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RESUMEN

La yuca (Manihot esculenta) constituye la base de la alimentacién de mas de 600
millones de personas en el mundo. Una de las principales limitaciones de este cultivo
es la bacteriosis vascular, ocasionada por la bacteria Xanthomonas axonopodis pv.
manihotis (Xam). Este articulo revisa el conocimiento actual acerca de la interaccién
Xanthomonas-yuca. Se presentan estudios recientes llevados a cabo sobre la diversidad
y dindmica de las poblaciones de Xam empleando diferentes estrategias moleculares.
Se describen los diferentes métodos desarrollados para la deteccién y diagndstico de
la bacteria en plantas y semillas de yuca y su contribucién para reducir el impacto de
la enfermedad. Se presentan los estudios encaminados a comprender los mecanismos
moleculares y los genes responsables en la resistencia de |a yuca a la bacteriosis vascu-
lar incluyendo los tltimos avances obtenidos gracias a la aplicacién de estrategias de
genémica funcional. El conocimiento adquirido en los dltimos afios en este patosiste-
ma permitird desarrollar mejores estrategias para el manejo de la enfermedad asi
como desarrollar a corto plazo variedades de yuca resistentes a la bacteriosis lo que
contribuiria a resolver uno de los principales problemas de los productores pobres de
yuca y le abriria un horizonte promisorio al cultivo de la yuca en el mundo.
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ABSTRACT

Cassava (Manihot esculenta), a starchy root crop, constitutes the source of alimentation
for over 600 million people worldwide. Cassava Bacterial Blight (CBB) is caused by
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the bacterium Xanthomonas axonopodis pv. manihotis (Xam). This review will focus on the
current knowledge on the molecular cassava-Xam interaction. We will present the
different molecular techniques developed to assess the genetic diversity and dynamics
of Xam populations. We will also present different methods developed for detecting
the pathogen in vegetative planting materials and true seeds and their contribution to
reduce the impact of the disease. We will review different studies conducted to gain a
better understanding on the molecular mechanisms and the genes involved in the
cassava bacterial resistance, including the recent advances obtained using functional
genomics. The acquired knowledge in the last years for this pathosystem will help to
establish better disease control strategies and generate, in a short term, resistant
cassava varieties contributing to solve one of the main problems of poor cassava
farmers and this effort will open a new horizon to the cassava crop in the world.

Key words: cassava, resistance, cassava bacterial blight, molecular biology, genomics.
INTRODUCCION

La yuca (Manihot esculenta Crantz) es un planta originaria de América del sury que per-
tenece a la familia Euphorbiaceae (Allem, 1994). La yuca es considerada un producto
de seguridad alimentaria y segtin la FAO un aumento en la produccién de yuca podria
ayudar a solucionar el problema de hambre en las regiones tropicales pobres donde
la yuca puede ser cultivada (http://www.fao.org/ag/AGP/AGPC/gcds/GCS.htm). Mds
de 600 millones de personas en el mundo dependen del consumo de la yuca como
fuente de calorfas, constituyéndose en este sentido en el cuarto cultivo mas impor-
tante en el mundo después del arroz, el maiz y el trigo (FAO, 1998). Actualmente la
yuca es cultivada en mds de 90 paises, particularmente en los paises tropicales de
América Latina y Africa. La mitad de los 16 millones de hectdreas dedicadas al cultivo
de la yuca en el mundo se encuentran en Africa, un 30% en Asia y el 20% restante en
América Latina (Ceballos, 2002). La produccién mundial es aproximadamente de
152 millones de toneladas por afio y constituye una de las dicotiledéneas con mayor
produccién. Para el periodo de 1995 a 1997, la produccién anual de yuca en el mun-
do fue de 165,3 millones de toneladas, con un valor cercano a US $8800 millones
(Ceballos, 2002). La yuca es considerada como un cultivo de subsistencia, con alta
capacidad de adapracién a suelos dcidos e infértiles, alta resistencia a malezas y pla-
gas y una buena capacidad para resistir largos periodos de sequia. La yuca es cultiva-
da en general por pequefios agricultores quienes dependen de ella como tnica fuente
de ingresos (Cock, 1989). La yuca es empleada especialmente para consumo humano
pero también es utilizada en la alimentacién animal y como materia prima para el
procesamiento industrial de productos basados en almidén (Cock, 1985). La raiz de
la yuca es un érgano muy rico en hidratos de carbono en forma de almidén, por lo
que el aporte caldrico es considerable. Entre su aporte en nutrientes se destaca la pre-
sencia d’e vitamina C, B2, B6, magnesio y potasio. Las hojas de la yuca son consumi-
das en Africa y son fuente importante de proteinas (18-22% del peso seco), minerales
y vitaminas (particularmente carotenos y vitamina C), (Buitrago, 1990). La yuca es
una de las materias primas mds comunes para la produccién de almidén. El almidén
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de yuca se utiliza en la industria de alimentos, en la fabricacién de papel, como lubri-
cante en la perforacién de pozos petroleros y en la industria textil. Se emplea también
para la produccién de dextrinas, las cuales son empleadas en pegantes (Cock, 1989).
El almidén producido por las raices de yuca est4 adquiriendo nuevos usos en la indus-
tria y en el comercio de diferentes paises. La utilizacién reciente de biocombustibles
genera un nuevo incentivo para el cultivo de la yuca, pues de ella se puede extraer
etanol como fuente energética.

LA BACTERIOSIS VASCULAR DE LA YUCA

El agente patégeno. El agente responsable de la bacteriosis vascular es la bacteria
Xanthomonas axonopodis pv. manihotis (Xam). Xam es una bacteria gram negativa, provista
de un flagelo. Excepto por la falta de pigmentacién, la mayoria de sus caracteristicas
fisiolégicas y bioquimicas son tipicas de las xantomonadas (Verdier, 2002). A nivel de
estructura genémica es poco lo que se conoce de Xam. Se sabe que puede poseer varios
plasmidos, aunque algunas cepas carecen de ellos (Canteros et al., 1995).

La bacteriosis vascular de la yuca, o afiublo bacteriano es responsable de grandes pér-
didas en la produccién de yuca. Si las condiciones del medio son favorables para su de-
sarrollo y si no se adoptan précticas agrondmicas y fitosanitarias adecuadas para su
control, las pérdidas pueden llegar hasta el 100% (Lozano, 1986). Histéricamente, la
bacteriosis vascular de la yuca ocasioné pérdidas importantes y fue la responsable de
la hambruna en la década de los afios 70 en Zaire (Maraite, 1993). La bacteriosis es una
enfermedad endémica importante en Latinoamérica y Africa y se encuentra en todas las
regiones donde la yuca es cultivada (Verdier et al., 2004). En los tltimos afios se ha ob-
servado un incremento en su incidencia y su expansién a nuevas regiones de cultivo.

La bacteria Xam es un patégeno epifito, foliar y vascular que produce una amplia
variedad de sintomas, incluyendo lesiones (manchas) angulares en las hojas, afiublo
(quemazén), marchitamiento, exudados y lesiones en el tallo, en casos extremos pue-
de incluso ocasionar la muerte total de la planta (Lozano, 1986). Estos sintomas son,
en la mayorfa de los casos visibles inicamente en las hojas y tallos (Lozano, 1986).
Las raices solamente se ven afectadas en el caso de cultivos muy sensibles a la enfer-
medad. El proceso infeccioso comienza con la multiplicacién epifita, la cual ocurre
cerca de los estomas, por donde la bacteria puede penetrar. También puede penetrar
por heridas provocadas por la lluvia, los insectos o por el ser humano (Daniel y Boher,
1985). Una vez al interior, la bacteria pasa por una fase de desarrollo intercelular en
el mesofilo para posteriormente invadir el xilema en cuyo caso la infeccién se torna
sistémica. Las células del meséfilo son degradadas por la enzima transeliminasa, una
enzima pectinolitica (Maraite y Weyns, 1979). En el caso de ataques fuertes, se pro-
duce una desfoliacién muy rapida que deja las ramificaciones de la planta sin hojas,
déndole a la planta un aspecto de candelabro. El ciclo de la bacteria se caracteriza
por una alternancia entre una fase parasitaria que ocurre en especial durante la época
de lluvias, seguida de una fase de supervivencia durante la estacion seca. Al comienzo
de la época lluviosa la bacteria se multiplica sobre la superficie de las hojas cons-
tituyéndose asi en el inéculo primario (Restrepo, 1999). La bacteria no es capaz de
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sobrevivir en el suelo, pero durante la época de sequia Xam puede sobrevivir en los
tallos de yuca, en los restos vegetales o sobre malas hierbas. El principal medio de
contaminacién y diseminacién de la enfermedad es a través de la difusién de estacas
contaminadas y por la utilizacién de utensilios infectados (Lozano, 1986). También
se ha establecido la posibilidad de transmisién de la enfermedad a través de semillas
sexuales contaminadas (Lozano, 1986; Verdier et al., 1998a).

Estudios de diversidad, identificacién de patotipos. El conocimiento sobre la estruc-
tura y diversidad de las poblaciones del agente patégeno es un requisito importante
para poder desarrollar mejores estrategias de control de la enfermedad. Los primeros
estudios encaminados a evaluar la variabilidad genética en Xam estuvieron basados
en actividades enzimdticas, crecimiento sobre diferentes medios de cultivos, respuesta
a gamas de antibidticos y perfiles de dcidos grasos (Fessehaie, 1997; Grousson et al.,
1990; Lozano y Sequeira, 1974). Estos primeros estudios mostraron que estas téc-
nicas no posefan un alto poder discriminatorio. Mas recientemente, con el desarrollo
de técnicas en biologia molecular ha sido posible realizar estudios mas detallados
sobre la variabilidad en Xam y la evolucién de las poblaciones.

La variabilidad genérica de Xam ha sido estudiada empleando RFLPs. Se han desa-
rrollado diferentes tipos de sondas: gendmicas como pBS6 y pBS8 (Verdier etal., 1993),
plasmidicas (pthB, ver mas adelante; Assigbétsé et al., 1998; Verdier et al., 1993; Verdier
et al., 1994) o secuencias ribosomales universales 165+23S de E. coli (Fessehaie, 1997;
Verdier et al., 1993). La técnica de RFLP empleando la sonda pthB permitié la mejor
diferenciacion entre poblaciones de Xam. Esta sonda es ain mas discriminatoria que
las sondas genédmicas de secuencias repetitivas (pBS6 y pBS8) o el perfil de restriccién
del ADN plasmidico. De esta forma, se ha recomendado el empleo de RFLP utilizando
como sonda pthB para estudios posteriores sobre diversidad y variabilidad genética
en Xam y correlacionarla con filogenia y patogenicidad (Restrepo et al., 1999a; Res-
trepo et al., 2000a; Verdier et al., 2004). Sin embargo, para ciertas poblaciones nin-
guno de estos marcadores permitié hacer una discriminacién entre cepas de Xam. Por
esta razon, otro tipo de estrategias tales como AFLP, Rep y Eric-PCR fueron evaluadas
(Restrepo et al., 1999a; Restrepo etal., 2000a). Los anilisis de AFLP ofrecen la posibi-
lidad de cubrir una gran parte del genoma y su aplicabilidad al estudio de la variabili-
dad genética en Xam ha sido claramente demostrada y ha permitido caracterizar
poblaciones de Xam genéticamente muy homogéneas (Restrepo et al., 1999b; Restre-
po et al., 2000a). El Rep y Eric-PCR son técnicas basadas en la amplificacién de se-
cuencias repetitivas por medio de PCR, cuyas ventajas son su simplicidad, rapidez y la
capacidad de evaluar un gran nimero de cepas de manera simultinea (Restrepo etal.,
1999b; Restrepo et al., 2000a).

Los primeros andlisis de diversidad genética en Xam se realizaron sobre poblaciones
africanas. Estos primeros anilisis sugirieron una estructura poblacional clonal (Verdier
et al., 1993), sin embargo, estudios recientes han permitido detectar la aparicién de
nuevos haplotipos (grupos genéticos definidos por el perfil de bandas obtenidas por
RFLP) entre las cepas africanas aisladas a partir de genotipos de yuca introducidos
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recientemente. Los estudios conducidos en los dltimos afios han permitido la identi-
ficacién de nueve haplotipos diferentes a partir de una coleccién de 218 cepas afri-
canas colectadas en Togo (Verdier et al., 2004). Las poblaciones de Xam han sido mu-
cho mejor caracterizadas en América del Sur, particularmente en Colombia, Venezuela
y Brasil. Los trabajos realizados por mas de cinco afios permitieron avances impor-
tantes sobre la estructura y la evolucién de las poblaciones de Xam en Colombia (Res-
trepo et al., 1999a; Restrepo et al., 2000a; Verdier et al., 2004). Dada la dificultad en
cubrir toda la variacién existente en las poblaciones naturales de Xam, los investiga-
dores decidieron hacer el estudio basados en ecozonas o zonas edafoclimaticas (ECZ).
Las ECZs han sido definidas por los fitomejoradores sobre la base de la interaccién de
la planta con el medio fisioldgico y biolégico. Los resultados obtenidos durante varios
afios han conducido a la caracterizacion de siete ECZs adaptadas al cultivo de yuca,
cinco de las cuales se presentan en Colombia (CIAT, 1983). Para evaluar la diversidad
de Xam en Colombia, Restrepo et al. (2000a) muestrearon y colectaron cepas de Xam
en tres ecozonas colombianas: ECZ1 (Costa Atlantica), ECZ2 (Llanos orientales) y
ECZS5 (Zona andina). En total se visitaron 15 localidades y se colectaron 189 cepas de
Xam en este primer muestreo. Las cepas fueron evaluadas mediante RFLP/pthB, lo cual
permitid la identificacion de 26 haplotipos diferentes (Restrepo et al., 1997; Restrepo
et al., 2000a). Prospecciones realizadas mds recientemente han permitido identificar
45 haplotipos dentro de una coleccién total de 736 cepas (Restrepo et al., 2004). Estos
estudios han permitido, ademas, establecer una correlacién entre haplotipos y ciertas
caracteristicas biolégicas del patégeno, tales como su adaptacién a condiciones eco-
l6gicas particulares a cada ECZ y a los genotipos de yuca presentes en esas condicio-
nes. También se logré poner en evidencia la migracién de cepas entre diferentes
localidades dentro de una misma ECZ producto del transporte de estacas conta-
minadas (Restrepo et al., 2000a). Estudios similares se han llevado a cabo en Brasil y
Venezuela. En Brasil se han identificado 38 haplotipos a partir de una coleccién de 79
cepas provenientes de tres ECZs (Restrepo et al., 1999a). Una relativa alta diversidad
también se observé en Venezuela, en donde de 91 aislamientos colectados se detec-
taron 28 haplotipos, los cuales fueron claramente diferentes a los haplotipos descri-
tos para Colombia y Brasil (Verdier et al., 1998b). Al comparar los haplotipos obser-
vados en Colombia, Venezuela y Brasil se observd que estos son especificos a cada
pafs. Las poblaciones de Xam colectadas en la misma ECZ pero en paises diferentes
no poseen haplotipos en comun, lo que sugiere la presencia de fuertes barreras geo-
graficas que no favorecen el intercambio de material vegetal y se reduce asi la proba-
bilidad de diseminacién de cepas del agente patégeno (Restrepo, 1999). Al comparar
los haplotipos americanos y africanos se observé que dos de ellos son comunes a los
dos continentes, lo que refuerza la hipétesis de que las cepas africanas son originarias
de América (Verdier et al., 1993). Comparativamente las cepas de Brasil son las mas
diversas y en general las poblaciones de Xam en América del Sur presentan una mayor
variabilidad genética que las de Africa, lo cual puede ser explicado considerando el
centro de origen suramericano de la yuca (Olsen y Shaal, 1999).

Durante cinco afios las poblaciones de Xam fueron estudiadas en las ECZs colom-
bianas y se pudo determinar que las poblaciones de Xam son inestables y los cambios
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ocurren répidamente, incluso en menos de un afio (Restrepo et al., 2004). Se lograron
asi mismo identificar los principales factores que moldean la dindmica poblacional
de Xam. En primer lugar la introduccién de genotipos resistentes acelera la seleccién
de nuevas variantes de Xam. El intercambio de material contaminado contribuye a la
migracién de cepas y en consecuencia influye sobre la estructura genética de las po-
blaciones de Xam. Los factores ambientales tales como la lluvia y la temperatura
juegan también un papel importante sobre la estructura y la diversidad genética de
las poblaciones de Xam (Restrepo et al., 2004; Verdier et al., 2004). Actualmente la
coleccién de cepas de Xam provenientes de Colombia, Brasil y Venezuela se encuentra
constituida por 906 aislamientos molecularmente caracterizados, los cuales repre-
sentan 111 haplotipos diferentes (Restrepo y Verdier 1997; Restrepo et al., 2000a;
Restrepo et al., 2004). Esta coleccién se encuentra disponible en la Unidad de Biotec-
nologia del CIAT (Cali, Colombia).

Uno de los aspectos de mayor relevancia para los productores y los mejoradores con
miras a seleccionar cultivos que presenten una resistencia durable frente a un patégeno
es la caracterizacién del espectro de virulencia de las cepas sobre una gama diferencial
de cultivos, lo que recibe el nombre de patotipos (es decir, la blisqueda de interacciones
diferenciales entre cepas y cultivos). La identificacién de patotipos en la interaccién
yuca-Xam también ha sido objeto de estudio. Para tal fin, en un primer estudio, 93
cultivos de yuca, pertenecientes a la coleccién central del CIAT fueron caracterizados
molecularmente mediante la técnica de AFLP (Sénchez et al., 1999), al mismo tiempo
que se evalué su resistencia/susceptibilidad a la bacteriosis vascular (Sénchez et al.,
1999; Restrepo et al., 2000b). Los anilisis de estos resultados permitieron identificar
17 cultivos de yuca contrastantes y que representan la diversidad genética de yuca. Estos
cultivos de yuca fueron inoculados con una cepa caracteristica de los 26 haplotipos de
Xam previamente identificados en Colombia (representativos de las ECZ 1, 2y 5) y
fueron evaluados en condiciones de campo en dos ECZs durante dos ciclos de cultivo
(Restrepo et al., 2000c). Se evaluaron dos técnicas de inoculacién: sobre hojas y tallos.
La inoculacién foliar presenta ventajas tales como la facilidad técnica, economia en ma-
terial vegetal y su semejanza con las condiciones de contaminacién naturales. Sin
embargo, empleando esta técnica no se logré detectar una interaccién especifica entre
cepas de Xam y cultivos de yuca (Restrepo et al., 2000c). A nivel del meséfilo y durante
los primeros estados de infeccién no se presenta un reconocimiento rdpido del paté-
geno y los mecanismos de defensa intervienen solo tardiamente (Restrepo et al., 2000c).
La inoculacién por puncién en tallos permite superar el problema de penetracién de la
bacteria en los tejidos, que en condiciones naturales ocurre por heridas. Este sistema
permite poner a la bacteria en contacto directo con el sistema vascular donde las reac-
ciones de defensa se manifiestan tempranamente. Empleando esta estrategia de inocu-
lacién si se logré establecer una interaccién altamente significativa cultivo x cepa razén
por la cual se ha recomendado esta técnica de inoculacién para el estudio del patosis-
tema Xam-yuca (Restrepo et al., 2000c). Las 26 cepas de Xam fueron agrupadas en
distintos patotipos. Se identificaron nueve patotipos en la ECZ1, 13 en la ECZ2, tres
patotipos en la ECZ2-4 y cuatro en la ECZ5 (Restrepo et al., 2000c; Restrepo et al.,
2004). Siguiendo la misma estrategia, se han identificado patotipos en Brasil, Venezuela
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(Verdier et al., 1998a; Verdier et al., 1998b) y Africa (Wydra et al., 2004). Los resultados
generados han permitido recomendar ciertos cultivos resistentes para realizar nuevos
cruces dentro de los programas de mejoramiento genético. Dentro de éstos cabe desta-
car los cultivos MBRA685, MNGA2, y MBRA12 los cuales mostraron un nivel de resis-
tencia alto a la mayorfa de patotipos de la ECZ1. Los cultivos CM6438-14 y CM523-7
mostraron ser altamente resistentes a cuatro de los patotipos presentes en la ECZ2
(Restrepo et al., 2000c). El conjunto de los trabajos realizados sobre la variabilidad,
caracterizacién y evolucién de la estructura de las poblaciones de Xam ha generado
informacién valiosa para el control de la enfermedad y para el desarrollo de programas
de mejoramiento. Estos estudios han puesto en evidencia la necesidad de realizar un
seguimiento continuo y detallado de la evolucion de las poblaciones de Xam. Con miras
a desarrollar programas de evaluacién de riesgos de la enfermedad serd necesario iden-
tificar los campos de cultivo de yuca y localizarlos en mapas y sobre ellos establecer los
factores que tienen influencia sobre la incidencia de la enfermedad tales como el nime-
ro de cultivos de yuca presentes, las caracteristicas climaticas (precipitaciones y tem-
peratura) y la presencia y diversidad de Xam. Esta informacién permitird generar mapas
de previsién de la presencia de la bacteriosis y poder asi desarrollar las estrategias de
control adecuadas (Restrepo, 1999).

Factores de patogenicidad en Xam. Es relativamente poco lo que se conoce sobre los
factores implicados en la patogenicidad de Xam en comparacién con otras bacterias
fitopatégenas. Se sabe que el proceso infeccioso inicial necesita de una matriz fibrilar
compuesta por expopolisacaridos (EPS; Boher et al., 1995) cuya composicién mono-
mérica es similar al xantano. Se piensa que una de las funciones de los EPS es actuar
como una barrera fisica protectora. Los EPS pueden igualmente estar implicados en la
importacién o movilizacién de moléculas cargadas (Canteros et al., 1995). Otros tipos
de lipopolisacaridos (LPS) producidos por Xam han sido detectados en las células de
yuca infectadas aunque su papel en patogenicidad ain no se conoce (Boher, 1996).
Mucho menos es lo que se conoce sobre los genes de patogenicidad en Xam.

Las bacterias fitopatdgenas emplean un sistema de secrecién altamente conservado
para inyectar proteinas al interior de la célula del hospedero, llamado sistema de
secrecién tipo |l (TTSS por las siglas del inglés Type Three Secretion System). Hasta el
momento un TTSS no ha sido identificado en Xam, pero se ha demostrado su pre-
sencia y su importancia en otras especies de Xanthomonas y otras bacterias fitopa-
tégenas, razén por la cual es obvio pensar que Xam también utilice este sistema de
secrecién para inyectar proteinas dentro de las células de yuca. Las proteinas que son
translocadas dentro de la célula vegetal se llaman efectores. Estas proteinas modi-
fican o alteran la fisiologfa de las células de un hospedero susceptible (Alfano y
Collmer, 2004). Cuando los efectores son reconocidos por proteinas de resistencia
presentes en las plantas son llamados proteinas de avirulencia. Cuando los genes de
resistencia estan ausentes, el patégeno puede invadir libremente el hospedero ya que
los efectores poseen actividad de virulencia (Mudget, 2005). Los efectores o Avr de di-
ferentes patégenos no muestran una fuerte similitud a nivel de secuencia. Sin em-
bargo, una familia de genes Avr que ha sido identificada en particular en bacterias del
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género Xanthomonas muestran una similitud importante y ha sido denominada familia
avrBs3 por el primer miembro de la familia en ser caracterizado (Buttner y Bonas,
2003). En Xam un gen de patogenicidad llamado pthB ha sido identificado. Por su
similitud a nivel de secuencia, este gen se considera como un miembro adicional de la
familia avrBs3. El gen pthB posee 12,5 repeticiones internas de un motivo de 102 pb,
un dominio de localizacién nuclear (NLS) y un dominio acidico de activacién transcrip-
cional (Verdier et al., 1996). El gen se encuentra flanqueado por repeticiones directas
y los andlisis de secuencia sugieren que una serie de rearreglos génicos han tenido lugar,
los cuales han jugado un papel importante en la evolucién de la patogenicidad en algu-
nas cepas de Xam (Verdier et al., 2004); mientras que otras que contienen mutaciones
en el gen pthB muestran una pérdida en su patogenicidad, la cual es restablecida
cuando se introduce el gen de tipo silvestre. Estas observaciones sustentan la idea que
pthB es un determinante importante en la patogenicidad en Xam.

En un intento por caracterizar otros genes putativamente implicados en patogeni-
cidad, cepas patogénicas y no patogénicas de Xam han sido caracterizadas emplean-
do estrategias basadas en PCR. Utilizando combinaciones de primers especificos al gen
pthB y primers de RAPDs y de AFLP ha sido posible identificar fragmentos de ADN es-
pecificos a las cepas patogénicas. Los andlisis de secuencia de estos fragmentos permi-
tieron identificar algunos reguladores transcripcionales, factores de virulencia, genes
implicados en la adaptacién patogénica y algunos genes similares a proteinas efecto-
ras previamente identificados en otras bacterias fitopatégenas (Gonzélez et al., 2002).
Mutaciones dirigidas de estos genes permitirdn determinar mas claramente el papel
de estos genes candidatos en la patogenicidad de Xam.

Medidas de control de la enfermedad. Las pérdidas ocasionadas por Xam pueden ser
reducidas significativamente combinando précticas culturales, tomando medidas fito-
sanitarias y empleando la resistencia varietal. Dentro de las préicticas culturales mas
eficaces se encuentran la rotacién de cultivos, la fertilizacién del suelo, la eliminacién
de malas hierbas y la eliminacién de restos vegetales y de plantas afectadas (Jorge,
2000). La calidad del material destinado a la propagacién puede ser mejorada a través
de controles sanitarios o por la produccién de estacas sanas en regiones indemnes a la
enfermedad. La multiplicacién de plantas bajo la forma in vitro es también un método
seguro para obtener material de plantacién sano. Las medidas de cuarentena son in-
dispensables para evitar la introduccién de la enfermedad en regiones no afectadas
(Lozano, 1986). Un protocolo adecuado de diagnéstico es una herramienta impor-
tante para el control de la enfermedad. Una serie de métodos de diagnéstico han sido
desarrollados especificamente para Xam. A partir de la secuencia del gen pthB se han
desarrollado una serie de primers que permiten la deteccién especifica de Xam y la
discriminacién con otras especies de Xanthomonas. Este procedimiento de deteccién por
PCR es répido y puede ser ficilmente adaptado para identificar la presencia de la
bacteria sobre plantas posiblemente infectadas. Los niveles de deteccién llegan a ser de
hasta tres células viables por reaccion de PCR. Una versién optimi

PCR anidado, ha sido deszrrollada mejorando la sensibilidad ypha :::jn?i’tizn;ﬁ;e?;::
tificacién del patégeno sobre semillas (Ojeda y Verdier, 2000). Otra estrategia de
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deteccién basada en dot-blot también ha sido desarrollada, la cual emplea como sonda
un fragmento del gen pthB. Aunque esta técnica es 10-100 veces menos sensible que
los métodos basados en PCR es lo suficientemente sensible y rdpida para realizar un
screening de un alto nimero de estacas (Verdier y Mosquera, 1999). Aunque se han eva-
luado métodos de lucha bioldgica, utilizando por ejemplo Pseudomonas spp., los resulta-
dos obtenidos no han sido claramente convincentes (Lozano, 1986). Hasta el momento
no existen métodos quimicos para el control de la bacteriosis, sin embargo, aunque
hubiera bactericidas disponibles, esto aumentaria los costos de produccién del cultivo,
lo cual no seria rentable teniendo en cuenta que los productores de yuca son, en su
mayorfa, campesinos de pocos recursos.

Hasta el momento el método de control mas apropiado para el control de la bacteriosis
vascular es la utilizacién de cultivos resistentes. La bisqueda de fuentes de resistencia se
ha llevado a cabo a través de cruzamientos ente M. esculenta y un pariente silvestre, M.
glaziovii. Uno de los clones generados a través de este tipo de cruzamientos interespe-
cificos es el clon 58308 generado en el IITA. Este clon mostré una resistencia elevada a
la bacteriosis durante varios afios. Sin embargo, presenta un bajo rendimiento y ha sido
empleado en particular como fuente de resistencia en otros cruzamientos (Hahn, 1978;
Hahn y Theberge, 1987). En el CIAT mds de 2.000 cultivos han sido evaluados en
condiciones de invernadero y campo frente a la bacteriosis (CIAT, 1974; CIAT, 1977,
CIAT, 1980). Ninguno de los cultivos ha mostrado una resistencia completa a la bac-
teriosis. Recientemente, la coleccién central de yuca presente en el CIAT fue evaluada en
campo en los Llanos Orientales de Colombia donde la enfermedad es endémica. Aproxi-
madamente 16% de los cultivos evaluados mostraron un buen nivel de resistencia (CIAT,
1993). A pesar de que existen algunas variedades de yuca relativamente resistentes a la
bacteriosis, éstas no poseen buenas cualidades culinarias y por esta razén no han sido
adoptadas por los productores. La alternativa es poder desarrollar variedades resisten-
tes que posean propiedades culinarias adecuadas para su comercializacién. Las estrate-
gias de mejoramiento hasta ahora llevadas a cabo en yuca se han basado en métodos
tradicionales, es decir, seleccién de materiales resistentes a partir de la evaluacién de
colecciones o de poblaciones obtenidas a través de cruzamientos intra e inter especi-
ficos. El desarrollo de variedades resistentes mediante estrategias de mejoramiento con-
vencional ha permitido elevar los niveles de resistencia en ciertos casos (Jorge, 2000), sin
embargo, las caracteristicas propias de la yuca, tales como su largo ciclo reproductivo,
su naturaleza tetraploide y su alta heterocigocidad han dificultado la obtencién de
mejores resultados. Los avances recientes en el conocimiento del genoma y la biologfa
molecular de la yuca (ver mas adelante) abren perspectivas de desarrollar nuevas estra-
tegias de mejoramiento para el control de la bacteriosis.

MECANISMOS DE RESISTENCIA

Diferentes estudios bioquimicos e histoquimicos han puesto en evidencia los mecanis-
mos de defensa que limitan la colonizacién y desarrollo de Xam en plantas de yuca.
Se han observado pequeias diferencias entre cultivos resistentes y sensibles en cuanto
a la colonizacién del parénquima foliar por Xam (Sdnchez, comunicacién personal;
Restrepo, 2000b). Aunque no ka podido observarse una respuesta hipersensible (HR)
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en las hojas de yuca infectadas por Xam, ciertos datos sugieren que la respuesta
vascular de cultivos resistentes pueden ser similares a un tipo de HR vascular (Verdier
et al., 1994; Kpémoua et al., 1996). Los estudios de microscopfa electrénica de trans-
misién han puesto en evidencia que el principal sitio donde se desencadenan las reac-
ciones de defensa son los tejidos vasculares (Boher et al., 1995; Kpemoua etal., 1996).
Dentro de las respuestas de defensa se encuentra la produccién de compuestos fend-
licos, refuerzo de barreras estructurales (deposicién de lignina, callosa o suberina) y
la oclusién de vasos del xilema por compuestos pécticos y de tipo lignina (Boher et al.,
1995; Kpémoua et al., 1996). También se ha observado la formacion de tilosas, un
tipo de invaginacién al interior de los vasos del xilema, que aportan no solo una resis-
tencia mecanica a la progresion de la bacteria sino que ademds producen sustancias
bactericidas. Las respuestas tardias estdn caracterizadas por la sintesis de suberina
asociada al refuerzo de la pared celular que se va lignificando y bloquean de esta for-
ma la formacién de un inoculo secundario. La fuerte interaccion entre los LPS produ-
cidos por Xam con las paredes de las células de yuca sugiere que algunos de ellos pue-
den ser translocados al interior de las células donde pueden elicitar algunos de los
mecanismos de defensa (Boher et al., 1997).

MAPEO E IDENTIFICACION DE REGIONES GENOMICAS IMPLICADAS EN RESISTENCIA

Como se mencioné anteriormente, programas de mejoramiento a partir de cruza-
mientos entre M. glaziovii y M. esculenta han sido desarrollados (Hahn 1978; CIAT,
1980) y han establecido que las dos especies constituyen una fuente de resistencia a
la bacteriosis vascular. Se ha considerado que la resistencia a la bacteriosis es poli-
génica y aditivamente heredada, con una variabilidad que varia entre 25 y 65% (CIAT,
1980). La diferencia entre cultivos resistentes y susceptibles es expresada como una
variacién en la tasa de colonizacién de Xam y la penetracién de tejidos vasculares, por
esta razén se considera que la resistencia es de tipo cuantitativo (Kpémoua, 1995). La
genética de la resistencia ha sido empezada a ser estudiada y entendida hasta ahora.

LA IMPORTANCIA DE UN MAPA

Los mapas genéticos constituyen una herramienta fundamental para la identificacién
y clonacién de genes implicados en diferentes caracteristicas de interés agronémico.
Un mapa genético de yuca ha sido construido en el CIAT basado en diferentes marca-
dores moleculares tales como RFLPs, RAPDs, microsatélites e isoenzimas (Fregene et
al., 1997). Para la construccién del mapa genético se desarrollé un cruce intraespe-
cifico entre TMS30572 (un cultivo mejorado desarrollado en el IITA, Ibadan, Nigeria)
y CM2177-2 (un cultivo élite del CIAT). La poblacién F1 resultante de este cruce esta
formada por 150 individuos. Este primer mapa genético consistié de 20 grupos de
ligamiento que cubrian 931 cM, lo que representa aproximadamente el 60% del ge-
noma total de la yuca (Fregene et al., 1997). Recientemente este mapa genético ha
incorporado 36 nuevos marcadores de tipo microsatélite (Mba et al., 2001). La dispo-
nibilidad de este mapa genético de yuca ha permitido la identificacién de regiones
genémicas implicadas en la productividad y arquitectura de la planta (Okogbenin y
Fregene, 2003) asi como también la identificacién de un loci de resistencia al virus del
mosaico africano (Akano et al., 2002).
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MAPEO DE LA RESISTENCIA A LA BACTERIOSIS:

IDENTIFICACION DE QTLs (Quantitative Trait Loci)

El mapa genético de yuca ha sido la base para el estudio de la genética de la re-
sistencia a la bacteriosis vascular en yuca. Dado que la resistencia a la bacteroisis
ha sido considerada de tipo cuantitativa, una estrategia basada en el analisis de QTL
(Quantitative Trait Loci) ha sido empleada para identificar las regiones genémicas de la
yuca implicadas en la resistencia (Jorge et al., 2000). Para el estudio de |a resistencia
a Xam se emplearon cinco cepas (CIO84, CIO1, CIO136, CIO295 et ORSTX27) co-
rrespondientes a diferentes haplotipos provenientes de distintas ECZs. La resistencia
fue evaluada en la poblacién F1 sobre condiciones controladas en invernadero y se
evalué sobre una escala cuantitativa de 0 a 5 (siendo 0 plantas completamente sanas
y 5 plantas severamente afectadas). La evaluacion se realizé a 7, 15 y 30 dias post-
inoculacién y el drea bajo la curva de progresién de la enfermedad (AUDPC) fue
calculada para evaluar la resistencia. El analisis de la resistencia se realizé por el
método de regresién lineal por un solo marcador. En total se detectaron doce QTLs
localizados en los grupos de ligamiento B, C, D, G, L, Ny X, los cuales explicaron entre
el 9-27% de la resistencia (Jorge et al., 2000). Ciertos QTLs mostraron ser especificos
para ciertas cepas de Xam y otros, en especial los del grupo de ligamiento D, mos-
traron ser comunes a diferentes cepas de Xam (Jorge et al., 2000). De manera similar,
la resistencia a la bacteriosis fue evaluada en campo sobre una alta presién de la
enfermedad y durante tres ciclos consecutivos de produccién (Jorge et al., 2000). De
manera simultdnea se evalué la dindmica de la poblacién de Xam. Varios QTLs fueron
detectados, pero se observé un cambio en los QTLs durante los dos afios de estudio.
Estos cambios se correlacionaron con la dindmica en las poblaciones de Xam (Jorge
et al., 2000). Un hecho interesante es que los QTLs detectados en el grupo de liga-
miento D, si se mantuvieron constantes durante los dos ciclos de produccién. En este
mismo grupo de ligamiento se identificaron algunos QTLs en invernadero. Ciertos
andlisis sugieren que esta regién pudo ser introgresada de M. glaziovii (Jorge, 2000).
A partir de una poblacién de 243 individuos resultantes de un retrocruce entre cinco
genotipos de la F1 con el parental femenino se evalué la resistencia a la bacteriosis
contra cepas de origen africano (Wydra et al., 2004). Muchos de los QTLs detectados
en este estudio fueron diferentes a los identificados con las cepas de origen colom-
biano, confirmando la especificidad de los QTLs a cepas particulares de Xam, lo cual
tiene repercusiones importantes para los programas de mejoramiento genético. La alta
especificidad de la resistencia y el alto nivel de diversidad del patégeno en Colombia
comparado con el relativo bajo nivel presente en Africa hacen que se deban considerar
estrategias de mejoramiento particulares en cada caso.

HACIA LA IDENTIFICACION DE GENES DE RESISTENCIA EN YUCA

Para limitar la multiplicacién de los patégenos y protegerse de ellos, las plantas han
desarrollado un rango amplio de mecanismos de defensa. El reconocimiento del pa-
tégeno se constituye en el primer paso hacia el proceso de encender los mecanismos
de resistencia propios de la planta. En el mejor de los casos conocidos y estudiados,
este reconocimiento esta mediado por la interaccién especifica entre el producto de
un gen dominante de resistencia presente en la planta y el producto de los genes de
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avirulencia (Avr) del patégeno (Dangl y Jones, 2001). Dicha interaccién es descrita
por el modelo gen por gen. En los tltimos diez afios se han aislado y caracterizado
molecularmente en diferentes especies vegetales méas de 48 genes de resistencia frente
a diversos patégenos (virus, bacterias, hongos, nematodos). Estos estudios han reve-
lado que a pesar de conferir resistencia a patégenos tan diferentes, las proteinas de
resistencia poseen dominios conservados (Hammond-Kosack y Parker, 2003). El gru-
po de proteinas de resistencia mas comun presenta un dominio de unién a nucleé-
tidos (NBS, Nucleotide-Binding Site) y una regién de repeticiones ricas en leucinas (LRR,
Leucine Rich Repeat), los cuales pueden estar acompafiados de un dominio TIR (To//
Interleukin protein) en su extremo N-terminal (Dangl y Jones, 2001). Aprovechando la
presencia de dominios conservados en las proteinas de resistencia, ha sido posible di-
sefar primers degenerados complementarios a las secuencias de ADN correspondientes
a estos dominios y de esta forma aislar Genes Candidatos de Resistencia (GRC; Meyers
et al., 1999). Esta estrategia ha revelado ser muy til como un primer paso hacia la
identificacién de genes de resistencia. Muchos de estos GRCs se encuentran agrupados
en el genoma tal y como ocurre con los genes de resistencia y colocalizan con loci de
resistencia o con QTLs asociados a la resistencia a diferentes patégenos. Este Gltimo
hecho sugiere que los genes de resistencia de tipo cuantitativo y cualitativo pueden
mostrar caracteristicas estructurales comunes (Lépez et al., 2003a). Una estrategia
similar ha sido empleada en yuca para identificar GRCs en yuca (Lépez et al., 2003b).
Primers degenerados complementarios a los dominios TIR y NBS presentes en varias
proteinas de resistencia fueron disefiados. Dos GRCs de tipo TIR y 10 de tipo NBS
fueron de esta forma identificados. Andlisis de secuencia de los 10 GRCs de tipo NBS
permitieron agruparlos en dos clases. Andlisis de southern-blot y de screening sobre una
libreria BAC (Bacterial Artificial Chromosome) permitieron entender de una forma mads
detallada la organizacién estructural de los GRCs en el genoma de la yuca (LSpezetal.,
2003b). Estos analisis mostraron que todos los GRCs en yuca son genes de baja copia
o de copia tnica, excepto uno de ellos (RCa6) que representa una familia multigénica
grande y diversa. La secuenciacién parcial de un clon BAC (B11ES) obtenido con el
RCab y el cual posee cinco copias de NBS, permitié la identificacién de dos GRCs
completos (Lépez et al., 2003b). Los andlisis de mapeo permitieron ubicar dos BACs
que poseen NBS en el grupo de ligamiento E y cuatro en el grupo de ligamiento J. En
el grupo de ligamiento | se pudo establecer la presencia de una regién que posee al
menos 15 secuencias de tipo NBS. Desafortunadamente hasta el momento ningdin
QTL asociado a la resistencia ha sido identificado en esta regién (Lépez et al., 2003b).
Estos estudios han puesto en evidencia la necesidad de obtener mas datos fenotipicos
de resistencia, a otras cepas de Xam o a otros patégenos, para poder establecer asocia-
ciones entre genes candidatos y regiones genémicas implicadas en resistencia. Si bien
los QTLs detectados por Jorge et al. (2000; 2001), empleando cinco cepas de Xam,
representan un paso importante en la identificacién de regiones genémicas implicadas
en la resistencia, dada la gran diversidad observada en las poblaciones de Xam, estas
regiones genémicas detectadas solo cubren una parte parcial del genoma de la yuca
implicado en |a resistencia a la bacteriosis. Mds recientemente, datos adicionales de
QTLs asociados a dos cepas de Xam, permitieron la identificacion de un nuevo QTL
asociado a la resistencia a la cepa CIO151 en el grupo de ligamiento U. El marcador
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responsable de este QTL corresponde a un BAC que contiene un GRC de tipo NBS
(B39P22). La resistencia explicada por este QTL es de 62%, lo que sugiere la presencia
de un gen mayor en este clon BAC. Adicionalmente pone de manifiesto que el aumento
de datos fenotipicos permitird establecer asociaciones entre los genes candidatos
previamente aislados y regiones gendmicas de yuca asociadas a la resistencia.

Utilizando primers generados a partir del gen de resistencia Xa21 de arroz, el cual
confiere resistencia a Xanthomonas oryzae pv. oryzae, ha sido posible la identificacion de
un fragmento de yuca que presenta un grado de similitud alto con dicho gen. Este
fragmento se encuentra ligado a un QTL y que explica 13% de la resistencia a la cepa
CIO136 de Xam (Jorge et al., 2000). A partir de un clon BAC obtenido empleando este
fragmento como sonda, el gen completo ha sido secuenciado y ha sido llamado
RXam1 (Resistance to Xam 1). Los anlisis de secuencia y estudios de expresién de
RXam1 entre un cultivo sensible y uno resistente ha permitido identificar: i) la presen-
cia de codones de parada en el gen procedente del cultivo sensible; ii) un marco
abierto de lectura en el gen proveniente del cultivo resistente; iii) la expresion de
RXam1 es inducida 72 horas post-inoculacién con la cepa CIO136 en el cultivo resis-
tente y iv) el gen no es expresado en el cultivar sensible. Todos estos datos sugieren
que la proteina codificada por el gen RXam1 estd implicada en la resistencia a la cepa
ClO136 de Xam. La validacién funcional mediante silenciamiento génico o por trans-
formacién permitira definir el rol de este gen en la resistencia a la bacteriosis.

La identificacién de GRCs provee una herramienta valiosa en los programas de selec-
cién asistida por marcadores. Se constituye, ademés, en el primer paso hacia la identi-
ficacién de genes de resistencia que podran ser transferidos a cultivos de yuca sensi-
bles. La posibilidad de poseer un repertorio importante de genes de resistencia permite
pensar en desarrollar programas de piramidaje de genes y la introduccién simultdnea
de varios de ellos mediante transformacién con miras a generar una resistencia durable
y de amplio espectro.

OTROS GENES IMPLICADOS EN LA RESPUESTA DE DEFENSA:

LA GENOMICA DE YUCA HACE SU APARICION

Después del reconocimiento del patégeno, mediado directa o indirectamente por las
proteinas de resistencia, otros genes involucrados en la respuesta de defensa son acti-
vados (Dixon y Harrison, 1990). Dentro de los eventos que tienen lugar posterior a di-
cho reconocimiento se encuentra la HR, que es un tipo de muerte celular programada
cuyo objetivo es restringir la multiplicacién del patogeno (Hammond-Kosack y Jones,
1996). Otra serie de eventos tienen lugar, tales como el estallido oxidativo mediado
por especies de oxigeno reactivas, la activacion de varias proteinas quinasas, el flujo de
iones y la activacién de genes que codifican proteinas con actividad antimicrobiana
(Martin et al., 2003). Dado el repertorio amplio de genes con funciones tan diversas,
estrategias como el empleo de primers degenerados no son adecuadas para identificar
este tipo de genes en especies vegetales poco estudiadas. Los desarrollos recientes
hechos en el drea de la genémica (secuenciacion de genomas enteros, desarrollo de co-
lecciones de ESTs, (Expressed Sequence Tags), andlisis de transcriptoma) hacen posible la



34 Revisién - Limitaciones de la bacterioris vascular de yuca: nuevos avances. Ldpez et al.

identificacién de este tipo de genes en plantas como la yuca. Hace seis afios comenzo
un programa de investigacién que ha permitido el inicio de la genomica en yuca, el cual
incluye el desarrollo de una coleccién de ESTs y la explotacién de esta informacion a
través de la construccién de un microarreglo de yuca.

Los ESTs son fragmentos cortos de ADN generados a partir de la secuenciacién de uno
o ambos extremos de los clones de una libreria de ADNc (ADN complementario). Los
ESTs representan fragmentos de un gen expresado bajo ciertas condiciones particu-
lares (Rudd, 2003). Para el desarrollo de la coleccién de ESTs en yuca, se emplearon
cinco cultivos contrastantes en cuanto a caracteristicas de resistencia a la bacteriosis
(cultivos sensibles, tolerantes y resistentes) e igualmente en cuanto a su contenido de
materia seca (almidén). En total se desarrollaron 12 librerias de ADNc. Cuatro de es-
tas librerfas se obtuvieron por procedimientos estdndar. Las ocho librerias restantes
fueron sustractivas (Lopez et al., 2004). Un total de 11.954 secuencias de alta calidad
fueron generadas y varios andlisis bioinformdticos se desarrollaron. Las secuencias
generadas han sido depositadas en la base de datos de genes de disposicién publica
(GenBank) y representan el 90% de las secuencias disponibles en yuca. El total de
11.954 ESTs generados fueron ensamblados en un set unigen de 5.700 secuencias
dnicas, comprendiendo un total de 1.875 contigs (secuencias sobrelapantes y/o repe-
tidas, -9.218 ESTs-) y 3.825 singletones (Lépez et al., 2004). Los ESTs fueron agrupa-
dos en categorias funcionales segun el esquema del consorcio Gene Ontology (The Gene
Ontology Consortium, 2000). Dentro de las funciones moleculares, las categorias mds
representadas fueron las de unién a dcidos nucleicos (10%) y de actividades hidrolasa
y transferasa (9 y 6% respectivamente). En la categoria de metabolismo se agruparon
977 secuencias y en la de crecimiento/mantenimiento celular 406 ESTs (Lépez et al.,
2004). Un total de 16% de las secuencias de yuca no presentaron similitud con ninguno
de los productos proteicos predichos de otras especies vegetales tales como Arabidopsis,
soya, tomate, papa y Medicago y pueden representar genes potenciales especificos de
yuca. De la coleccién total de ESTs, se identificaron 1.613 secuencias presentes sola-
mente en las librerias inoculadas con Xam, y pueden representar genes potencialmente
implicados en la respuesta de defensa a la bacteriosis. Dentro de estos ESTs se
encontraron similitudes con genes previamente implicados en la respuesta de defensa
tales como genes de resistencia, factores de transcripcién de tipo WRKY, quitinasas,
peroxidasas y quinasas entre otros (Lopez et al., 2004). Estos anélisis muestran la
importancia de la coleccién de ESTs como un medio para identificar genes candi-
datos implicados en resistencia a enfermedades, asi como también en otras carac-
teristicas biolégicas de interés.

Las colecciones de ESTs son también una fuente importante de marcadores mo-
leculares que pueden ser empleados por ejemplo en estudios de mapeo. La ventaja de
los ESTs como marcadores moleculares es que permiten establecer una asociacién
directa entre el marcador y una caracteristica dada, cosa que no ocurre con la mayo-
rfa de marcadores moleculares que son de tipo “anénimo”, es decir no se conoce su
secuencia o si se conoce, ella no corresponde, en la mayoria de los casos, a una regién
codificante. La coleccion de ESTs ha sido explotada para buscar microsatélites o
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repeticiones simples (SSR). Este tipo de marcador es altamente polimérfico y ha sido
extensamente empleado en estudios de diversidad, filogenia y en mapeo genético.
La dificultad con los microsatélites es que su identificacién requiere la construccidn
de librerias enriquecidas en SSR. Sin embargo, con el desarrollo de colecciones de
ESTs ha sido posible identificar microsatélites en algunos ESTs. Dentro de la coleccidn
de ESTs de yuca se encontraron 530 ESTs que posefan SSRs, de estos fue posible
disefiar primers para 51 de ellos y 22 mostraron ser polimérficos entre los parentales
de yuca y pudieron asf ser mapeados. En total se detectaron 21 loci de SSRs dis-
tribuidos en 15 grupos de ligamiento. De esta forma el mapa genético de yuca se ha
enriquecido con microsatélites de tipo ESTs que representan secuencias codificantes.
Lo interesante es que algunos de los ESTs que poseen SSRs presentan similitudes con
proteinas implicadas en respuestas de defensa, tales como factores de transcripcién
de tipo WRKY, dedos de zinc y con la protefna MLO que estd implicada en la defensa
de cebada al hongo Erysiphe graminis f. sp. hordei.

La interaccién entre plantas y patégenos produce la activacién de una cascada de
sefializacién que implica la expresién/represion de muchos genes. En los tltimos afios
se han desarrollado tecnologias nuevas para el estudio de cambios en la expresion
génica durante la infeccién. En particular, la técnica de cDNA-AFLP ha sido empleada
para la identificacién de secuencias inducidas durante la infeccion y una estrategia
similar ha sido empleada para identificar genes expresados diferencialmente en plan-
tas de yuca infectadas con Xam (Santaella et al., 2004). Siguiendo esta estrategia, se
obtuvieron aproximadamente 3.600 fragmentos diferenciales a lo largo del periodo
de infeccién (de 12 horas a 30 dias post-inoculacién). De estos 3.600 fragmentos,
340 fueron aislados, clonados y secuenciados. Estas secuenciadas fueron agrupadas
en 26 contigs y 194 singletones, representando un set de 220 secuencias Unicas. Las se-
cuencias obtenidas se agruparon 2n categorfas funcionales dentro de las cuales las
mds representadas fueron metabolismo, transduccién de sefiales, defensa a enferme-
dades y regulacién de la transcripcién. Dentro de la categorfa defensa a enfermedades
se encontraron genes con similitud a proteinas de choque térmico, proteinas de resis-
tencia de tipo NBS, proteinas de defensa o proteinas implicadas en el estallido oxida-
tivo (dioxigenasa y glutatién-S-transferasa). La expresion diferencial de estos genes
fue confirmada mediante andlisis de QRT-PCR (Santaella et al., 2004). Este trabajo
ha permitido demostrar una vez més la complejidad de la respuesta de defensa en el
patosistema yuca-Xam, representado por cambios importantes en la expresién de va-
rios genes. Falta determinar si los cambios en la expresién de estos genes es conse-
cuencia directa del proceso infectivo o corresponde a efectos pleiotrépicos producto
de la presencia del agente patégeno. La técnica de cDNA-AFLP es bastante sensible
y permite la deteccién de cambios en la expresion de genes aunque sus niveles de
expresion sean muy bajos, por lo cual representa una fuente novedosa de ESTs.

DESARROLLO DEL PRIMER MICROARREGLO DE YUCA

El desarrollo de una coleccién de ESTs constituye un gran recurso para el estudio de
expresién global de genes. En particular, ESTs que son impresos sobre ldminas de vi-
drio (microarreglos) han sido empleados para examinar la respuesta de cientos o
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miles de genes de manera simultdnea. En plantas, los microarreglos de ADNc han
sido usados para estudiar las respuestas frente al estrés abiético (Thimm etal., 2001)
y han mostrado ser de gran utilidad para revelar nuevos mecanismos en el estudio de
interacciones plantas-microorganismos (Ramonell y Somerville, 2002).

A partir de la informacién generada a través de la coleccién de ESTs ha sido posible la
construccién del primer microarreglo en yuca. Este microarreglo fue utilizado para
estudiar los cambios en la expresién de los genes a diferentes tiempos en el caso de una
interaccién incompatible (resistencia), para lo cual se emple6 el cultivar MBra685 y la
cepa de Xam ClIO151 (Lépez et al., 2005a). Para la construccién del microarreglo, los
insertos amplificados por PCR de cada uno de los 5.700 clones representativos del set
unigen fueron impresos en laminas de vidrio. Para evaluar la cinética de expresion el
material vegetal fue colectado a 12, 24 y 48 horas post-inoculacién (hpi) y 7y 15 dias
post-inoculacién (dpi). Un total de 199 genes fueron identificados cuya expresién
varié significativamente entre plantas inoculadas con el patégeno y plantas sanas.
De estos 199 genes 123 mostraron una induccién en su nivel de expresién y 73 de
ellos fueron reprimidos. La proporcién de genes diferencialmente expresados es baja
y constante durante las primeras 48 hpi pero incrementa considerablemente a 7 dpi
antes de disminuir a los 15 dpi (Lépez et al., 2005). De los 199 genes expresados
diferencialmente, 155 mostraron similitud con las proteinas presentes en las bases de
datos (GenBank). Algunos de estos codifican para proteinas que han sido reportadas
previamente como importantes en los mecanismos de defensa. Dentro de estos se en-
cuentran proteinas implicadas en el refuerzo de la pared celular, asociados con el es-
trés oxidativo (peroxidasas, peroxidasas catiénicas y glutatién-S-transferasa), con la
degradacion proteica (proteasas, ubiquitina) y factores de trascripcién de respuesta
al etileno, entre otros. Dentro de los genes que se encontraron reprimidos, estin bési-
camente genes que codifican para proteinas relacionadas con procesos fotosintéticos
(proteina de unién a la clorofila a/b; Lépez et al., 2005). Reportes previos han puesto
igualmente en evidencia la desregulacién de genes implicados en la fotosintesis. Muy
probablemente en presencia del patégeno las plantas dirigen los recursos energéticos
hacia la expresiéon de la defensa en detrimento de la fotosintesis. Los resultados
globales obtenidos por microarreglos fueron confirmados mediante RT-PCR en tiem-
po real. El patrén de expresién (induccién o represién) fue conservado para todos los
genes usando los dos métodos, aunque el nivel de expresién fue siempre mayor me-
diante RT-PCR.

Ocho de los genes que mostraron ser expresados diferencialmente por microarreglos
en el caso de la reaccién incompatible fueron estudiados por RT-PCR en el caso de
una reaccién compatible (enfermedad). Para esto se utilizé el cultivar MCol1522 el
cual es sensible a la cepa de Xam CIO151. La mayoria de ellos (seis) fueron igualmente
inducidos pero a un tiempo mds tardio, en la mayoria de los casos solo 15 dpi. Los
dos restantes mostraron una induccién similar tanto en el cultivar resistente como en
el sensible pero solo a 7 dpi (Lépez et al., 2005). Estos resultados confirman las ob-
servaciones previas obtenidas por anilisis de citoquimica que indican que los meca-
nismos de defensa son similares entre cultivos sensibles y resistentes de yuca. La
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diferencia entre ellos es que en el caso de los cultivos resistentes estos mecanismos
tienen lugar a etapas mas tempranas y se desencadenan més rapidamente. De manera
similar se ha sugerido que los genes implicados en las interacciones compatibles, in-
compatibles o de tipo no hospedero son los mismos y que las diferencias en estos
tipos de interaccién esta determinada por la velocidad y magnitud a la cual estos
genes son expresados (Tao et al., 2003).

Los analisis de microarreglos generan una cantidad importante de informacién,
dentro de la cual se pueden identificar cientos o miles de genes candidatos. El siguien-
te paso es la validacién de estos genes mediante estrategias de genémica funcional.
Actualmente una de las mejores vias para la validacién de cientos de genes es me-
diante silenciamiento génico mediado por infeccién viral (VIGS, Virus Induced Gene
Silencing; Lu et al., 2003). En esta estrategia un vector viral es construido conteniendo
el gen cuya funcién quiere ser estudiada. La inoculacién de la planta con el virus
produce una “reaccién de defensa” que induce el silenciamiento del gen que ha sido
introducido en el virus. Esta estrategia ha sido recientemente adaptada en yuca
(Fofana et al., 2004), sin embargo la validacién de los cerca de 200 genes obtenidos
por anélisis de microarreglos es auin bastante dispendiosa y toma tiempo. Por esta ra-
z6n es necesario reducir el nimero de genes candidatos que seran estudiados en pro-
fundidad. La pregunta que surge, es ;qué estrategia emplear para reducir el nimero
de genes candidatos? ¢cudles de ellos deben privilegiarse para estudios posteriores?
La respuesta parcial a estas preguntas puede estar en un primer andlisis de mapeo. Los
genes candidatos pueden ser mapeados buscando establecer asociacién con regiones
genémicas (QTLs) implicadas en la resistencia. De esta forma se seleccionarfan tnica-
mente aquellos que colocalicen con QTLs. Adicionalmente, la colocalizacién daria un
argumento adicional que apoyaria el papel de estos genes en la respuesta de defensa.
Siguiendo este plan estratégico se evalué la posibilidad de mapear varios de los ESTs
considerados como genes candidatos y que muestran similitud con genes previamente
implicados en la respuesta de defensa y algunos que mostraron expresion diferencial
por anélisis de microarreglos. Se emplearon diferentes estrategias para detectar po-
limorfismos entre los dos parentales empleados en la construccién del mapa genético
de yuca (RFLPs, SNP-CAPs y primers alelo especificos). El nivel de polimorfismo obser-
vado no fue muy alto, y de un total de 111 ESTs que pudieron ser mapeados 11 de
ellos. Desafortunadamente ninguno de ellos colocalizé con los QTLs previamente
identificados. Sin embargo, es necesario tener en cuenta la relativa poca informacién
de datos fenotipicos, como ya se ha mencionado anteriormente. Esta estrategia es una
via importante para reducir el nimero de genes a validar y permite ademds un enri-
quecimiento de marcadores codificantes en el mapa genético de yuca. Se ha estable-
cido que la frecuencia de SNPs en las regiones 3'UTR de los ESTs es mucho mayor que
en las secuencias codificantes, por esta razén, se ha recomendado secuenciar las
extremidades 3'UTR de estos ESTs como una via para obtener un mayor nivel de poli-
morfismo y asi mayor éxito en los estudios de mapeo.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS
En los ultimos 15 afios se han llevado a cabo importantes esfuerzos encaminados a
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una mejor comprensién del cultivo de la yuca y en particular sobre los mecanismos de
defensa de la yuca frente a la bacteriosis vascular, una enfermedad que reduce signifi-
cativamente su produccién. Diferentes estudios se han realizado sobre los dos prota-
gonistas del patosistema yuca-Xam. Del lado del patégeno, se ha podido estudiar la
diversidad poblacional, los cambios en la estructura de las poblaciones, se han iden-
tificado haplotipos y patotipos. Igualmente se han desarrollado herramientas que
permiten un adecuado diagnéstico y deteccién de la bacteria con miras a asegurar la
liberacién de plantas sanas. Genes de patogenicidad como pthB y otros genes can-
didatos han sido identificados en Xam. Los recursos genémicos desarrollados en otras
especies de Xanthomonas permitirdn la identificacién de nuevos genes candidatos de
patogenicidad en Xam. Actualmente se posee informacién de la secuencia del genoma
completo de otras especies de Xanthomonas: Xanthomonas axonopodis pv. citri, Xanthomonas
campestris pv. campestris y Xanthomonas oryzae pv. oryzae (da Silva et al., 2002; Lee et al.,
2005). A pesar de ocasionar distintas enfermedades y poseer rangos de hospedero
diferentes (citricos, pimentén y arroz respectivamente), las tres bacterias poseen un
alto grado de similitud, compartiendo casi el 80% de los genes. Ademas el orden de
los genes en el genoma es altamente conservado dentro de cada uno de los respecti-
vos cromosomas (da Silva etal., 2002; Lee et al., 2005). Dentro de los genes conserva-
dos se encuentran aquellos implicados con el sistema de secrecién y algunos genes
implicados en patogenicidad (da Silva et al., 2002; Lee et al., 2005). El alto grado de
similitud a nivel de genes y genomas entre estas tres especies de bacterias, permitird
desarrollar estrategias basadas en bioinformadtica y disefio de primers conservados
para identificar genes candidatos de patogenicidad en Xam. De igual manera los estu-
dios de mutaciones mediadas por transposones permitirdn esclarecer la funcién de
estos genes (Holeva et al., 2004). Sera importante también determinar si las proteinas
de patogenicidad candidatas dependen del TTSS para ser liberadas al interior de la
célula vegetal. La construccién de proteinas efectoras candidatas en fusién traduc-
cional con el dominio adenilato ciclasa dependiente de calmodulina (CyA) permitira
estudiar su secrecién y sugerir asi un rol en patogenicidad (Sory et al., 1995). De igual
manera andlisis de expresion de genes mediante microarreglos de Xam facilitardn la
identificacién de genes que son importantes en la interaccién de la bacteria con la
planta. Actualmente existe una “primera generacién” de microarreglos de Xam y se
espera contar en poco tiempo con nuevos genes candidatos para asf evaluar la expre-
sién de estos genes durante la infeccién. Esfuerzos estdn siendo dirigidos para crear
un consorcio que permita establecer la secuencia completa del genoma de Xam a tra-
vés de un proyecto colaborativo entre investigadores e institutos de Colombia y Fran-
cia, a partir de los recursos e informacién obtenida de la secuencia de otras especies
de Xanthomonas. La secuenciacién del genoma completo permitira identificar genes
implicados en patogenicidad, asi como efectores candidatos que podrén ser valida-
dos por estrategia de gendmica funcional.

Del lado de la planta, son varios los progresos que se han realizado encaminados a
conocer los mecanismos de resistencia de la yuca frente a la bacteriosis vascular. Los
primeros estudios citoquimicos revelaron los mecanismos implicados en la resistencia.
En los dltimos arios los recursos generados a través de la biologfa molecular y mds re-



Acta Bioldgica Colombiana, Vol. 115, 2006 39

cientemente de la genémica y la bioinformética han permitido identificar varios de los
genes implicados en este proceso. Se ha podido establecer asi cuales son los genes que
pueden estar actuando como respuesta a los fenémenos observados a través de los es-
tudios de microscopia. Actualmente se cuenta con un niimero importante de genes
candidatos. Aunque hasta el momento no ha sido identificado, clonado y caracterizado
el primer gen de resistencia en yuca, los andlisis de QTLs han permitido la identificacién
de varias regiones gendmicas implicadas en la resistencia, y también se cuenta con un
nimero importante de genes de resistencia candidatos. _a validacién de estos genes a
través de estrategias como VIGS permitird establecer claramente su papel en la resisten-
cia. Posteriormente los estudios de transformacion permitirdn generar variedades de
yuca resistentes a cepas especificas de Xam o de amplio espectro, las cuales podran ser
adaptadas por los productores y consumidores. Actualmente una propuesta liderada
por Claude Fauquet del ILTAB/Donald Danforth Plant Science Center (St. Louis, Estados
Unidos) y de Joe Tohme del CIAT ha sido aceptada por el Departamento de Energia de
Estados Unidos para iniciar la secuenciacién del genoma de la yuca, que fue anunciada
en julio de 2006 (http://www.jgi.doe.gov/sequencing/cspseqplans2007.html). La dis-
posicién de la secuencia del genoma entero de yuca prevista para dos afios, generara
una cantidad de informacién valiosa que podra ser usada para la identificacién de
otros genes asi como en estudios sobre expresién global (a través de microarreglos)
y la identificacién de las regiones reguladoras de estos genes. Una alternativa para
identificar genes implicados en la resistencia y para profundizar sobre los mecanismos
de resistencia de la yuca, al mismo tiempo que entender los mecanismos de patogeni-
cidad de Xam, es el empleo de la tecnologia de doble hibrido. Es claro que la interac-
cién entre una planta y un patégeno implica interacciones entre las proteinas de los
dos protagonistas. Dichas interacciones pueden ser estudiadas a través del sistema
doble hibrido. De esta forma, utilizando por ejemplo el gen pthB como “presa” se
podrén identificar las proteinas dle yuca que interactian con la proteina PthB. De
manera similar empleando proteinas de resistencia candidatas (el dominio LRR o la
proteina entera) como “presa”, se podran identificar otras proteinas de la planta o
del patégeno que interactian con ellas. Este tipo de estudios dardn grandes luces
sobre los complejos proteicos y su funcién durante las interacciones planta-patégeno.

A pesar de la importancia de la yuca como cultivo de “seguridad” alimentaria, son
relativamente pocos los esfuerzos dirigidos a entender mejor su biologfa con miras a
aumentar su produccién. Por esta razén, la yuca ha sido considerada como un cultivo
huérfano. Avances importantes se han realizado en otros cultivos como arroz, papa,
tomate, maiz o trigo en donde los grupos de investigacién son abundantes y los
recursos financieros para el desarrollo de la investigacién son considerables. Para los
pafses desarrollados la yuca no representa un cultivo de interés, dado que la yuca no
es producida ni consumida en dichos paises. Muchos de los avances hechos en el
estudio de la bacteriosis vascular de la yuca descritos en esta revision fueron desarro-
llados en colaboracién entre el CIAT (Cali, Colombia) y el IRD (Institut de Recherche
pour le Developpement) de Francia. Desafortunadamente hace cinco afios el IRD decidié
concluir con el programa de investigacién en yuca. En este contexto, los desarrollos
tecnolégicos en yuca deben ahora venir de los paises que la producen y para los cuales
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la yuca representa potencialmente una entrada econémica importante. Colombia
hace parte de dichos paises. Desafortunadamente en Colombia, como en la mayoria
de los paises productores de yuca, el cultivo es de subsistencia, es desarrollado por
pequefios productores latifundistas y estos no se encuentran organizados en asocia-
ciones o federaciones, lo que dificulta conseguir financiacién para adelantar proyec-
tos de investigacién que conduzcan a mejorar la produccién de yuca. El primer esfuer-
zo encaminado a organizar los productores de yuca en un consorcio es CLAYUCA
(Consorcio Latinoamericano y del Caribe de apoyo a la investigacién y al desarrollo
de la yuca). Quizas con la posibilidad de producir etanol como biocombustible a
partir de la yuca se impulse el cultivo de la yuca y los productores se organicen, lo que
promoveria no solo la produccién sino también el desarrollo de la investigacién y la
transferencia de tecnologia para este cultivo. Actualmente la yuca se encuentra en una
posicién privilegiada para el desarrollo de investigacién. Se cuenta con la suficiente
informacién y las herramientas necesarias (incluyendo varias de tipo genémica) para
poder desarrollar en un relativo corto periodo de tiempo nuevas variedades de yuca
resistentes a la bacteriosis vascular, lo que redundaria en ultimas en mayores niveles
de produccién. Una mayor inversién del estado, al mismo tiempo en proyectos co-
laborativos entre la empresa privada y la academia, acompafiado de un didlogo mas
cercano entre cientificos y productores permitird cumplir este objetivo. El campo de
las interacciones plantas-patégenos continta en una dindmica de desarrollo cien-
tifico y tecnolégico importante, lo que nutrird de manera permanente el estudio del
patosistema yuca-Xam y por qué no pensar que el conocimiento generado en este pa-
tosistema contribuya de igual manera a desarrollar nuevos modelos en patologia
vegetal. Esperemos que en los afios que vienen la yuca se imponga como un producto
vital para el desarrollo econémico de los paises productores y que los proyectos
investigativos logren aplicar sus excitantes innovaciones para resolver los problemas
de los productores de yuca en el mundo.
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