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RESUMEN

La yuca (Manihot esculenta) constituye la base de la alimentacién para mas de 1.000
millones de personas en el mundo, consoliddndose como el cuarto cultivo mds impor-
tante en el mundo después del arroz, el maizy el trigo. La yuca es considerada como un
cultivo relativamente tolerante a condiciones de estrés abidtico y bidtico; sin embargo
estas caracteristicas se encuentran principalmente en variedades no comerciales. Las
estrategias de mejoramiento genético convencional o mediadas por transformacién
genética representan una alternativa para introducir las caracteristicas deseadas dentro
de las variedades comerciales. Un paso fundamental con miras a acelerar los procesos
de mejoramiento genético en yuca requiere el descubrimiento de los respectivos genes
relacionados con las caracteristicas buscadas, para lo cual los ESTs (del inglés Expressed
Sequence Tags) son una via rdpida para este fin. En este estudio se realizé un andlisis de
la colecciéon completa de ESTs disponibles en yuca, representada por 80.459 secuencias,
los cuales fueron ensamblados en un conjunto de 29.231 genes tnicos (unigen), repre-
sentado por 10.945 contigs y 18.286 singletones. Estos 29.231 genes tnicos pueden re-
presentar cerca del 80% de los genes del genoma de yuca. Entre el 5y 10% de los uni-
genes de yuca no presentaron similitud con las secuencias presentes en las bases de
datos de NCBI y pueden constituir genes especificos de yuca. A un grupo de secuencias
del set unigen (29%) fue posible asignarles una categoria funcional de acuerdo al voca-
bulario Gene Ontology. El componente funcién molecular es el mejor representado con
43% de las secuencias, seguido por el componente proceso biolégico (38%) y finalmente
el componente celular (19%). Dentro de la coleccién de ESTs de yuca se identificaron
3.709 microsatélites que podran ser empleados como marcadores moleculares. Este
estudio representa una contribucién importante al conocimiento de la estructura
gendémica funcional de la yuca y se constituye en una herramienta para la identificacién
de genes asociados a caracteristicas de interés agricola para posteriores programas de
mejoramiento genético.
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ABSTRACT

Cassava (Manihot esculenta) is the main source of calories for more than 1,000 millions of
people around the world and has been consolidated as the fourth most important crop
after rice, corn and wheat. Cassava is considered tolerant to abiotic and biotic stress
conditions; nevertheless these characteristics are mainly present in non-commercial
varieties. Genetic breeding strategies represent an alternative to introduce the desirable
characteristics into commercial varieties. A fundamental step for accelerating the genetic
breeding process in cassava requires the identification of genes associated to these
characteristics. One rapid strategy for the identification of genes is the possibility to have
a large collection of ESTs (Expressed Sequence Tag). In this study, a complete analysis of
cassava ESTs was done. The cassava ESTs represent 80,459 sequences which were
assembled in a set of 29,231 unique genes (unigen), comprising 10,945 contigs and
18,286 singletones. These 29,231 unique genes represent about 80% of the genes of the
cassava’s genome. Between 5% and 10% of the unigenes of cassava not show similarity to
any sequences present in the NCBI database and could be consider as cassava specific
genes. A functional category was assigned to a group of sequences of the unigen set (29%)
following the Gene Ontology vocabulary. The molecular function component was the best
represented with 43% of the sequences, followed by the biological process component
(38%) and finally the cellular component with 19%. In the cassava ESTs collection, 3,709
microsatellites were identified and they could be use as molecular markers. This study
represents an important contribution to the knowledge of the functional genomic
structure of cassava and constitutes an important tool for the identification of genes
associated to agricultural characteristics of interest that could be employed in cassava
breeding programs.

Key words: cassava, ESTs, functional genomics, annotation, molecular breeding.
INTRODUCCION

La yuca (Manihot esculenta) constituye la base de la alimentacién para cerca de 1.000
millones de personas en el mundo (FAO, 2008). Las raices de yuca se caracterizan por
tener un alto contenido de almidén, el cual es empleado en una amplia gama de proce-
sos agroindustriales. En particular, a partir del almidén se puede obtener bioetanol,
uno de los biocarburantes que estdn cobrando mayor importancia en la dltima década
como una fuente de energia alternativa (MADR, 2006). La yuca tiene una notable tole-
rancia al estrés abidtico, se puede cultivar en suelos dcidos de baja fertilidad y es muy
tolerante a la sequia (Ceballos, 2002). Aunque la yuca es tolerante a la mayoria de en-
fermedades y plagas, su produccién puede verse seriamente comprometida, principal-
mente por enfermedades bacterianas como la bacteriosis vascular, ocasionada por
Xanthomonas axonopodis pv. manihotis. Esta enfermedad se encuentra distribuida en todas
las regiones en donde se cultiva la yuca (Verdier, 2002). Dentro de las enfermedades
virales mds importantes se encuentra el mosaico africano, sin embargo ésta enfermedad
solo se ha reportado en Africa (Patil y Fauquet, 2009). A pesar de ser un cultivo rustico
y relativamente tolerante a diferentes tipos de estrés abidtico y bidtico, estas caracte-
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risticas se encuentran principalmente en variedades no comerciales y no adaptadas a las
diferentes regiones agroecoldgicas en donde la yuca puede ser cultivada (Ceballos,
2002). Las estrategias de mejoramiento genético convencional o mediadas por trans-
formacién genética representan una alternativa para introducir las caracteristicas
deseadas dentro de las variedades comerciales. Sin embargo, un paso imprescindible
para el desarrollo de este tipo de estrategias requiere, o pueden ser aceleradas, con el
descubrimiento de genes particulares asociados a caracteristicas de interés agronémico.
Una via rdpida y econémica para el descubrimiento de genes es a través de la obtencién
de ESTs (del inglés Expressed Sequences Tags; Rudd, 2003). Los ESTs se obtienen a partir de
la secuenciacién de clones de librerias de ADNc. Este tipo de secuencias representan los
transcritos que son producidos por una célula en un momento particular y bajo las cir-
cunstancias especificas en las cuales se obtuvo el tejido con el cual se construyeron las
librerias de ADNc. Por esta razén para obtener el repertorio completo de genes de un or-
ganismo se requiere contar con un conjunto amplio de librerias de ADNc obtenidas bajo
diferentes condiciones. Las bases de datos de ESTs son unas de las de mayor crecimiento,
particularmente para plantas cuyos genomas son muy complejos y se dificulta la
secuenciacién genémica completa. Hasta el momento se ha reportado la secuencia del
genoma completo para Arabidopsis (AGl, 2000), arroz (Goffetal., 2002) y dlamo (Tuskan
etal., 2006), aunque existen otros genomas de plantas secuenciados o prontos a ser com-
pletamente secuenciados (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/PLANTS/). Los ESTs,
ademds de proveer una via expedita para el descubrimiento de genes, son también esen-
ciales para la anotacién correcta del genoma, y se constituyen en una fuente importante
para la identificacién de marcadores moleculares. Los ESTs han permitido identificar
genes relacionados con el deterioro poscosecha en frutos (Vizoso et al., 2009), rutas de
sabor en cacao (Argout et al., 2008), genes de tolerancia a salinidad (Jha, et al., 2009) y
en respuesta a diversos tipos de estrés bidtico y abidtico (Galbraith y Birnbaum, 2006).
La coleccién de ESTs en yuca ha crecido en los dltimos afios. A finales del afio 2000,
el nimero de ESTs reportados en la base de datos del GenBank no superaba los 900.
A mediados del 2005 el nimero aumenté a alrededor de 20.000 (Lépezetal., 2004) y,
recientemente, a partir de una libreria de ADNc de longitud completa, se obtuvieron
20.000 nuevos ESTs (Sakurai et al., 2007). En junio de 2009, la coleccién de ESTs de
yuca representaba alrededor de 80.000. Si bien existen andlisis para los ESTs previa-
mente reportados, no se ha hecho un analisis unificado de la coleccién total de ESTs
disponibles actualmente. En este estudio nosotros buscamos realizar un nuevo andlisis
del conjunto de ESTs disponible hasta la hora actual de yuca.

MATERIALES Y METODOS

Los ESTs disponibles en la base de datos dbESTs del GenBank para yuca (Manihot esculenta;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/dbEST_access.html, marzo de 2009) fueron descar-
gados en un archivo multifasta. Para cada EST se extrajo informacién acerca del tipo de
libreria de ADNc que se empled para la generacién de los ESTs y el maximo de informacién
reportada para cada una de ellas. El total de ESTs fueron ensamblados en un set de genes
Unicos (singletones -secuencias Unicas- y contigs) usando CAP3 con los pardmetros por
defecto (Huang y Madan, 1999).
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El set unigen fue empleado para realizar un BLASTX (Altschul et al., 1999) contra las
secuencias reportadas en la base de datos no redundante del Genebank (nr). Los ali-
neamientos fueron considerados significativos si el valor E fue menor o iguala Te-5y
se tom¢ la secuencia del alineamiento con el mayor score como el descriptor que define
la caracteristica del EST de yuca.

El set unigen fue comparado contra el set de ESTs de Arabidopsis thaliana, uva (Vitis vinifera),
arroz (Oryza sativa), dlamo (Populus trichocarpa), sorgo (Sorghum bicolor) y Brassica napus
(descargados de la base de datos de ESTs publicas (http://www.ncbi.nih.gov/dbEST/,
diciembre 2009) usando el programa TBLASTX. Los alineamientos similares con un valor
E menor o igual a 1e-8 fueron considerados significativos. Un andlisis similar se llevo a
cabo empleando la base de datos de unigenes de estas especies (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/sites/entrez?db=unigene).

Para identificar la organizacién en familias multigénicas y asignar categorias funcionales
a los ESTs de acuerdo al vocabulario de Gene Ontology (http://www.geneontology.org/),
se utilizé la herramienta UFO (Meinicke, 2009 http://ufo.gobics.de). El set unigen se
tradujo a proteinas empleando la herramienta getorf disponible en EMBOSS y se em-
plearon solamente aquellos marcos de lectura con mas de 80 aminodacidos. La secuen-
cia de aminodacidos predicha de estos ESTs (22.281) fue entonces empleada para
asignar las categorias funcionales.

Con el objetivo de dar una idea amplia del contenido de los términos de Gene Ontology
se identificaron las subcategorias funcionales mediante la construccién de un “GO Slim”
empleando la herramienta web CateGOrizer (http://www.animalgenome.org/bioinfo/
tools/countgo/) especificando el método de clasificacién como Plant_GOslim y método
de conteo simple.

El set unigen fue empleado para buscar secuencias que contienen SSR (por sus siglas
en ingles: Simple Sequence Repeats), usando el programa Simple Sequence Repeat Identification
Tool disponible en http://www.gramene.org/db/markers/ssrtool. El total de genes
tnicos fueron analizados. Se buscaron secuencias con di, tri y tetra nucleétidos con al
menos cinco repeticiones perfectas. Los ESTs conteniendo SSRs fueron agrupados en
categorias funcionales empleando el Plant_GOslim como se describié previamente.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la base de datos del GenBank existen 80.459 ESTs obtenidos a partir de 26 librerias
de ADNc diferentes. Estas librerias provienen de diferentes variedades de yuca, de di-
ferentes tejidos y construidas a partir de plantas sometidas a diferente tipo de estimulo
y/o condiciones (Tabla 1). Adicionalmente también se encuentran librerias obtenidas
mediante protocolos de sustraccién y normalizacién. La oportunidad de tener ESTs
provenientes de diferentes tipos de librerias y construidas por diferentes estrategias
incrementa la probabilidad de identificar transcritos expresados a bajos niveles y corres-
pondientes a genes diferentes. Como se observa en la tabla 2, algunas de las librerfas
poseen un bajo niimero de ESTs y pueden corresponder a secuencias de genes expresa-
das bajo condiciones muy particulares. La libreria con mayor nimero de ESTs corres-
ponde a aquella que presenta clones de ADN de longitud completa (Tabla 2), lo cual
constituye una herramienta valiosa para la anotacién del genoma de yuca. El nimero
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S

Nombre de .
la Libreria Cultivar Organo | Caracteristicas
MALC Mirassol Raiz Detalles desconocidos
MAAC CAS36.04 Raiz Detalles desconocidos
MAGR IAC 12.829 Raiz Detalles desconocidos
MAGL CAS36.01 Raiz Detalles desconocidos
Libreria de 210 d No definido - Detalles desconocidos
CASR Sauti, Gomani,
Mbundumali, TME 1
y Mkondezi - Detalles desconocidos
CASL Sauti, Gomani,
Mbundumali, TME 1
y Mkondezi - Detalles desconocidos
full-length enriched
cassava cDNA library MTAI16 - Tejido colectado en diferentes condicione
CV01-normalized library [ No definido - Detalles desconocidos
CV02-normalized library [ No definido - Detalles desconocidos
Cassava root cDNA
library CM21772 - Detalles desconocidos
cassava tuber No definido Raiz Detalles desconocidos
MBra685 cassava stem
pGMTEasy MBra685 Tallo Detalles desconocidos
MPer183 cassava
lambda zap MPer183 Raiz Variedad con alto contenido de almidén.
CM523-7 cassava
lambda zap CM523-7 Raiz Variedad con bajo contenido de almidén.
MCol1522 cassava
lambda zap MCol1522 Tallo Inoculada con Xam. Variedad sensible
MBra685 cassava stem
pGMTEasy MBra685 Tallo Inoculada con Xam. Variedad resistente.
SG107-35 Cassava
subtracted (DSC) SG107-35 Tallo Inoculada con Xam. Variedad resistente.
MCol1522 Cassava
subtracted (SSH) MCol1522 Tallo Inoculada con Xam. Variedad susceptible
MBra685 cassava not
subtracted MBra685 Raiz, tallo |Inoculada con Xam. Variedad resistente.
MBra685 Cassava
subtracted (DSC) MBra685 Hoja Inoculada con Xam. Variedad resistente.
MBra685 cassava
lambda zap MBra685 Tallo Detalles desconocidos
SG107-35 Cassava
subtracted (SSH) SG107-35 Tallo Inoculada con Xam. Variedad resistente.
SG107-35 Cassava not
subtracted (DSC) SG107-35 Tallo Inoculada con Xam. Variedad resistente.
cDNA-AFLP TDFs
from cassava MNG2 Hoja HR inducida por Pseudomonas syringae

pv. tomato DC3000

Cassava EYC library1

Detalles desconocidos

Cassava leaf and root
cDNA libraries

TMS 30572; CM2177-2

Hoja, tallo

Detalles desconocidos

Tabla 1. Caracteristicas de las librerias de ADNc a partir de las cuales se generaron los ESTs.
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Libreria ESTs Singlets | % No Red. Lib | % No Red. Set
MALC 210 23 11,0 0,029
MAAC 488 4 0,8 0,005
MAGR 63 0 0,0 0,000
MAGL 254 11 4.3 0,014
Libreria de 210 d 2.878 1.516 52,7 1,884
CASR 2.650 870 32,8 1,081
CASL 2.396 637 26,6 0,792
Full-length enriched cassava cDNA library | 35.400 8.572 242 10,654
CVO01-normalized library 8.956 2.349 26,2 2,919
CV02-normalized library 9.210 1.892 20,5 2,352
Cassava root cDNA library 95 19 20,0 0,024
Cassava tuber 4.764 292 6,1 0,363
MBra685 cassava stem pGMTEasy 250 107 42,8 0,133
MPer183 cassava lambda zap 3.391 464 13,7 0,577
CM523-7 cassava lambda zap 3.608 202 5,6 0,251
MCol1522 cassava lambda zap 1.721 482 28,0 0,599
MBra685 cassava not subtracted 258 56 21,7 0,070
SG107-35 Cassava not subtracted (DSC) 128 44 34,4 0,055
MCol1522 Cassava subtracted (SSH) 258 33 12,8 0,041
MBra685 Cassava subtracted (DSC) 438 6 1,4 0,007
MBra685 cassava lambda zap 1.560 377 242 0,469
SG107-35 Cassava subtracted (SSH) 210 43 20,5 0,053
SG107-35 Cassava subtracted (DSC) 382 6 1,6 0,007
cDNA-AFLP TDFs from cassava 40 24 60 0,030
Cassava EYC library1 844 252 29,9 0,313
Cassava leaf and root cDNA libraries 7 5 71,4 0,006
Total 80.459 18.286 |N/A 22,727

Tabla 2. Numero de ESTs secuenciados a partir de cada libreria.

total de ESTs obtenidos a partir de la totalidad de librerias de ADNc es de 80.459. A
pesar de los grandes esfuerzos llevados a cabo recientemente para ampliar el nimero
de secuencias de ESTs de yuca este nimero sigue siendo relativamente bajo si se
considera el nimero de ESTs presentes en otras especies vegetales. Las plantas con ma-
yor nimero de ESTs son maiz (2’018.798), Arabidopsis (1’°527.298), soya (1°422.604)
y arroz (1°249.110). Sin embargo para plantas modelos como el dlamo (Populus
trichocarpa) cuyo genoma ha sido completamente secuenciado, solo se han reportado
89.943 ESTs en el GenBank. El nimero de ESTs en yuca es similar al reportado para
otras especies de plantas de interés agricola como frijol (83.847), papaya (77.393) o
pimentén (118.054).

El total de ESTs de yuca fue ensamblado en un conjunto de 29.231 secuencias Unicas,
representada por 10.945 contigs (secuencias sobrelapantes o similares) y 18.286
singletones. Del total de 80.459 ESTs, 62.173 hicieron parte de los contigs (77,3%). El
tamafio promedio de los contigs fue de 795 pb y el de los singletones fue de 504 pb.
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Los genomas de plantas completamente secuenciados han permitido identificar que el
genoma de Arabidopsis contiene 25.498 genes (AGI, 2000), el de arroz entre 46.000 a
56.000 genes (Goffetal., 2002) y Populus trichocarpa 45.000 genes (Tuskan etal., 2006).
La reciente liberacién del genoma de yuca estima el nimero de genes a 35.000
(http://www.phytozome.net/cassava.php). De esta manera, el conjunto de 29.231 se-
cuencias Unicas, puede representar cerca del 83,5% de los genes totales de yuca.

El ndmero de secuencias en cada contig se muestra en la figura 1, en donde se puede
observar que la mayoria de los contigs contiene pocas secuencias (dos o tres). El 75%
contiene entre dos y cinco secuencias por contig. El nimero de ESTs en los contigs varié
de dos a 626. Los contigs con mayor ndimero de lecturas fueron el 9.119 con 626 ESTs,
el contig 685 con 314 secuencias, el 10.8671 con 217 secuencias. Estos contigs presentan
similitud con una proteina predicha de Populus trichocarpa, una proteina tipo auxin-
reprimida ARP1 de Manihot esculenta, y con la ribuolosa 1,5 bifosfato carboxilasa de
Manihot esculenta, respectivamente.
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Figura 1. Nimero de secuencias presentes en los contigs.

Con el fin de realizar una anotacién funcional de genes Unicos, se realizé en primer lu-
gar un BLASTX contra la base de datos no redundante (nr) del GenBank. De 29.231
secuencias analizadas, 26.888 (92%) mostraron similitud significativa con alguna de
las proteinas presentes en la base de datos. Las secuencias restantes (2.343) no mos-
traron similitud significativa con ninguna de las proteinas presentes en la base de datos
y pueden representar secuencias especificas de yuca. Para determinar la presencia de
secuencias especificas de yuca se realizé6 un TBLASTX de los ESTs de yuca contra las
bases de datos de las especies con mayor niimero de ESTs reportados y para algunas
especies cercanas evolutivamente con la yuca (Tabla 3; Fig. 2A). El porcentaje de
secuencias diferenciales entre yuca y las especies comparadas oscila entre 11% y 40%
(Tabla 3; Fig. 2A). La especie con la cual la yuca comparte mayor nimero de secuencias
es Arabidopsis, en donde casi el 90% de los ESTs de yuca tienen una similitud signifi-
cativa con esta planta (Tabla 3; Fig. 2A). En otros estudios se han reportado similitudes
importantes entre estas dos especies (Lépez et al., 2004; Sakurai et al., 2007), lo cual
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Especies Numero de ESTs | Contig sin Singlets sin Total de
similitud (%) similitud (%) no hits (%)
Arabidopsis thaliana | 1.527.298 304 3.023 3.327
(1,04) (10,342) (11,38)
Vitis vinifera 357.856 1.694 7.471 9.165
(5,795) (25,558) (31,35)
Oryza sativa 1°249.110 289 6.257 6.546
(0,989) (21,405) (37,23)
Populus trichocarpa 89.943 1.055 7.389 8.444
(3,609) (25,278) (28,89)
Sorghum bicolor 193.000 2.905 9.029 11.934
(9,938) (30,888) (42,70)
Brassica napus 160.000 2.380 8.778 11.158
(8,142) (30,030) (38,17)

Tabla 3. ESTs de yuca que no presentan similitud con ESTs de otras especies de plantas.

45 60
40
38 [ ¢ 50 1
30
25 | 40
20 —— 30 ¢
15 ——
10 SE—— 20 7
' — |
0 + : T : : : - 10
00 + ; ' ' ' ' -

Vitis vinifera

Oryza sativa
Brassica napus
Unicas Manihot

esculenta

Arabidopsis thaliana

Populus trichocarpa

Sorghum bicolor
Brassica napus
Oryza sativa
Sorghum bicolor
Vitis vinifera
Unicas Manihot

esculenta

Arabidopsis thaliana E
Populus trichocarpa

¥ 9hcontigs no hits M %singlets no hits  %total no hits B9%contigs no hits M%singlets no hits O %total no hits

Figura 2. A. Porcentaje de ESTs de yuca que no presentan similitud con ESTs de otras especies de plantas.
B. Porcentaje de ESTs de yuca que no presentan similitud con los unigenes de otras especies de plantas.

no sélo debe considerarse a la luz de la cercania evolutiva entre estas especies sino
también al alto ndmero de EST reportados en Arabidopsis, lo que incrementa la proba-
bilidad de encontrar secuencias similares. Entre las especies con menor ndimero de ESTs
compartidos con yuca se encuentran soya (40%) y arroz (22%), lo cual es entendible
dada la ancestral separacién entre monocotiledéneas y dicotiledéneas. Dentro de las
especies estudiadas se encuentra Populus trichocarpa, la cual es la especie mds cercana
evolutivamente con la yuca, perteneciendo al mismo orden taxonémico, Malpighiales.
Con esta especie se presentaron relativamente pocos ESTs comunes (29%), aunque es
necesario resaltar que en esta especie también el nimero de ESTs reportados es bajo
(89.943) a pesar de que su genoma ha sido completamente secuenciado. Una situacién
similar se presenté cuando se consideraron las secuencias de las base de datos de
unigenes (Tabla 4; Fig. 2B). En total, los ESTs de yuca que no presentaron similitud con
ESTs de las especies seleccionadas fue de 11% o de 5% cuando se consideran los ESTs
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Especies Total de unigenes | Contig sin Singlets sin Total de
similitud (%) similitud (%) no hits (%)
Arabidopsis thaliana | 30.579 59 1.434 1.493
(0,202) (4,906) (5,108)
Populus trichocarpa 14.965 3.088 9.648 12.736
(10,564) (33,006) (43,570)
Brassica napus 27.139 2.899 9.753 12.652
(9,918) (33,365) (43,283)
Oryza sativa 40.978 121 8.415 8.536
(0,414) (28,788) (29,202)
Sorghum bicolor 13.899 4141 11.404 15.545
(14,166) (39,013) (53,180)
Vitis vinifera 22.083 1.574 7.105 8.679
(5,385) (24,306) (29,691)

Tabla 4. ESTs de yuca que no presentan similitud con los unigenes de otras especies de plantas.

o los unigenes, respectivamente. Estas 670 secuencias pueden representar genes (inicos
de yuca. Sin embargo algunas de ellas pueden ser demasiado cortas como para no
presentar similitud significativa o correspondan a secuencias que contienen UTRs (del
ingles untranslated regions) demasiado largos, lo que dificulta la identificacién de
similitudes con otras secuencias presentes en la base de datos.

Los ESTs del set unigen fueron agrupados en categorias funcionales previamente
definidas empleando el vocabulario de Gene Ontology. Para ello, primero se identificaron
aquellas secuencias que presentaron marcos abiertos de lectura mayores a 80 aminodci-
dos, obteniéndose en total 22.281, de las cuales solo a 8.494 (29%) fue posible asig-
narles una categoria funcional. La distribucién dentro de las tres grandes categorias
funcionales se muestra en la (Fig. 3), en donde se observa que el componente funcién
molecular es el mejor representado con 43% de las secuencias, seguido por el compo-
nente proceso bioldgico (38%) y finalmente el componente celular (19%). Los ndmeros
de los ESTs en cada categoria funcional no son aditivos puesto que un EST puede ser
ubicado en dos o mds categorias funcionales, ya que es posible encontrar mdltiples
relaciones dentro de las categorias jerdrquicas de los términos de Gene Ontology. Dentro
de la categoria funcién molecular, la mayoria de secuencias codifican para proteinas
implicadas en unién a diferentes sustratos (5.027 secuencias) y en actividades enzi-

Gene Ontology

cellular
component
19% molecular
function
-
biological
process

38%

Figura 3. Distribucién de los ESTs del set unigen en diferentes categorias funcionales.
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maticas (4.904; Fig. 4A). Dentro de los procesos biolégicos la mayor parte de los ESTs
codifican proteinas involucradas en procesos metabdlicos (5.293) y celulares (4.736),
reflejando la importancia que tienen estos procesos en el funcionamiento celular basico
(Fig. 4B). La categoria de respuestas a estrés solo esta representado por 176 secuencias.
Las subcategorias mejor representadas dentro del componente celular se encuentran el
celular (3.567 secuencias) y el intracelular (2.340; Fig. 4C).
Los genomas de células eucariota superiores estdn formados en algunos casos por un
conjunto amplio de genes organizados en familias multigénicas (AGI, 2000; Goffet al.,
2002). Con el fin de identificar la presencia de familias multigénicas en yuca, se identifica-
ron aquellas secuencias que presentardn dominios conservados presentes en la base de
datos Pfam. Aquellas secuencias que compartiesen dominios conservados fueron consi-
deradas miembros de la misma familia génica. Las familias multigénicas mejor represen-
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tadas fueron las de los genes que codifican para proteinas que presentan un dominio
kinasa, las que presentan dominios de unién al ARN, citocromo P450 y factores de trans-
cripcién de la familia dedos de zinc (Fig. 5). Este tipo de proteinas han sido previamente
descritas como ampliamente distribuidas en el genoma de varias especies de plantas (AGlI,
2000; van der Hoeven et al., 2002; Flinn et al., 2005; Goff et al., 2002). Estas proteinas
estan implicadas en una amplia gama de funciones que van desde actividades de meta-
bolismo funcional como aspectos de respuesta a estimulos especificos.
Uno de los marcadores moleculares mds ampliamente empleados en estudios de di-
versidad y de mapeo genético son los microsatélites, los cuales estan formados por
secuencias repetitivas de un corto motivo (de dos a cinco nucleétidos) (Agarwal et al.,
2008). Por mucho tiempo se considerdé que los SSRs estdn asociados principalmente
con ADN no codificante, pero recientemente se ha establecido que este tipo de
secuencias estan incluso mejor representadas en regiones transcritas (Varshney et al.,
2005). En consecuencia, las bases de datos de ESTs se constituyen en una fuente ideal
para identificar este tipo de secuencias repetitivas. La utilizacién de secuencias codi-
ficantes como marcadores tiene la gran ventaja que en estudios de mapeo genético
permiten establecer asociaciones mas directas entre fenotipos y marcadores molecu-
lares. Del conjunto de 29.231 secuencias de ESTs se encontré que en 3.709 de ellas se
presentan microsatélites. Los microsatélites mas frecuentes fueron los dinucledtidos
(2.600, 70%), seguido por los trinucledtidos (1.037, 28%) y los tetranucleétidos (72,2%;
Tabla 3; Fig. 5). Un estudio previo en yuca, analizando 8.577 ESTs reporté la presencia
de un total de 846 microsatélites, de los cuales 68,7% representan dinucleétidos, 30,4%
de trinucledtidos y solo se identificaron 0,6% y 0,3% de tetra y pentanucleétidos res-
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pectivamente (Raji et al., 2009). Estos nimeros son muy similares a nuestro estudio que
incluye aproximadamente 10 veces mds ESTs. Los microsatélites derivados de estos ESTs
pueden ser empleados para mapeo, estudios de diversidad o pueden ser transferidos a
otras especies relacionadas. Los microsatélites dentro de secuencias codificantes
pueden tener un efecto fundamental en la actividad génica, ya que la expansién o
contraccién en el nimero de unidades repetitivas puede alterar el producto génico,
produciendo proteinas disfuncionales o con nuevas funciones, lo que en ultimas puede
cambiar significativamente el fenotipo. Dentro de los microsatélites encontrados, la
mayoria de ellos se encuentran en los ESTs asignados en la categoria del Pfam PF00076
motivo de reconocimiento de ARN (RNA recognition motif: RRM, RBD, or RNP domain),
seguido por PF00097 dedos de zinc (Zinc finger, C3HC4 type (RING finger). La identifi-
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cacién de SSRs en secuencias que codifican proteinas especificas permitird desarrollar
estrategias dirigidas hacia el mapeo de genes implicados en una funcién particular. De
esta forma los ESTs conteniendo SSRs se agruparon en categorias funcionales
empleando la informacién disponible segtin el Gene Ontology (Fig. 6A; Fig. 6B; Fig. 6C).
En este estudio hemos unificado la informacién generada sobre ESTs en yuca logrando
realizar un andlisis comprensivo de 29.231 genes expresados. Este tipo de informacién
serd valiosa para la identificacién dirigida de grupos de genes de interés agronémico con
miras a estudiar en mayor profundidad su funcién y ser incorporados dentro de los
programas de mejoramiento genético de yuca. Al mismo tiempo la anotacién de este
grupo de genes facilitard la anotacién de la secuencia completa del genoma de yuca
liberada recientemente.
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