Validacion de TILLING en evaluacion de progenies endocriadas
de yuca irradiada (Manihot esculenta Crantz)
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En el marco de la creciente tendencia a la agroindustrializacion
de la yuca, y dado que las caracteristicas del almidén definen
el potencial industrial de estas raices, aquellas herramientas
moleculares que permitan identificar variantes de interés
deben integrarse a programas de mejoramiento genético para
seleccionar eficientemente nuevos materiales parentales. En
este trabajo se compararon los resultados de la técnica TILLING
de genética reversa (modificada en cuanto a la visualizacién
directa de los productos de digestion en gel de agarosa), con el
método tradicional que utiliza gel de acrilamida y plataforma
Li-Cor. La comparacion se llevé a cabo a través de la evaluacion
de polimorfismo en 10 genes con control metabolico mayor de
la ruta del almidén. En 150 lineas endocriadas M2, derivadas
de semillas irradiadas, fueron identificadas fenotipicamente
como probables mutantes y analizadas por TILLING. Solo
30% de los cebadores utilizados produjo datos de buena calidad
pues la mayoria amplificé mas de un blanco. Adicionalmente,
la deteccién visual de SNP en agarosa no corresponde con los
registros obtenidos a partir del genotipado por Li-Cor, pues con
ella no se logré deteccién de SNP, ni en plantillas de mezclas
de ADN, ni en muestras individuales.

Palabras clave: sintesis de cebadores, polimorfismo en
nucledtidos individuales (SNP), genética reversa, mutacion
inducida, calidad de almidén, plataformas de genotipado.

In the context set by the continuously growing agro-
industrialization of cassava, and given that starch traits define
tuber industrial potential, molecular tools that allow identi-
fying variants of interest should be integrated into breeding
programs for efficient selection of parental materials. The
present research study compared the TILLING reverse genetics
technique (modified by directly visualizing cleaved products
in agarose gel) to the traditional acrylamide gel and Li-Cor
platform method. Both techniques were applied to polymor-
phism evaluation in 10 genes with major control of the starch
metabolic route. A group of 150 M2 inbred lines derived from
irradiated germplasm were phenotypically identified as pro-
bable mutants and analyzed by TILLING. Only 30% of the
primers used produced good quality data, for most of them
amplified more than one target. Additionally, visual detec-
tion of SNPs in agarose was not achieved in mixtures of DNA
templates nor in individual samples, so the results cannot be
said to correspond with those obtained by Li-Cor genotyping.

Key words: primer synthesis, Single Nucleotide
Polymorphism (SNP), reverse genetics, induced mutations,
starch quality, genotyping platform.

Introduccion

En paises tropicales y subtropicales, los recursos amilaceos
mas importantes son la palma sago, papa y yuca (Rickard
et al., 1991; Moorthy, 2004). La yuca, mandioca, tapioca,
Manihot esculenta Crantz, se siembra en tierras bajas de
Asia, Africa y Suramérica por sus raices amildceas cuyo
contenido flucttia entre 73,7 y 84,9% del peso seco total
(Ceballos et al., 2006).

Enla actualidad se diversificé su utilizacién, pues, ademds
del consumo fresco, alimentacion animal, comidas proce-
sadasy produccion de bioetanol, las raices ingresaron en el
mercado global del almidén y sus derivados (Tofifio et al.,
2007). Los procesadores de yuca, requieren almidones no-
vedosos como cambios en proporcion de amilosa, tamaro,
forma y composicién quimica de granulos, para mejorar
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la competitividad y disminuir el impacto ambiental de los
procesos industriales. Este es el caso de la produccion de
alcohol carburante en la que se requieren raices con mayor
conversion por unidad de biomasa, relacionada con conte-
nido alto de amilosa.

En este sentido, una limitante del aprovechamiento in-
dustrial es el desconocimiento de la variabilidad genética
del almidon, ya que la alta heterocigosidad de la especie
dificulta la identificacién de variantes alélicas de interés
(Ceballos et al., 2004; Ceballos et al., 2006). El avance en
la comprension de la estructura genética del cultivo y la
secuenciacion completa del genoma posibilitaran analisis
de rasgos complejos en el acervo genético y posterior in-
trogresion en variedades comerciales mediante ingenieria
genética, mejoramiento convencional y mutagénesis (To-
fino et al., 2007).

Adicionalmente, se ha difundido la mutagénesis debido
al acople entre tecnologias de secuenciamiento de bajo
costo con colecciones de secuencias expresables (EST) y
estrategias de genética reversa como TILLING (Bouck y
Vision, 2007). Esta técnica deriva su nombre de las siglas
(Targeting Induced Local Lesions in Genomes). Este méto-
do, desarrollado en Arabidopsis, consiste en la induccién
e identificacién de mutaciones puntuales en genes espe-
cificos, y se emplea exitosamente en especies animales y
vegetales (Sood et al., 2006; Wang et al., 2006; Cooper et al.,
2008). Generalmente, en TILLING se utilizan mutagénicos
quimicos como etilmetanosulfonato (EMS) que presenta
efectos alquilantes sobre el ADN como transiciones G:C a
A:T. Sin embargo, se registran investigaciones con radia-
ciones ionizantes como rayos gamma y neutrones rapidos,
que producen sustituciones de un nucleétido, deleciones
de 2-4 pb y de mas de 6 Mb, no transmisibles a la progenie.
Aunque la tasa de mutacion observada depende de la espe-
cie y el 6rgano expuesto, se ha sugerido que la densidad de
mutaciones puntuales producidas por EMS es superior a
gamma, mientras que las mutaciones inactivantes de genes
“Knockout” generados por gamma, son superiores a las de
EMS (Ahloowalia et al., 2004; Wu et al., 2005; Otani et al.,
2006; Sato et al., 2006; Tofifo et al., 2007; Xin et al., 2008).
Datos mas precisos corroboran esta tendencia, pues se ha
registrado con gamma densidades de mutacion de 1/6190
kb en arroz; mientras que EMS produce 1/526 kb y, en
general, mayores densidades de mutacion en la mayoria de
cultivos (Till et al., 2007); en Arabidopsis 1/300 kb (Greene
et al., 2003), soya 1/140 kb (Cooper et al., 2008) y sorgo
1/526 kb (Xin et al., 2008).

El TILLING se adapt6 para la identificacién de diversidad
natural mediante EcOTILLING (Wang et al., 2006). Ambas

314

técnicas, acopladas a herramientas de haplotipado, se utili-
zan en mejoramiento genético, identificacion de variaciéon
alélica en genes de expresion correlacionable con fenotipos,
estudios de caracterizacion de germoplasma, identificacion
de genes candidatos y series alélicas en loci de diferentes
rasgos; robustecimiento de bases de estudio en familias
de genes, mapeo en plantas diploides y poliploides (Weil,
2005; Wang et al., 2006; Wang et al., 2007; Balvan et al.,
2008; Cooper et al., 2008).

EI TILLING aprovecha la actividad endonucleasa de CEL I,
que digiere heteroduplex en posiciones de un solo nucleé-
tido o bucles de inserciones pequeiias debido a mutaciones
(Gilchrist y Haughn, 2005; Wang et al., 2007). En la detec-
cién de polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) dentro
de una poblacién, se generan mezclas de ADN en las que
el locus blanco se amplifica mediante PCR, se somete a la
formacion de heteroduplex y al corte con CEL I. Recien-
temente, ademds de CEL I se identificaron, en Brassica y
Arabidopsis, endonucleasas con mayor especificidad de
corte (Sato et al., 2006; Triques et al., 2007).

Actualmente, la electroforesis en poliacrilamida acoplada
al uso de plataformas de genotipificacién de alta resolucion
como Li-Cor constituye el método usual para identificar
productos de digestion. El uso masivo del TILLING en
paises del tercer mundo depende de la deteccion de pro-
ductos de digestion en gel de agarosa, sin genotipado por
Li-Cor o marcaje de cebadores con fluorescencia (Raghavan
et al., 2007).

En respuesta alas demandas de la industria almidonera, se
plante6 un proyecto de mejoramiento basado en mutagéne-
sis, cuyo objetivo es producir e identificar variables de inte-
rés en la calidad de raices, especialmente del almidén. Sin
embargo, no existen reportes de TILLING en germoplasma
deyuca, y el desarrollo dela técnica es fundamental para el
andlisis rapido de secuencias de interés en poblaciones mu-
tantes grandes. El programa de mejoramiento de yuca de
CIAT trabajé en la estandarizacion de la técnica TILLING
paravalidarla como alternativa eficiente, barata y aplicable
en paises productores, en la identificacién de mutantes
comercialmente ttiles, en genes de la ruta del almidén.
Esta iniciativa cobro relevancia, pues la identificacion del
mutante de granulo pequeno (Ceballos et al., 2008); otros
mutantes del almidén atn no registrados, como granulo
hueco, bajo almiddn, resistencia al deterioro fisioldgico y
posible apomixis, se lograron con técnicas microscdpicas
acopladas a pruebas fisicoquimicas, en una poblacion M2
pequeifia cuya inversion en tiempo, recursos humanos y
financieros ha sido considerable. Por tanto, la sostenibilidad
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de la mutagénesis en yuca dependerd de la estandarizacion
e implementacién del TILLING.

Materiales y métodos

Material vegetal

En 2003, se irradiaron con rayos y de 200 Gy (a partir de
cobalto 60) 1.400 semillas de cinco familias de hermanos
completos y medios hermanos; los parentales se referencian
en la Tab. 1. Las plantulas M1 se trasplantaron al campo,
y en 2004 inicio la floraciéon. Seguidamente, se realizo au-
topolinizacién en plantas M1, para obtener semillas M2.

Las plantas M2 se trasplantaron en 2005, y se cosecharon
en 2006.

Evaluacion plantas M2 para seleccion del

subgrupo a analizar por TILLING

Se realizaron evaluaciones fenotipicas para seleccionar
posibles mutantes, mediante identificacion en M2, de
quimeras registradas en M1. Esta informacioén se comple-
ment6 con microscopia Optica para identificar cambios
en la forma y el tamano del granulo y pruebas de tincién
con yodo para identificar cambios importantes en el
contenido de amilosa.

TABLA 1. Subgrupo de genotipos con almiddn y granulo atipicos, seleccionados a partir de 150 mutantes probables identificados fenotipicamente.

Identificacion del genotipo Padre Madre Abuelo Abuela Informacion fenotipica
C4N83-9 C4N83 C4N83 TMS30555 TME3 Grénulos huecos

TAI-8

C4G28M1 C4G28 C4G28 TMS30555 TME3 Grénulos rotos
C4G160-13 C4G160 C4G160 TMS30555 TME3 Gréanulos pequenos y huecos
C4G20M1 C4G20 C4G20 TMS30555 TME3 Gréanulos pequefios
C4G190-11 C4G190 C4G190 TMS30555 TME3 Bajo almidon
GM155G89M1 GM155G89 GM155G89 SM 2102-34 MTAI 1 Control

C4AN14-5 C4N14 CAN14 TMS30555 TME3 Bajo almidén
SM3015G23-34 SM3015G23 SM3015G23 Unknown MCOL 1505 Grénulos rotos

CAN34M1 C4N34 C4AN34 TMS30555 TME3 Bajo almidén

C4G102M1 C4G102 C4G102 TMS30555 TME3 Grénulos rotos
CM9331G67-36 CM9331G67 CM9331G67 MNGA 1 SM 1210-10 Bajo almidon
GM155G28-9 GM155G28 GM155G28 SM 2102-34 MTAI 1 Grénulos huecos
CAN124M1 C4AN124 C4AN124 TMS30555 TME3 Grénulo polifacético
CAN14-14 C4AN14 C4N14 TMS30555 TME3 Bajo almidon

C4G21-5 C4G21 C4G21 TMS30555 TME3 Granulos pequerios
C4G76M1 C4G76 C4G76 TMS30555 TME3 Grénulos rotos
C4G160-16 C4G160 C4G160 TMS30555 TME3 Gréanulos pequenos y huecos
C4G160M1 C4G160 C4G160 TMS30555 TME3 Grénulos pequefos
GM155G28M!1 GM155G28 GM155G28 SM 2102-34 MTAI 1 Grénulos huecos

WAXY - - - - Control baja amilosa

C4 TMS30555 TME3 - - Control no irradiado
C4AN85M1 TMS30555 TME3 - - Granulos rotos
C4G127M1 TMS30555 TME3 - - Granulo polifacético
C4G185M1 TMS30555 TME3 - - Granulos danados
C4G28-10 C4G28 C4G28 TMS30555 TME3 Granulos huecos
CM9331G67-27 CM9331G67 CM9331G67 MNGA 1 SM 1210-10 Pocos granulos y azulados
C4N34-3 C4AN34 C4N34 TMS30555 TME3 Bajo almidén

C4G90M1 TMS30555 TME3 - - Granulos pequefos, rotos
GM155G75-1 GM155G75 GM155G75 SM 2102-34 MTAI 1 Grénulos rotos

Los parentales con G indican irradiacion con gamma, y N indica irradiacion con neutrones. Se aprecia que el mayor nimero de individuos con anormalidades del almiddn se derivan de semillas

irradiadas con gamma.

2009 Tofifio, Cabal, Ceballos, Pérez y Romero: Validacion de TILLING en evaluacion de progenies endocriadas de yuca irradiada...

315



A partir de los resultados, se identificaron 150 genotipos
para analisis TILLING modificado, por presentar carac-
teristicas inusuales en variables de calidad de raices con
respecto a valores maximos y minimos registrados en
analisis del banco de germoplasma de yuca, que incluyen
los parentales no irradiados (CIAT, 2005). Dentro de ese
grupo, 30 individuos con alteraciones del granulo también
se evaluaron por TILLING convencional (Tab. 1).

Extraccion de ADN y disefio de cebadores

Se extrajo ADN de 150 individuos M2, parentales M1, in-
dividuos no irradiados de las familias evaluadas, genotipos
control como TAI 8, en el que se han evaluado un gran
numero de marcadores SSR y yuca Waxy. En la Tab. 1 se
relacionan 30 genotipos de este subgrupo enviadosa IAEA
para el desarrollo del método estandar de TILLING, con
electroforesis en acrilamida, lectura por Li-Cor y secuen-
ciacién de productos de amplificacién de cebadores. Se
disefiaron y sintetizaron cebadores a partir de secuencias
disponibles de 10 enzimas relacionadas con la biosintesis
del almiddn en especies de plantas superiores, disponibles
en la web del Genebank como Sintetasa del almidén ligada
al granulo I (GBSSI), con tamafio variable entre especies
desde 2.800 a 3.572 pb; enzima ramificadora del almidon
II (SBEII); enzima deramificadora del almidén IT (DBEII);
sacarosa sintetasa (SUSY); sintetasa del almidon soluble I1
(SSII); sacarosa fosfato sintetasa (SPS); Invertasa; transpor-
tador de sacarosa 1 (SUTI) y transportador de maltosal
(MEX1I). Las enzimas se seleccionaron por la tasa de control
elevada sobre el flujo metabdlico de la ruta (Tetlow et al.,
2004) (Tab. 2).

Posteriormente, se comparo la similitud entre secuencias
de enzimas conocidas con secuencias expresadas EST de
la genoteca de yuca, disponibles en el sitio web de CIAT y
el Institute of Chinese Academy of Tropical Agricultural
Science. Una vez identificadas cudles secuencias ortélogas
del gen de interés en las plantas consideradas presenta-
ban mayor homologia con fragmentos EST de yuca, se
procedié6 a diseilar cebadores, con apoyo del programa
Coddle (Greene et al., 2003) y Primer3 (Rozen y Skaletsky,
2000). En la extraccién de ADN se utiliz6 tejido foliar y
el método de mini extracciéon Dellaporta, modificado.
La calidad de ADN se verificé en agarosa al 3%, tincién
con bromuro de etidio y cuantificacién de concentracion
mediante fluorémetro.

Desarrollo del TILLING

La PCR se desarrollé en volumen de 20 pL consistente en
dH,O, 1 x PCR buffer (Promega Corp., Madison, WI), 1,5
mM MgCl, (Promega Corp.), 0,2 mM dNTPs (Promega
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TABLA 2. Secuencias especificas de cebadores de enzimas clave de la
biosintesis del almidon.

Gen Secuencia del cebador
DBE F AGGAAGGAGGAAGGAAACCATGGAACA
DBE R CTCAGACCAATCTGGCACACAAGGGTA
INVERTASE _F TCCTCTTTGCTCTCTTCTTTGGCTATGGAG
INVERTASE _ R TATTGTTCTCAGGGGTGGGTGCCATTA

HET _F TGAGGCTCATGGATATCTCTGGAAGAAGG
HET _R TGGTTTCCCACTCTCAGTTGTTCTTGGA
MEX1 _1F AGAATCTTTTGGCGGGAAACAATACCG
MEX1 _1R GGCGTTTATGGCGTGTACATTCATTCA
MEX1 _2F GTATTGATATTCCCGTGTTCTCCTCGCTCT
MEX1 2R TAGCGAACCAGTGAGCCACATCAAATC
SBIl _F ACAGATGCCCCGAGTAAATCCTTGCTG
SBIl _R TGGCCATAGACACTCTTCCCCCTTAACC
SPS _1F GAGGAGCAAATCAACTAATGGCTGGCAAC
SPS _1R GACCGATACATCACCTGCTGCATCTCC
SPS _2F AAGGCATCCACAGTGGCAAAAGGATAATG
SPS 2R CTTCTGTCCTTTCTCTTTCAACGGCATCA
SSi1F GTTTGATGAACCCCATCTCAAGCTGTTG
SSi 1R ACCCCATCAATGAAGGCTTGGAAGTATG
SSIF_2F ACATCTGAAGGTGGTTGGGGTCTTCAC
SSIl_ 2R GTCCACCCACAGCGTGTACTACAGGAA
SSIF_ 3F ATGTCCCATGTGGTGGAGTCTGCTATG
SSil_3R GTCACCACTCATCACATCCAAACCATCCT
SSIF_4F CCAGTTCTTCCGAGTAGCTATGTCCATTCA
SSlit_ F GAAGGTGGACGGAGTGCAAACAAGACT
SSil— R CCTGCTTAGAGCATAATCAACGCCAGCA
SUSY _1F GGATTTCTTCCCAGATGAACCGAGTGA
SUSY _1R ATTGATGAAAAGGGCTCAACAGCCAAA
SUSY _2F CGTGTTATCACTCGCGTTCACAGCATC
SUSY _2R CAATTTCCTGGAACCTGTGCTCGGAACT
SUSY _3F GTATCTCACTGCATTGTCACCCGATACTCC
SUSY _3R TTGTTTTCTCGAGAGCATGAGCAATGG
SUSY _4F AATTGCTGGAAGCAAGGACACTGTTGGTC
SUSY _4R GGCTTTCGCGACGATCAAGCTTAGAGAC
Sutt _F TCGTTGCTGTGGCTGTTTTCCTTATTG
Sutt _R CATTGCTTTTCGCGAACGTAAGTGAGAG

Cebadores nombrados de acuerdo con la sigla del gen en inglés.
Letras F y R indican la hibridacion del cebador en la cadena molde de ADN.

Corp.), 0,0625 U Taq polymerase (Promega Corp.), 0,2 uM
de oligonucledtidos en sentido y antisentido sin marcar
con fluorescencia (Operon Biotechnologies, Inc., Hunts-
ville, AL), 3,125 mg mL" PVP, 0,125 mg mL" BSA (New
England BioLabs, Ipswich, MA), y 0,875 - 1,25 ng de ADN.
Las condiciones del termociclador fueron 95°C por 5 min
para desnaturalizacion inicial, 40 ciclos de 95°C por 1 min,
63-69°C por 1 min, 72°C por 1 min, un ciclo de 72°C por 10
min y 4°C. Los productos PCR se visualizaron en agarosa
al 3% con tincidén con bromuro de etidio. Los productos

Agron. Colomb. 27(3) 2009



PCR se calentaron y enfriaron para formar heteroduplex a
través de un ciclo de 99°C por 10 min para inactivar la Taq
polimerasa, 70 ciclos de 20 s a partir de 70°C disminuyendo
0,3°C. Una vez formados los heteroduplex, los productos
PCR se trataron con CEL I (Transgenomic, Inc. Omaha,
NE) y limpieza para evitar el exceso de primer/dimer con
polietilenglicol y etanol 250 uL. Los productos de digestion
se incubaron a 42°C por 20 min, para digestion de secuen-
cias de baja alineacién en los bucles. Se aplicé solucién de
parada (Transgenomic, Inc.) y se visualizaron los productos
de digestion en geles de agarosa de 1,5 y 3,0%.

Resultados y discusion

La técnica TILLING se caracteriza por su exigencia eleva-
da en calidad del ADN molde y cebadores empleados en
amplificacién por PCR (Till et al., 2007). Se sintetizaron
cebadores de genes de nueve enzimas del almidén y tres
pares para amplificar GBSSI, debido a su gran tamaio. Pos-
teriormente, se estandarizaron las condiciones de amplifi-
cacion por PCR en todos los genes. En la Tab. 2 se relaciona
lalista de genes evaluados y sus respectivos cebadores para
TILLING. Se evalud la amplificacion de cebadores sinteti-
zados en germoplasma mutante y se realizaron ajustes para
garantizar amplificacion en cada uno de ellos.

En la Fig. 1 se presentan productos de amplificaciéon por
PCR en condiciones estandarizadas. La estandarizacién de
la técnica en germoplasma de yuca se inici6 con la evalua-
cion de cebadores del inicio, medio y final de GBSSI, para
verificar calidad de amplificacion en los individuos CRA-
013, CW14-11, MCOL-1508 y MCOL-2269. Se observan
bandas bien definidas e intensas en la amplificacién de
cada cebador.

FIGURA 1. Verificacion de calidad de productos de amplificacion en ce-
badores de secuencias de inicio, media y final de GBSS/ en germoplas-
ma no irradiado y mutante de yuca, en agarosa. 1: pozo 1, amplifica-
cion GBSS/ (1) Inicio en parental no irradiado de familia C4; 2: pozos
3-6 amplificacion cebador GBSS/ (1) de los genotipos 30, 60 y 90 M2
de familia C4; 3: pozo 8 cebador GBSS/ (2) parental no irradiado familia
C4; 4: pozos 9-14 amplificacion GBSS/ (2) de los genotipos M2 30, 60
y 90 de familia C4; 5: pozo 16 amplificacion cebador GBSS/ (3) final
en parental C4 no irradiado; 6: pozo 18 amplificacion cebador GBSS/
(3) —final individuo M2 30 de la familia C4. Pozos 2, 7, 14, 16 corres-
ponden a marcadores de peso molecular.
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Una vez realizados los ajustes a las especificaciones del kit
de invitrogen, se verific la estandarizacion de la técnica en
germoplasma de yuca en GBSSI. En la Fig. 2 se presentan
los resultados de la hibridacidon, considerando diferentes
controles del kit, genotipos cultivados y silvestres de yuca.
Se puede observar la formacion de heteroduplex tanto en
los controles como en los individuos de yuca.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M

12 13 14

FIGURA 2. Ensayo de hibridacion del ADN en productos de amplifica-
cion del cebador de zona media GBSSI, en yuca. Pozo 2, heteroduplex
control; pozo 3, C control; pozo 4, G control; pozos 5-6 y 10-11, yuca
silvestre correspondiente a genotipos de Manihot neussana; pozos 7-8
y 12-13, yuca cultivada, correspondientes a los individuos sin irradiar
5, 7,10 y 15 de la familia C4. Los pozos 1, 9 y 14, corresponden a
marcadores de peso molecular. Los controles corresponden a ADN del
kit para verificar formacion de heteroduplex en TILLING estandarizado
apropiadamente. En los pozos de yuca también se visualizan hetero-
duplex.

Se identificé en la poblacion M2, mediante caracterizacion
fenotipica, mutantes de caracteristicas del almidén como
granulo pequeiio (Ceballos et al., 2008). Igualmente, la
caracterizacion fenotipica de M2 permitié identificar
individuos con otras anormalidades del granulo y, por
tanto, con probabilidad elevada de polimorfismo en genes
del almidén. A partir de este grupo, se evalud el sistema
TILLING modificado, pues la probabilidad de formacién
de bucles detectables por CEL I era mayor. Uno de los
aspectos sensibles del TILLING fue la obtencién de ADN
de alta calidad. En este sentido, se evalué la amplificaciéon
de cebadores sintetizados en mutantes putativos (Tab. 2).
Posterior a la verificacion de la calidad del ADN, se evalu6
la amplificacion de cebadores de genes de interés, previa-
mente a la aplicacion del TILLING. Durante la aplicacion
delatécnica en los genes seleccionados, se observé ausencia
de productos de digestion, indicadores de cambio en la
secuencia de ADN (Fig. 3).

Entonces, se disefi6 un ensayo para definir sila ausencia de
polimorfismo en genes de las enzimas de la ruta biosintética
del almidon se debia a carencia de mutaciones, anomalias
en disefio de cebadores o nimero bajo de individuos eva-
luados (Fig. 4). En la figura se aprecia la amplificacion del
ADN de genotipos M2 con cuatro cebadores. Las muestras
se ubicaron entre marcadores invitrogen de peso molecu-
lar de precision elevada. Los productos cercanos a 400 pb
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FIGURA 3. Digestion por CEL | de amplificados PCR en individuos silves-
tres y cultivados. Individuos silvestres, correspondientes a individuos
de Manihot neussana se agrupan en corchete 4 y en el 5 genotipos
cultivados, correspondientes a los individuos sin irradiar 5, 7y 10 de la
familia C4. Pozos 1y 4, marcadores de peso molecular. En este grupo
de individuos no hay productos de digestion en GBSSI.

son apropiados para TILLING; por tanto, el primero v el
segundo par de cebadores exhiben productos inapropiados
para la técnica (Raghavan et al., 2007).

Este ensayo develd la posibilidad de cebadores inapropiados
para TILLING; por tanto, se enviaron a la IAEA muestras
del germoplasma y las secuencias de cebadores para realizar
analisis complementarios que sefialaran los aspectos criti-
cos que impidieron el andlisis exitoso de mutantes de yuca
mediante el protocolo modificado de TILLING (Tab. 1).

En la TAEA se desarrollaron analisis de calidad de ADN,
disefio de cebadores y productos de amplificacion, median-
te pruebas de secuencia de amplificaciones y validacion
de productos de digestion por Li-Cor (Figs. 5 y 6). Esta
metodologia se utilizé en la identificacion de cebadores que
amplificaron mas de un blanco y ocasionaron ineficacia
en la identificacion de mutaciones con TILLING en soya.
En soya, se evito redundancia de blancos con la aplicacién
de pretratamiento del ADN total con una enzima de res-
triccion (Cooper et al., 2008). La superposicion de picos,
en la salida inferior de cromatogramas de secuencias am-
plificadas en yuca, surgi6 debido a la amplificaciéon por el
cebador de diferentes fragmentos en el gen objetivo (Fig. 5).

Los resultados indican que unicamente cebadores de SPS,
SSIII, 4F/1R de SS 1Ty F/7R de SUSY presentaron la especi-
ficidad en amplificacion requerida por TILLING. Los otros
cebadores analizados son inespecificos. Los datos obtenidos
muestran eficiencia de 30% en la sintesis de cebadores.
Resultados similares se identificaron en soya, donde se
alcanz6 37% de efectividad en sintesis de cebadores con alta
especificidad (Cooper et al., 2008). Este problema podria
estar asociado con genes blanco con copias cercanas, lo cual
es tipico en especies poliploides o miembros de familias de
genes. Lo anterior, en concordancia con el conocimiento
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FIGURA 4. Validacion en geles de agarosa del tamafno de fragmentos
de amplificacion de cebadores, mediante contraste con marcadores de
peso molecular. Pozo 2, parental no irradiado familia C4; pozos 3-5,
genotipos M2 30, 60 y 90 familia C4; pozo 7, parental no irradiado
familia C4; pozos 8-10, genotipos M2 30, 60 y 90 familia C4; pozo 12,
parental no irradiado familia C4; pozos 13-15, genotipos M2 30, 60 y
90 familia C4. Pozo 16, parental no irradiado familia C4; pozos 17-19
genotipos M2 30, 60 y 90. En la parte superior se agrupan los indi-
viduos en los que se amplificd un cebador comun con su identificacion
correspondiente. Los pozos 1, 6, y 11 corresponden a marcadores de
peso molecular. Marcadores de peso molecular de arriba hacia abajo:
(2.000 bp = 200 ng, 1.200 bp = 120 ng, 800 bp = 80 ng, 400 bp =
40 ng, 200 bp = 20 ng, 100 bp = 10 ng).

actual de la evolucion del cultivo y de las caracteristicas
genéticas de algunas enzimas de la ruta biosintética del
almidoén en yuca, como SBE, GBSSI y SS. Especificamente,
en SS'y GBSS, se han identificado dos isoformas, y en DBE
cuatro (Tetlow et al., 2004; Sakurai, et al., 2007; Cooper
et al., 2008). La secuenciaciéon completa del genoma de las
especies facilitaria la definicion de cebadores especificos
para un solo gen, pues el conocimiento de las secuencias de
genes homologos encaminaria el disefio de cebadores hacia
regiones menos conservadas o identificacién de enzimas
de restriccion que solo detecten uno de los homologos,
evitando redundancia de blancos (Cooper et al., 2008).

En aquellas especies que no cuentan con esa facilidad, se
hace necesaria la implementacion de pruebas previas de
amplificacion en geles de agarosa y posterior secuenciacion
para eliminar cebadores inespecificos y asi mejorar la efi-
ciencia en la deteccion de mutaciones (Slade et al., 2005).
En este sentido, se han presentado iniciativas importantes
para alcanzar la secuenciacién completa de yuca, como la
planteada por el Departamento de Energia en asocio con el
Genome Institute de Estados Unidos (Sakurai et al., 2007).

Algunas técnicas moleculares mas simples, como micro-
satélites (SSR) o conformacion en la secuencia de hebras
simples de ADN (SSCP), se han utilizado con éxito en yuca
en seleccion asistida por marcadores y mapeo genético con
alta eficiencia, bajo costo y requerimientos minimos de
laboratorio, por lo cual se han convertido en herramientas
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FIGURA 5. Salida de cromatogramas en andlisis de secuencia de fragmentos de amplificacion de cebadores, en dos genes de la ruta del almidon.
Se visualizan secuencias de huellas de dos muestras independientes con amplificaciones de buena calidad (parte superior) y baja calidad (parte
inferior) obtenidas a partir de la amplificacion de los cebadores de SUT y HET en el individuo M2 30 de la familia C4. En la salida superior, SUT, hay
ausencia de picos sobrepuestos en las regiones 231 a 360 pb y 197 a 372 pb. En la inferior, HET, la amplificacion de las regiones 170 a 1.240 pb

y 170 a 1.226 pb muestra traslape de picos, indicador de amplificacion simultanea de diferentes productos con secuencias similares.
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FIGURA 6. Electroforesis de acrilamida acoplada a Li-Cor de productos de digestion en germoplasma M2 de yuca. En pozos 5, 13, 20, 21, 32, 36,
37,44, 46, 50, 52, 55, 59, 68, 70, 72, 76, 79, 80, 82, 84, 85, 86 y 88 se aprecian productos de digestion con tamaro variable, indicador de cambio

en la secuencia de SPS, SS'y SUSY.
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clave en investigacion en paises en vias de desarrollo (Fre-
gene et al., 2001; Okogbenin et al., 2006; Ayeh et al., 2008).
Sin embargo, estas estrategias moleculares no alcanzan la
eficiencia del TILLING en la identificaciéon de mutantes
inducidos en genes especificos. La efectividad alta en de-
teccion de SNP por TILLING ha estado apoyada en el uso
de primers marcados con fluorescencia, electroforesis en
geles de acrilamida y acople al Li-Cor para deteccién de
productos de digestion (Greene et al., 2003; Triques et al.,
2007; Till et al., 2007; Cooper et al., 2008; Xin et al., 2008).

Las pruebas realizadas en Li-Cor con los cebadores di-
senados apropiadamente, sugieren que la calidad del
ADN mutante es adecuada para la técnica, pues al aplicar
TILLING bajo el protocolo convencional en 17 genotipos
mutantes, se observaron productos de digestion de tamaiio
diferente (Fig. 6).

De acuerdo con lo anterior, el analisis directo del gel de
agarosa resulté ineficiente, pues los individuos evaluados
con Li-Cor en TAEA se habian analizado previamente en
agarosa, sin identificacion de productos de digestion. El
sobrecosto de la electroforesis de acrilamida disminuye las
posibilidades de financiacién del analisis de mas de 10.000
individuos, como se reporta en proyectos de mutagénesis
en otras especies (Balvan et al., 2008).

Por otro lado, a diferencia de yuca, en arroz se evalué
exitosamente la deteccion de SNP en agarosa mediante
TILLING (Raghavan et al., 2007). En arroz, la modificacion
de TILLING mostr6 eficiencia en deteccion de productos
de digestion, similar a la exhibida con genotipificacién por
Li-Cor; con nivel de resolucion en productos de digestion
hasta de 3 kb en mezclas de ADN de ocho individuos. La
disponibilidad de la secuenciacién completa del genoma de
arroz favorece la sintesis de cebadores especificos aun para
amplificacion de isoformas, comunes en enzimas de la ruta
del almidén (Balvan et al., 2008). Por tanto, el desarrollo
de esta técnica compleja en una especie cuya arquitectura
genética no se conoce plenamente es un gran reto.

Conclusiones

Los avances obtenidos muestran las posibilidades del
TILLING para evaluar germoplasma mutante de yuca. Sin
embargo, se requieren técnicas complementarias, apoyo de
avances en la secuenciacion y saturacion EST para desarro-
llar eficientemente la técnica, y asi implementar proyectos
de mejoramiento basado en mutagénesis inducida en paises
en vias de desarrollo. En mayor detalle, se observé que la
metodologia de extraccién de ADN aplicada es adecuada
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para el TILLING. De igual forma, los resultados indican
que el sistema Li-Cor es fundamental especialmente para
visualizar productos de digestion en genes con isofor-
mas en yuca. Adicionalmente, debido a la complejidad
de la arquitectura genética del cultivo, los estandares en
sintesis de cebadores son exigentes y demandan pruebas
de amplificacién y secuenciaciéon complementarias al
uso de Coddle y primer3 en el disefio de cebadores. Asi
mismo, para optimizar el TILLING en yuca se requiere
la utilizacién de endonucleasas con mayor especificidad
que CEL I o que reconozcan secuencias especificas de
genes homologos. También se evidencié que gamma es
fuente de mutacion apropiada para yuca, pues el mayor
porcentaje de individuos seleccionados para andlisis con
TILLING y los mutantes identificados por Li-Cor en IJAEA
descienden de semillas irradiadas con gamma. Finalmente,
es importante precisar que una limitante en el andlisis de
resultados de la técnica en yuca estd asociada con el efecto
de la reproduccion sexual y la endogamia en M2, sobre
el genoma heterocigoto, lo cual permite la expresion de
genes recesivos, no expresados durante la reproduccion
vegetativa; por tanto en TILLING no puede diferenciarse
si los mutantes identificados corresponden a variaciones
por alelos multiples recesivos o al efecto de la mutacién
inducida en loci de interés.
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