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Resumen

La tendencia creciente en yuca, es su utilización agroindustrial, lo que explica en gran
medida el salto en la investigación del cultivo, hacia el aprovechamiento de su potencial biotec-
nológico. El TILLING, es una aproximación no transgénica de genética reversa que se acopla a
la mutagénesis para detectar polimorfismos en genes de interés. Actualmente, el método utili-
zado para detectar los productos de corte es la electroforesis en acrilamida, acoplada a una pla-
taforma de genotipado de alto rendimiento. Se ha buscado simplificar la detección convencio-
nal de los productos de corte de CEL I en geles de agarosa para hacer la técnica más accesible a
investigadores, con acceso limitado a equipos. Semillas botánicas de cinco familias de yuca se
irradiaron con rayos gamma y neutrones rápidos. Las plantas derivadas (M1), se autopoliniza-
ron para producir una generación M2, conformada por 1.500 líneas. Se seleccionó un subgrupo
de 150 líneas mutantes probables, identificadas mediante evaluación fenotípica para incre-
mentar la probabilidad de detección de polimorfismos en una muestra pequeña para el análisis
por TILLING convencional y, con la modificación metodológica a validar, utilizando nueve
genes objetivo. El cuello de botella de la técnica TILLING se acentúa debido al desconoci-
miento de la arquitectura genómica completa del cultivo pues se requieren técnicas adicionales
de evaluación de calidad de productos de amplificación de cebadores y la aplicación de la me-
todología convencional para la evaluación de SNPs por TILLING en yuca.

Palabras clave: microscopía óptica, polimorfismo en nucleótidos individuales (SNPs), muta-
ción inducida, caracterización morfológica.
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Phenotypic Selection of Inbred Irradiated Cassava (manihot

esculenta crantz) Germplasm Progeny for Tilling Analysis

Abstract

The growing trend in cassava cultivation is its utilization as an industrial crop that largely
explains the jump that has emerged in cassava research takes advantage its biotechnological
potential. TILLING is an approximation of non-transgenic genetic reverse that is coupled to
mutagenesis to identify polymorphisms in genes of interest. Currently, the common method
used to detect cleaved products is by polyacrylamide gel electrophoresis using a high-
throughput genotyping platform. We have sought to simplify the detection of CEL I-cleaved
products in conventional agarose gels to make the technique more accessible to researchers
where access to instrumentation is limited. Botanical seed from five different cassava families
were irradiated with ã rays and fast neutrons. Plants M1, self-pollinated to produce the M2 ge-
neration comprising 1.500 lines. A subset of 150 mutant lines identified by phenotipical scree-
ning to increase the detection probability of polymorphisms in a small sample for analysis by
conventional TILLING and methodological changes to validate, using nine target genes. The
bottleneck of the TILLING technique is accentuated in cassava due to lack of complete geno-
mic architecture that still persists and requires additional techniques to evaluate quality ampli-
fication products of primers and the application of the conventional methodology for the eva-
luation of SNPs by TILLING in cassava.

Key words: Light microscope, single polymorphism nucleotide (SNPs), induced mutations,
morphological description.

Introducción.

En los países ubicados en el trópico y subtrópico, las raí-
ces y tubérculos constituyen los recursos amiláceos de ma-
yor disponibilidad [15]. La yuca, Manihot esculenta Crantz,
es un cultivo tropical que se siembra en tierras bajas de Asia,
África y Sudamérica por sus raíces ricas en almidón cuyo
contenido fluctúa entre 73,7 y 84,9% del peso seco total [7].

Actualmente, se ha diversificado el uso de la yuca, pues
además del consumo fresco, alimentación animal, comi-
das procesadas y producción de bioetanol, las raíces han
ingresado en el mercado global del almidón y sus deriva-
dos. Las industrias que producen almidón de yuca en Co-
lombia y otras regiones del mundo, requieren almidones
novedosos con propiedades diferentes a las normales
como mayor o menor proporción de amilosa, cambios en
el tamaño y forma de los gránulos de almidón, cambios en
la composición química del almidón, para mejorar la com-

petitividad y disminuir el impacto ambiental de los proce-
sos industriales [27].

Las variedades actuales de yuca, si bien presentan altos
niveles de productividad, carecen de variabilidad genética
para características del almidón, que ofrezcan propiedades
diferentes al del almidón normal. Adicionalmente, se des-
conoce la variabilidad genética del germoplasma de yuca
con respecto a las características del almidón, ya que la alta
heterocigosidad de la especie, dificulta la identificación de
variantes alélicas de interés [6, 7]. Una estrategia que se ha
implementado recientemente, es la inclusión de generacio-
nes de endocría en el mejoramiento genético para la identi-
ficación de alelos recesivos de interés como el genotipo
Waxy [8] y se han descrito los efectos de la endogamia sobre
las características productivas de la yuca [19].

El avance en la comprensión de la estructuración gené-
tica del cultivo mediante mapas de alta densidad, el desa-
rrollo de bibliotecas BAC (cromosoma bacterial artificial)
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y secuencias expresables TAGs de alta saturación, identifi-
cación de QTLs y la secuenciación completa de la yuca,
posibilitará el análisis genético de rasgos complejos en cul-
tivares y silvestres relacionadas y su posterior introgresión
en variedades comerciales mediante ingeniería genética,
mutagénesis y mejoramiento convencional [27, 17]. Los
avances recientes en las tecnologías de secuenciamiento
económicas, han ampliado las aplicaciones biotecnológi-
cas de las colecciones de EST, especialmente acopladas a
estrategias de genética reversa como TILLING [3].

La técnica de análisis molecular TILLING, Targeting

Induced Local Lesions in Genomes, es un método que
aprovecha la inducción y posterior identificación de muta-
ciones en genes específicos. Este método se ha empleado
profusamente en el estudio de series alélicas de mutacio-
nes puntuales inducidas en genes de interés, en diferentes
especies animales y vegetales [23, 28, 10]. Generalmente,
en TILLING se utilizan mutagénicos como etilmetanosul-
fonato (EMS). Sin embargo, se han registrado también,
trabajos con radiaciones ionizantes como Gamma y neu-
trones rápidos, que producen sustituciones de un solo nu-
cleótido, deleciones de 2-4 pb y, deleciones de más de 6Mb
no transmisibles a la progenie [31].

El TILLING y ECOTILLING, acoplados con otros re-
cursos genómicos se utilizan como herramientas de haplo-
tipado en mejoramiento genético, para la identificación de
variación alélica en genes de expresión correlacionable
con fenotipos y el establecimiento de series alélicas en loci
de los rasgos de interés en germoplasma o mutante induci-
do [28, 29, 2, 10].

En la detección de polimorfismos de un solo nucleótido
(SNPs) dentro de una población mediante TILLING, se
generan mezclas de ADN en las que el locus blanco se am-
plifica mediante PCR y se somete a la formación de hetero-
duplex, seguido por el corte de CELI [12, 29]. Actualmente,
la identificación de productos de digestión, es mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida acoplada a platafor-
mas de genotipado de alta resolución como Li-Cor. El uso
masivo de esta técnica en los países en vías de desarrollo,
depende de la adecuación de la técnica para la detección de
los productos de digestión en gel de agarosa sin el requeri-
miento del Li-Cor o cebadores fluorescentes [18].

El Programa de mejoramiento de yuca de CIAT, plan-
teó un proyecto de mejoramiento genético basado muta-
génesis inducida, con el objetivo de producir e identificar
variables de interés en la calidad de raíces, especialmente
en las características del almidón. Uno de los aspectos más
relevantes en la caracterización fenotípica, lo constituye el

uso de microscopía óptica y tinción por yodo, en la identifi-
cación de mutantes del gránulo del almidón. La tinción
por yodo ha sido útil en la identificación de mutantes natu-
rales en yuca como Sugary y Waxy al igual que el mutante
inducido de gránulo pequeño. La observación preliminar
de los resultados de esta técnica, se ratificaron con análisis
bioquímicos y moleculares [4, 8, 9].

El objetivo del presente trabajo, es validar la utilización
de técnicas sencillas y baratas en la detección de posibles
mutantes del almidón para reducir el número de indivi-
duos a evaluar molecularmente, mediante un protocolo de
TILLING modificado, como propuesta de trabajo eficien-
te para los países productores del cultivo, en la identifica-
ción de mutantes comercialmente útiles, de genes de la
ruta de síntesis del almidón.

Metodología

Material vegetal

En 2003 se inició un proyecto por el Programa de mejo-
ramiento de yuca de CIAT (Centro Internacional de Agri-
cultura Tropical) y la Universidad Nacional de Colombia
Sede Palmira en sociedad con la agencia Internacional de
Energía Atómica de Austria (IAEA), en el que se induje-
ron mutaciones en semillas botánicas provenientes de 5 fa-
milias de yuca. Se irradiaron con rayos ã de 200 Gy (a partir

de cobalto 60) cerca de 1400 semillas de familias de herma-
nos completos y medios hermanos. Las plántulas M1, pri-
mer estado de la mutagénesis se trasplantaron al campo.
Se realizó autopolinización de las plantas M1 que florecie-
ron para obtener semillas M2, segundo estado en el proce-
so de mejoramiento por mutación. Las plántulas M2 se
trasplantaron al campo en y se cosecharon en 2006.

Evaluación plantas M2 para la selección

del subgrupo para análisis TILLING

Se realizaron evaluaciones morfológicas de la pobla-
ción en campo con el fin de identificar posibles mutantes a
partir de la identificación en M2 de quimeras observadas
en M1 y, esta información se complementó con microsco-
pía óptica para identificar cambios en la forma y tamaño
del gránulo. Adicionalmente, se realizaron en todos los in-
dividuos pruebas de tinción con yodo para identificar cam-
bios importantes en el contenido de amilosa. A partir de
los resultados, se identificaron 150 genotipos para análisis
TILLING modificado, por presentar características inu-
suales en variables de calidad de raíces, con respecto a va-
lores máximos y mínimos registrados en análisis del banco
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de germoplasma de yuca, que incluyen los parentales no
irradiados [11].

Determinación de la morfología

de los gránulos de almidón mediante

microscopía óptica y electrónica

Se realizaron cortes transversales en las raíces de yuca y se
tomó un trozo que se frotó suavemente sobre un porta obje-
tos en el que posteriormente se vertió una gota de solución
de yodo al 0,2%. La mezcla se observó a través del microsco-
pio de luz (Olympus CX41) con lentes de magnificación de
40X. Los individuos con anormalidades en el gránulo se eva-
luaron por microscopía electrónica. Los gránulos de almidón
deshidratado se espolvorearon en una cinta adhesiva doble
montada sobre un trozo de aluminio circular, cubierto con 35
nm de oro-aluminio que se fotografiaron y midieron en un
Scanning Electron Microscope (JSM 820 Jeol, Tokyo, Japan)
con voltaje de aceleración de 20 kV.

Contenido de amilosa mediante tinción por yodo

de las raíces de yuca

Este análisis se realizó en todos los individuos que tube-
rizaron en la evaluación de plantas individuales M2. Las
raíces recién cosechadas se cortaron en secciones trans-
versales, una de las cuales se roció con solución de yoduro
2% (2g KI y 0,2g I� en 100cm� de agua destilada).

Extracción de ADN y diseño de cebadores

Se extrajo el ADN de este subgrupo M2, al igual que los
parentales M1, algunos individuos no irradiados de las fa-
milias evaluadas y genotipos control como TAI 8, en el que
se han evaluado un gran número de marcadores SSRs
[13]. Paralelamente a la caracterización fenotípica de la
población M2, se diseñaron y sintetizaron cebadores de las
enzimas con mayor control metabólico en la ruta bio-
sintética del almidón [25]. Los cebadores se diseñaron
para este estudio, a partir de secuencias disponibles de 9
de las principales enzimas relacionadas con la biosíntesis
del almidón de diferentes especies vegetales en el Gene-
bank de la Web.

Posteriormente, se comparó la similitud entre las diver-
sas secuencias de las enzimas conocidas con las secuencias
expresadas ESTs de la genoteca de yuca, disponibles en el
sitio Web de CIAT y de otros Institutos Internacionales de
Investigación, como Institute of Chinese Academy of Tropi-

cal Agricultural Science.

Una vez identificadas las secuencias ortólogas del gen
de interés en las plantas consideradas, con mayor homolo-
gía con los fragmentos ESTs de yuca, se diseñaron cebado-
res de los genes de interés en el germoplasma mutante,
con el apoyo del programa Coddle y Primer3 [20]. Para la
extracción de ADN, se utilizó tejido foliar y el método de
mini extracción Dellaporta, modificado. La calidad de
ADN se verificó en geles de agarosa al 3% y se cuantificó
la concentración mediante fluorómetro.

Técnica TILLING modificada

Las reacciones de PCR se desarrollaron en un volumen
de 20 consistente en dH�O, 1× PCR buffer (Promega
Corp, Madison, WI), 1,5 mM-3 mM MgC/� (Promega
Corp.), 0,2 mM dNTPs (Promega Corp.), 0,0625 U Taq

polymerase (Promega Corp), 0,2 ìM de primers forward
and reverse sin marcar con fluorescencia (Operon Biote-
chnologies, Inc., Huntsville, 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 termocicla-
dor fueron 95°C por cinco minutos para la denaturaliza-
ción inicial, seguido de 40 ciclos de 95°C por un minuto,
63–69°C por un minuto, 72°C por un minuto, un ciclo de
72°C por diez minutos y 4°C de temperatura.

Los productos de PCR se visualizaron en gel de agarosa
al 3% con tinción con bromuro de etidio. Los productos de
PCR se calentaron y enfriaron en el termociclador para
formar heteroduplex a través de un ciclo de 99°C por diez
minutos para inactivar la Taq polimerasa, seguido por 70
ciclos de 20 s a partir de 70°C disminuyendo 0,3°C. Una vez
que se forman los heteroduplex, los productos de PCR se
trataron con CELI (Transgenomic, Inc. Omaha, NE); se
adicionó un paso de limpieza para evitar el exceso de pri-
mer/dimer con polietilenglicol y etanol 250 ìL. Los pro-
ductos de digestión, se incubaron a 42°C por 20 minutos
para la digestión de las secuencias de baja alineación en los
bucles. Una vez se completa la digestión, se aplicó una so-
lución de parada. Los productos de digestión se visualiza-
ron en geles de agarosa de 1,5 y 3%.

Análisis complementarios del ADN, cebadores

productos de amplificación y técnica TILLING

convencional

Treinta (30) genotipos del grupo de mutantes putativos
identificados fenotípicamente, se enviaron a IAEA para en-
sayos de calidad del ADN extraído en CIAT, diseño de ceba-
dores y productos de amplificación, al igual que análisis de la
secuencia de amplificaciones [10] y validación de la obten-
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ción de los productos de digestión mediante visualización
por Li-Cor en el protocolo convencional de TILLING
[26].

Resultados y discusión

Después de dos años de trabajo intenso, se identificó en
la población M2, mediante caracterización fenotípica,
mutantes de características del almidón como gránulo pe-
queño [9]. También, la caracterización fenotípica de M2,
permitió identificar individuos con otras anormalidades
del gránulo y por tanto, con probabilidad elevada de poli-
morfismo en genes del almidón. A partir de este grupo, se
evaluó el sistema TILLING modificado pues, la probabili-
dad de formación de bucles detectables por CEL I podría
ser mayor.

Se han identificado en las poblaciones mutantes gran
cantidad de distorsiones morfológicas y variaciones en las
características del almidón como deleciones completas en
el locus Waxy [14], disminución del tamaño del gránulo de
Oriza sativa con modificación en la acumulación y estruc-
tura de la amilopectina [21]; series de mutaciones puntua-
les en el gen Waxy de Solanum tuberosum con contenidos
elevados de amilopectina [16].

Las técnicas microscópicas [30, 8]; tinción de raíces con
yodo [4] y la descripción morfológica [30, 22], se han utili-
zado con éxito en la caracterización de la variabilidad e
identificación de mutantes del almidón en diferentes culti-
vos. Sin embargo, la tinción con yodo sólo permite una dis-
criminación gruesa de genotipos extremos pues, la tinción
café rojiza es típica de almidones libres de amilosa, mien-
tras que el contenido bajo de almidón o contenido alto de
azúcar no ocasionan cambios visibles en la coloración ini-
cial de la solución.

El almidón con contenido entre 16,6 a 23,6 % de amilo-
sa tiñe la raíz con color azul oscuro [8]. El alcance de una
discriminación más fina requiere la cuantificación de ami-
losa por espectrofotometría o Differential scanning calori-

meter (DSC) [9]. La tinción por yodo es adecuada para el
presente estudio para la identificación de individuos por
fuera de los límites identificados en yuca en las caracterís-
ticas del almidón. A partir de este análisis, se identificó un
individuo sin cambios apreciables en la coloración inicial
de la solución que podría asociarse con raíces azucaradas
(GM155N35-1).

De igual forma, la microscopía óptica permitió la identifi-
cación de genotipos M2 de gránulos pequeños, en los que
predominan diámetros de 5-8 µm (C4G160-13, C4G160-16,

C4G160-18, SM3015-1); huecos (C4N83-9,
GM155G28-9, C4G28-10) y gránulos fracturados
(GM155G75-1) (FIG.1). La combinación de ambas técni-
cas, permitió la identificación de individuos con poco al-
midón (C4G190-11, C4N14-5, C4N14-14, CM9331G67-
36) sin cambio en la coloración de la solución y bajo núme-
ro de gránulos.

En la evaluación morfológica, se identificaron en la po-
blación M2, porcentajes elevados de mortalidad 20%; indivi-
duos débiles con tamaño inferior a 30 cm, 17%; y disminu-
ción general en la producción de raíces con menos de 5 kg
por planta o sin tuberización, 20%. Las características men-
cionadas,nopuedenasociarseexclusivamenteconefectosde
la radiación pues la autofecundación ocasiona también efec-
tos drásticos de depresión endogámica sobre los materiales
sobrevivientes. Se ha identificado, depresión endogámica en
yuca sobre rasgos de importancia como rendimiento de raí-
ces frescas, contenido de materia seca en raíces. Sin embar-
go, el índice endogámico no es homogéneo entre diferentes
familias. El promedio y frecuencia de distribución dentro de
las familias S1 para los diferentes rasgos, se correlacionaron
con la importancia relativa de efectos genéticos no aditivos
que controlan su herencia [19].

Sin embargo, el efecto de la endogamia sobre el tamaño
del gránulo y demás características del almidón en yuca
aún no se han registrado. La disminución en el tamaño de
raíces y el rendimiento que puede observarse entre genoti-
pos emparentados, abuelo no irradiado, parental M1 y el
mutante M2 de gránulo pequeño, está acompañado de
cambios en tamaño, forma y densidad de gránulos de almi-
dón (Figura 1).

La evaluación fenotípica de la población autofecunda-
da M2 de germoplasma mutante de yuca, permite única-
mente la identificación de individuos atípicos pero no des-
peja el origen genético de dicha anormalidad pues los
cambios en el almidón pueden estar asociados con la ex-
presión genética de una red intrincada de genes, en la que
la relación postranscripcional es igualmente significativa
[25]. De igual forma, en la población M2 confluyen efectos
de la depresión endogámica [5,19], incremento en la ho-
mocigosidad del fondo genético y posible fijación de mu-
taciones inducidas por radiaciones ionizantes en semillas
sexuales [24]. De acuerdo con lo anterior, es necesaria la
aplicación de técnicas moleculares como TILLING y de
expresión Insitu para la identificación del origen de la
anormalidad fenotípica [27].

El TILLING, se caracteriza por su exigencia elevada
en calidad del ADN molde y cebadores empleados para
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la amplificación por PCR [26]. Posteriormente a la verifi-
cación de la calidad del ADN, se obtuvo amplificación im-
pecable de cebadores asociados con genes de interés en los
genotipos del estudio mediante la estandarización de las
condiciones de amplificación por PCR para cada uno de
los cebadores. Durante el proceso de digestión por CELI

de los productos de amplificación en los genes de interés,
se observó la carencia de productos de digestión variable,
indicadores de cambios en la secuencia de ADN asocia-
das con mutación.

De acuerdo con los aspectos descritos, se realizó un
ensayo para identificar si la ausencia de polimorfismo en
los genes evaluados correspondía con anomalías en el di-
seño de los cebadores (Figura 2). En la amplificación del
ADN de genotipos M2 con cuatro cebadores, las mues-
tras se ubicaron entre marcadores invitrogen de peso mo-
lecular de precisión elevada. Los productos cercanos a
400 bp son apropiados para TILLING, por lo tanto el pri-
mer y segundo par de cebadores exhiben productos ina-
propiados para la técnica [18].

Este ensayo evidenció el diseño inapropiado de ceba-
dores dentro del grupo de evaluación para TILLING. En-
sayos similares a los realizados en IAEA, como calidad del
ADN, diseño de cebadores y productos de amplificación,

al igual que análisis de secuencia de amplificaciones y vali-
dación de productos de digestión mediante Li-Cor; tam-
bién se utilizaron en la identificación de cebadores con
amplificación de más de un blanco en Glycine max y que
ocasionaron ineficacia en la identificación de mutaciones
con TILLING [10]. Las pruebas en IAEA mostraron su-
perposición de picos, en la secuenciación de amplificados
en algunos cebadores debido a amplificación simultánea
de al menos dos fragmentos del mismo tamaño por ceba-
dores inespecíficos (Figura 3).

Estos resultados indican que únicamente los cebadores
sacarosa fosfato sintetasa (SPS); sintetasa del almidón (SS)

III, cebador 4F/1R de sintetasa del almidón (SS) II y F/7R de

la sintetasa de la sacarosa (SUSY), presentan condiciones
de especificidad en amplificación requeridas por TI-
LLING. Los otros cebadores sintetizados resultaron ines-
pecíficos. Los resultados indican una eficiencia en la sínte-
sis de cebadores del 30% comparable a la obtenida en
Glycine max en la que se alcanzó 37% [10]. Este limitante,
podría asociarse con evaluación de genes homólogos con
copias casi idénticas, condición típica en especies poliploi-
des o miembros de familias genéticas. La presencia de ho-
mólogos, está en concordancia con las características ge-
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Figura 1. Cambios en las características morfológicas de la planta, tamaño de raíz y del gránulo de almidón entre individuos irradia-

dos y no irradiados de la familia C4 en yuca. (A1) ascendiente no irradiado, (A2) parental M1 y (A3) genotipo M2 de gránu-
lo pequeño. (B1,B2 y B3) fotografías de microscopio de luz (40X), se observan las características del gránulo de almidón co-
rrespondientes a cada individuo listado en A con igual numeración. (C1) fotografías de gránulos huecos y gránulos fractura-
dos (C2), por microscopía electrónica de barrido. La barra en la parte inferior corresponde a 10 µm.
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Figura 2. Validación en geles de agarosa del tamaño de fragmentos de amplificación de cebadores, mediante contraste con marcado-

res de peso molecular. Pozo 1 parental no irradiado familia C4, pozos 2-4 genotipos M2 familia C4, pozo 9 parental no irra-
diado familia C4, pozos 10-12 genotipos M2 familia C4, pozo 13 parental no irradiado familia C4, pozos 14- 16 genotipos M2
familia C4. Marcadores de peso molecular de arriba hacia abajo: (2000 bp = 200ng, 1200 bp = 120 ng, 800 bp =80ng, 400
bp=40 ng, 200 bp=20ng, 100bp =10ng).

Figura 3. Salida de cromatogramas en análisis de secuencia de fragmentos de amplificación de cebadores, en dos genes de la ruta del

almidón. Se visualizan secuencias de huellas de dos muestras independientes con amplificaciones de buena calidad (parte
superior) y baja calidad (parte inferior).Salida superior en SUT hay ausencia de picos sobrepuestos en las regiones 231 a
360pb y 197 a 372 pb. En la inferior HET, la amplificación de las regiones 170 a 1240 pb y 170 a 1226 pb muestra traslape de
picos, indicador de amplificación simultánea de diferentes productos con secuencias similares.



néticas de algunas enzimas de la ruta biosintética del almi-
dón como SBE, GBSSI y SS [25, 10].

Los resultados de TILLING, bajo el protocolo conven-
cional en 30 genotipos mutantes, mostró la presencia de
polimorfismo en la distribución de bandas en algunos ge-
notipos. Sin embargo, el análisis directo del gel de agarosa
es ineficiente en el caso de yuca, dado que los individuos
bajo evaluación con Li-Cor, se habían probado previa-
mente en gel de agarosa, sin que pudiesen observarse pro-
ductos de digestión en los genes evaluados. La efectividad
en la detección de SNPs en la técnica clásica de TILLING,
se apoya en el uso de cebadores fluorescentes y el acople al
Li-Cor para la detección de fragmentos de digestión [32].

Por otro lado, en Oriza sativa se evaluó una metodolo-
gía modificada para la detección de SNPs en geles de aga-
rosa mediante TILLING que mostró eficiencia en detec-
ción de los productos de digestión, similar a la genotipifi-
cación por Li-Cor con resolución hasta de 3 Kb [18]. La se-
cuenciación completa del genoma de yuca facilitaría la de-
finición de cebadores específicos, pues el conocimiento de
las secuencias de genes homólogos encaminaría el diseño
de cebadores hacia regiones menos conservadas, evitando
la redundancia de blancos [10]. En especies que no cuen-
tan con esa facilidad, se hace necesaria la evaluación del
tamaño y secuenciación de productos de amplificación,
para eliminar cebadores inespecíficos y así incrementar la
eficiencia en detección de mutaciones por TILLING [2].

Consideraciones finales

Del trabajo se concluye, que la utilización conjunta de
microscopía óptica y tinción por yodo en la identificación de
mutantes probables es efectiva pues en una muestra tan pe-
queña de 30 genotipos evaluados por TILLING convencio-
nal, se identificaron polimorfismos en los productos de di-
gestión. En trabajos posteriores, se verificará esta informa-
ción preliminar con secuenciación comparativa y pruebas
de actividad enzimática en SPS, SS III, SS II y SUSY.

Con respecto a la metodología de TILLING en yuca, es
necesario además del uso de Coddle y primer3 para la sínte-
sis de cebadores, la realización de pruebas complementarias
de calidad y especificidad de productos de amplificación. De
igual forma, el uso de gel de agarosa para la visualización de
productos de digestión fue ineficiente en el presente estudio.
En el caso de yuca, no se logró validar la modificación meto-
dológica registrada en Oriza sativa. De acuerdo con estas
consideraciones previas, el desarrollo exitoso del TILLING
en yuca estaría condicionado a la extracción de ADN de alta

calidad, síntesis de cebadores altamente específicos y el
uso de la metodología convencional.

Es importante precisar que una limitante en el análisis de
resultados del TILLING en yuca, está asociada con el efecto
de la reproducción sexual y la endogamia en M2, sobre el ge-
noma heterocigoto; lo cual permite la expresión de genes re-
cesivos, no expresados durante la reproducción vegetativa.
Por lo tanto, a partir de los resultados obtenidos por TI-
LLING, no puede diferenciarse si los mutantes identificados
corresponden a variaciones por alelos múltiples recesivos o
al efecto de la mutación inducida en loci de interés. La reso-
lucióndeeste interrogante,dependeríadelestudiodelefecto
de la endogamia sobre las características del almidón en la
selección de variedades altamente productivas y con baja de-
presión endogámica, previamente a la irradiación. Otra al-
ternativa biotecnológica, sería la irradiación de cultivos de
microsporas para la posterior producción de poblaciones do-
blehaploidesmutagenizadas,en lacual laexpresiónfenotípi-
ca de individuos atípicos estaría asociada principalmente con
efectos de la mutación inducida.
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