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Resumen 

La mutación de almidón ceroso o waxy, en la yuca, descubierta en 2007, en el CIAT, 

abrió la posibilidad de estudiar el mecanismo de expresión del gen GBSSI, cuya 

mutación es la responsable de este fenotipo. El objetivo de este trabajo de investigación, 

fue la caracterización 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 análisis filogenético de 10 genotipos de “yuca cerosa” 

identificados en el CIAT en los últimos 5 años, 4 genotipos normales y 6 genotipos 

clasificados como “posibles parentales” mostró claramente una división evolutiva y 

funcional con la presencia un clado conteniendo todas la variantes de la mutación cerosa 

y otro con todas las variantes no-cerosas sugiriendo una estructura génica compleja en 

la expresión de esta característica en la yuca. Estos resultados sugieren que la 

característica cerosa en la yuca podría ser controlada por más de una forma alélica de 

GBSSI. Los resultados que se presentan en este documento confirman el estatus 

recesivo de la mutación de almidón ceroso para la yuca.  

Palabras clave: yuca, GBSSI, waxy, almidón, 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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Introducción 

En el trópico y sub-trópico, la yuca se cultiva en 103 países por sus raíces ricas en 

almidón (FAOSTAT, 2015). La yuca es la fuente más importante de carbohidratos 

después del arroz, la caña de azúcar y el maíz; de ahí que constituya la base de la 

alimentación y recursos económicos para más de 1.000 millones de personas en África, 

Asia y América Latina (FAOSTAT, 2011). A pesar de su rol tan importante como alimento 

básico, en los últimos años se ha incrementado significativamente su uso para la 

extracción del almidón con propósitos industriales incluyendo la producción de etanol 

(Sanchez et al. 2010). 

 

El almidón es la estructura de reserva de carbono más importante en los cultivos que se 

constituyen como alimento básico, como el maíz, el arroz, el trigo para los cereales y la 

papa, la batata y yuca entre las raíces y tubérculos. En la zona tropical, la yuca es la 

cuarta fuente más importante de energía (Alves 2002), mientras que a nivel global, se 

posiciona como la sexta fuente más importante de calorías en la dieta humana (FAO, 

1999; citado por El-Sharkawy 2004). La yuca reporta una producción de carbohidratos 

40% superior al arroz y 25% superior al maíz, posicionándose como la fuente calórica 

más económica tanto para alimentación humana, como para alimentación 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 sequía y baja fertilidad (Burrell 2003); por 

tal motivo se le considera como un cultivo de bajo riesgo. Además, se adapta fácilmente 

a un amplio rango de condiciones agroecológicas, donde por lo general pequeños 

agricultores de recursos económicos 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 Introducción 

 

A nivel molecular, en la yuca, existen varios genes de la ruta de síntesis del almidón los 

cuales juegan un papel importante en la formación del grano de almidón. Entre ellos, el 

gen GBSSI (Larssona et al.1996). El análisis de mutantes para producción de almidón 

ceroso conocidos como waxy, en diferente especies vegetales han mostrado que GBSSI 

es la única almidón sintetasa que produce amilosa en el almidón de almacenamiento 

(Zeeman et al. 2010). 

 

La ausencia de amilosa en el almidón del tipo waxy implica que éste gelatiniza 

fácilmente, produciendo pastas claras que no se polimerizaran. Esta característica es 

utilizada como un estabilizador y espesante en productos alimenticios y como un 

emulsionante para aderezos de ensaladas (Jobling 2004). En papa, el almidón waxy ha 

mejorado considerablemente la claridad de la pasta y la estabilidad, lo cual ofrece 

aplicaciones tanto en la industria alimenticia y en la fabricación 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 

comparación con los almidones normales. Desde la perspectiva del consumidor y desde 

el punto de vista medio ambiental, esta característica es ventajosa debido a que 

disminuye la necesidad en el uso de tratamientos químicos (Jobling 2004). El almidón 

ceroso (waxy) de yuca puede utilizarse en aplicaciones industriales donde el almidón 

ceroso del maíz, arroz y trigo hoy dominan en los procesos industriales. Esto debido 

principalmente a que su procesamiento es más simple y el costo de producción es más 

bajo que el almidón de maíz para citar un ejemplo. Sin embargo, hoy no existen 

suficientes variedades de yuca cerosa adaptadas a los ecosistemas de producción de la 

yuca para satisfacer un incremento en la demanda por este producto. Más 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 

recombinación genética y un proceso lento y costoso de caracterización fenotípica para 

la selección de aproximadamente 10 variedades elite luego de 8 a 10 años de 

mejoramiento genético.  Un conocimiento claro de las rutas involucradas en la síntesis de 

los bio-productos más importantes de este cultivo es clave para acelerar su ganancia 

genética. Es así, que, el entendimiento de la información genética contenida en las rutas 
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de la síntesis y degradación del almidón en la yuca es fundamental para agregarle valor 

como cultivo y así justificar la inversión en su mejoramiento genético. Esta información 

nos permitirá establecer con claridad el patrón de herencia y la identificación de 

marcadores para el gen GBSSI; como herramienta para acelerar el mejoramiento de este 

carácter en el cultivo. El objetivo de este trabajo de investigación fue caracterizar a nivel 

molecular el gen GBSSI involucrado en la mutación waxy del almidón de yuca e 

identificar nuevas fuentes de almidón en otros genotipos de yuca a través del diseño de 

marcadores gracias al conocimiento de la secuencia del gen GBSSI en genotipos 

silvestres y mutantes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 





 

 
 

1. MARCO TEÓRICO  

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, sólo 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 práctica más común. La reproducción a partir de semilla se da 

tanto bajo condiciones naturales o controladas; es ésta última usada en programas de 

mejoramiento para la obtención de nuevas variedades (Alves 2002). Las raíces son la 

principal estructura de almacenamiento de almidón en la yuca. Anatómicamente, la raíz 

de yuca no es tuberosa, sino una raíz verdadera, por lo cual no se puede usar para 

propagación vegetativa. La raíz en sus estadios de maduración tardíos presenta tres 

tipos distintos de tejido: el peridermo, la corteza y el parénquima (Wheatley and Gómez 

1985). El parénquima es la parte comestible, comprende aproximadamente el 85% del 

peso total de la raíz y consiste de vasos de xilema radialmente distribuidos en una matriz 

de células conteniendo almidón (Wheatley and Gómez 1985; Alves 2002). La 

composición típica de la raíz de yuca consta de humedad (70%), almidón (24%), fibra 

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

 

Aunque la yuca es un cultivo perenne, las raíces de almacenamiento pueden ser 

cosechadas entre los 6 a 24 meses posteriores después de plantada. El tamaño de la 

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

en otros cultivos tuberosos (Wheatley 1995).  

 

 

Figura 1.Tinción 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 5µm. Los seis cultivares muestran cariotipos similares con 2n=36 cromosomas 
metacéntricos a submetacéntricos (Imagen tomada de De Carvalho & Guerra 2002). 

 

1.1.1 Biología reproductiva del cultivo de la yuca 

La yuca es una especie de polinización 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 sección basal de la inflorescencia mientras que las 

masculinas, se encuentran en la parte superior y son más pequeñas y más numerosas 

(Halsey et al. 2008). Es común la esterilidad masculina, según Kawano et al. (1978) es 

debido al aborto de las flores antes de alcanzar la madurez o a la falta de producción de 

polen en aquellas que completan el ciclo de maduración. 
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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 floración y a la cantidad de flores que 

producen. La época de floración varia, según los genotipos, y es influenciada por las 

condiciones ambientales. Jenings (1970) observó que las plantas florecen 

preferencialmente, en días cortos del año. Chandraratna 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 días. El tiempo para la 

formación de la semilla después de la polinización va desde tres a cinco meses (Hershey 

1991). En consecuencia de lo anterior, la polinización de la yuca es cruzada, de ahí, que 

cada individuo es un hibrido con altos niveles de heterocigocidad. La polinización es 

realizada típicamente por la acción de insectos y depende de factores externos, como la 

hora del día, 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 

días antes que las flores masculinas, hecho que desfavorece la autopolinización. Sin 

embargo, es posible que las flores femeninas y masculinas en ramificaciones distintas de 

una misma planta, abran simultáneamente, hecho que favorece la ocurrencia natural de 

autopolinización (Hershey 1991). 
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Figura 2. A) Representación de la inflorescencia de la yuca. Una rama floreciente de tamaño 
natural. 1) Flor masculina en la sección longitudinal; 2) Flor femenina en la sección 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 económica del cultivo de la yuca 

En los últimos años, la yuca se ha cultivado en más de 103 países del trópico 

principalmente por sus raíces ricas en almidón. Actualmente constituye la fuente más 

importante de carbohidratos después del arroz, la caña de azúcar y el maíz, 

contribuyendo a la alimentación de más de 1.000 millones de personas (FAOSTAT, 

2014) de países en vías de desarrollo en las zonas tropicales y subtropicales en África, 

Asia y América Latina. En la zona tropical, la yuca es la cuarta fuente más importante de 

energía (Alves 2002), mientras que a nivel global, se posiciona como la sexta fuente más 

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

 

Tanto las raíces como las hojas son adecuadas para el consumo humano; las hojas son 

fuente de proteínas, minerales y vitaminas, particularmente vitamina C y carotenos; las 

raíces son fuente de hidratos de carbono y son usadas frescas para consumo humano 
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directo cuando son bajas en cianógenos o como producto procesado, principalmente 

para la extracción de almidón; la yuca se puede someter a procesos de secado para la 

producción de harina, se puede asar para la producción de alimentas empaquetados, 

producción de etanol o para alimentación animal (El-Sharkawy 2004). En las regiones en 

las que la yuca es usada para consumo humano directo, principalmente en África y en 

América Latina, los cultivares con bajo contenido de ácido prúsico (cianuro de 

hidrógeno), que se denominan “yuca dulce”, son de preferencia en pro de evitar daños a 

la salud, debido a la descomposición de los glucósidos en el tracto digestivo humano, 

liberando cianuro de hidrogeno. Por otro lado, en los cultivares con alto contenido de 

ácido prúsico, “yuca amarga”, mucho del cianuro de hidrógeno se remueve de las raíces 

y las hojas de yuca, a través del uso de una mezcla de métodos tradicionales y 

tecnología moderna durante el procesamiento y preparación de los alimentos u otros 

métodos basados fundamentalmente en la hidrólisis enzimática para reducir la 

concentración de glucósidos (Essers 1995).  

 

Además, la yuca es un cultivo de bajos requerimientos debido a que está adaptada a 

condiciones de baja disponibilidad de nutrientes y es capaz de sobrevivir a condiciones 

de sequía (Burrell 2003), por tal motivo se considera como un cultivo de bajo riesgo, 

adaptada a un amplio rango de condiciones agroecológicas y, la cual es generalmente 

cultivada por pequeños 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, además se usa como materia prima en varios procesos industriales y como 

fuente de alcohol carburante (El-Sharkawy 2004). Además, combinando en el mercado, 

la demanda de yuca fresca junto con la de sus productos procesados, como estrategia 

para agregarle valor comercial, se podría incrementar la flexibilidad y la rentabilidad del 

cultivo. 
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1.2 Estructura y biosíntesis del almidón 

1.2.1 Estructura del almidón  

El almidón es uno de los productos vegetales más importantes para el hombre; 

componente esencial en los alimentos, el cual aporta una gran proporción de la ingesta 

calórica diaria (Tonukari 2004). En plantas superiores, el almidón 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). Químicamente, el almidón es un glucano insoluble 

compuesto de dos polímeros de glucosa: amilosa y amilopectina. La amilosa y la 

amilopectina son polímeros de α-D-glucopiranosa. Se trata de homopolisacáridos de la 

clase denominada glucanos, que son los polímeros de la glucosa, estos difieren sólo 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 láminas (Figura 3). 

 

La amilopectina es un polímero ramificado, con un peso molecular estimado entre 107 y 

109 Daltons, que además de los enlaces α(1-4), también contiene enlaces α(1-6) y es el 

componente principal del grano de almidón, representando más del 75%. La 

amilopectina, se ha reportado, es también responsable de la naturaleza granular del 

almidón (Zeeman et al. 2010). En contraste, la amilosa, que es el segundo componente 

del almidón, es más pequeño que la amilopectina, con un peso molecular entre 105 y 106 

Daltons, es un polímero lineal, que tiene exclusivamente enlaces α(1-4) entre los 

residuos de glucosa adyacentes y está ligeramente ramificado (Figura 3).  
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Figura 3. a) Representación esquemática de la amilosa y la amilopectina, y la estructura adoptada 
por sus cadenas constitutivas. b) Estructura lamelar interna del grano de almidón (Zeeman et al. 

2010). 

 

 

1.2.2 La ruta de biosíntesis del almidón  

Biológicamente, varios genes juegan un papel importante en la síntesis del grano de 

almidón en las plantas, entre ellos, se encuentran las “almidón 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 almidón sintasa: sintasa de almidón ligada al 

granulo (GBSSI) y tres almidón sintasa solubles (SSs) (Larssona et al.1996). La GBSSI 

se encuentra unida al grano de almidón, mientras que las otras tres isoformas están 

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

 

Síntesis de Amilopectina 

En las plantas superiores las almidón sintasas son codificadas por cinco clases de genes 

llamados: GBSSI, SSI, SSII, SSIII y SSIV. El gen GBSSI está ligado al grano de almidón 

y es responsable de sintetizar la amilosa. Las otras isoformas de la SS están encargadas 

de generar las ramificaciones en la amilopectina. Estas proteínas SS están en estado 

soluble en el estroma del plastidio, ó parte solubles y parte asociadas al granulo, por lo 

que a menudo se les denominan SS solubles (Zeeman et al. 2010).  

 

Los datos genéticos y bioquímicos disponibles indican que cada isoforma de la SS tiene 

propiedades diferentes y juegan papeles distintos en la síntesis de la amilopectina. Sin 

embargo, la elongación de las ramificaciones es catalizada por las enzimas de 

ramificación (BEs del inglés, Branching Enzymes). En las plantas superiores existen dos 

tipos: BEI y BEII, las cuales contribuyen de diferente manera a la síntesis de la 

amilopectina. De esta manera la evolución de múltiples isoformas de SS y BE indica que 

ellas juegan un papel determinante en la arquitectura de la amilopectina y así mismo en 

la capacidad de sintetizar almidón en lugar de glicógeno, además de contribuir 

probablemente a la variación en la estructura de los almidones provenientes de distintos 

órganos y especies. 

 

Síntesis de Amilosa 

El componente de amilosa del grano de almidón es sintetizado por el gen GBSSI a partir 

de la ADP-glucosa. El papel del gen GBSSI en la síntesis del almidón está bien 

caracterizado y juega un rol fundamental en la composición y calidad del grano de 

almidón. Análisis de mutantes libres de amilosa en varias especies de plantas, 
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especializadas en la producción de almidón, han mostrado que el GBSSI es la única 

almidón sintasa responsable de la producción de amilosa en el grano de almidón y la 

amilopectina la única molécula responsable de la conformación 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 

almidón libre de amilosa (Hovenkamp–Hermelink et al. 1987). Esta mutación, sin 

embargo, se reportó por primera vez en el endospermo del maíz; donde la presencia del 

almidón sin amilosa (100% amilopectina) le da al grano de maíz la apariencia cerosa, de 

dónde la mutación recibe su nombre. Es también en el maíz dónde por primera vez se 

caracterizó 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 homólogas, se ha reportado que están situadas en loci diferentes y que comparten 

aproximadamente entre 66 y 69% de identidad a nivel de la secuencia de ADN. La 

isoforma GBSSI está 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. Representación esquemática de la ruta de biosíntesis del grano de almidón en yuca. 
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1.3 Características del almidón de yuca waxy y no waxy 

Los granos de almidón 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 típico en el almidón de yuca varía 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 almidón fluctúan entre 5 µm a 40µm (Figura 5). 

La variación en tamaño del grano de almidón así como su composición química, depende 

en gran medida del origen botánico del mismo (Tabla 2, Figura 6). Sin embargo, los 

análisis de microfotografías de barrido de electrones no evidencian diferencias entre las 

características estructurales del grano de almidón waxy y el grano normal. El mismo 

análisis tampoco diferencia entre el tamaño y forma del grano en variedades de yuca 

(Moorthy 2002) (Figura 5). Otras características organolépticas como la claridad de la 

pasta no muestra diferencias entre el almidón tipo waxy y el normal. Sin embargo, la 

viscosidad si presenta características contrastantes entre los almidones waxy (890cP) y 

los normales (577-746cP); esto es como consecuencia directa de los cambios en 

proporción de amilosa y amilopectina en el grano. 

 

Figura 5. Microfotografía electrónica de barrido de granos de almidón 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 almidón 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 raíces se componen principalmente de fibra y agua y contienen bajos 

niveles de proteína y de grasas (Ceballos et al. 2008; Ceballos et al. 2007), lo que implica 

que tanto el almidón como sus derivados tienen un sabor más suave. Estas 

características, hacen del almidón de yuca una materia prima muy deseable en el 

procesamiento de muchos productos alimenticios (Ceballos et al. 2007) y en la 

producción de fármacos y bioplásticos (Omojola 2013). Además, su técnica de 

procesamiento es más simple y el costo de producción es más bajo que el almidón de 

maíz. 

 

Tabla 1. Características del grano de almidón de varias especies cultivadas de importancia 

económica (Rickard et al. 1991). 

 

 

 

 

Figura 6.Microfotografía de luz de granos de almidón provenientes de muestras de a) Papa, b) 

Maíz y c) Trigo (Han & Hamaker 2002). 

 

Propiedades Yuca Maíz Arroz Trigo Cebada Papa

Tipo Raíz Cereal Cereal Cereal Cereal Tubérculo

Forma
Ovalado, 

truncado

Redondo, 

poligonal
Poligonal

Lenticular o 

redondo

Redondo o 

elíptico

Ovalado, 

esférico

Diámetro (µm) 5-40 5-30 3-8 1-45 2-25 5-100
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1.3.1 Prueba de yodo para determinar la presencia de almidón 
waxy 

La prueba de yodo es una prueba cualitativa utilizada a menudo para detectar la 

presencia de almidón waxy en los tejidos de reserva de la planta. El yodo se disuelve en 

una solución de yoduro de potasio, para generar un complejo iónico triyoduro el cual se 

desliza en el interior de la espiral de amilosa (Figura 1). La presencia de concentraciones 

normales de amilosa en el almidón, produce una coloración púrpura a negro sobre el 

tejido, mientras que las muestras conteniendo proporciones menores de amilosa generan 

una coloración más tenue. En ausencia de la amilosa, la amilopectina no produce esta 

coloración en contacto con la solución de yodo (Figura 7). 

 

 

Figura 7.Tinción diferencial utilizando solución de yodo sobre raíces (A) y tallos (B) de yuca de un 
clon normal (teñido en púrpura oscuro) y un genotipo waxy (teñido en café rojizo) (Ceballos et al. 
2007). 

1.4 Importancia del almidón de yuca waxy 

El almidón y en particular el almidón de yuca, es un negocio que representa miles de 

millones de dólares a nivel mundial; debido a su amplia aplicación a nivel industrial 

(Tonukari 2004). Anualmente se extraen unos 60 millones de toneladas de almidón, de 

los cuales el 10% se produce con las raíces de yuca, y actualmente el precio de 

exportación ronda los 225 dólares por tonelada. A nivel funcional, el almidón de yuca 

eficientemente reemplaza al del maíz, arroz y trigo en procesos industriales. El almidón 

de yuca se recomienda para su uso en aperitivos y como espesante en alimentos que no 

están sujetos a condiciones rigurosas de procesamiento. Otra característica importante 

del almidón 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 confitería y 

panadería como agente aglutinador. El almidón se utiliza en el apresto y teñido en las 

industrias textiles para aumentar el brillo y el peso de la tela. En las industrias 

farmacéuticas, almidón sirve como un material de relleno y agente de unión para la 

fabricación de tabletas. El almidón 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 perforación en pozos de petróleo. El almidón es también la principal materia 

prima en la industria de pegamentos y adhesivos. En la producción de papel, almidón de 

yuca se utiliza actualmente como pegamento para lograr el brillo y fuerza. El almidón es 

también una materia prima importante para el polvo en las industrias de cosméticos. En 

la fabricación de jabón detergente, el almidón se utiliza para obtener una mejor 

recuperación y para mejorar la vida útil de los detergentes. Mientras que en las industrias 

del caucho y espuma, el almidón se emplea para obtener una mejor formación de 

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

 

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

 

 

Adicionado a lo anterior, la carencia de amilosa en el almidón waxy implica que éste 

gelatiniza fácilmente, produciendo pastas claras que no se polimerizan (Ceballos et al. 

2007). En papa, el almidón waxy ha mejorado considerablemente la claridad de la pasta 

y la estabilidad, lo cual ofrece aplicaciones más llamativas en la industria alimenticia y en 

la fabricación 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 comparación con los almidones normales. El almidón 

de yuca waxy, es además uno de los menos resistentes al rompimiento enzimático entre 

los almidones de especies no cereales, esto, desde la perspectiva del consumidor y 

Alimentos y bebidas Alimentación animal Agricultura Plásticos Farmacia Construcción Textiles Papel Varios

Mayonesa Croquetas Tabletas Fibra mineral Urdimbre Cartón corrugado Extracción de petróleo

Aderezos Placas de yeso Telas Papel cartón Pegamento

Comida de bebé Fertil izantes Concreto Hilos Tratamiento de aguas

Panadería

Refrescos

Cárnicos

Confitería

Recubrimiento de 

semillas

Plásticos 

biodregradables
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desde el punto de vista medio ambiental, es ventajoso debido a que disminuye la 

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

1.5 Enfoques actuales hacia el descubrimiento de nuevas fuentes 
de almidón 

La calidad del almidón es un aspecto importante para su finalidad en la cadena de 

producción. Mejorar la calidad del almidón se ha venido logrando como producto del 

trabajo de fitomejoradores y biólogos moleculares. Un ejemplo de lo anterior, se 

evidencia en los cereales como el maíz, el cual es un cultivo dominante en la producción 

de almidón y para el cual existen muchos mutantes, que se han empleado exitosamente 

en la producción de almidones modificados. Como se mencionó en apartados anteriores, 

siendo quizá los mutantes tipo waxy los más importantes a nivel comercial, la mutación 

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

 

Otros cereales como el trigo, por su constitución genética hexaploide, con tres genomas 

distintos, hace difícil la identificación de mutantes de almidón waxy, sin embargo se han 

producido variedades con los tres alelos waxy mutados y variedades modificadas a 

través de ingeniería genética, mediante la introducción de una secuencia del gen GBSSI 

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

 

En las raíces y tubérculos, desde los años 90, se busca la característica waxy. La papa y 

la yuca fueron los primeros cultivos clonales en obtenerse almidones libres de amilosa 

vía transgénesis. Esto se logró mediante la supresión del gen GBSSI (Jobling 2004). En 

tubérculos, los almidones waxy se producen por supresión de la regulación antisentido 

del gen GBSS en papa (Visser et al. 1991) y más recientemente a través de supresión 

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

 

Actualmente, las secuencias del gen GBSSI están disponibles para muchos cultivos de 

importancia comercial, entre estos, maíz (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. reportó la existencia de una mutación 

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), 

homólogo a la región 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 

 Caracterizar a nivel molecular el gen GBSSI y sus variaciones para determinar la 

mutación que controla esta característica en la yuca. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 Amplificar, clonar y secuenciar la región genética que contiene al gen GBSSI y 

la(s) variación(es) responsable de la característica waxy en yuca. 

 Diseñar marcadores moleculares diagnósticos de la mutación waxy con el 

propósito de identificar fuentes potenciales de esta mutación en genotipos 

cultivados y silvestres del género Manihot mantenidos en la colección mundial de 

yuca en custodia del CIAT (Cali-Colombia). 

 

 

 





 

 
 

3. MATERIALES Y METODOS  

3.1 Área de estudio 

Esta investigación 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 precipitación 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 característica waxy, 4 exhibiendo almidón normal y 6 postulándose como 

posibles parentales (Tabla 3). A partir de estas muestras se llevó a cabo la extracción de 

ácidos nucleicos. 
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Tabla 3. Lista de genotipos de yuca usados en la amplificación del gen GBSSI. Disponibles en el 

Banco de Recursos Genéticos (CIAT). 

 

 

 

3.3 Aislamiento y caracterización de la secuencia del gen GBSSI 

3.3.1  Extracción de ADN  

Para llevar a cabo el proceso de extracción del ADN, se utilizó el protocolo de extracción 

de ADN vegetal descrito por Doyle & Doyle (1990). Partiendo de 0.5g de tejido (hojas 

terminales) liofilizados y macerados utilizando el TissueLyser II (Quiagen), las muestras 

maceradas se depositaron en tubos de 1.5ml y se les agregó 600ul de buffer de 

extracción precalentado a 65°C. El buffer de extracción se preparó mezclando el Buffer 

de extracción inicial autoclavado (Sorbitol 0.35M; Tris HCl pH 8.0 0.1M; EDTA pH 8.0 

5mM), el Buffer de lisis sin autoclavar (Tris HCl pH 8.0 0.2M; EDTA pH 8.0 0.05M; NaCl 

2M; CTAB 2%), solución 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 extracción se 

incubaron a 65°C durante una hora, invirtiendo los tubos cada 20 minutos. Al finalizar el 

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 SM 3315-   5 Waxy

9 SM 3316-  24 Waxy

10 SM 3316-  32 Waxy

11 TME-3 No Waxy

12 TMS30555 No Waxy

13 VEN309 No Waxy

14 C4 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
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tiempo de incubación, las muestras se dejaron cinco minutos a temperatura ambiente y 

posteriormente, se les adicionó 600ul de cloroformo:Isoamilalcohol (24:1), y se dejaron el 

agitación 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 transfirió a un 

tubo nuevo y se le adicionó isopropanol frio en una proporción 1:1. Las muestras se 

invirtieron hasta visualizar los ácidos nucleícos. Una vez hecho esto, los tubos se 

centrifugaron durante 30 minutos a 3000 r.p.m. a temperatura ambiente. El sobrenadante 

se descartó y el precipitado se lavó con etanol al 70%. Cuando el precipitado se 

desprendió del fondo del tubo, la muestras se centrifugaron nuevamente por 10 

segundos a máxima velocidad. El sobrenadante se descartó nuevamente y se dejó secar 

el precipitado a temperatura ambiente durante una hora. Cuando el precipitado estuvo 

completamente seco, sin rastros de etanol, se resuspendió completamente en 100ul de 

T10E1 1X (TrisHCl pH 8.0 10mM; EDTA pH 8.0 0.1mM), se le adicionó a cada muestra 

RNasa A, a una concentración final de 0.1mg/ml y se dejaron incubar durante 30 minutos 

a 37°C. Para garantizar la confiabilidad de los experimentos posteriores, se visualizó la 

calidad del ADN extraído en un gel de agarosa al 0.8%, teñido con SYBR® Safe (Life 

Technologies™, catálogo No. S33102). 

 

3.3.2 Extracción de ARN vegetal 

La extracción de ARN se llevó a cabo a partir de tejido de hoja y de raíz de yuca. Las 

muestras se colectaron en nitrógeno líquido y se maceraron. Durante este proceso fue 

relevante el hecho de utilizar cantidades generosa de nitrógeno líquido para prevenir la 

hidratación del tejido y la consecuente actividad de ARNasas endógenas que pudieran 

degradar la integridad de la muestra de ARN. Una vez el tejido estuvo completamente 

macerado, se partió de un gramo de tejido, para llevar a cabo las extracciones, el cual se 

depositó en tubos estériles de 50mL, debidamente etiquetados. Previo al inicio del 

proceso de extracción, los tubos se mantuvieron en nitrógeno líquido para mantener las 

muestras congeladas. A cada tubo se le añadió 15mL del buffer de extracción 

previamente precalentado a 65°C (Tris HCl pH 7.5 100mM, NaCl 100mM, EDTA pH 8.2 

25mM, SDS 1%, PVP K30 2%, β-mercaptoetanol 2%) y se mezcló vigorosamente en un 

vortex. Cuando la muestra se homogenizó completamente con el buffer de extracción, se 

le añadió 15mL de cloroformo, y se mezcló nuevamente. Las muestras se centrifugaron 
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durante 20 minutos a 5000 r.p.m. a temperatura ambiente. El sobrenadante se transfirió a 

un nuevo tubo de 15mL estéril, se le adicionó 15mL de cloroformo y se centrifugó 

nuevamente con las mismas condiciones. Finalmente, la fase acuosa, se transfirió a 

tubos de 2mL, haciendo alícuotas de 1.5mL, se añadió a cada muestra 0.33 volúmenes 

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

 

Al siguiente día, las muestras se centrifugaron a 12000 r.p.m. durante 10 minutos a 4°C. 

El sobrenadante se decantó y el pellet se disolvió en 500uL de agua tratada con DEPC. 

Posteriormente, se le adicionó un volumen de fenol:cloroformo:isoamilalcohol (25:24:1) y 

se centrifugó a 12000 r.p.m. durante 10 minutos a 4°C. La fase acuosa se transfirió 

nuevamente a un tubo estéril de 2mL, se le añadió un volumen de 

cloroformo:Isoamilalcohol (24:1) y se centrifugó de nuevo con las condiciones anteriores. 

El sobrenadante resultante se transfirió a un tubo estéril y se precipitó con 0.25 

volúmenes de NaCl 5M y 2 volúmenes 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 

descartó, el precipitado se lavó con etanol al 70%, se centrifugó a 12000r.p.m. a 4°C 

durante 15 minutos. Posteriormente, se descartó al sobrenadamnte y el precipitado se 

dejó secar a temperatura ambiente. El precipitado seco se resuspendió en 50uL de agua 

tratada con DEPC. La calidad del ARN extraído se corroboró en un gel de agarosa al 

1.5%, teñido con SYBR® Safe (Life Technologies™, catálogo No. S33102). 

 

3.3.3 Caracterización de la secuencia del gen GBSSI 

Para llevar a cabo la caracterización del gen GBSSI, se utilizaron cuatro pares de 

cebadores para amplificar fraccionadamente la longitud completa del gen (Figura 8, Tabla 

4). El amplicón 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 estándar’ es exitosa cuando el 

fragmento no supera los 1200pb. Una consideración 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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Figura 8. Posición y tamaño 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 amplificación y 

secuenciamiento del gen GBSSI. 

 

 

 

3.3.4 Amplificación del gen GBSSI 

La amplificación del gen GBSSI, se llevó a cabo mediante la técnica de PCR 

convencional, utilizando el protocolo descrito para la enzima TaqPlatinum (Platinum® Taq 

DNA Polymerase High Fidelity, Invitrogen™, Life Technologies™, catálogo No. 10966-

034) (Tabla 5). La reacción de PCR se realizó en un termociclador marca Eppendorf 

Mastercycler pro. La calidad de los amplicones se evaluó mediante un gel de calidad de 

NOMBRE SECUENCIA
TAMAñO 

(pb)
AMPLICON REPORTE

>F_GBSSI(3) 5’-GTTATGGACGCAAAACCTT-3’    19

>R_GBSSI(3) 5’-GAACGTTCTCCTTAGCAAGA-3’ 20

>F_GBSSI(2) 5’-CTAAAATATATGGCCCAAGAGC-3’ 22

>R_GBSSI(2) 5’-AACAGGCAATCCGACTTC-3’    18

>F_GBSSI(1) 5’-GCAACTGTAATAGCTGCACA-3’ 20

>R_GBSSI(1) 5’-AGGCATAACAAGCTAAATCG-3’  20

>MeGBSSI-5F 5’-TTCAATGTGCCGTTGGCGCA-3’  20

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

1124

Laboratorio de Genética de Yuca 

(CIAT)
1232

901

1033 Aiemnaka et al. 2013
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agarosa al 1.5% teñido con SYBR® Safe (Life Technologies™, catálogo No. S33102) y 

utilizando como marcador de peso 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen, catálogo No. 

10787-018). 

 

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

 

 

 

 

 

3.3.5 Síntesis y amplificación de ADNc 

Para realizar la retrotranscripción del ARN previamente extraído, se utilizó 1ug de ARN, 

el cual se sometió a un tratamiento con DNasa I según el protocolo descrito en el kit 

comercial Deoxyribonuclease I, Amplification Grade (Invitrogen™, catálogo No. 18068-

015). Esto, con el objetivo de eliminar trazas de ADN durante procedimiento críticos en el 

procesamiento de las muestras de ARN. Posteriormente, se tomó 10uL de las muestras 

Reactivo
Concentración 

Inicial

Concentración 

Final

Reacción 

1X (uL)

Agua Ultrapura 20.4mL

Taq®Platinum (Invitrogene) Buffer 10X 1X 2.5mL

dNTP's 10mM 0.2mM 0.5mL

Mg 2+ 50mM 2mM 1mL

Cebador Sentido 10pmol/mL 0.1pmol/mL 0.25mL

Cebador Antisentido 10pmol/mL 0.1pmol/mL 0.25mL

Taq®Platinum 5U/mL 0.5U 0.1mL

Volumen total 25uL

95ºC 2 min 1 ciclo

94ºC 30 sec

56ºC 1 min

72ºC 1 min

72ºC 5 min 1 ciclo

4ºC

Condiciones de amplificación

35 ciclos

Incubación
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de ARN tratadas con DNasa I, como base para iniciar la retrotranscripción, según el 

protocolo propuesto en el kit comercial SuperScript™ III Reverse Transcriptase 

(Invitrogen™, catálogo No. 18080-044), en el cual se utilizó 250ng de Random Hexamer 

(Invitrogen™, 50ng/uL). La calidad del ADNc sintetizado, se evaluó mediante PCR 

convencional utilizando las combinaciones de cebadores F_GBSSI(1) y R_GBSSI(3) 

(Figura 1, Tabla), cuya posición relativa en regiones exones se determinó mediante el 

posicionamiento in silico de las secuencias de ADN genómico del gen GBSSI obtenidas 

previamente y una secuencia de ADNc de GBSSI previamente reportada en el GenBank. 

Debido a que el ADNc posee sólo las regiones codificantes presentes en el ADN, no 

debería 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 siguió el protocolo descrito para la enzima TaqPlatinum (Platinum® Taq 

DNA Polymerase High Fidelity, Invitrogen™, Life Technologies™, catálogo No. 10966-

034). 

 

3.3.6 Preparación de células altamente competentes 

Para preparar células competentes, se plateó la cepa bacterial de Escherichia coli, 

DH5α™, en cajas de petri conteniendo medio LB (Luria Bertani) ágar sin antibióticos, la 

cual se incubó a 37°C toda la noche. Una vez crecieron las bacterias, se tomó una única 

colonia aislada y se transfirió a un tubo de 50mL estéril conteniendo 5mL de medio LB 

líquido. Éste se dejó toda la noche en agitación a 220 r.p.m. y 37°C. Al día siguiente, se 

inoculó 1mL del crecimiento bacterial, en un frasco de Erlenmeyer con capacidad para 

500mL, conteniendo 50mL de medio SOB, para incrementar la aireación del cultivo 

bacterial. Inmediatamente, se llevó a agitación 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 alcanzó la absorbancia esperada, se transfirió a hielo durante 10 

minutos, y luego a tubos de centrifuga de 50mL previamente enfriados. Las células se 

precipitaron por centrifugación a 3000 r.p.m. durante 15 minutos a 4°C, el sobrenadante 

se descartó y se añadió 1/3 (v/v) de Buffer de Transformación frío pH 6.7 (17mL) (PIPES 

10mM, CaCl2-2H2O 15mM, KCl 250mM, MnCl2 55mM) para resuspender nuevamente el 

precipitado. De nuevo, la suspensión se centrifugó con las mismas condiciones, se 

descartó el sobrenadante y se resuspendió el precipitado en 17mL de Buffer de 
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Transformación, se centrifugó (3000 r.p.m. durante 15 minutos a 4°C), se descartó el 

sobrenadante y el precipitado se resuspendió suavemente en 4mL de Buffer de 

Transformación frío, se añadió 7% (v/v) de DMSO (280uL) y se dejó en hielo durante 10 

minutos. Posteriormente, se alicuotaron 100uL de esta suspensión en tubos de 1.5mL y 

se congelaron inmediatamente usando nitrógeno líquido, para luego ser almacenadas a -

80°C. Fue importante durante este proceso tener en cuenta las siguientes 

consideraciones: 

 

 Realizar alicuotas de 100uL para posteriormente utilizar completamente este 

volumen en el proceso de transformación bacterial, ya que transiciones de 

congelamiento-descongelamiento pueden comprometer su efectividad. 

 Ajustarse a un rango óptimo de observancia entre 0.5 y 0.6 O.D., ya que medidas 

por encima o por debajo de estos valores podrían igualmente afectar la eficiencia 

de la transformación y obtener un conteo muy bajo de colonias. 

 Utilizar colonias frescas de E. coli DH5α™, máximo 3 días después de su 

reactivación en el plato conteniendo LB sin antibiótico. 

 

3.3.7 Ligación y clonación del gen GBSSI 

Una vez la calidad de la banda correspondiente a cada amplicón se verificó, se procedió 

a llevar a cabo la ligación del producto de PCR, según el protocolo descrito para el 

plásmido comercial pGEM®-T Easy Vector System I (Promega, catálogo No. A1360). 

Para esto, se preparó un coctel de ligación (2x Rapid Ligation Buffer 1X, pGEM®-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 ligación del ADN a las paredes del tubo), el cual se 

incubó durante una hora a temperatura ambiente y posteriormente a 4°C toda la noche. 

Al día siguiente, las muestras previamente ligadas, se transformaron mediante choque 

térmico utilizando células competentes de la cepa comercial DH5α™ de E. coli (Ver 

sección 3.3.6). Para ello, se utilizó el volumen total de producto de ligación (10uL), el cual 

se incorporó a un volumen de 100uL de células competentes en tubos de 1.5mL. Los 

tubos conteniendo las células y el producto de ligación se transfirieron a hielo durante 30 
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minutos, luego se llevó a baño María a 42°C durante 60 segundos y nuevamente, a hielo 

durante dos minutos para inactivar la transformación. Una vez pasado este periodo de 

tiempo, a cada tubo se le adicionó 1ml de medio LB (Invitrogen™, Life Technologies™, 

catálogo No. 12780-052) y se incubó en un agitador a 220 r.p.m. a 37°C durante una 

hora. Luego se centrifugó a 10000 x g por un minuto. Se descartó el sobrenadante, y en 

el volumen mínimo remanente se resuspendió nuevamente el precipitado bacterial. Esta 

suspensión (≈100uL) se plateó en cajas de petri con LB sólido, conteniendo Ampicilina 

(100ug/mL) y X-gal (80ug/mL) (Life Technologies™, catálogo No. B-1690) como factores 

de selección. 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 DH5α™ carece del gen 

LacIq, en cual inhibe la inducción del gen LacZ (ó gen de la β-galactosidasa). 

 

Una vez, las colonias crecieron en las cajas de petri, se seleccionaron las colonias 

blancas, ya que generalmente esta coloración indica la presencia en el genoma del 

plásmido, del producto de PCR insertado. El fundamento de este criterio de selección 

radica en que la clonación exitosa de un inserto dentro del genoma del plásmido pGEM® 

interrumpe la secuencia codificante de la β-galactosidasa, así los clones recombinantes 

pueden ser fácilmente identificados por la coloración blanca o azul, en las placas de petri. 

En este sentido, se seleccionaron siete colonias blancas y una azul, como control 

negativo y se llevó a cabo la reacción de PCR según el protocolo del cóctel comercial 

GoTaq® Green Master Mix (Promega, catálogo No. M7122) (Tabla 4) usando los 

cebadores universales T7 y SP6, para confirmar la presencia del inserto en el plásmido. 

Sin embargo, antes de realizar la reacción de PCR, se creó una réplica para cada uno de 

los clones, en los que se denominó, 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 cóctel de PCR 

(Tabla 6) y luego, con este mismo palillo se tocaba un lugar específico, en una nueva 

placa de LB conteniendo también Ampicilina (100ug/mL) y X-gal (80ug/mL) (Life 

Technologies™, catálogo No. B-1690) como factores de selección, esta nueva placa 

estaba debidamente marcada con un consecutivo numérico para organizar y facilitar 

posteriormente la identificación y selección 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% teñido con 

SYBR® Safe (Life Technologies™, catálogo No. S33102) y utilizando como marcador de 

peso 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen™, catálogo No. 10787-018) para confirmar que el 

tamaño del amplicón fuera consecuente con el tamaño del inserto de interés. 

 

 

Tabla 6. Componentes y condiciones del programa de amplificación de la reacción de PCR 
usando GoTaq® Green Master Mix (Promega, catálogo No. M7122) para llevar a cabo la 
amplificación de los fragmentos del gen GBSSI insertados en las colonias recombinantes de 
DH5α™, utilizando los cebadores universales T7 y SP6. 

 

 

 

 

De los clones que presentaron positivamente la presencia del inserto, se seleccionaron 

cuatro por cada genotipo para cada cebador y se rescató nuevamente una copia de cada 

uno, a partir de las colonias almacenadas en la “placa maestra” para llevar a cabo la lisis 

bacterial de DH5α™ y extraer el ADN del plásmido. 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 agitación constante a 220 r.p.m. a 

37°C por un periodo no mayor a 16 horas. La extracción del plásmido se llevó a cabo 

siguiendo el protocolo descrito en el kit comercial Wizard® Genomic DNA Purification 

Reactivos
Concentración 

Inicial

Concentración 

Final

Reacción 

1X (uL)

Agua Ultrapura 4.85uL

GoTaq® Green Master Mix 2X 1X 6.5uL

Cebador Sentido 10pmol/mL 0.25pmol/mL 0.325uL

Cebador Antisentido 10pmol/mL 0.25pmol/mL 0.325uL

Volumen Total 12uL

95°C 2 min 1 ciclo

94°C 30 sec

50°C 1 min

72°C 1 min

72°C 5 min 1 ciclo

4°C

Condiciones de amplificación

35 ciclos

Incubación
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(Promega, catálogo No. A1120). Una vez, el ADN del plásmido fue extraído, este se 

cuantificó usando el Sinergy® H1m y considerando valores de absorbancia de más 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 compañía MACROGEN para su secuenciamiento. 

 

3.3.8 Análisis de secuencias del gen GBSSI 

Una vez los resultados de las secuencias del gen GBSSI se obtuvieron, se procedió a 

editar y limpiar las secuencias, para ello, se empleó 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 eliminó la secuencia correspondiente al plásmido. Las discrepancias entre pares de 

bases en el mismo alineamiento se clarificaron, analizando la calidad de los picos en el 

cromatograma. Posteriormente, las secuencias nucleotídicas obtenidas de GBSSI, se 

compararon contra las secuencias disponibles en los reservorios públicos de secuencias 

a través de un análisis de BLAST, disponible en el GenBank 

(http://www.ncbi.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 alineó contra el genoma de referencia de la yuca (AM 560-5) 

disponible en la base de datos pública Phytozome (http://www.phytozome.net/). Los 

análisis filogenéticos posteriores fueron llevados a cabo en MEGA5 (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 caracterización de la secuencia del gen GBSSI 

4.1.1 Obtención 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 amplificación del gen se hizo en cuatro pasos como se muestra 

en la Figura 9. En total cuatro pares de cebadores fueron diseñados y sintetizados como 

se muestra en la Tabla 4. Cada una de las cuatro amplificaciones, en tamaño, coincidió 

con el esperado en las pruebas in silico (Figura 9). Cada amplificación fue exitosamente 

clonada en el vector pGEM. Cuatro clones fueron seleccionados por placa de clonación y 

secuenciados. La información a nivel de secuencia de los cuatro cebadores se obtuvo a 

través del secuenciamiento de tinción 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-específicas en cada muestra.  
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Figura 9. Visualización de la amplificación de los cuatro juegos de cebadores utilizados para 
obtener la longitud total del gen GBSSI en seis genotipos elegidos aleatoriamente. A) 
Amplificación del cebador MeGBSSI(5), tamaño del producto: 1033 pares de bases (pb). B) 
Amplificación del cebador GBSSI(3), tamaño del producto: 1124 pb. C) Amplificación del cebador 
GBSSI(2), tamaño del producto: 1232 pb. B) Amplificación del cebador GBSSI(1), tamaño del 
producto: 901 pb. Marcador de peso 1kb Plus Ladder (Invitrogen™). 

 

Una vez secuenciados los fragmentos de interés, se ensambló la secuencia y se obtuvo 

una secuencia consenso para el gen GBSSI con una longitud de 3384 pares de bases 

(pb). Esta secuencia se alineó contra el genoma de referencia y se localizó en el scaffold 

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

secuencias del GBSSI entre genotipos waxy y no waxy, permitió identificar con una 

precisión del 100% la mutación responsable del fenotipo waxy en yuca en la posición 

1360 del gen GBSSI. En 2012, Aiemnaka y colaboradores intentaron caracterizar la 

mutación responsable de la característica waxy en una familia de segregación pseudo-F2 

obtenida de la cruza de distintas F1 que tenía como progenitor común AM206-5. Sin 

http://www.phytozome.net/
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embargo, ellos concluyen en su estudio que son tres regiones del gen GBSSI las que 

podrían explicar la condición waxy de los granos de almidón del genotipo AM206-5, una 

de ellas la que se reporta en este estudio como la mutación responsable del carácter 

waxy. Esta mutación consiste en una delección que elimina el nucleótido citosina en la 

posición 1360, ubicada en el exón 6, esta deleción resultó en un cambio de marco de 

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

corriente arriba del exón 6 (1701 a 1703), truncándose la síntesis de amilosa en los 

mutantes waxy (Figura 10). 

 

 

 

Figura 10. Esquema de la posición de la mutación diagnostica para la característica waxy en 
yuca, la cual consiste de la delección de una citosina en el exón 6. Esta mutación genera un 
cambio en el marco de lectura que produce un codón de parada prematuro al inicio del exón 8 y 
en consecuencia irrumpe el proceso de traducción de la proteína. 

 

4.1.2 Evidencia de variaciones intra-específicas en el gen GBSSI 

El análisis de restricción a nivel de secuencia permitió identificar entre dos y ocho 

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

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

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

 

Aiemnaka et al. (2012) reportó la existencia de una única copia del gen GBSSI en la 

yuca, basado en el análisis 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 resolución, la variabilidad interna en 

la especie M. esculenta para este gen, además de identificar nuevas fuentes del gen 

waxy en yuca (Figura 11). Nuestros resultados, además 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) reportó al menos ocho alelos responsables por codificar la proteína GBSSI en 

papa, usando técnicas basadas en la estructura genómica como Southern Blot y PCR. A 

pesar del carácter poliploide y heterocigoto de la papa, fue posible asignar variación en la 

actividad del gen GBSSI a la composición alélica en el locus de GBSSI dentro de una 

población de Solamun tuberosum y líneas de mejoramiento de Solanum. 
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Pooni et al. (1993) reportó para arroz que el contenido de amilosa es controlado por una 

serie de alelos en un único locus con efectos mayores y uno o más genes con efectos 

menores. Adicionalmente, se demostró que una aberración durante el evento de splicing 

del intrón 1 a partir de la región 5’UTR resultó en el decremento de la expresión del gen 

waxy y en una reducción 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 proteína 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 múltiple son 

más comunes; sin embargo, como consecuencia de esta heterogeneidad, los efectos del 

alelismo múltiple, son menos obvios de lo que se podría evidenciar en una especie 

diploide, como el arroz. No obstante, el efecto de alelismo múltiple, ya había sido 

demostrado en papa en 1994, por Eck et al. en la variación de la forma del tubérculo. El 

gen responsable por esta característica es el gen Ro, mapeado en el cromosoma 10. En 

este estudio, se llevaron a cabo evaluaciones utilizando polimorfismos de longitud de 

fragmentos de restricción (RFLP), debido a que se habían observado diferencias entre 

clones que pertenecían a una misma clase morfológica y que estaban influenciados por 

las mismas condiciones medioambientales. Este análisis permitió identificar cuatro clases 

genotípicas en la progenie en una relación 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 

hibridización 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 ortólogo fue primero demostrada por Mason-Gamer y Kellogg 

(1996) en pastos. La validez de este gen para análisis filogenéticos radica en su previa 

caracterización como un gen de copia única en muchas especies cultivadas, 

adicionalmente, debido a que los genes de copia única están sujetos a procesos 
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evolutivos diferentes en comparación 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 

intrónicas del gen GBSSI están sujetas a tasas altas de cambio en comparación con 

otros tipos de genes empleados en análisis filogenéticos, tales como la región ITS del 

ADN ribosomal. Los intrones del gen GBSSI no sólo exhiben altos niveles de variación, 

sino que proveen potencialmente un gran número de caracteres también. Este gen en 

particular, estructuralmente está conformado por 13 intrones, en contraste con la 

estructura más simple del gen ITS. 

 

Aunque aún 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 todavía acerca de los 

ancestros diploides de los 36 cromosomas somáticos de la yuca. En este sentido, hay 

coherencia con el descubrimiento de más de dos versiones alélicas de este gen, y que 

GBSSI, si bien es una característica homocigota recesiva (reportes) no obedece a 

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

 

4.1.3 Análisis filogenético del gen GBSSI 

El análisis filogenético del gen GBSS en yuca y en cultivos relacionados, permitió agrupar 

plantas monocotiledóneas y dicotiledóneas 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 maíz, trigo, cebada, arroz y papa, lo cual sugiere un papel 

importante del gen GBSSI en la síntesis del almidón, esto sugiere además, que este gen 

se encuentra filogenéticamente bien definido dentro del grupo de las almidón sintetasas 

(Figura 12).  
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Adicionalmente, la matriz de similitud permitió corroborar la información presentada en el 

dendograma, a través de una comparación cuantitativa entre las distintas secuencias de 

ADN. La similitud a nivel de secuencia más baja, fue de 41.08%, entre Trigo (T. 

aestivum) y Boca de dragón (A. majus) y la más alta fue entre el centeno (S. cereale) y la 

cebada (H. vulgare) (Tabla 7). Lo anterior sugiere que a nivel evolutivo el gen GBSS está 

ampliamente conservado, además, se especula que este gen puede contribuir a la 

formación de las cadenas largas en la amilopectina, lo cual permitiría proponer que, en 

términos evolutivos, esta pudo haber sido su función original. La síntesis de amilosa 

puede hacer que el almidón sea más denso y mejorar la eficiencia del almacenamiento 

de carbono, explicando el porqué de la conservación de este gen en plantas superiores y 

como consecuencia de ello, su ampliamente extendido uso en análisis filogenéticos 

(Mason-Gamer et al. 1997). 

 

 

 

Figura 13. Análisis filogenético de la secuencia nucleotídica 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 generó un árbol consenso a partir de 10000 réplicas de bootstrap del 
método de Neighbor-Joining (Saitou & Nei 1987). El alineamiento de las secuencias se llevó a 
cabo utilizando el algoritmo MUSCLE (Edgar 2004). Los análisis evolutivos fueron realizados en 
MEGA6 (Tamura et al. 2013). 

 

 Manihot_esculenta_waxy

 Manihot_esculenta_silvestre

 Gossypium_hirsutum|FJ415205.1|

 Phaseolus_vulgaris|AB029546.1|

 Glycine_max|EF153101.1|

 Nelumbo_nucifera|EU938541.1|

 Antirrhinum_majus|AJ006293.1|

 Ipomoea_batatas|AB524727.1|

 Solanum_tuberosum|EU403426.2|

 Arabidopsis_thaliana|AY149948.1|

 Hordeum_vulgare|AF486515.1|

 Triticum_aestivum|AY050174.1|waxy

 Secale_cereale|FJ491377.1|

 Setaria_italica|AB089141.1|

 Zea_mays|NM_001111531.2|

 Oryza_sativa|EU735072.1|
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Tabla 7. Matriz de porcentaje de similitud de la secuencia nucleotídica 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 llevó a cabo utilizando el 
algoritmo Neighbor Joining. La matriz fue hecha usando el software CLC bio Genome Browser. 
Los valores están dados en porcentajes. 

 

 

 

Por otro lado, el análisis filogenético de 19 genotipos de yuca waxy y no waxy, usando la 

secuencia de ADN genómico del gen GBSSI, mostró claramente una división evolutiva y 

funcional con la presencia un clado conteniendo todas la variantes de la mutación 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 expresión de esta 

característica en la yuca (Figura 13). Previamente se había reportado que características 

estructurales sobre este gen que permiten diferenciar y posicionar genotipos mutantes de 

no mutantes en clados bien definidos. Evans & Campbell (2002) reportó 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 además que la 

característica waxy en yuca podría ser controlada por más de una forma alélica de 

GBSSI.  
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Figura 14. Análisis de Máxima Parsimonia del gen GBSSI en 10 genotipos de yuca silvestres y en 
20 genotipos de yuca waxy (Nei & Kumar 2000). Los análisis evolutivos fueron realizados en 
MEGA5 (Tamura et al. 2011). 
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4.2 Aislamiento y caracterización de la secuencia del transcripto 
del gen GBSSI 

4.2.1 Obtención de la longitud total del transcripto del gen GBSSI 

A partir de las variantes alélicas encontradas, se llevó a cabo el aislamiento del ARNm 

del gen GBSSI con el objetivo de identificar posibles alelos del gen en la secuencia del 

ADNc. La síntesis de ADNc a partir de ARN de 10 genotipos de yuca generó un 

fragmento de 1815 a 1816 pares de bases, el cual corresponde a la región codificante del 

gen GBSSI (Figura 14). Además, el tamaño coincide con el esperado a través de la 

predicción de exones sobre la secuencia genómica y la posición relativa de los 

cebadores empleados para realizar la amplificación. 

 

 

 

Figura 15. Visualización de la amplificación 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 análisis efectivamente 
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confirmó que tanto las secuencias waxy como no waxy, se componían de 13 exones 

interrumpidos por 12 intrones (Figura 15, Tabla 8).  

 

 

 

Figura 16. Visualización de las posiciones relativas de los exones del ADN complementario en 

contexto sobre la secuencia genómica del gen GBSSI. 

 

Tabla 8. Tamaño y posición de los 13 exones del gen GBSSI con respecto al tamaño reportado de 

este gen en este estudio: ~3384 pares de bases. 

EXON 
POSICIÓN 

INICIAL 
POSICIÓN 

FINAL 
TAMAñO 

(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 traducción del ARN mensajero, se obtuvo que la proteína no 

waxy se extendía a lo largo de 605 aminoácidos y presentó un dominio conservado 

correspondiente a una familia de glicosiltransferasas estrechamente relacionada con la 
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superfamilia GT1, que incluye a las almidón sintetasas de las plantas y a las glicógeno 

sintetasas de varios organismos. La enzima glicógeno sintetasa es la responsable de 

catalizar la formación y elongación de las cadenas α-1,4-glucosa usando ADP-glucosa, 

que es el paso clave en la biosíntesis del glicógeno. Por otro lado, debido a la delección 

en la posición 763 del exón 6 de una citosina, con respecto a la longitud de la secuencia 

de ADN complementario del gen GBSSI aquí reportada, la secuencia presenta un codón 

de parada prematuro (TGA) en la posición 895 a 897, al inicio del exón 8. En 

consecuencia, se produce una proteína predicha de 298 aminoácidos no funcional. Esta 

proteína presenta un dominio parcial glicosil transferasa 5, perteneciente también a la 

familia de las glicosil transferasas del tipo 1 (Figura 16). 

 

 

Figura 17. Representación esquemática de los dominios conservados en la proteína Waxy (A) y 
en la proteína 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 

tamaño que iban desde 1705 a 2202 pares de bases. En yuca, se encontró que la 

población más representativa del transcripto pertenecía al evento Tipo 2, con fragmentos 

de 1812 a 1817 pares de bases, que corresponden al transcripto de la proteína del gen 

GBSSI. El tamaño de 1816 corresponde al gen GBSSI, mientras que el tamaño de 1815, 

considerando la deleción del nucleótido 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 serán discutidos más adelante. Estos eventos no se 

incluyeron en el análisis filogenético, debido a que no se conoce  o se ha reportado la 

magnitud de su impacto en la mutación waxy en la yuca y además presentan tamaños de 
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hasta 100 nucleótidos por debajo de la longitud estándar del transcripto del gen GBSSI y 

hasta 400 nucleótidos por encima del mismo. 

 

Tabla 9. Clasificación 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. 

 

 

 

4.2.2 Análisis filogenético del transcripto del gen GBSSI 

Cuando se realizó el análisis filogenético utilizando la secuencia de ARNm del gen 

GBSSI de los genotipos pertenecientes al Evento tipo 2 (Tabla 16), fue posible evidenciar 

que la presencia de variantes en la secuencia, probablemente conlleve a la aparición de 

formas alternativas durante el proceso de edición del ARNm y en consecuencia la 

presencia de isoformas de la proteína, a partir de este momento, la organización 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 característica, además de un sistema de edición bien regulado para el gen. En este 

sentido cambios de longitud de secuencia en una magnitud de 5 nucleótidos, 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 

múltiple 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 

característica (Figura 17). 

 

Figura 18. Análisis de Máxima Parsimonia del cDNA del gen GBSSI en 1 genotipo de yuca 
silvestres y en 10 genotipos de yuca waxy (Nei & Kumar 2000). Los análisis evolutivos fueron 
realizados en MEGA5 (Tamura et al. 2011). 
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4.2.3 Evidencia de eventos alternativos de splicing en el gen GBSSI 

Las variantes en tamaño identificadas en la Tabla 16, en los eventos tipo 1, 3 y 4, podrían 

corresponder a eventos alternativos de splicing, debido a que fue posible identificar 

regiones intrónicas que no fueron total o parcialmente removidas. Durante el proceso de 

splicing, existen tres puntos de control que actúan como reguladores durante el proceso 

de edición del ARN mensajero y que son claves para la correcta remoción de los 

intrones. Además estos puntos de control están bien representados a los largo de la 

secuencia del gen GBSSI en yuca (Figura 18). El primero de ellos, es la presencia de los 

dinucleótidos 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 pequeños complejos ribonucleicos “U” (U1, U2, U4, U5 

y U6) para llevar a cabo la escisión del intrón (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 nucleótidos que actúan 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 

nucleótidos que actúan como silenciadores del evento de splicing (Holste & Ohler 2008; 

Ward & Cooper 2011). Se ha demostrado que cambios en un nucleótido de la secuencia 

del motivo puede dar lugar a la disrupción de la función y posteriores alternaciones 

durante el proceso de edición. Debido a la variación en tamaños de la longitud del ADNc, 

los genotipos fueron agrupados en cuatro eventos de splicing (Tabla 9), así mismo, se 

observó que en un mismo genotipo pueden ocurrir estos eventos, generándose así una 

colección de ADNc, de los cuales sólo el evento tipo 2 produce la proteína del gen 

GBSSI. Esta evidencia es consecuente con lo observado en 1998, por Cai et al. que 

reportó la presencia de tres patrones distintos del transcripto del gen waxy en 31 

cultivares de arroz. El grupo I, correspondía a cultivares con alto contenido de amilosa y 

un ARNm maduro waxy de 2.3kb. El grupo II, correspondía a cultivares con contenido 

intermedio de amilosa, que presentaron un pre-ARNm waxy de 3.3kb, el cual contenía el 

intrón 1, y el ARNm de 2.3kb. Por último, el grupo III, estaba representado por cultivares 

libres de amilosa, acumulando solamente el pre-ARNm waxy de 3.3kb. Los análisis a 

nivel de cDNA, revelaron que cuatro sitios donadores del splicing y tres sitios aceptores 

del splicing in el intrón 1 dieron lugar a seis patrones de splicing en el ARNm de 2.3kb en 

los cultivares del grupo II. Además, la escisión aberrante del intrón 1 causa, o la deleción 

de 4 a 5 nucleótidos, o la adición de 7 y 13 nucleótidos en la unión de los exones 1 y 2 
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del ARNm de 2.3kb. En contraste, sólo un patrón de splicing normal (esto quiere decir, un 

sitio donante y un sitio aceptor) se encontró en el ARNm de 2.3kb del patrón I de 

cultivares. A nivel de secuencia, el intrón 1 en el grupo I y en el II, difirieron en 16 bases 

individuales. Cai et al. propuso que la presencia de estas deleciones o adiciones 

contribuyeron al splicing ineficiente del intrón 1, del pre-ARNm de 3.3kb, como también, 

al splicing aberrante del intrón 1 para producir el ARNm de 2.3kb con una región 5’-UTR 

heterogénea. Como consecuencia, la cantidad total del ARNm traducible y el contenido 

de proteína waxy y de amilosa, se reducen en los cultivares del grupo II comparados al 

grupo I. 

 

Sin embargo, los eventos tipo 1 (1705-1793pb), 3 (1842-1846pb) y 4 (1912-2202pb) 

podrían corresponder, a variaciones en el contenido de amilosa en la raíz de yuca, el cual 

se ha reportado, varía 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, podría estar correlacionado con la diversidad del 

transcripto representado en mayor proporción. En los mutantes waxy en yuca, el 

contenido de amilosa es 0%, sin ningún rango de variación. Los mutantes waxy 

obtenidos vía transgénesis, en cambio presentan contenidos de amilosa en un rango de 

2 a 21% (Zhao et al. 2011), lo que puede explicar, que la variación en el contenido se 

deba a la presencia de otros tipos de transcriptos (I, III y IV), cuando la yuca se comporta 

como un organismo diploide, en el cual los efectos del multialelismo son más fácilmente 

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 relacionó con su habilidad 

para procesar apropiadamente el transcripto waxy. Así mismo, debido a que los efectos 

del alelismo múltiple 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 

intrónicas podría conllevar a eventos aberrantes y crípticos del splicing del ARNm (Brown 

1996), convirtiéndose en uno de los mecanismos más importantes para generar un 

amplio número de ARNm y en consecuencia isoformas de la proteína (Stamm et al. 

2005).  
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Figura 19. Representación esquemática de la posición 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 podrían estar desempeñando un papel en el proceso de regulación de la 

edición del ARNm. Ejemplo de lo anterior, es evidente en la presencia de dos sitios 

potenciadores del splicing, ubicados en el inicio del exón 8 y en el exón 6, donde está la 

mutación waxy. O con la mayor representación de sitios potenciadores en las regiones 

intrónicas (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. 

 

 

La variación a nivel de secuencia en alguno de los puntos de control durante el proceso 

de edición puede conllevar, como se mencionó anteriormente a aberraciones en los 

productos proteicos y así 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, expresándolas en 

mutaciones como la waxy y encriptando otro tipo de aberraciones y fijándolas a través del 

modo vegetativo de reproducción. 

(+) (-) (+) (-) (+) (-) (+) (-)

AC27-1 1 3 3 6 2 4 6 25

AM206-5 V1 1 3 3 4 2 5 6 24
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SM3315-5 V1 3 2 5 2 6 6 24
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SM3316-32 1 3 3 5 2 5 6 25
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CUB2 V1 3 3 4 2 5 6 23

CUB2 V2 2 2 5 2 5 6 22

CUB2 V3 1 3 2 5 2 5 6 24

CUB2 V4 1 2 3 5 2 5 6 24

CUB2 V5 1 3 3 4 2 5 6 24

CUB2 V6 1 3 3 4 2 5 6 24

CUB23 1 3 3 5 2 5 6 25

CUB29 1 3 3 5 2 5 6 25

CUB58 1 3 3 5 2 5 6 25

PAN139 1 3 3 5 2 5 6 25

VEN29 V1 1 3 3 5 2 5 6 25

VEN29 V2 1 3 3 5 2 4 6 24
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4.3 Identificación de marcadores moleculares diagnósticos 

Este estudio aporta tres nuevos marcadores moleculares para la identificación de 

individuos waxy y no waxy, y para la identificación de fuentes potenciales de esta 

mutación en genotipos cultivados y silvestres en el Banco de Germoplasma del CIAT. 

Estos marcadores son capaces de resolver la presencia o ausencia de la deleción del 

nucleótido citosina en el exón 6, diagnóstico para la mutación waxy a través de 

secuenciación (Figura 19). Uno de los cebadores presenta una adaptación, en el extremo 

5’ previo al inicio del marcador, esta consiste de una secuencia denominada M13, que es 

un marcador universal, el cual no está presente en ningún organismo, pero que es capaz 

de incorporarse a la secuencia genómica a través del sitio de reconocimiento del cebador 

al cual está adaptado y añadir especificidad a la amplificación (Tabla 11). 

 

 

Figura 20. Representación esquemática de la posición relativa de los marcadores moleculares 
diagnósticos diseñados en este estudio para la identificación de fuentes potenciales de la 
mutación waxy en yuca. 

 

Tabla 11. Secuencia y tamaño de los cebadores diseñados en este estudio para la identificación 
de fuentes potenciales de la mutación waxy en yuca. La secuencia en azul corresponde a la 
secuencia del cebador M13. 

 

 

264 pb

274 pb

NOMBRE SECUENCIA (5'-3')
TAMAÑO 

MARCADOR (pb) 

TAMAÑO DEL 

AMPLICON (pb)

SCARY-1F CACGACGTTGTAAAACGACATGCAGGAGAAGAAGTTG 37

SCARY-1R GTGGGAAGTCTGAGAAGG 18

SCARY-1F CACGACGTTGTAAAACGACATGCAGGAGAAGAAGTTG 37

SCARY-1aR AGATTAAGTCGTGGGAAG 18

264

274
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El descubrimiento de nuevas fuentes del gen waxy en yuca sumado al completo 

entendimiento de la ruta de biosíntesis del almidón, representa el punto de partida para la 

producción de nuevos almidones con propiedades mejoradas, logrando que la 

versatilidad del almidón en la industria pueda ser alcanzada no necesariamente a través 

del uso de tratamientos químicos o físicos, sino a través de una previa selección y 

modificación en la planta. Estas modificaciones representarían beneficios a nivel 

industrial, reduciendo los costos de procesamiento, y a nivel medioambiental, reduciendo 

el impacto debido al uso de procesos químicos durante la modificación de los almidones. 
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