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RESUMEN

Las raices almacenadoras de yuca representan una fuente importante de almidén. La ruta metabdlica del almidén ha sido reconstruida
recientemente en yuca gracias a la liberacién de la secuencia completa de su genoma. En este estudio se evalué la expresién de los
genes que codifican para las enzimas pululanasa, isoamilasa, a-amilasa, enzima desproporcionante, ADP-glucosa pirofoforilasa,
almidén sintasa unida al granulo, enzima ramificante del almidén y sintasa soluble del almidén, en las raices almacenadoras de
plantas de cinco y 11 meses de edad, en un grupo de cinco variedades de yuca. Se evidenciaron diferencias importantes en la
expresion de estos genes entre las variedades evaluadas y entre los dos tiempos. Las variedades CM523-7 y SM1219-2 presentaron
uno de los niveles més altos de expresién para los genes ADP-glucosa pirofoforilasa y almidén sintasa unida al granulo mientras que
el gen para a-amilasa fue el mas bajo en estas dos variedades. Aunque la variedad TMS60444 present6 niveles de expresién similares
en genes implicados en la sintesis de almidén, fue la que presentd el mayor nivel de expresién de la a-amilasa. Estos datos se pueden
correlacionar con el relativo bajo contenido de materia seca en esta variedad. Los datos de expresién génica presentados en este
trabajo permitirdn complementar informacién sobre actividad enziméatica con miras a identificar los elementos mas importantes en
la acumulacién diferencial de almidén entre variedades de yuca.

Palabras clave: expresién diferencial, metabolismo, qQRT-PCR.

ABSTRACT

Cassava storage roots represent an important starch source. Recently, the starch metabolic pathway in cassava has been reconstructed
thanks to the full release of its genome. In this study gene expression was evaluated for genes coding pullulanase, isoamylase,
a-amylase, deproportionating enzyme, ADP-glucose pyrophosphorylase, granule bound starch synthase, starch branching enzyme
and soluble starch synthase, in cassava storage roots five and 11 months old, in five cassava varieties. Important gene expression
differences were detected both at the variety and time level. CM523-7 and SM1219-2 showed one of the highest expression levels for
AGPase and GBSS genes, while a-amylase showed the lowest level in these two varieties. TMS60444 variety showed similar expression
levels in starch biosynthesis-related genes, but conversely also showed the highest a-amylase expression. This correlates with the
relative low dry-matter content in TMS60444. Gene expression data reported here will allow complementing actual information on
enzymatic activity, in order to identify the most relevant factors in differential starch accumulation between cassava varieties.
Keywords: differential expression, metabolism, qRT-PCR.
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INTRODUCCION

Layuca (Manihotesculenta Crantz) representa una de las fuentes
mdas importantes de calorias para la poblacién mundial,
considerandose como un producto de seguridad alimentaria
(Howeler et al., 2013). La yuca ha sido tradicionalmente
considerada como un alimento bésico, con calidad nutricional
moderada, en especial la raiz almacenadora se resalta como
fuente de almiddn, pues cerca del 90 % de su peso seco lo
constituyen carbohidratos (El-Sharkawy, 2004; Ospina et al.,
2002). Elalmidén presenteen lasraices delayucanoséloesun
alimento bdsico para la poblacién humana sino que también
constituye la materia prima para elaborar concentrados
comerciales para animales, para los fabricantes de papel y
de textiles, y para la industria de alimentos procesados y la
farmacéutica (Howeler et al., 2013). Actualmente las raices
de yuca se emplean también para la produccién de bioetanol,
con estimados de produccién de hasta 280 L de etanol al 96
% a partir de una tonelada de yuca con un 30 % de almidén
(Howeleretal., 2013). El porcentaje de almidén almacenado
en las raices de yuca puede variar entre el 65 % a 90 % del
total de materia seca (Munyikwa et al., 1997). Para que el
almidén de yuca logre un mejor posicionamiento en el
mercado y un mayor impacto industrial, se requiere contar
con una gama variable de almidones con caracteristicas
diferentes definidas. Al mismo tiempo es necesario disponer
de variedades que presenten mayores contenidos de almidén
en sus raices y altos rendimientos de produccién. Estas
caracteristicas estan definidas de manera directa o indirecta
por la estructura y expresién de los genes responsables de la
biosintesis de almidén.

El almidén se acumula en forma de granulo en los
amiloplastos de los tejidos almacenadores como raices
o tubérculos, como también en los cloroplastos en los
tejidos fotosintéticos. El almidén es un glucano insoluble
que se forma por medio de enlaces glucosidicos tipo a de
mondémeros de glucosa. El almidén se compone de dos
polisacdridos, la amilosa y la amilopectina, los cuales
representan entre el 98-99 % del peso seco del granulo de
almidén. Las propiedades y la proporcién de cada uno
de los polisacaridos en el granulo de almidén determinan
las caracteristicas de los almidones de cada una de las
fuentes vegetales. (Ballicora et al., 2004; Munyikwa et al.,
1997). Los dos polisacaridos se diferencian por la longitud
de la cadena y los tipos de enlaces, ya que en la amilosa
son cadenas lineares de 100 a 10.000 residuos glucosil
unidos por enlaces a-1,4; mientras que la amilopectina estd
formada por cadenas mds cortas unidas por enlaces a-1,4,
y adicionalmente presenta enlaces a-1,6 responsables de los
puntos de ramificacién. Dichos puntos se encuentran cada
15 a 30 unidades de glucosa (Baguma et al., 2003; Zeeman
etal., 2010). En el almidén de yuca, como en varias especies,
la amilosa sélo llega a representar entre el 15 % al 25 %,
mientras que la amilopectina representa entre el 70 % al 80
% (Raemakers et al., 2005; Sanchez et al., 2009).
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Las enzimas responsables de la biosintesis del almidén no
son muchas. La primera enzima que actda en el amiloplasto,
es la Adenosina difosfato glucosa pirofosforilasa (AGPasa),
la cual partiendo de ATP y glucosa-1-fosfato genera ADP-
glucosa, que es el substrato a partir del cual se sintetizan los
dos polisacaridos. La enzima sintasa de almidén ligada al
granulo de almidén (GBSS, por sus siglas en inglés Granule
Bound Starch Synthase), cataliza la sintesis de amilosa por
medio de la adicién de ADP-glucosa al extremo no reductor
de la cadena linear de glucanos preexistentes por medio de
uniones a-1,4. (Zeeman et al., 2010). La amilopectina se
sintetiza por medio de la accién de la enzima ramificadora
de almidén (SBE por sus siglas en inglés Starch Branching
Enzyme), la cual introduce puntos de ramificacién sobre
las cadenas lineares cada 15 a 20 unidades de glucosa del
extremo no reductor, por medio de uniones a-1-6 (Zeeman et
al., 2010). Adicionalmente a la SBE, las sintasas de almidén
solubles (SSS, por sus siglas en inglés Soluble Starch Synthase),
participan en la formacién de amilopectina. Otro grupo
de enzimas importantes en la biosintesis de almidén es el
de las enzimas desramificantes de almidén (DBEs por sus
siglas en inglés DeBranching Enzymes). Estas enzimas son del
tipo a-1,6-glucanohidrolasas, las cuales cortan puntos de
ramificacién de la amilopectina. En plantas se presentan dos
tipos de DBEs, las isoamilasas (ISO) y las pululanasas (PUL)
(Zeeman etal., 2010). Por otra parte se ha determinado que
enzimas cuyo papel principal es la degradacién de almidén,
también juegan un papel importante en su metabolismo.
Este es el caso de la enzima desproporcionante del almidén
(DPE por sus siglas en inglés Deproportionating Enzyme), una
a-1,4 glucanotransferasa que cataliza modificaciones en
el tamafio de las cadenas de amilopectina (Bresolin et al.,
2006). Finalmente la a-amilasa (AMY) también puede estar
involucrada en el control de la estructura del granulo de
almidén (Bresolin et al., 2006).

Las diferentes enzimas y la ruta metabdlica de sintesis
de almidén ha sido bien descrita en plantas modelo
como Arabidopsis y en cereales (Sonnewald y Kossmann,
2013). En yuca, hasta hace poco, sélo algunos de los
genes responsables habian sido descritos. Sin embargo
con la reciente liberacién de la secuencia completa del
genoma (Prochnik et al., 2012) fue posible reconstruir la
ruta metabdlica completa (Saithong et al., 2013). Este
estudio mostré que existe un alto grado de conservacién
en los genes y, en general, en toda la ruta metabdlica del
almidén de yuca con otras especies como Arabidopsis, arroz,
maiz, ricino y papa. Por consiguiente las propiedades
contrastantes en el almidén de varias especies, asi como
las pequenas diferencias presentes dentro de variedades de
la misma especie pueden ser producto de la existencia de
diferentes isoformas de cada una de las enzimas implicadas
como también de la expresién génica diferencial (Chen et
al., 2012). En yuca se ha reportado el perfil de expresién
de genes durante el proceso de engrosamiento de las
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raices, inicialmente mediante estrategias de ADNc-AFLP
(Sojikul et al., 2010) y recientemente mediante el empleo
de microarreglos (Yang et al., 2011). Si bien estos estudios
han permitido comprender el proceso de tuberizacién y
acumulacién de almidén, ningin estudio se ha focalizado
en la evaluacién de la expresién de genes en las raices en
diferentes variedades de yuca.

La yuca posee una diversidad importante, que puede ser
explotada para identificar variedades altamente productivas
y adaptadas a condiciones agroecoldgicas particulares y con
almidones diferenciales. La Coleccién de Germoplasma de
yuca ubicada en el CIAT esta representada por cerca de 6600
entradas que incluyen 5709 clones de M. esculenta en los que
se encuentran clones primitivos y cultivares mejorados, y
883 accesiones correspondientes a variedades silvestres (isa.
ciat.cgiar.org/urg/cassavacollection.do). Esta coleccién de
Germoplasma ha sido evaluada, al menos parcialmente,
mediante técnicas moleculares, a través del empleo de AFLP
y microsatélites (Roa et al., 1997; Fregene et al., 2000) .

En este estudio se realizé un andlisis comparativo de la
expresion de un conjunto de genes seleccionados implicados
en el metabolismo de almidén en un grupo de variedades
de yuca, logrando identificar patrones de expresién génica
diferencial para algunos genes en las variedades de yuca
evaluadas.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Plantas de yuca de las variedades listadas en la Tabla 1
fueron crecidas en condiciones de campo en la estacién
experimental del CIAT, a partir de estacas de variedades
contenidas en el banco de germoplasma del CIAT. Se
crecieron al menos cinco plantas por cada variedad. De cada
planta se realiz6 una extraccién de las raices, en el mismo
momento del dia, a los cinco y 11 meses de cultivo. Las
raices se almacenaron directamente en nitrégeno liquido. A
los cinco meses las raices almacenadoras ya presentan un
porte apto para su cosecha, mientras que a los 11-12 meses
se suele realizar una segunda cosecha en la que las raices
presentan un incremento en peso.

Extraccion de ARN, sintesis de ADNc

Se tomaron tres plantas de yuca por cada variedad
estudiada, a los cinco y a los once meses de cultivo, y de
cada planta se tomaron dos raices almacenadoras para la
extracciéon de ARN. El tejido macerado se resuspendié por
agitacion vigorosa en buffer de extraccién precalentado a
65 °C (acetato de sodio 100mM (pH 6.1), EDTA TmM,
SDS 4 %). Se adicioné un volumen de fenol acido (pH
4.3):cloroformo:alcohol isoamilico (24:24:1) y se mezclé
por inversién. Posterior a la centrifugacién (10500 rpm
por cinco min) se recuperé el sobrenadante. Se repitié la
extraccién con fenol dcido dos veces. Se agregé un volumen
de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y se procedié a una
nueva extraccién. Finalmente el sobrenadante se precipité
con una solucién de cloruro de litio hasta alcanzar una
concentracién final de 2M. Se incubé toda la noche a -20°C
y se precipité a 10500 rpm por diez minutos a 4 °C. El pellet
se lavé con etanol al 70 %. El ARN se resuspendié en agua
tratada con DEPC. Se verificé la calidad del ARN a través de
electroforesis en gel de agarosa al 1,2 % tefiido con bromuro
de etidio y nanodrop (BioRad). Las muestras fueron tratadas
con DNAsa para eliminar cualquier contaminacién con
ADN gendmico, siguiendo las instrucciones del fabricante.
Para confirmar la ausencia de ADN gendémico se llevé a cabo
un PCR sobre las muestras de ARN tratadas empleando los
primers correspondientes al gen de tubulina. La sintesis de
ADNCc se llevé a cabo empleando el kit Fermentas y siguiendo
las recomendaciones del fabricante.

qRT-PCR

Se evalué la expresién de varios genes implicados en el
metabolismo de almidén (Tabla 2). Los primers se disefiaron
a partir de las secuencias de estos genes reportadas para
el genoma de yuca (http://www.phytozome.net/cassava)
empleando el programa primer3 (http://bioinfo.ut.ee/
primer3-0.4.0/) las secuencias de los primers se listan en
la Tabla 2. Se realizaron diluciones seriadas del ADNc
para ser empleado como molde en las reacciones de qRT-
PCR, segin recomendaciones del fabricante. Para las
reacciones de QRT-PCR se utilizé el kit SYBR GreenER™

Tabla 1. Variedades de yuca con contenidos contrastantes de materia seca (MS). Los rangos para clasificar las variedades con base en la MS
oscilan entre <30 % (baja), 30-34 % (intermedia), y >35 % (alta). (F. Calle y G. Jaramillo; comunicacién personal.)

Nombre de la variedad

Descripcién

TMS60444 Control no transgénico; cultivar 60444; ~ 30 % de MS.
SM1219-9 Variedad adaptada a la zona cafetera; 36 % de MS.
CM523-7 Alto contenido de MS

CM3306-4 (Ica Negrita)

Adaptada a la Costa Norte; 40 % de MS.

SM2775-2

Alta heredabilidad de contenido de MS
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Tabla 2. Primers empleados en este estudio para la amplificacién de genes relacionados con el metabolismo del almidén.

Gen ID. del transcrito Primer sentido Primer antisentido a;aprﬂ::: &:L)
Isoamilasa cassava4.1_001932m CAATTGCAACCATCCTGTTG AATGGAGGGCTCCCAAGA 204
Pululanasa cassava4.1_004771m GAAGGTTGGGACTTTGGTGA CATCTTTTCCTCCATGGTCA 208
a-Amilasa cassava4.1_008351m CGAAGACTTTCCACCTGCAC ATCCCATTTTTCACCGACTG 202

AGPasa cassava4.1_005446m CTTCTTCTTCTTCATCGTCGTATATC AGGGTCAAGACAAGTTTGTGAA 203

SBE cassava4.1_001598m TTTGTATTCAATTTTCATCCAGAGA AGGAGTTTGGACGATTGTTG 203

GBSS cassava4.1_003887m AAGGCTAATAAGTTGTCTCACACTG CAACTTCAGCTCCAACAAAGATT 205

SSS cassava4.1_028098m GAACCCGCAGTTTGATGTTC GGGAATTGCCTCAGCTATGA 202

DPE cassava4.1_001086m AACTGCCGCCTAGTCAATGT CACATGCACACGGTATCTCC 200

qPCR SuperMix Universal (Life Technologies) y se siguieron
las recomendaciones del fabricante. Las reacciones de qRT-
PCR se llevaron a cabo en un termociclador con sistema
de deteccién de PCR en tiempo real DNA Engine Opticon 2
de BIORAD. Se utilizé el software asociado de montaje y
andlisis de datos MJ Opticon Monitor analysis. A partir
de las diluciones seriadas de ADNc se realizaron curvas
estdndar para calcular la eficiencia de los primers. En todos
los casos la eficiencia de los primers usados fue cercana
al valor 6ptimo. Se determiné la cantidad relativa de la
expresién de cada gen de interés respecto al gen de referencia
de la tubulina, calculando el ACt respectivo, en ensayos por
duplicado por variedad por tiempo donde ACT = CT del gen
blanco - CT del gen referencia. Se realizaron comparaciones
pareadas entre variedades y tiempos utilizando el método de
cuantificacién relativa de doble delta Ct (2-AACT) donde:
AACT = ACT muestra blanco - ACT muestra control, y para
encontrar diferencias significativas de expresién diferencial
entre muestras, se utilizaron los métodos de aleatorizaciéon
y bootstrap, implementados en el software REST (http://rest.
gene-quantification.info/).

Analisis de agrupamiento

Los valores de expresién de los genes en las variedades
y tiempos fueron agrupados con el método de clusters
jerdrquicos usando la métrica de correlacién no centrada,
implementado en el software cluster 3.0 (de Hoon et dl.,
2004). Las graficas de agrupamiento se realizaron con
JTreeView (Saldanha, 2004).

RESULTADOS

Aspectos generales de la expresion de genes de almidén
La expresién de los genes que codifican para varias enzimas
implicadas en el metabolismo del almidén fue evaluada
a partir de ARN extraido de raices de cinco variedades de
yuca en plantas de cincoy 11 meses. La extraccién de todas
las muestras fue efectiva y eficiente (Fig. 1) lo que permitié
la evaluacién del grupo completo de genes en todas las
variedades. La calidad del ARN y ADNc fue evaluada no
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solamente mediante gel (Fig. 1) sino que se determiné la
calidad y ausencia de contaminacién de las muestras con
ADN gendémico mediante PCR (Fig. 2). La expresién de
los genes fue normalizada empleando la expresién del gen
de tubulina, por esta razén se presentan los valores como
expresion relativa y son adimensionales. En algunos casos
particulares se presentaron variaciones bastante grandes
en los valores de expresién génica para genes particulares
en ciertas variedades. Sin embargo este fenémeno no se
observé de manera consistente ni para un gen o variedad
en particular. Sin considerar el tiempo de las plantas e
independientemente de la variedad evaluada, se puede
observar que los niveles de expresién génica para los genes
AGPasa y SBE fueron los que presentaron mayores valores
de expresién relativa cuando se compara con los otros genes
(Fig. 3). Los valores en la mayoria de los casos estuvieron
por encima de 2, y alcanzaron valores de hasta 5 u 8 para
AGPasa. Para SBE si bien los valores no fueron tan altos, si
estuvieron cercanos a 1 en muchos casos. PUL fue el que
menor expresién presenté con valores que dificilmente
alcanzaban 0,1. Para I1SO, AMY, DPE y SSS los valores
estuvieron alrededor de 0,3 (Fig. 3).

Para encontrar tendencias generales en la expresién de
los genes de almidén estudiados en las diferentes variedades
y tiempos, se realizé un andlisis de agrupamiento mediante
correlaciones jerdrquicas basadas en los valores de expresion
(Fig. 4). De esta forma se encontré que la expresién general
de los genes analizados tiende a agruparse respecto al
tiempo. Es decir, la expresién global de estos genes a los
cinco meses es similar en la mayoria de las variedades y
diferenciable de su expresién a los 11 meses (Fig. 4). Esto
podria indicar que en el caso de las variedades estudiadas,
el tiempo de madurez de las raices tiene un mayor efecto
en el perfil genético de expresién de genes del metabolismo
del almidén de manera similar en todas las variedades. En
cuanto alagrupamiento de genes seguin su perfil de expresion,
se encontré que en general aquellos genes implicados en
la biosintesis de almidén como AGPasa, GBSS y SSS se
agruparon, pero presentaron un perfil de expresién similar
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CM523-7

CM3306-4

SM12-19-9

SM12775-2 T™MS60444

Figura 1. Muestras de ARN. Se presenta la calidad de ARN de las diferentes muestras de las cinco variedades evaluadas.

CM3306-4 CM523-7 SM12-19-9
+
CM3306-4 CM523-7 +

+ SM12-19-9

SM12-19-9

SM12775-2  TMS60444

SM12775-2 + + TMS60444

Figura 2. Ausencia de contaminacién con ADN en las muestras de ARN y calidad del ADNc. En el panel superior se muestra el producto de
PCR elaborado a partir de muestras de ARN empleando los primers de tubulina. Como control positivo se emple6 ADN genémico de la variedad
TMS60444. En el panel inferior se muestra el producto de PCR con los mismos primers empleando el producto de la sintesis de ADNc.

a los genes para las enzimas de degradacién de almiddn
como la PUL e ISO (Fig. 4). Estos resultados sugieren un
papel complementario de estas enzimas para la biosintesis
de almidén. Por otro lado, AMY y DPE presentaron perfiles
de expresién menos parecidos al grupo anterior, mientras
que el perfil de expresién de SBE no se agrupé con el de
ninglin otro gen, indicando un posible papel heterogéneo
en la biosintesis de almidén en las variedades estudiadas.

Expresion diferencial en el tiempo

En términos generales no se observa una tendencia bien
definida a que la expresién de los genes esté afectada a lo
largo del tiempo (plantas de cinco y 11 meses de cultivo)
independientemente de la variedad de yuca analizada. Sin
embargo si se observa una ligera propensién a que los genes
AMY, AGPasa y GBSS tengan niveles mds altos de expresién a
los 11 meses en diferentes variedades o al menos equivalente
al que presentan a los cinco meses (Fig. 3). Es evidente que
existe una expresion casi nula de AMY a los cinco meses,
lo cual contrasta con niveles relativamente altos a los 11
meses. Por el contrario, PUL, ISO y SBE presentaron valores
de expresién ligeramente superiores a los cinco que a los 11
meses (Fig. 3).

Para observar tendencias en la expresién diferencial de
los genes estudiados a los 11 meses respecto a los cinco
meses en las variedades empleadas, se realizé otro andlisis
de agrupamiento jerdrquico, esta vez utilizando sélo los
datos de expresién diferencial. Para este andlisis los valores
de expresién de los genes significativamente inducidos
o reprimidos a los 11 meses respecto a los cinco meses
fueron considerados, mientras que aquéllos cuyo cambio
en expresién no fue estadisticamente significativo se tomé
como cero (Fig. 5). A partir de este andlisis de agrupamiento
se encontré que las variedades SM1219-9 y SM2775-2
tienen perfiles de induccién de la expresién de los genes de
biosintesis de almidén diferenciables de los de las variedades
CM523-7 y CM3306-4. Adicionalmente se puede observar
que el perfil de expresién de la variedad TMS60444 es mas
cercano a las variedades SM (SM1219-9 y SM2775-2) que
a las CM (CM523-7 y CM3306-4). Esto da indicios de que
el nivel de induccién diferencial de genes de almidén puede
poseer un componente dependiente de la variedad.

Respecto al agrupamiento de genes inducidos o
reprimidos diferencialmente, se conservé la correlacién
entre la expresién de AGPase y SSS, pero esta vez estuvo
més relacionada con la expresién de los genes para la
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plantas a los cinco meses y las blancas a los 11 meses. Se presentan los valores promedio de tres réplicas +/- la desviacién estandar.
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a-amilasa y la DPE que con la de GBSS, PUL e ISO (Fig. 5).
La expresién de SBE presenta un perfil particular pues es
significativamente inducida en las variedades CM mientras
que es reprimida en las SM. Dado el papel de la SBE en el
contenido diferencial de amilopectina, esta diferencia en
induccién entre variedades podria ser un indicador de la
diferencia de la estructura del almidén de las variedades CM
y SM. Igualmente es notable la fuerte induccién de AMY en
el agrupamiento de las variedades SM y TMS60444.

Diferencias entre variedades

El andlisis general de la expresién de los diferentes genes
en las variedades de yuca empleadas permitié poner en
evidencia que existe una fuerte variacién entre ellas. Para
PUL, las variedades CM523-7 y CM3306-4 presentaron
niveles més altos que las otras variedades. ISO se expresé con
mucha mds fuerza en las variedades CM523-7 y TMS60444
destacandose el alto nivel de expresién para este gen en
TMS60444 a los 11 meses. El nivel de expresién en esta
variedad a los 11 meses fue casi tres veces mayor que en las
otras variedades de yuca. Nuevamente la variedad CM523-7
junto con SM1219 y CM3306-4 se destacaron como las que
presentaron los niveles mds bajos de expresién para AMY

CHM523-7 11 N

=== == = =
O=pr)E=M~-0D
OEaOW--=00
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(Fig. 3). Sin embargo, como se mencioné anteriormente, sf
se evidencié una tendencia similar en todas las variedades a
que se presentara un incremento en la expresién de este gen
a los 11 meses. Las variedades de yuca evaluadas mostraron
un perfil de expresiéon muy diferente para el gen AGPasa
tanto a los cinco como a los 11 meses. Las variedades
CM523-7 y TMS60444 mostraron valores muy altos a los
cinco meses, sin embargo mientras que a los 11 meses el nivel
de expresién se elevé en la variedad TMS60444, en CM523-
7 la expresién fue apenas detectable. Un comportamiento
similar se observé en las variedades SM2775-2, SM1219-2 y
CM3306-4 en los dos tiempos evaluados (Fig. 3).

Todas las variedades mostraron un perfil de expresién
muy similar en los genes DPE y SSS tanto a los cinco como
a los 11 meses, situacién que también se evidencié en la
expresion del gen GBSS a los 11 meses. Sin embargo la
variedad SM1219-2 se diferencié claramente de las otras
por su baja expresién en el gen GBSS a los 5 meses. Por
otro lado, la variedad TMS60444 se diferencié claramente
de las otras por su alto nivel de expresién en el gen SBE tanto
a los cinco y 11 meses, mientras que las otras variedades
presentaron patrones de expresién muy similar para este gen
a los dos tiempos evaluados (Fig. 3).
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Figura 4. Agrupamiento de los genes implicados en el metabolismo de almidén a los cinco y 11 meses en diferentes variedades de yuca. Los
valores de expresién génica fueron normalizados para realizar las comparaciones entre variedades y genes.
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DISCUSION

En este estudio se pudo poner en evidencia las diferencias
importantes que existen en la expresién de varios genes
implicados en el metabolismo de almidén entre variedades
de yuca durante el ciclo del cultivo. Mediante RT-PCR en
tiempo real se pudo observar que de manera general las
diferentes variedades tienen diferentes patrones en los
cambios de expresién de los genes estudiados respecto a la
edad de las plantas (11 meses respecto a cinco meses), lo
cual puede reflejar una diferencia global en el metabolismo
de almiddn respecto al tiempo en raices de yuca.

En este trabajo se observé una variacién importante
en la expresién de ciertos genes en algunas muestras
evaluadas, a pesar de las diferentes réplicas técnicas y
biolégicas que se emplearon encaminadas a disminuir la
variabilidad bioldgica. Varios estudios han demostrado
que la expresién de genes relacionados con el metabolismo
del almidén es muy susceptible de ser modificada por leves
variaciones ambientales (Martin y Smith, 1995; Baguma,
2004; Baguma et al., 2008). Es posible que la variacién
entre réplicas observada se explique por pequefios cambios
ambientales o condiciones de suelo muy particulares en el
cual se encontraban las plantas al momento de realizar la
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colecta del material para la extraccién de ARN. Sin embargo
y a pesar de esta variabilidad, en muchos de los casos se
pudo observar un patrén de expresién génica diferencial en
varios genes entre las variedades evaluadas.

La expresién de genes implicados en el metabolismo de
almidénhasidoampliamenteestudiadaendiferentesespecies
vegetales. En los afios 90s los trabajos estuvieron dedicados
a la identificacién de cada uno de los genes y al estudio de
su expresiéon de manera individual por técnicas como RT-
PCR o Northern-blot (Martin y Smith, 1995; Munyikwa
et al., 1997; Salehuzzaman et al., 1999). Recientemente se
han llevado a cabo estudios de expresién global empleando
microarreglos o ARN-seq (Yang et al., 2011; Firon et al.,
2013). La suma de estos trabajos ha permitido identificar
una compleja red de regulacién en los genes implicados
tanto en el metabolismo como catabolismo del almidén. Se
ha puesto en evidencia que la regulacién de la expresién de
genes de almidén se ve afectada por el ritmo circadiano y
la transicién dia/noche (Baguma et al., 2008; Sonnewald y
Kossmann, 2013). Sin embargo no se evidenciaron patrones
de expresién coordinada entre los genes y la actividad de las
enzimas codificadas por estos genes, sugiriendo la existencia
de mecanismos de regulacién postranscripcional regulando
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Figura 5. Agrupamiento de los genes del metabolismo del almidén considerando el nivel de expresién relativo entre los cinco y 11 meses.
Los valores de expresién de los genes diferencialmente expresados respecto al control interno de tubulina fueron Log2 transformados para las

comparaciones entre variedades.
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no solo la transcripcién sino la actividad de las enzimas
(Smith et al., 2004). Algunos estudios han mostrado un
incremento en la expresién de algunos genes de la sintesis
de almidén durante el proceso de engrosamiento de las
raices o del ciclo de cultivo (Munyikwa et al., 1997; Baguma
et al., 2003; Yang et al., 2011; Firon et al., 2013), lo cual se
corresponde al incremento en la expresién de genes como
AGPasa, GBSS y SSS en plantas de cinco a los 11 meses visto
en la mayoria de las variedades de yuca evaluadas.

A pesar de los importantes esfuerzos que se han dado por
comprender la regulacién de la expresién y actividad de las
enzimas implicadas en el metabolismo del almidén, ningdn
estudio ha realizado un andlisis comparativo de la expresién
de genes en variedades que presentan caracteristicas
diferenciales en el contenido y/o estructura de almidén.
En este trabajo se logré identificar patrones de expresién
génica diferencial entre variedades de yuca para algunos de
los genes de almidén, los cuales se pueden correlacionar al
menos parcialmente con el contenido de materia seca. De
manera interesante las variedades CM523-7 y SM1219-2
fueron las que presentaron los mas bajos niveles de expresion
para algunos de los genes implicados en la degradacién de
almidén (a-amilasa e isoamilasa) y niveles relativamente
similares en los genes de biosintesis de almidén, lo cual
permitiria explicar parcialmente los relativos altos niveles
de materia seca que presentan estas variedades, dado que
un bajo nivel de degradacién de almidén por la a-amilasa
y la isoamilasa, contrastado con la produccién constante
de almiddn por las enzimas biosintéticas, estaria generando
un incremento constante de materia seca. Sin embargo
la situacién puede ser un poco mds compleja, ya que una
variedad contrastante con bajo contenido de materia seca
como TMS60444 presenté niveles relativamente altos o al
menos muy similares a los de estas variedades en la expresién
de genes implicados en la sintesis de almidén. La diferencia
mds importante se presentd en la expresién de la a-amilasa
para el cual la variedad 60444 obtuvo los mayores niveles
de expresién.

Nosotros logramos observar un comportamiento general
en el que las variedades SM fueron agrupadas y separadas
de las variedades CM segtin su perfil de expresién de genes
implicados en el metabolismo del almidén. Esta informacién
podria ser util en posteriores estudios encaminados a
identificar variedades promisorias para la industria del
almidén o en la seleccién de variedades y su fondo genético
para ser incluidas dentro de programas de mejoramiento
genético.

CONCLUSIONES

Elmetabolismodelalmidénpresentaunacomplejaregulacién
que implica no solamente el control transcripcional de
los genes implicados a través de mecanismos tales como
el ritmo circadiano, hormonas y el contenido de azicar
(Munyikwa et al., 1997; Baguma et al., 2003; Smith et dal.,

2004). De igual manera, la regulacién en la actividad
enzimdtica mediante modificaciones post-transcripcionales
e inhibicién alostérica también ha sido reportada (Martin
y Smith, 1995). La presencia de mudiltiples isoformas es
un elemento adicional que incrementa la complejidad en
la regulacién en la acumulacién de almidén en las raices
almacenadoras (Ball y Morell, 2003). Todos estos elementos
deben considerarse en un futuro en diferentes variedades
de yuca con miras a ganar una mejor comprensién de los
factores que determinan sus caracteristicas diferenciales
en el contenido de materia seca y en consecuencia de
almidén. En este estudio se ha contribuido parcialmente a
este conocimiento a través de la evaluacién de la expresion
de varios genes implicados en el metabolismo de almidén.
Estos datos podran correlacionarse con actividad enzimatica
y contenido de almidén en futuros estudios.
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