9-nm helices of lamellae (top
periodicity amylopectin view), Mixtures
(B-type shown) of A and B are
designated
C-type

Figura 3. a) Representacion esquematica de la amilosa y la amilopectina, y la estructura adoptada
por sus cadenas constitutivas. b) Estructura lamelar interna del grano de almidon (Zeeman et al.
2010).

1.2.2 La ruta de biosintesis del almiddon

Biol6gicamente, varios genes juegan un papel importante en la sintesis del grano de

almidén en las plantas, entre ellos, se encuentran las “almidon sintasas”. Varias
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isoformas de estos genes existen en la naturaleza en diversas especies de plantas. En
papa, se han reportado cuatro isoformas de almiddn sintasa: sintasa de almidén ligada al
granulo (GBSSI) y tres almidén sintasa solubles (SSs) (Larssona et al.1996). La GBSSI
se encuentra unida al grano de almidén, mientras que las otras tres isoformas estan

predominantemente ubicadas en el estroma del plastidio (Figura 4)..

Sintesis de Amilopectina

En las plantas superiores las almidon sintasas son codificadas por cinco clases de genes
llamados: GBSSI, SSI, SSilI, SSlIl y SSIV. El gen GBSSI esté ligado al grano de almidén
y es responsable de sintetizar la amilosa. Las otras isoformas de la SS estan encargadas
de generar las ramificaciones en la amilopectina. Estas proteinas SS estan en estado
soluble en el estroma del plastidio, 6 parte solubles y parte asociadas al granulo, por lo
gue a menudo se les denominan SS solubles (Zeeman et al. 2010).

Los datos genéticos y bioguimicos disponibles indican que cada isoforma de la SS tiene
propiedades diferentes y juegan papeles distintos en la sintesis de la amilopectina. Sin
embargo, la elongacion de las ramificaciones es catalizada por las enzimas de
ramificacién (BEs del inglés, Branching Enzymes). En las plantas superiores existen dos
tipos: BEIl y BEIl, las cuales contribuyen de diferente manera a la sintesis de la
amilopectina. De esta manera la evolucién de multiples isoformas de SS y BE indica que
ellas juegan un papel determinante en la arquitectura de la amilopectina y asi mismo en
la capacidad de sintetizar almidon en lugar de glicbgeno, ademas de contribuir
probablemente a la variacion en la estructura de los almidones provenientes de distintos

Organos y especies.

Sintesis de Amilosa

El componente de amilosa del grano de almidon es sintetizado por el gen GBSSI a partir
de la ADP-glucosa. El papel del gen GBSSI en la sintesis del almidon estd bien
caracterizado y juega un rol fundamental en la composicién y calidad del grano de

almidén. Andlisis de mutantes libres de amilosa en varias especies de plantas,
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especializadas en la produccion de almidén, han mostrado que el GBSSI es la Unica
almidon sintasa responsable de la produccion de amilosa en el grano de almidén y la
amilopectina la Unica molécula responsable de la conformacion estructural del grano
(Zeeman et al. 2010; James et al. 2003; Aiemnaka et al. 2012).

Por ejemplo, el mutante amf de la papa, carece de la actividad del gen GBSSI y contiene
almidon libre de amilosa (Hovenkamp—Hermelink et al. 1987). Esta mutacion, sin
embargo, se reportdé por primera vez en el endospermo del maiz; donde la presencia del
almidoén sin amilosa (100% amilopectina) le da al grano de maiz la apariencia cerosa, de
donde la mutacién recibe su nombre. Es también en el maiz dénde por primera vez se
caracteriz6 completamente la secuencia del gen (Hannah 2000). Desde entonces se han
reportado por lo menos dos isoformas del gen GBSS, (GBSSI y GBSSII). Estas isoformas
son homologas, se ha reportado que estan situadas en loci diferentes y que comparten
aproximadamente entre 66 y 69% de identidad a nivel de la secuencia de ADN. La
isoforma GBSSI esta predominantemente expresada en el endospermo, mientras que la
GBSSII se expresa en hojas y otros tejidos que no son los de almacenamiento (Vrinten &
Nakamura 2000).
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Figura 4. Representacion esquematica de la ruta de biosintesis del grano de almidén en yuca
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1.3 Caracteristicas del almiddn de yuca waxy y no waxy

Los granos de almidén de yuca son generalmente redondos, con una base plana o
truncada, la cual es distintiva del cultivo (Ceballos et al. 2007). El contenido total de
amilosa tipico en el almidon de yuca varia desde 13.6% a 23.8%, en contraste con los
mutantes libres de amilosa que presentan un contenido de alrededor del 3.4% (Ceballos
et al. 2007).Las dimensiones del grano de almidén fluctdan entre 5 pm a 40um (Figura 5).
La variacion en tamafio del grano de almidon asi como su composicién quimica, depende
en gran medida del origen botanico del mismo (Tabla 2, Figura 6). Sin embargo, los
andlisis de microfotografias de barrido de electrones no evidencian diferencias entre las
caracteristicas estructurales del grano de almidon waxy y el grano normal. EI mismo
andlisis tampoco diferencia entre el tamafio y forma del grano en variedades de yuca
(Moorthy 2002) (Figura 5). Otras caracteristicas organolépticas como la claridad de la
pasta no muestra diferencias entre el almidén tipo waxy y el normal. Sin embargo, la
viscosidad si presenta caracteristicas contrastantes entre los almidones waxy (890cP) y
los normales (577-746¢cP); esto es como consecuencia directa de los cambios en

proporcion de amilosa y amilopectina en el grano.

“

_— 3 M m
SKU 7:!)‘3(‘@ Semm

Figura 5. Microfotografia electronica de barrido de granos de almidén de yuca waxy en el
genotipo AM206-5 (izquierda) y en un genotipo normal (derecha) (Imagen tomada de Ceballos et
al. 2007).
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El almidén de la yuca se caracteriza por su apariencia transparente, alta viscosidad,
estabilidad en ciclos de congelamiento-descongelamiento y facilidad para separarse,
debido a que las raices se componen principalmente de fibra y agua y contienen bajos
niveles de proteina y de grasas (Ceballos et al. 2008; Ceballos et al. 2007), lo que implica
gque tanto el almidon como sus derivados tienen un sabor mas suave. Estas
caracteristicas, hacen del almidon de yuca una materia prima muy deseable en el
procesamiento de muchos productos alimenticios (Ceballos et al. 2007) y en la
produccion de farmacos y bioplasticos (Omojola 2013). Ademas, su técnica de
procesamiento es mas simple y el costo de produccién es mas bajo que el almidén de

maiz.

Tabla 1. Caracteristicas del grano de almidén de varias especies cultivadas de importancia
econdmica (Rickard et al. 1991).

Propiedades Yuca Maiz Arroz Trigo Cebada Papa
Tipo Raiz Cereal Cereal Cereal Cereal Tubérculo
Ovalado, Redondo, . Lenticularo Redondoo Ovalado,
Forma i Poligonal i ‘i
truncado poligonal redondo eliptico esférico
Didmetro (um) 5-40 5-30 3-8 1-45 2-25 5-100

Figura 6.Microfotografia de luz de granos de almidon provenientes de muestras de a) Papa, b)
Maiz y c) Trigo (Han & Hamaker 2002).
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1.3.1 Prueba de yodo para determinar la presencia de almidon
waxy

La prueba de yodo es una prueba cualitativa utilizada a menudo para detectar la
presencia de almidén waxy en los tejidos de reserva de la planta. El yodo se disuelve en
una solucién de yoduro de potasio, para generar un complejo iénico triyoduro el cual se
desliza en el interior de la espiral de amilosa (Figura 1). La presencia de concentraciones
normales de amilosa en el almidén, produce una coloracion parpura a negro sobre el
tejido, mientras que las muestras conteniendo proporciones menores de amilosa generan
una coloracién mas tenue. En ausencia de la amilosa, la amilopectina no produce esta

coloracién en contacto con la solucién de yodo (Figura 7).

Figura 7.Tincion diferencial utilizando solucién de yodo sobre raices (A) y tallos (B) de yuca de un
clon normal (tefiido en purpura oscuro) y un genotipo waxy (tefiido en café rojizo) (Ceballos et al.
2007).

1.4 Importancia del almiddon de yuca waxy

El almidén y en particular el almidon de yuca, es un negocio que representa miles de
millones de ddlares a nivel mundial; debido a su amplia aplicacién a nivel industrial
(Tonukari 2004). Anualmente se extraen unos 60 millones de toneladas de almidén, de
los cuales el 10% se produce con las raices de yuca, y actualmente el precio de
exportacion ronda los 225 délares por tonelada. A nivel funcional, el almidén de yuca
eficientemente reemplaza al del maiz, arroz y trigo en procesos industriales. El almidén
de yuca se recomienda para su uso en aperitivos y como espesante en alimentos que no
estan sujetos a condiciones rigurosas de procesamiento. Otra caracteristica importante

del almidén de yuca, es que es bastante suave en cuanto a sabor, por tanto se usa en
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alimentos procesados para bebés como aditivo y en la industria de la confiteria y
panaderia como agente aglutinador. El almidén se utiliza en el apresto y tefiido en las
industrias textiles para aumentar el brillo y el peso de la tela. En las industrias
farmacéuticas, almidén sirve como un material de relleno y agente de unién para la
fabricacion de tabletas. El almidén de yuca también tiene otros usos, como un aditivo en
el cemento para mejorar el tiempo de fraguado, y se utiliza para mejorar la viscosidad de
los lodos de perforacién en pozos de petréleo. El almidon es también la principal materia
prima en la industria de pegamentos y adhesivos. En la produccion de papel, almidén de
yuca se utiliza actualmente como pegamento para lograr el brillo y fuerza. El almidén es
también una materia prima importante para el polvo en las industrias de cosméticos. En
la fabricacién de jabdén detergente, el almidon se utiliza para obtener una mejor
recuperacion y para mejorar la vida util de los detergentes. Mientras que en las industrias
del caucho y espuma, el almidon se emplea para obtener una mejor formacion de

espuma y color (Tabla 2) (Tonukari 2004).

Tabla 2. Ejemplos de las aplicaciones del almidén a nivel industrial (Burrell 2003).

bhebid: Al

Ali tosy

acion animal  Agricultura Plasticos Farmacia Construccion Textiles Papel Varios

Mayonesa Croquetas Recubrimiento de  Plasticos Tabletas Fibra mineral Urdimbre Cartén corrugado  Extraccion de petrdleo
Aderezos semillas biodregradables Placas deyeso  Telas Papel carton Pegamento

Comida de bebé Fertilizantes Concreto Hilos Tratamiento de aguas
Panaderia

Refrescos

Cérnicos

Confiteria

Adicionado a lo anterior, la carencia de amilosa en el almidon waxy implica que éste
gelatiniza facilmente, produciendo pastas claras que no se polimerizan (Ceballos et al.
2007). En papa, el almidén waxy ha mejorado considerablemente la claridad de la pasta
y la estabilidad, lo cual ofrece aplicaciones mas llamativas en la industria alimenticia y en
la fabricacién de papel (Jobling 2004). Otra propiedad importante de los almidones que
son empleados en productos alimenticios es su estabilidad durante los periodos de
congelamiento-descongelamiento. Debido a la carencia de amilosa, los almidones waxy
han mejorado esta estabilidad en comparacion con los almidones normales. El almidon
de yuca waxy, es ademas uno de los menos resistentes al rompimiento enzimatico entre

los almidones de especies no cereales, esto, desde la perspectiva del consumidor y
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desde el punto de vista medio ambiental, es ventajoso debido a que disminuye la

necesidad en el uso de tratamientos quimicos (Jobling 2004).

1.5 Enfoques actuales hacia el descubrimiento de nuevas fuentes
de almidon

La calidad del almidén es un aspecto importante para su finalidad en la cadena de
produccién. Mejorar la calidad del almidon se ha venido logrando como producto del
trabajo de fitomejoradores y biblogos moleculares. Un ejemplo de lo anterior, se
evidencia en los cereales como el maiz, el cual es un cultivo dominante en la produccién
de almidén y para el cual existen muchos mutantes, que se han empleado exitosamente
en la produccion de almidones modificados. Como se mencioné en apartados anteriores,
siendo quiza los mutantes tipo waxy los mas importantes a nivel comercial, la mutacion

del gen GBSSI, (waxy o wxwx), ha sido ampliamente estudiada (Zeeman et al. 2010).

Otros cereales como el trigo, por su constitucion genética hexaploide, con tres genomas
distintos, hace dificil la identificacion de mutantes de almidén waxy, sin embargo se han
producido variedades con los tres alelos waxy mutados y variedades modificadas a
través de ingenieria genética, mediante la introducciéon de una secuencia del gen GBSSI

en antisentido en un promotor de glutenina de alto peso molecular (Murai et al. 1999).

En las raices y tubérculos, desde los afios 90, se busca la caracteristica waxy. La papa y
la yuca fueron los primeros cultivos clonales en obtenerse almidones libres de amilosa
via transgénesis. Esto se logré6 mediante la supresion del gen GBSSI (Jobling 2004). En
tubérculos, los almidones waxy se producen por supresion de la regulacion antisentido
del gen GBSS en papa (Visser et al. 1991) y mas recientemente a través de supresion

sentido de este gen, en batata (Kimura et al. 2001).

Actualmente, las secuencias del gen GBSSI estan disponibles para muchos cultivos de
importancia comercial, entre estos, maiz (Klosgen et al. 1986), arroz (Wang et al. 1990;
Okagaki 1992), cebada (Rohde et al., 1988), trigo (Murai et al. 1999), papa (van der Leij
et al. 1991), mijo (Fukunaga et al., 2002), amaranto (Park et al. 2009) y batata (Kimura et
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al. 2000), entre otros. En 2007, Ceballos et al. reportd la existencia de una mutacién
natural en yuca de este gen. Recientemente, Zhao et al. (2011) reportaron plantas
transgénicas de yuca, que expresan una horquilla de ARN de cadena doble (ARNdS),
homologo a la regién conservada del gen GBSSI de yuca, bajo el control del promotor
vascular p54/1.0 de la yuca (p54/1.0::GBSSI-RNAI) o el promotor del virus del mosaico
de las coliflor 35S (35S::GBSSI-RNAI), el cual ha generado varios materiales
transgénicos de yuca waxy.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

e Caracterizar a nivel molecular el gen GBSSI y sus variaciones para determinar la
mutacion que controla esta caracteristica en la yuca.

2.2 Objetivos especificos

¢ Amplificar, clonar y secuenciar la regién genética que contiene al gen GBSSI y
la(s) variacion(es) responsable de la caracteristica waxy en yuca.

¢ Disefiar marcadores moleculares diagnésticos de la mutacién waxy con el
proposito de identificar fuentes potenciales de esta mutacion en genotipos
cultivados y silvestres del género Manihot mantenidos en la coleccion mundial de
yuca en custodia del CIAT (Cali-Colombia).






3.MATERIALES Y METODOS

3.1 Area de estudio

Esta investigacion fue llevada a cabo en las instalaciones del Laboratorio de Genética de
Yuca ubicado en el Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) (3° 30’N, 76°
21'W; 1000 mm de precipitacion anual, 965 msnm, y 26°C de temperatura promedio

anual).

3.2 Material vegetal

Para llevar a cabo este estudio se escogieron 20 accesiones de yuca, 10 de ellas
exhibiendo la caracteristica waxy, 4 exhibiendo almidén normal y 6 postulandose como
posibles parentales (Tabla 3). A partir de estas muestras se llevé a cabo la extraccion de

acidos nucleicos.
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Tabla 3. Lista de genotipos de yuca usados en la amplificacién del gen GBSSI. Disponibles en el
Banco de Recursos Genéticos (CIAT).

CODIGO GENOTIPO CARACTERISTICA
1 AM 206- 5 Waxy
2 AC 27- 1 Waxy
3 CL 41- 1 Waxy
4 CL 41- 6 Waxy
5 CL 42- 3 Waxy
6 CL 42- 6 Waxy
7 CL 44- 2 Waxy
8 SM3315- 5 Waxy
9 SM 3316- 24 Waxy
10 SM3316- 32 Waxy
11 TME-3 No Waxy
12 TMS30555 No Waxy
13 VEN309 No Waxy
14 Cc4 No Waxy
15 LR-LAC29 Posible Parental
16 LR-LAC139 Posible Parental
17 LR-LAC2 Posible Parental
18 LR-LAC23 Posible Parental
19 LR-LAC29 Posible Parental
20 LR-LAC58 Posible Parental

3.3 Aislamiento y caracterizacion de la secuencia del gen GBSSI

3.3.1 Extraccion de ADN

Para llevar a cabo el proceso de extraccion del ADN, se utilizé el protocolo de extraccion
de ADN vegetal descrito por Doyle & Doyle (1990). Partiendo de 0.5g de tejido (hojas
terminales) liofilizados y macerados utilizando el TissueLyser Il (Quiagen), las muestras
maceradas se depositaron en tubos de 1.5ml y se les agregd 600ul de buffer de
extraccion precalentado a 65°C. El buffer de extraccion se prepar6 mezclando el Buffer
de extraccion inicial autoclavado (Sorbitol 0.35M; Tris HCI pH 8.0 0.1M; EDTA pH 8.0
5mM), el Buffer de lisis sin autoclavar (Tris HCI pH 8.0 0.2M; EDTA pH 8.0 0.05M; NaCl
2M; CTAB 2%), solucion de Sarcosyl al 5%, Metabisulfito de sodio al 0.5% y PVP-40 2%
en un agitador. Las muestras de tejido vegetal conteniendo el Buffer de extraccién se

incubaron a 65°C durante una hora, invirtiendo los tubos cada 20 minutos. Al finalizar el
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tiempo de incubacion, las muestras se dejaron cinco minutos a temperatura ambiente y
posteriormente, se les adicion6 600ul de cloroformo:lsoamilalcohol (24:1), y se dejaron el
agitacion durante 30 minutos, una vez terminado este periodo de tiempo, se centrifugaron
por 20 minutos, a 3000 r.p.m. a temperatura ambiente. El sobrenadante se transfirié a un
tubo nuevo y se le adicion6 isopropanol frio en una proporcién 1:1. Las muestras se
invirtieron hasta visualizar los acidos nucleicos. Una vez hecho esto, los tubos se
centrifugaron durante 30 minutos a 3000 r.p.m. a temperatura ambiente. El sobrenadante
se descartd y el precipitado se lavo con etanol al 70%. Cuando el precipitado se
desprendié del fondo del tubo, la muestras se centrifugaron nuevamente por 10
segundos a maxima velocidad. El sobrenadante se descartd nuevamente y se dej6 secar
el precipitado a temperatura ambiente durante una hora. Cuando el precipitado estuvo
completamente seco, sin rastros de etanol, se resuspendié completamente en 100ul de
T10E1 1X (TrisHCI pH 8.0 10mM; EDTA pH 8.0 0.1mM), se le adicion6 a cada muestra
RNasa A, a una concentracion final de 0.1mg/ml y se dejaron incubar durante 30 minutos
a 37°C. Para garantizar la confiabilidad de los experimentos posteriores, se visualizo la
calidad del ADN extraido en un gel de agarosa al 0.8%, tefiido con SYBR® Safe (Life
Technologies™, catalogo No. S33102).

3.3.2 Extraccion de ARN vegetal

La extraccion de ARN se llevd a cabo a partir de tejido de hoja y de raiz de yuca. Las
muestras se colectaron en nitrégeno liquido y se maceraron. Durante este proceso fue
relevante el hecho de utilizar cantidades generosa de nitrégeno liquido para prevenir la
hidratacion del tejido y la consecuente actividad de ARNasas enddgenas que pudieran
degradar la integridad de la muestra de ARN. Una vez el tejido estuvo completamente
macerado, se partié de un gramo de tejido, para llevar a cabo las extracciones, el cual se
deposité en tubos estériles de 50mL, debidamente etiquetados. Previo al inicio del
proceso de extraccion, los tubos se mantuvieron en nitrogeno liquido para mantener las
muestras congeladas. A cada tubo se le afiadi6 15mL del buffer de extraccion
previamente precalentado a 65°C (Tris HCI pH 7.5 100mM, NaCl 100mM, EDTA pH 8.2
25mM, SDS 1%, PVP K30 2%, B-mercaptoetanol 2%) y se mezcl6 vigorosamente en un
vortex. Cuando la muestra se homogenizé completamente con el buffer de extraccion, se

le afiadié 15mL de cloroformo, y se mezcldé nuevamente. Las muestras se centrifugaron
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durante 20 minutos a 5000 r.p.m. a temperatura ambiente. El sobrenadante se transfirié a
un nuevo tubo de 15mL estéril, se le adicion6 15mL de cloroformo y se centrifugd
nuevamente con las mismas condiciones. Finalmente, la fase acuosa, se transfirid6 a
tubos de 2mL, haciendo alicuotas de 1.5mL, se afiadi6 a cada muestra 0.33 volUmenes

de LiCl 8M y se incubaron los tubos a 4°C durante toda la noche.

Al siguiente dia, las muestras se centrifugaron a 12000 r.p.m. durante 10 minutos a 4°C.
El sobrenadante se decanté y el pellet se disolvié en 500uL de agua tratada con DEPC.
Posteriormente, se le adicion6 un volumen de fenol:cloroformo:isoamilalcohol (25:24:1) y
se centrifugé a 12000 r.p.m. durante 10 minutos a 4°C. La fase acuosa se transfirid
nuevamente a un tubo estérii de 2mL, se le afiadi6 un volumen de
cloroformo:lsoamilalcohol (24:1) y se centrifugd de nuevo con las condiciones anteriores.
El sobrenadante resultante se transfiri6 a un tubo estéril y se precipit6 con 0.25
volumenes de NaCl 5M y 2 volumenes de etanol durante 30 minutos a -80°C. Luego, las
muestras se centrifugaron a 13000 r.p.m. durante 20 minutos a 4°C. El sobrenadante se
descartd, el precipitado se lavé con etanol al 70%, se centrifug6 a 12000r.p.m. a 4°C
durante 15 minutos. Posteriormente, se descartd al sobrenadamnte y el precipitado se
dej6é secar a temperatura ambiente. El precipitado seco se resuspendioé en 50uL de agua
tratada con DEPC. La calidad del ARN extraido se corroboré en un gel de agarosa al
1.5%, tefiido con SYBR® Safe (Life Technologies™, catalogo No. S33102).

3.3.3 Caracterizacion de la secuencia del gen GBSSI

Para llevar a cabo la caracterizacion del gen GBSSI, se utilizaron cuatro pares de
cebadores para amplificar fraccionadamente la longitud completa del gen (Figura 8, Tabla
4). El amplicén esperado para cada juego de cebadores fue de alrededor de 1000-1200,
pares de bases con el objetivo de facilitar su posterior secuenciamiento, debido a que la
técnica empleada conocida como ‘secuenciamiento estandar’ es exitosa cuando el
fragmento no supera los 1200pb. Una consideracion importante en la escogencia de los
cebadores para secuenciamiento, fue obtener suficiente secuencia de solapamiento entre

los pares de cebadores para facilitar el ensamble de genes.
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F GBSSI(3) R GBSSI(1)
R GBSSI(3) R GBSSI(2) F GBSSI(1)
MeGBSSI-5R|  \MeGBSSI-5F F GBSSI(2)
1 ] 1 "
VYT T

scaffold00977:1000..340999

5000 bp

Figura 8. Posicion y tamafio de los cebadores en el scaffold 00977 del genoma de referencia de
la yuca AM560-5 disponible en la base de datos Phytozome. Cada caja de color, corresponde a
una pareja de cebadores.

Tabla 4. Lista de las secuencia de los cebadores utilizados para la amplificacion vy
secuenciamiento del gen GBSSI.

NOMBRE SECUENCIA TA:\:::)HO AMPLICON REPORTE
>F_GBSSI(3) 5’-GTTATGGACGCAAAACCTT-3’ 19
>R_GBSSI(3) 5’-GAACGTTCTCCTTAGCAAGA-3’ 20 1124
>F_GBSSI(2)  5’-CTAAAATATATGGCCCAAGAGC-3’ 22 Laboratorio de Genética de Yuca
>R_GBSSI(2) 5’-AACAGGCAATCCGACTTC-3’ 18 1232 (CIAT)
>F_GBSSI(1) 5’-GCAACTGTAATAGCTGCACA-3’ 20
>R_GBSSI(1) 5’-AGGCATAACAAGCTAAATCG-3’ 20 201
>MeGBSSI-5F  5’-TTCAATGTGCCGTTGGCGCA-3’ 20

1033 Aiemnaka etal.2013

>MeGBSSI-5R  5’-ACGCACATAACGCCAGGCAA-3’ 20

3.3.4 Amplificacion del gen GBSSI

La amplificacion del gen GBSSI, se llevé a cabo mediante la técnica de PCR
convencional, utilizando el protocolo descrito para la enzima TagPlatinum (Platinum® Taq
DNA Polymerase High Fidelity, Invitrogen™, Life Technologies™, catalogo No. 10966-
034) (Tabla 5). La reacciéon de PCR se realiz6 en un termociclador marca Eppendorf

Mastercycler pro. La calidad de los amplicones se evalué mediante un gel de calidad de
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agarosa al 1.5% tefiido con SYBR® Safe (Life Technologies™, catalogo No. S33102) y
utilizando como marcador de peso 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen, catdlogo No.
10787-018).

Tabla 5. Componentes y condiciones del programa de amplificacion de la reaccién de PCR para
llevar a cabo la amplificacién del gen GBSSI. Las condiciones de reaccion y de amplificacion son
constantes para cada uno de los cebadores.

. Concentracion Concentracion Reaccion
Reactivo

Inicial Final 1X (ul)

Agua Ultrapura 20.4mL
Tag®Platinum (Invitrogene) Buffer 10X 1X 2.5mL
dNTP's 10mM 0.2mM 0.5mL
Mg 2+ 50mM 2mM ImL
Cebador Sentido 10pmol/mL 0.1pmol/mL  0.25mL
Cebador Antisentido 10pmol/mL 0.1pmol/mL  0.25mL
Tag®Platinum 5U/mL 0.5U 0.1mL
Volumen total 25ulL

Condiciones de amplificacién
952C 2 min 1ciclo
942C 30sec
562C 1min 35ciclos
72°C 1min
72°C 5 min 1ciclo
4°C Incubacion

3.3.5 Sintesis y amplificacion de ADNc

Para realizar la retrotranscripcion del ARN previamente extraido, se utilizé6 1ug de ARN,
el cual se someti6 a un tratamiento con DNasa | segun el protocolo descrito en el kit
comercial Deoxyribonuclease |, Amplification Grade (Invitrogen™, catdlogo No. 18068-
015). Esto, con el objetivo de eliminar trazas de ADN durante procedimiento criticos en el

procesamiento de las muestras de ARN. Posteriormente, se tom6 10uL de las muestras
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de ARN tratadas con DNasa |, como base para iniciar la retrotranscripcion, segun el
protocolo propuesto en el kit comercial SuperScript™ Il Reverse Transcriptase
(Invitrogen™, catdlogo No. 18080-044), en el cual se utilizé6 250ng de Random Hexamer
(Invitrogen™, 50ng/uL). La calidad del ADNc sintetizado, se evalu6 mediante PCR
convencional utilizando las combinaciones de cebadores F_GBSSI(1) y R_GBSSI(3)
(Figura 1, Tabla), cuya posicion relativa en regiones exones se determind mediante el
posicionamiento in silico de las secuencias de ADN gendmico del gen GBSSI obtenidas
previamente y una secuencia de ADNc de GBSSI previamente reportada en el GenBank.
Debido a que el ADNc posee solo las regiones codificantes presentes en el ADN, no
deberia de esperarse la presencia de la banda si uno o ambos cebadores se
posicionaran en regiones correspondientes a intrones. Para realizar el coctel de PCR
(Tabla 2), se siguié el protocolo descrito para la enzima TagPlatinum (Platinum® Taq
DNA Polymerase High Fidelity, Invitrogen™, Life Technologies™, catalogo No. 10966-
034).

3.3.6 Preparacion de células altamente competentes

Para preparar células competentes, se plated la cepa bacterial de Escherichia coli,
DH5a™ en cajas de petri conteniendo medio LB (Luria Bertani) agar sin antibioticos, la
cual se incub6 a 37°C toda la noche. Una vez crecieron las bacterias, se tom6 una Unica
colonia aislada y se transfiri6 a un tubo de 50mL estéril conteniendo 5mL de medio LB
liquido. Este se dejo toda la noche en agitacion a 220 r.p.m. y 37°C. Al dia siguiente, se
inoculé 1mL del crecimiento bacterial, en un frasco de Erlenmeyer con capacidad para
500mL, conteniendo 50mL de medio SOB, para incrementar la aireacion del cultivo
bacterial. Inmediatamente, se llevé a agitacién a 220 r.p.m. y 37°C hasta que la densidad
del cultivo se encontrara en un rango de absorbancia entre 0.5-0.6 O.D. (600nm).
Cuando el cultivo alcanz6 la absorbancia esperada, se transfiri6 a hielo durante 10
minutos, y luego a tubos de centrifuga de 50mL previamente enfriados. Las células se
precipitaron por centrifugacion a 3000 r.p.m. durante 15 minutos a 4°C, el sobrenadante
se descartd y se afiadio 1/3 (v/v) de Buffer de Transformacion frio pH 6.7 (17mL) (PIPES
10mM, CaCl;-2H,0 15mM, KCI 250mM, MnCl, 55mM) para resuspender nuevamente el
precipitado. De nuevo, la suspension se centrifugd con las mismas condiciones, se

descartd el sobrenadante y se resuspendié el precipitado en 17mL de Buffer de
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Transformacion, se centrifug6é (3000 r.p.m. durante 15 minutos a 4°C), se descart6 el
sobrenadante y el precipitado se resuspendi6 suavemente en 4mL de Buffer de
Transformacion frio, se afiadié 7% (v/v) de DMSO (280uL) y se dej6 en hielo durante 10
minutos. Posteriormente, se alicuotaron 100uL de esta suspension en tubos de 1.5mL y
se congelaron inmediatamente usando nitrégeno liquido, para luego ser almacenadas a -
80°C. Fue importante durante este proceso tener en cuenta las siguientes

consideraciones:

o Realizar alicuotas de 100uL para posteriormente utilizar completamente este
volumen en el proceso de transformacién bacterial, ya que transiciones de
congelamiento-descongelamiento pueden comprometer su efectividad.

e Ajustarse a un rango Optimo de observancia entre 0.5y 0.6 O.D., ya que medidas
por encima o por debajo de estos valores podrian igualmente afectar la eficiencia
de la transformacion y obtener un conteo muy bajo de colonias.

e Utilizar colonias frescas de E. coli DH5a™, maximo 3 dias después de su

reactivacion en el plato conteniendo LB sin antibiético.

3.3.7 Ligacién y clonacién del gen GBSSI

Una vez la calidad de la banda correspondiente a cada amplicon se verificd, se procedio
a llevar a cabo la ligacion del producto de PCR, segln el protocolo descrito para el
plasmido comercial pGEM®-T Easy Vector System | (Promega, catalogo No. A1360).
Para esto, se preparé un coctel de ligacion (2x Rapid Ligation Buffer 1X, pPGEM®-T Easy
Vector 5ng, T4 DNA ligase 0.3U/uL, en un volumen final de 10uL) en tubos de 0.5mL
(conocidos por su baja capacidad de ligacién del ADN a las paredes del tubo), el cual se
incubo6 durante una hora a temperatura ambiente y posteriormente a 4°C toda la noche.
Al dia siguiente, las muestras previamente ligadas, se transformaron mediante choque
térmico utilizando células competentes de la cepa comercial DH5a™ de E. coli (Ver
seccion 3.3.6). Para ello, se utilizo el volumen total de producto de ligacion (10uL), el cual
se incorpord a un volumen de 100uL de células competentes en tubos de 1.5mL. Los

tubos conteniendo las células y el producto de ligacion se transfirieron a hielo durante 30
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minutos, luego se llevé a bafio Maria a 42°C durante 60 segundos y huevamente, a hielo
durante dos minutos para inactivar la transformacién. Una vez pasado este periodo de
tiempo, a cada tubo se le adicioné 1ml de medio LB (Invitrogen™, Life Technologies™,
catdlogo No. 12780-052) y se incub6 en un agitador a 220 r.p.m. a 37°C durante una
hora. Luego se centrifugd a 10000 x g por un minuto. Se descarté el sobrenadante, y en
el volumen minimo remanente se resuspendié nuevamente el precipitado bacterial. Esta
suspension (=100uL) se plate6é en cajas de petri con LB soélido, conteniendo Ampicilina
(200ug/mL) y X-gal (80ug/mL) (Life Technologies™, catalogo No. B-1690) como factores
de seleccion. Las cajas de petri se dejaron incubando 16 horas a 37°C. El reactivo IPTG,
no fue empleado en este protocolo, ya que la cepa comercial DH5a™ carece del gen

Laclq, en cual inhibe la induccion del gen LacZ (6 gen de la B-galactosidasa).

Una vez, las colonias crecieron en las cajas de petri, se seleccionaron las colonias
blancas, ya que generalmente esta coloracion indica la presencia en el genoma del
plasmido, del producto de PCR insertado. El fundamento de este criterio de seleccion
radica en que la clonacion exitosa de un inserto dentro del genoma del plasmido pGEM®
interrumpe la secuencia codificante de la B-galactosidasa, asi los clones recombinantes
pueden ser facilmente identificados por la coloracién blanca o azul, en las placas de petri.
En este sentido, se seleccionaron siete colonias blancas y una azul, como control
negativo y se llevé a cabo la reacciéon de PCR segun el protocolo del cActel comercial
GoTag® Green Master Mix (Promega, catdlogo No. M7122) (Tabla 4) usando los
cebadores universales T7 y SP6, para confirmar la presencia del inserto en el plasmido.
Sin embargo, antes de realizar la reaccion de PCR, se cred una réplica para cada uno de
los clones, en los que se denomind, una “placa maestra” para contar con la disponibilidad
de estos clones en experimentos posteriores. Para este procedimiento se utilizaron
palillos autoclavados, con los cuales se tocaba cuidadosamente la colonia para
transportar una parte de la muestra a los tubos de 0.2mL conteniendo el coctel de PCR
(Tabla 6) y luego, con este mismo palillo se tocaba un lugar especifico, en una nueva
placa de LB conteniendo también Ampicilina (100ug/mL) y X-gal (80ug/mL) (Life
Technologies™, catalogo No. B-1690) como factores de seleccién, esta nueva placa
estaba debidamente marcada con un consecutivo numérico para organizar y facilitar

posteriormente la identificacion y seleccion de las colonias portando el inserto de interés.
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Los productos de PCR se visualizaron mediante un gel de agarosa al 1.5% tefiido con
SYBR® Safe (Life Technologies™, catalogo No. S33102) y utilizando como marcador de
peso 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen™, catalogo No. 10787-018) para confirmar que el

tamano del amplicon fuera consecuente con el tamafio del inserto de interés.

Tabla 6. Componentes y condiciones del programa de amplificacion de la reaccién de PCR
usando GoTag® Green Master Mix (Promega, catdlogo No. M7122) para llevar a cabo la
amplificacion de los fragmentos del gen GBSSI insertados en las colonias recombinantes de
DH5a™, utilizando los cebadores universales T7 y SP6.

Concentracion Concentracion Reaccion

Reactivos .. .
Inicial Final 1X (ul)
Agua Ultrapura 4.85ul
GoTaqg® Green Master Mix 2X 1X 6.5uL
Cebador Sentido 10pmol/mL 0.25pmol/mL 0.325ulL
Cebador Antisentido 10pmol/mL 0.25pmol/mL 0.325ulL
Volumen Total 12uL
Condiciones de amplificacion

95°C 2min 1ciclo

94°C 30sec

50°C 1min 35ciclos

72°C 1 min

72°C 5min 1ciclo

4°C Incubacién

De los clones que presentaron positivamente la presencia del inserto, se seleccionaron
cuatro por cada genotipo para cada cebador y se rescatd nuevamente una copia de cada
uno, a partir de las colonias almacenadas en la “placa maestra” para llevar a cabo la lisis
bacterial de DH5a™ y extraer el ADN del plasmido. Para esto, cada colonia se puso a
crecer independientemente, en tubos Falcon® de 15mL, conteniendo 5mL de medio LB y
100ug/ml de Ampicilina, durante toda la noche en agitaciéon constante a 220 r.p.m. a
37°C por un periodo no mayor a 16 horas. La extraccion del plasmido se llevo a cabo

siguiendo el protocolo descrito en el kit comercial Wizard® Genomic DNA Purification
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(Promega, catalogo No. A1120). Una vez, el ADN del plasmido fue extraido, este se
cuantificd6 usando el Sinergy® H1m y considerando valores de absorbancia de mas de
1.8 para cada una de las muestras de ADN. De cada una de las cuatro muestras por
genotipo para cada cebador, se tomaron 2ug, los cuales se secaron usando el

SpeedVac® y se enviaron a la compafia MACROGEN para su secuenciamiento.

3.3.8 Analisis de secuencias del gen GBSSI

Una vez los resultados de las secuencias del gen GBSSI se obtuvieron, se procedié a
editar y limpiar las secuencias, para ello, se empleé el software Sequencher v5.0 (Genes
Code Corporation 2012), en el cual se alinearon los fragmentos secuenciados en sentido
SP6 y T7 para cada clon, se ubicaron las secuencias correspondientes a los cebadores y
se elimind la secuencia correspondiente al plasmido. Las discrepancias entre pares de
bases en el mismo alineamiento se clarificaron, analizando la calidad de los picos en el
cromatograma. Posteriormente, las secuencias nucleotidicas obtenidas de GBSSI, se
compararon contra las secuencias disponibles en los reservorios publicos de secuencias
a través de un andlisis de BLAST, disponible en el GenBank

(http://www.nchi.nlm.nih.gov/) con el objetivo de confirmar que todos los fragmentos de

PCR amplificados por los cuatro cebadores pertenecieran al locus GBSSI en la yuca.

Cuando todas las secuencias fueron editadas, se ensamblaron las cuatro secuencias por
cada uno de los genotipos para cada cebador. Los cuatros pares de cebadores,
entonces, se ensamblaron, de tal manera que se obtuvo la longitud total del gen GBSSI
para cada genotipo usando el software Sequencher v5.0. La secuencia completa de cada
uno de los genotipos se aline6 contra el genoma de referencia de la yuca (AM 560-5)
disponible en la base de datos publica Phytozome (http://www.phytozome.net/). Los

andlisis filogenéticos posteriores fueron llevados a cabo en MEGAS5 (Tamura et al. 2011)
y en el software CLC Main Workbench 7.5.1.).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.phytozome.net/




4.RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Aislamiento y caracterizacion de la secuencia del gen GBSSI

4.1.1 Obtencion de la longitud total del gen GBSSI

Para obtener la secuencia completa del gen GBSSI en 23 genotipos de yuca, se extrajo
el ADN de las hojas. La amplificacién del gen se hizo en cuatro pasos como se muestra
en la Figura 9. En total cuatro pares de cebadores fueron disefiados y sintetizados como
se muestra en la Tabla 4. Cada una de las cuatro amplificaciones, en tamafio, coincidié
con el esperado en las pruebas in silico (Figura 9). Cada amplificacién fue exitosamente
clonada en el vector pGEM. Cuatro clones fueron seleccionados por placa de clonacién y
secuenciados. La informacion a nivel de secuencia de los cuatro cebadores se obtuvo a
través del secuenciamiento de tincién terminal de Sanger a cuatro clones de cada uno de
los fragmentos de PCR clonado en el genoma de E. coli para cada genotipo con el fin de

capturar las variaciones intra-especificas en cada muestra.
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MPNTC123456

MP NTC 1 MP NTC 1

Figura 9. Visualizacion de la amplificacion de los cuatro juegos de cebadores utilizados para
obtener la longitud total del gen GBSSI en seis genotipos elegidos aleatoriamente. A)
Amplificacién del cebador MeGBSSI(5), tamafio del producto: 1033 pares de bases (pb). B)
Amplificacién del cebador GBSSI(3), tamafio del producto: 1124 pb. C) Amplificacién del cebador
GBSSI(2), tamafio del producto: 1232 pb. B) Amplificacion del cebador GBSSI(1), tamafio del
producto: 901 pb. Marcador de peso 1kb Plus Ladder (Invitrogen™).

Una vez secuenciados los fragmentos de interés, se ensamblé la secuencia y se obtuvo
una secuencia consenso para el gen GBSSI con una longitud de 3384 pares de bases
(pb). Esta secuencia se alineé contra el genoma de referencia y se localizé en el scaffold

00977 disponible en Phytozome (http://www.phytozome.net/). La comparacion de

secuencias del GBSSI entre genotipos waxy y no waxy, permiti6 identificar con una
precision del 100% la mutacién responsable del fenotipo waxy en yuca en la posicion
1360 del gen GBSSI. En 2012, Aiemnaka y colaboradores intentaron caracterizar la
mutacion responsable de la caracteristica waxy en una familia de segregacion pseudo-F2

obtenida de la cruza de distintas F1 que tenia como progenitor comun AM206-5. Sin
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embargo, ellos concluyen en su estudio que son tres regiones del gen GBSSI las que

podrian explicar la condicién waxy de los granos de almidén del genotipo AM206-5, una

de ellas la que se reporta en este estudio como la mutacidon responsable del caracter

waxy. Esta mutacion consiste en una deleccion que elimina el nucle6tido citosina en la

posicién 1360, ubicada en el exdn 6, esta delecion resulté en un cambio de marco de

lectura del ARN mensajero que genera un coddén de parada prematuro (TGA) 341pb

corriente arriba del exdén 6 (1701 a 1703), truncandose la sintesis de amilosa en los

mutantes waxy (Figura 10).

TMS30555: ACCTATGGGG
TME3: ACCTATGGGG
VEN309: ACCTATAGGG
C4: ACCTATGGGG
AC27-1: ACCTATGGGG
SM3316-24: ACCTATGGGG
AM206-5: ACCTATGGGG
CL41-1: ACCTATGGGG

SM3315-5: ACCTATGGGG
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Figura 10. Esquema de la posicion de la mutacién diagnostica para la caracteristica waxy en
yuca, la cual consiste de la deleccion de una citosina en el exén 6. Esta mutacion genera un
cambio en el marco de lectura que produce un codén de parada prematuro al inicio del exén 8 y

en consecuencia irrumpe el proceso de traduccion de la proteina.

4.1.2 Evidencia de variaciones intra-especificas en el gen GBSSI

El andlisis de restriccion a nivel de secuencia permitidé identificar entre dos y ocho

variantes alélicas del gen GBSSI en el mismo genotipo de yuca (Figura 11), lo que

sugiere que la caracteristica libre de amilosa no se corresponde con herencia mendeliana

para un organismo diploide.
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Figura 11. Deteccidon de variantes entre clones del mismo genotipo. Las flechas en verde
representan los sitios de corte para Taql y las flechas en azul representan los sitios de corte para
Rsal.

Aiemnaka et al. (2012) report6 la existencia de una Unica copia del gen GBSSI en la
yuca, basado en el analisis de secuencia de 10 genotipos de yuca, 4 mutantes waxy y 6
no-waxy, sugiriendo que la yuca es un diploide funcional. Los resultados obtenidos en
este estudio, basados en el secuenciamiento de 150 clones provenientes de 30
genotipos de yuca, capturaron a un amplio nivel de resolucién, la variabilidad interna en
la especie M. esculenta para este gen, ademas de identificar nuevas fuentes del gen
waxy en yuca (Figura 11). Nuestros resultados, ademas evidencian la existencia de dos a
ocho variantes alélicas del gen GBSSI en el genoma de la yuca. (Magoon et al. 1969).
Este tipo de comportamiento se ha observado en otras especies. Van de Wal et al.
(2001) reporté al menos ocho alelos responsables por codificar la proteina GBSSI en
papa, usando técnicas basadas en la estructura genémica como Southern Blot y PCR. A
pesar del caracter poliploide y heterocigoto de la papa, fue posible asignar variacion en la
actividad del gen GBSSI a la composicion alélica en el locus de GBSSI dentro de una

poblacion de Solamun tuberosum y lineas de mejoramiento de Solanum.
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Pooni et al. (1993) reportd para arroz que el contenido de amilosa es controlado por una
serie de alelos en un uUnico locus con efectos mayores y uno o mas genes con efectos
menores. Adicionalmente, se demostré que una aberracion durante el evento de splicing
del intrén 1 a partir de la region 5’UTR resulté en el decremento de la expresion del gen
waxy Yy en una reduccién del contenido de amilosa (Cai et al. 1998). En mijo, por ejemplo,
se han caracterizado diferentes alelos Wx los cuales regulan los niveles de la proteina wx
y en consecuencia el contenido de amilosa (Nakayama et al. 1998).

La papa, por ejemplo, comparada con trigo y arroz, es una especie, tetraploide,
heterocigota, que se propaga vegetativamente, donde eventos de alelismo mdultiple son
mas comunes; sin embargo, como consecuencia de esta heterogeneidad, los efectos del
alelismo mudltiple, son menos obvios de lo que se podria evidenciar en una especie
diploide, como el arroz. No obstante, el efecto de alelismo mdltiple, ya habia sido
demostrado en papa en 1994, por Eck et al. en la variacion de la forma del tubérculo. El
gen responsable por esta caracteristica es el gen Ro, mapeado en el cromosoma 10. En
este estudio, se llevaron a cabo evaluaciones utilizando polimorfismos de longitud de
fragmentos de restriccion (RFLP), debido a que se habian observado diferencias entre
clones que pertenecian a una misma clase morfologica y que estaban influenciados por
las mismas condiciones medioambientales. Este analisis permitio identificar cuatro clases
genotipicas en la progenie en una relaciéon 1:1:1:1. Los efectos significativamente
diferentes (P=0.0157) de los alelos provenientes de ambos parentales proporcionaron

evidencia del multialelismo en el locus Ro.

Estudios realizados en papa (Solanum tuberosum) (Spooner et al. 2008), manzana
(Maloideae; Rosaceae) (Evans & Campbell 2002; Evans et al. 2000) y Geinae
(Rosaceae) (Smedmark et al. 2003), han dilucidado el origen poliploide, producto de
hibridizacion de linages ancentrales para estas especies a través de estudios
filogenéticos empleando el gen GBSSI, cuya utilidad en este tipo de estudios como un
marcador filogenético ortélogo fue primero demostrada por Mason-Gamer y Kellogg
(1996) en pastos. La validez de este gen para analisis filogenéticos radica en su previa
caracterizacibn como un gen de copia Unica en muchas especies cultivadas,

adicionalmente, debido a que los genes de copia Unica estan sujetos a procesos
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evolutivos diferentes en comparacion con genes de plastidios o marcadores nucleares
altamente repetitivos, son capaces de proveer una fuente valiosa de evidencia
filogenética independiente (Mason-Gamer et al. 1997). En particular, las regiones
intronicas del gen GBSSI estadn sujetas a tasas altas de cambio en comparacion con
otros tipos de genes empleados en analisis filogenéticos, tales como la region ITS del
ADN ribosomal. Los intrones del gen GBSSI no s6lo exhiben altos niveles de variacion,
sino que proveen potencialmente un gran numero de caracteres también. Este gen en
particular, estructuralmente estd conformado por 13 intrones, en contraste con la

estructura méas simple del gen ITS.

Aunqgue aln no existe consenso acerca de la estructura del genoma de la yuca, el cultivo
es considerado como un alopoliploide segmentado (Magoon et al. 1969) o un
alopoliploide (Umannah & Hartman 1973), puesto que no se sabe todavia acerca de los
ancestros diploides de los 36 cromosomas somaticos de la yuca. En este sentido, hay
coherencia con el descubrimiento de mas de dos versiones alélicas de este gen, y que
GBSSI, si bien es una caracteristica homocigota recesiva (reportes) no obedece a

herencia Mendeliana 3:1, a pesar de lo reportado por Ceballos et al. (2007).

4.1.3 Andlisis filogenético del gen GBSSI

El analisis filogenético del gen GBSS en yuca y en cultivos relacionados, permitié agrupar
plantas monocotiledéneas y dicotiledoneas en clados bien definidos, a través de las
cuales el gen GBSSI se encuentra conservado. Es posible observar que existe un alto
grado de similitud entre las secuencias del gen GBSSI en yuca comparadas con otros
cultivos de interés, tales como maiz, trigo, cebada, arroz y papa, lo cual sugiere un papel
importante del gen GBSSI en la sintesis del almidon, esto sugiere ademas, que este gen
se encuentra filogenéticamente bien definido dentro del grupo de las almidon sintetasas
(Figura 12).
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Adicionalmente, la matriz de similitud permitié corroborar la informacion presentada en el
dendograma, a través de una comparacion cuantitativa entre las distintas secuencias de
ADN. La similitud a nivel de secuencia mas baja, fue de 41.08%, entre Trigo (T.
aestivum) y Boca de dragon (A. majus) y la més alta fue entre el centeno (S. cereale) y la
cebada (H. vulgare) (Tabla 7). Lo anterior sugiere que a nivel evolutivo el gen GBSS esta
ampliamente conservado, ademds, se especula que este gen puede contribuir a la
formacion de las cadenas largas en la amilopectina, lo cual permitiria proponer que, en
términos evolutivos, esta pudo haber sido su funcion original. La sintesis de amilosa
puede hacer que el almidén sea mas denso y mejorar la eficiencia del almacenamiento
de carbono, explicando el porqué de la conservacién de este gen en plantas superiores y
como consecuencia de ello, su ampliamente extendido uso en andlisis filogenéticos
(Mason-Gamer et al. 1997).

100 Manihot_esculenta_waxy
89 Manihot_esculenta_silvestre
59 Gossypium_hirsutum|FJ415205.1|
Phaseolus_vulgaris |[AB029546.1 |

66 67 {Glycme_max|EF1531011|
81 Nelumbo_nucifera| EU938541.1|
Antirrhinum_majus |AJ006293.1|
a7 { Ipomoea_batatas |AB524727.1|
72 Solanum_tuberosum|EU403426.2 |
Arabidopsis_thaliana|AY149948.1|
Hordeum_vulgare |AF486515.1
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Figura 13. Analisis filogenético de la secuencia nucleotidica del gen GBSSI provenientes de una
muestra de M. esculenta waxy y una no-waxy ensambladas en este estudio, junto a secuencias
del gen en otros cultivos de interés. Para estimar las relaciones filogenéticas de este gen a través
de diferentes cultivos se generd un arbol consenso a partir de 10000 réplicas de bootstrap del
método de Neighbor-Joining (Saitou & Nei 1987). El alineamiento de las secuencias se llevd a
cabo utilizando el algoritmo MUSCLE (Edgar 2004). Los analisis evolutivos fueron realizados en
MEGAG6 (Tamura et al. 2013).
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Tabla 7. Matriz de porcentaje de similitud de la secuencia nucleotidica del gen GBSSI
provenientes de una muestra de M. esculenta ensamblada en este estudio, junto a secuencias del
gen en otros cultivos de interés. El alineamiento de las secuencias se llevé a cabo utilizando el
algoritmo Neighbor Joining. La matriz fue hecha usando el software CLC bio Genome Browser.
Los valores estan dados en porcentajes.

Porcentaje de similitud

Especies
1 2 3 4 5 6 7. 8 9 10 11 12 13 14 15

Gossypium hirsutum|FJ415205.1] 1 62.7 66.84 526 5851 50.57 5519 50.78 56.33 5096 48.09 484 49.89 47.62 48.78
Manihot esculenta 2 59.12 6007 7136 558 5853 56.45 6837 4668 5691 57.23 50.85 57.42 5818

Nelumbo nucifera| EU938541.1| 3 53.7 5865 50.28 5524 50.77 5472 5066 47.01 47.89 50.87 48 487
Ipomoea batatas | AB524727.1| 4 65.19 63.11 5393 5516 57.62 4466 50.62 51.55 4824 5134 52.13
Solanum tuberosum | EU403426.2| 5 59.25 60.04 57.18 6821 4725 5741 57.85 51.17 5791 58.81
Antirrhinum majus |AJ006293.1| 6 5462 5827 52.68 4108 456 46.2 4319 46.22 46.89
Glycine max |EF153101.1| 7 55.44 57.97 4444 4887 49.24 4764 49.13 50.02
Phaseolus vulgaris | AB029546.1| 8 54.99 41.3 46.97 47.64 448 47.04 48.5
Arabidopsis thaliana|AY149948.1| 9 4576 56.83 57.97 49.58 57.5 59.09
Triticum aestivum|AY050174.1| 10 7671 7476 69.47 65.6 64.73
Secale cereale|FJ491377.1] 11 9399 7049 8254 8164
Hordeum vulgare | AF486515.1| 12 7043 82.21 8167
Setaria italica| AB089141.1| 13 77.89 74.05
Zeamays|NM_001111531.2| 14 83.06

Oryzasativa| EU735072.1| 15

Por otro lado, el analisis filogenético de 19 genotipos de yuca waxy y no waxy, usando la
secuencia de ADN genémico del gen GBSSI, mostré claramente una divisién evolutiva y
funcional con la presencia un clado conteniendo todas la variantes de la mutacién cerosa
y otro con todas las variantes no-cerosas debido a la presencia de cambios estructurales
a nivel de secuencia, sugiriendo una estructura génica compleja en la expresion de esta
caracteristica en la yuca (Figura 13). Previamente se habia reportado que caracteristicas
estructurales sobre este gen que permiten diferenciar y posicionar genotipos mutantes de
no mutantes en clados bien definidos. Evans & Campbell (2002) report6 la presencia de
tres sinapomorfias estructurales a nivel de secuencia en el gen GBSS las cuales son
asociadas a la presencia de clados particulares en manzana. Esto sugiere ademas que la
caracteristica waxy en yuca podria ser controlada por mas de una forma alélica de
GBSSI.



43

Resultados y discusion

X é §< X x
x x &
3285 §3§ 8§58 ¢
338 23 ¢ T 2 YEYr g &
«x 232 ¢ £ 8% 3% oL S &
Z % 2 82 £ 53 8 2 8 5 §F% ¢ L& ¢
2z % 2 3 2 =2 = =z 2 92 5 Ry NS
Q z29 1332258 335 353585 &
% 2% ,.325%J 3 ARSIV &S F
P g Kl FE N NN Ny S X > .
22322929 33 99 90 Y o 5 @ & -
% 25" UI I 2 0 © < < < 5 Y o & Rz
% Z ©Z O3S o <3 5 W - &
% % B %8550 JF P &S
7 % 5 R33Y o " o A @
4 % % 3302 2 3 F L B
% A Q’Uﬁ’ 3 [®] A & &P S ¥ W
. %G b % 5 & ¥
CL. S 2, Vo0 & & P N
W 2 ‘%‘o < ISR SRR
\oaq 419$0 G:?O D, % EE I I S T 2 @5 X5,_, W
s, Sy, Oz ES 5 T & N w
30, %, ci;/ S = BN ’S,bgo PN'L
Z 4
B s M S 4 oW 2’@?}!4 ,\l\‘\N*
2, £ & N Sia '8
%054, 3 M SN oW
6 [N\% e
G T o ¥ A, P ot
Yeon, % L o gt W R G
R 0_9ry s, 9o & \\\B‘N
3 A
® 140309 o QB -~
g, o Ko o7
[R‘M DQGVJ 66 > VP a2
N Coyg o LV«U\CE N
Dan Vv, 92 o \‘\,\_\ACLQ\‘
LR“LAC23V4 oc b T
(R-LAC3, e *® T A3V
I 09bV/2 bz 26 L 76 g= LRAN -
y ) 5
TME 3Newy1pagi3V3 vz 1 LRACHS
i .z 2 LR-LAC58V3
vz 24
LR-LAC58V1 w i, LR-LAC139V6
-LAC29-V2 LR_LAC29V7
LR-LA( v BI“ R 2 24 CL41-1NeWAv3WX
LR-LAC29- z O 24 AMzos.sNeW_vlw
AT \ N S Cumzayey,
- R- X
LR—LACH\E),?Y\I}I* A S . S E2y 9 tACoys
631NBWP—\1X\N$ v 3 L, L LR‘LACZSW
_ h L
RV ek e\ . BRy o I S,
32 5 V Fla o S Lq, 4.
VS NG pit < a2 o, 2 60y V6l
\7 W oN° X £ Cy, Z‘G/VSW xLI/qW)(
R (G EANNN 2, g,
AR SCat s % %M/,q 2y,
2 @ ) -,
SO NS D o e g
N & N |,
Rt W o 41 Sy Uy il
P d & oSy, ey, ky,
X & o G L0 56 Ay
AR aNG) & % &% 9y, g, o
N ¢ > <o, &, Tl U,
RS ACLRN & >~ %%, %, o -
s 3 9, ‘4,
KRS & & S L, G
oD & % 2% % L
N \ . &, Yy, A
NS OO‘ K\ & o, C} >, % \5)1/ G
N AR & 2 Q & 4
o S o & Q 3 2 %Y.
S I E o d 3 2% B % % 4
M TS e 29% L %%
2 SEFL I > o £ 2] L2 BRL % R
< AR r 522G 0 ® 45T A
NEITSEF Lo 5215 RS LB Ls & *
¢ &5 § 8655 ¢ RS TUR A
' Jég 3 353 3B 788t % Ed
N % 1 &) 2 g P2 Z
Yo T ssd 3 i &
> =05 g 4
% 23
o < E
2 =
=
2

Figura 14. Analisis de M&xima Parsimonia del gen GBSSI en 10 genotipos de yuca silvestres y en
20 genotipos de yuca waxy (Nei & Kumar 2000). Los analisis evolutivos fueron realizados en

MEGAS (Tamura et al. 2011).
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4.2 Aislamiento y caracterizacion de la secuencia del transcripto
del gen GBSSI

4.2.1 Obtencion de la longitud total del transcripto del gen GBSSI

A partir de las variantes alélicas encontradas, se llevé a cabo el aislamiento del ARNm
del gen GBSSI con el objetivo de identificar posibles alelos del gen en la secuencia del
ADNc. La sintesis de ADNc a partir de ARN de 10 genotipos de yuca generé un
fragmento de 1815 a 1816 pares de bases, el cual corresponde a la regién codificante del
gen GBSSI (Figura 14). Ademas, el tamafio coincide con el esperado a través de la
prediccion de exones sobre la secuencia genémica y la posicion relativa de los

cebadores empleados para realizar la amplificacion.

Figura 15. Visualizacion de la amplificacién de los cebadores GBSSI(1)F y GBSSI(3)R utilizados
para obtener la longitud total del ADN complementario del gen GBSSI (1815 — 1816pb) en seis
genotipos elegidos aleatoriamente. H = hoja. El prefijo H corresponde a tejido de hoja a partir del
cual se extrajo el ARN. NTC del inglés non template control, corresponde al control negativo,
utilizando como templado agua. Marcador de peso 1kb Plus Ladder (Invitrogen™).

Para corroborar las posiciones relativas de los exones e intrones, se compararon las

secuencias de ADNc obtenidas con las secuencias de ADNg. Este analisis efectivamente
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confirmd que tanto las secuencias waxy como no waxy, se componian de 13 exones

interrumpidos por 12 intrones (Figura 15, Tabla 8).
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Figura 16. Visualizacion de las posiciones relativas de los exones del ADN complementario en
contexto sobre la secuencia genémica del gen GBSSI.

Tabla 8. Tamafio y posicién de los 13 exones del gen GBSSI con respecto al tamafio reportado de
este gen en este estudio: ~3384 pares de bases.

EXON POSICION POSICION TAMARO

INICIAL FINAL (pb)
1 13 349 337
2 434 513 80
3 633 733 101
4 829 917 89
5 1099 1162 64
6 1267 1367 101
7 1472 1583 112
8 1691 1932 242
9 2019 2194 176
10 2272 2464 193
11 2604 2688 85
12 2774 2903 130
13 3036 3140 105

Al momento de hacer la traduccién del ARN mensajero, se obtuvo que la proteina no
waxy se extendia a lo largo de 605 aminoacidos y presentd un dominio conservado

correspondiente a una familia de glicosiltransferasas estrechamente relacionada con la
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superfamilia GT1, que incluye a las almidon sintetasas de las plantas y a las glicégeno
sintetasas de varios organismos. La enzima glicégeno sintetasa es la responsable de
catalizar la formacién y elongacién de las cadenas a-1,4-glucosa usando ADP-glucosa,
gue es el paso clave en la biosintesis del glicégeno. Por otro lado, debido a la deleccién
en la posicion 763 del exdn 6 de una citosina, con respecto a la longitud de la secuencia
de ADN complementario del gen GBSSI aqui reportada, la secuencia presenta un codén
de parada prematuro (TGA) en la posicion 895 a 897, al inicio del exén 8. En
consecuencia, se produce una proteina predicha de 298 aminoécidos no funcional. Esta
proteina presenta un dominio parcial glicosil transferasa 5, perteneciente también a la
familia de las glicosil transferasas del tipo 1 (Figura 16).
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Figura 17. Representacion esquematica de los dominios conservados en la proteina Waxy (A) y
en la proteina no Waxy (B) del gen GBSSI. La presencia de dominios conservados fue inferida
utilizando la base de datos Conserved Domain search disponible en NCBI.

Durante el proceso de aislamiento de la longitud total del transcripto del gen GBSSI de
1815 a 1816 pares de bases, se obtuvieron también transcriptos exhibiendo variantes en
tamafio que iban desde 1705 a 2202 pares de bases. En yuca, se encontrd que la
poblacién mas representativa del transcripto pertenecia al evento Tipo 2, con fragmentos
de 1812 a 1817 pares de bases, que corresponden al transcripto de la proteina del gen
GBSSI. El tamafio de 1816 corresponde al gen GBSSI, mientras que el tamafio de 1815,
considerando la delecion del nucle6tido citosina, corresponde al gen waxy (Tabla 9). Por
otro lado, los eventos clasificados como 1, 3 y 4 probablemente corresponden a eventos
alternativos de splicing, los cuales seran discutidos mas adelante. Estos eventos no se
incluyeron en el analisis filogenético, debido a que no se conoce o0 se ha reportado la

magnitud de su impacto en la mutacion waxy en la yuca y ademas presentan tamafios de
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hasta 100 nucleétidos por debajo de la longitud estandar del transcripto del gen GBSSI y

hasta 400 nucle6tidos por encima del mismo.

Tabla 9. Clasificacion de eventos de splicing en el ADNc de 17 genotipos de yuca waxy y no
waxy, clasificados de acuerdo al rango de longitud del transcripto.

w
m | | S o o o
n sleldlalal@llalzlal 8 =S
T8 o © =w o & o4 <9 9 5 5 O C 8 T 0 g2 z 3
> ~ — — ~ ~ < o ™ o 0 5 5 S 5 5 S Z = &
SN I O I I = = = =l = @
<T <C O O O O O %) ) %) > — pu] o] ] ] jur} 1]
Ld
1705 1 3
1768 "1 | EVENTOTIPO1
r
1793 1
[ ] .
1812 1 1
1813 1 1 "3
1814 AN "4 entoTI0 2
| o [N N 4 ENENENENEY
wd EE b + I RN
1817, 1 "1
1842 1 "1
13 Ex E¥ 2
, EVENTO TIPO 3
1844 [ 1
r
1846 1
[ ’
1912 1 1
1921 [ "1
1928 "1
1933 1 "1
1934 1 "1 | EveNTOTIPO4
1935 1 "3
1956 [ "1
2018 1 "1
2202 1 "1
2 2 4 s 7 3 6 3 5 5 2 1 2 2 2 2 2 55

4.2.2 Analisis filogenético del transcripto del gen GBSSI

Cuando se realizo el andlisis filogenético utilizando la secuencia de ARNm del gen
GBSSI de los genotipos pertenecientes al Evento tipo 2 (Tabla 16), fue posible evidenciar
gue la presencia de variantes en la secuencia, probablemente conlleve a la aparicion de
formas alternativas durante el proceso de edicion del ARNm y en consecuencia la
presencia de isoformas de la proteina, a partir de este momento, la organizacion bien

definida en clados de los genotipos waxy y no waxy, es alterada. Nuevamente, el
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agrupamiento de los ARNm, indica principalmente una estructura genética compleja para
la caracteristica, ademas de un sistema de edicién bien regulado para el gen. En este

sentido cambios de longitud de secuencia en una magnitud de 5 nucleétidos, puede
generar alteraciones en el marco de lectura y en consecuencia cambiar el

comportamiento de la secuencia. Sin embargo, una consecuencia del efecto del alelismo
multiple en este caso, se da, en que este tipo de aberraciones, se vuelven menos obvias

en una especie alopoliploide, como se ha evidenciado, se comporta la yuca para esta
caracteristica (Figura 17).
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cDNA del gen GBSSI en 1 genotipo de yuca
silvestres y en 10 genotipos de yuca waxy (Nei & Kumar 2000). Los andlisis evolutivos fueron

realizados en MEGAS (Tamura et al. 2011).
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4.2.3 Evidencia de eventos alternativos de splicing en el gen GBSSI

Las variantes en tamafio identificadas en la Tabla 16, en los eventos tipo 1, 3 y 4, podrian
corresponder a eventos alternativos de splicing, debido a que fue posible identificar
regiones intronicas que no fueron total o parcialmente removidas. Durante el proceso de
splicing, existen tres puntos de control que actiian como reguladores durante el proceso
de edicién del ARN mensajero y que son claves para la correcta remocién de los
intrones. Ademas estos puntos de control estan bien representados a los largo de la
secuencia del gen GBSSI en yuca (Figura 18). El primero de ellos, es la presencia de los
dinucledtidos 5’GU en el sitio donante y 3’AG en el sitio aceptor, en los extremos de los
intrones a los cuales se unen los pequefios complejos ribonucleicos “U” (U1, U2, U4, U5
y U6) para llevar a cabo la escision del intron (Sperling et al. 2008). El segundo punto de
control son los motivos proteicos ISE (Intron splicing enhancer) y ESE (Exon splicing
enhancer), los cuales son fragmentos de secuencia de 6 nucle6tidos que actian como
potenciadores del evento de splicing. Y el tercer punto de control, son los motivos ISS
(Intron splicing silencer) y ESS (Exon splicing silencer), también fragmentos de 6
nucleétidos que actian como silenciadores del evento de splicing (Holste & Ohler 2008;
Ward & Cooper 2011). Se ha demostrado que cambios en un nucleétido de la secuencia
del motivo puede dar lugar a la disrupcion de la funcion y posteriores alternaciones
durante el proceso de ediciéon. Debido a la variacion en tamafos de la longitud del ADNc,
los genotipos fueron agrupados en cuatro eventos de splicing (Tabla 9), asi mismo, se
observd que en un mismo genotipo pueden ocurrir estos eventos, generandose asi una
coleccion de ADNc, de los cuales s6lo el evento tipo 2 produce la proteina del gen
GBSSI. Esta evidencia es consecuente con lo observado en 1998, por Cai et al. que
reportd la presencia de tres patrones distintos del transcripto del gen waxy en 31
cultivares de arroz. El grupo |, correspondia a cultivares con alto contenido de amilosa y
un ARNm maduro waxy de 2.3kb. El grupo Il, correspondia a cultivares con contenido
intermedio de amilosa, que presentaron un pre-ARNm waxy de 3.3kb, el cual contenia el
intrén 1, y el ARNm de 2.3kb. Por ultimo, el grupo lll, estaba representado por cultivares
libres de amilosa, acumulando solamente el pre-ARNm waxy de 3.3kb. Los andlisis a
nivel de cDNA, revelaron que cuatro sitios donadores del splicing y tres sitios aceptores
del splicing in el intron 1 dieron lugar a seis patrones de splicing en el ARNm de 2.3kb en
los cultivares del grupo Il. Ademas, la escision aberrante del intrén 1 causa, o la delecion

de 4 a 5 nucledtidos, o la adicién de 7 y 13 nucledtidos en la union de los exones 1y 2
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del ARNm de 2.3kb. En contraste, s6lo un patron de splicing normal (esto quiere decir, un
sitio donante y un sitio aceptor) se encontré en el ARNm de 2.3kb del patron | de
cultivares. A nivel de secuencia, el intron 1 en el grupo | y en el Il, difirieron en 16 bases
individuales. Cai et al. propuso que la presencia de estas deleciones o adiciones
contribuyeron al splicing ineficiente del intron 1, del pre-ARNm de 3.3kb, como también,
al splicing aberrante del intron 1 para producir el ARNm de 2.3kb con una regién 5-UTR
heterogénea. Como consecuencia, la cantidad total del ARNm traducible y el contenido
de proteina waxy y de amilosa, se reducen en los cultivares del grupo Il comparados al
grupo I.

Sin embargo, los eventos tipo 1 (1705-1793pb), 3 (1842-1846pb) y 4 (1912-2202pb)
podrian corresponder, a variaciones en el contenido de amilosa en la raiz de yuca, el cual
se ha reportado, varia en un rango de 17.9-23.6% (Defloor et al. 1998), 17-25%
(Fernandez et al. 1996), 18-25% (Moorthy 2004) o 13.6-23.8% (Rickard et al. 1991), en
este sentido, el contenido de amilosa, podria estar correlacionado con la diversidad del
transcripto representado en mayor proporcién. En los mutantes waxy en yuca, el
contenido de amilosa es 0%, sin ningdn rango de variacién. Los mutantes waxy
obtenidos via transgénesis, en cambio presentan contenidos de amilosa en un rango de
2 a 21% (Zhao et al. 2011), lo que puede explicar, que la variacion en el contenido se
deba a la presencia de otros tipos de transcriptos (I, lll y IV), cuando la yuca se comporta
como un organismo diploide, en el cual los efectos del multialelismo son mas facilmente
evidenciables. Esto coincide con lo reportado por Cai et al. (1998) y Wang et al. (1995),
donde el contenido de amilosa de 31 cultivares de arroz se relacioné con su habilidad
para procesar apropiadamente el transcripto waxy. Asi mismo, debido a que los efectos
del alelismo multiple son menos obvios en especies poliploides (van de Wal et al. 2001),
también se ha reportado, que la presencia de mutaciones a nivel de las regiones
intrénicas podria conllevar a eventos aberrantes y cripticos del splicing del ARNm (Brown
1996), convirtiéndose en uno de los mecanismos mas importantes para generar un
amplio nimero de ARNm y en consecuencia isoformas de la proteina (Stamm et al.
2005).



Resultados y discusion 51

AM206-5 V1

AM206-5

VEN309a V1

VEN309b V1

VEN309b

SM3315-5V1

SM3316-24 V1

SM3316-24 V2

SM3316-32 V1




52 Caracterizacion molecular del gen GBSSI involucrado en la mutacion waxy en
yuca (Manihot esculenta Crantz)

cuB2 V1

CUB2 V6

CuB23 V1

VEN29 V2




Resultados y discusion 53

Cl41-1v1

Figura 19. Representacion esquematica de la posicion relativa de los eventos reguladores del
splicing en los genotipos incluidos en la Tabla 16. El color de la barra corresponde al tipo de
evento de splicing. Las barras coloreadas corresponden a las secuencias en sentido positivo. Las
barras delineadas corresponden a las secuencias en sentido negativo. Verde: ESS. Azul: ISS.
Rojo: ESE. Amarillo: ISE.

En la figura 18, es posible observar que si bien existen variaciones en la ocurrencia y
cantidad de sitios reguladores entre clones del mismo genotipo, y entre genotipos,
también hay determinados sitios que permanecen constantes a lo largo de los genotipos.
Estos sitios podrian estar desempefiando un papel en el proceso de regulacion de la
edicion del ARNm. Ejemplo de lo anterior, es evidente en la presencia de dos sitios
potenciadores del splicing, ubicados en el inicio del exén 8 y en el exén 6, donde esta la
mutacion waxy. O con la mayor representacion de sitios potenciadores en las regiones
intrénicas (Tabla 10).
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Tabla 10. Resumen de la ocurrencia de cada uno de los eventos de splicing para cada genotipo
en la Figura 18.
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La variacion a nivel de secuencia en alguno de los puntos de control durante el proceso
de edicion puede conllevar, como se mencion0 anteriormente a aberraciones en los
productos proteicos y asi mismo, determinar si dicho producto se va a agrupar en un

clado waxy o en uno no waxy.

Es factible, que la yuca haya evolucionado para tomar ventaja de las combinaciones
genéticas favorables resultantes de los efectos del multialelismo, expresandolas en
mutaciones como la waxy y encriptando otro tipo de aberraciones y fijandolas a través del

modo vegetativo de reproduccion.
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4.3 Identificacion de marcadores moleculares diagndsticos

Este estudio aporta tres nuevos marcadores moleculares para la identificacion de
individuos waxy y no waxy, y para la identificacion de fuentes potenciales de esta
mutacion en genotipos cultivados y silvestres en el Banco de Germoplasma del CIAT.
Estos marcadores son capaces de resolver la presencia o ausencia de la delecion del
nucleotido citosina en el exdn 6, diagnéstico para la mutacion waxy a través de
secuenciacion (Figura 19). Uno de los cebadores presenta una adaptacion, en el extremo
5’ previo al inicio del marcador, esta consiste de una secuencia denominada M13, que es
un marcador universal, el cual no esta presente en ningln organismo, pero que es capaz
de incorporarse a la secuencia gendmica a través del sitio de reconocimiento del cebador

al cual esta adaptado y afiadir especificidad a la amplificacion (Tabla 11).
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Figura 20. Representacién esquemética de la posicion relativa de los marcadores moleculares
diagnosticos disefiados en este estudio para la identificacion de fuentes potenciales de la
mutacién waxy en yuca.

Tabla 11. Secuencia y tamafio de los cebadores disefiados en este estudio para la identificacién
de fuentes potenciales de la mutacién waxy en yuca. La secuencia en azul corresponde a la
secuencia del cebador M13.

NOMBRE SECUENCIA (5'-3) TAMANO TAMANO DEL
MARCADOR (pb) AMPLICON (pb)
SCARY-1F CACGACGTTGTAAAACGACATGCAGGAGAAGAAGTTG 37 264
SCARY-1R  GTGGGAAGTCTGAGAAGG 18
SCARY-1F  CACGACGTTGTAAAACGACATGCAGGAGAAGAAGTTG 37

SCARY-1aR AGATTAAGTCGTGGGAAG 18 274
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El descubrimiento de nuevas fuentes del gen waxy en yuca sumado al completo
entendimiento de la ruta de biosintesis del almidén, representa el punto de partida para la
produccion de nuevos almidones con propiedades mejoradas, logrando que la
versatilidad del almidén en la industria pueda ser alcanzada no necesariamente a través
del uso de tratamientos quimicos o fisicos, sino a través de una previa seleccion y
modificacion en la planta. Estas modificaciones representarian beneficios a nivel
industrial, reduciendo los costos de procesamiento, y a nivel medioambiental, reduciendo

el impacto debido al uso de procesos quimicos durante la modificacion de los almidones.
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