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Variabilidad alélica en genes candidatos y su asociacién con la
respuesta de defensa a la bacteriosis vascular en yuca (Manihot
esculenta Crantz)

Resumen

La yuca, Manihot esculenta Crantz, es un cultivo indispensable para la seguridad
alimentaria en paises del tropico. Su produccidon se ve amenazada por diversas
enfermedades, de las cuales la bacteriosis vascular de la yuca (CBB por Cassava Bacterial
Blight) es una de las mas limitantes. La CBB es causada por Xanthomonas phaseoli pv.
manihotis (Xpm), un patégeno presente en todos los paises donde se cultiva yuca. La
siembra de materiales resistentes es la estrategia mas efectiva para la mitigacion de la
enfermedad. Por ende, es necesaria la exploracion y profundizacién de las bases
genéticas responsables de la resistencia. El propdsito de este trabajo fue asociar la
variabilidad alélica en genes candidatos (GCs) de resistencia con la respuesta fenotipica
frente a la infeccion por Xpm, empleando un enfoque de mapeo por asociacion. El panel
de estudio estuvo compuesto de 107 cultivares (genotipos) de yuca colectados en
Colombia, junto a 60444, un cultivar de origen africano previamente reportado como
susceptible. Los GCs fueron seleccionados con base en una busqueda de literatura
enfocada en Xpm681, la cual incluyé a) genes con expresioén diferencial entre plantas
inoculadas vs no inoculadas y b) genes que co-localizan con loci de caracteres
cuantitativos (QTLs, Quantitative Trait Loci) asociados con resistencia a CBB. Los
polimorfismos de nucleétido unico (SNPs, Single Nucleotide Polymorphisms) dentro de
estos genes fueron identificados mediante genotipificacion por secuenciacion (GBS por
Genotyping By Sequencing). Para evaluar la asociacion estadistica entre los SNPs y la
respuesta fenotipica, se empled un modelo lineal mixto (MLM) que incorporé la estructura
poblacional y la relacion de parentesco. Cinco SNPs ubicados en cinco GCs estuvieron
significativamente asociados con la resistencia (LOD > 3.0). De los GC asociados, se

destacan especialmente los genes Manes.15G053800y Manes.16G020100, que codifican
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una proteina con dominio SWI/SNF y un transportador de azucar, relacionados

previamente con resistencia en otros patosistemas.

Palabras claves: resistencia cuantitativa, CBB, SNP, modelo lineal mixto (MLM).



Resumen y Abstract IX

Allelic variability in candidate genes and its association with

defense response to Cassava Bacterial Blight

Abstract

Cassava (Manihot esculenta Crantz) is an essential crop for food security in tropical
countries. Its production is threatened by various diseases, among which Cassava Bacterial
Blight (CBB) is one of the most limiting. CBB is caused by Xanthomonas phaseoli pv.
manihotis (Xpm), a pathogen presents in all countries where cassava is cultivated. Planting
resistant varieties is the most effective strategy for disease mitigation. Therefore, exploring
and deepening the understanding of the genetic basis underlying resistance is necessary.
This study aimed to associate allelic variability in candidate resistance genes (CGs) with
phenotypic response to Xpm infection, using an association mapping approach. The panel
of genotypes included 107 cassava cultivars collected in Colombia, along with 60444, a
cultivar of African origin previously reported as susceptible. CGs were selected based on a
literature review focused on Xpm681, which included: a) genes with differential expression
between inoculated and non-inoculated plants and b) genes located in quantitative trait loci
(QTLs) associated with resistance to CBB. Single-nucleotide polymorphisms (SNPs) within
these genes were identified using genotyping-by-sequencing (GBS). To evaluate the
statistical association between SNPs and phenotypic response, a mixed linear model
(MLM) was employed, incorporating population structure and kinship. Five SNPs located in
five CGs were significantly associated with resistance (LOD > 3.0). Among the associated
GCs, the genes Manes.15G053800 and Manes.16G020100—which encode a SWI/SNF
domain-containing protein and a sugar transporter, respectively—stand out for their prior

association with resistance in other pathosystems.

Keywords: quantitative resistance, CBB, SNP, mixed linear model (MLM).
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Introduccion

La yuca, Manihot esculenta Crantz, es un cultivo tradicional de subsistencia en los paises
del trépico, donde representa la dieta principal para mas de 800 millones de personas (Xiao
et al., 2025). Ademas, presenta varios rasgos agronomicos de interés, entre los que se
destacan su potencial para tolerar largos periodos de sequia, capacidad para crecer en
suelos pobres y acidos, alta compatibilidad con otros cultivos y tiempo flexible de cosecha
(Hillocks & Thresh, 2002). Todo lo anterior, la ha catalogado como uno de los cultivos mas
resilientes frente al cambio climatico y resalta su importancia en la seguridad alimentaria

de las préximas décadas (Pushpalatha & Gangadharan, 2020).

El cultivo de yuca se ve amenazado por varias enfermedades, de las cuales la bacteriosis
vascular (CBB, Cassava Bacterial Blight) es una de las mas limitantes (Zarate-Chaves et
al., 2021a). Esta enfermedad es causada por Xanthomonas phaseoli pv. manihotis (Xpm),
una bacteria Gram negativa presente en todos los paises donde se cultiva yuca (Fanou et
al., 2017; Zarate-Chaves et al., 2021a). La CBB es una enfermedad sistémica que incluye
sintomas como la produccién de exudados en el tallo, la decoloracién de nervaduras y el
marchitamiento de las hojas, que pueden llevar a la muerte de la planta y la pudricion de
la raiz (Zarate-Chaves et al., 2021a). La incidencia y severidad de la enfermedad son
altamente variables entre materiales vegetales y dependen de las condiciones
ambientales, siendo la alta humedad y la precipitacion el escenario perfecto para su

desarrollo (Toure et al., 2020).

No existe un tratamiento quimico, fisico o biolégico que sea totalmente eficaz y viable para
aplicar en cultivos de yuca susceptibles a CBB (Fanou et al., 2017). Sin embargo, algunas
propuestas in vitro incluyen el lavado con etanol absoluto, el tratamiento térmico con agua
o aire caliente a 60°C y la aplicacion de radiacion ultravioleta en semillas vegetativas
(Fanou & Wydra, 2015). Dado que, la mayoria de la propagacion de yuca se realiza por

esquejes y no por semilla sexual, las mejores opciones de control para la enfermedad son
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la siembra de material libre de patégenos y el aprovechamiento de la resistencia natural
de las plantas para el desarrollo de plantas resistentes (Soto et al., 2017). Para esto, es
necesaria la identificacion, validacién e incorporacion de variantes alélicas que confieran
resistencia a la enfermedad, en los programas de mejoramiento genético. Lo anterior
permitird brindar opciones de proteccion efectiva al cultivo de yuca, en conjunto con la

implementacién de estrategias dirigidas a profundizar en el conocimiento del patosistema.

La resistencia a la CBB ha sido descrita como cuantitativa (QR, Quantitative Resistance) y
cepa especifica (Soto et al., 2017). Como cualquier otro rasgo cuantitativo, la resistencia a
la CBB muestra una variacién continua de los fenotipos en respuesta a la infeccion, que
se han cuantificado por décadas a través del area bajo la curva del progreso de la
enfermedad (AUDPC, Area Under Disease Progress Curve) (Jorge et al., 2000; Restrepo
et al., 2000; Truijillo et al., 2014; Soto et al., 2017).

Se han propuesto varios enfoques para el estudio de la resistencia a la CBB, entre los
cuales se destacan la identificacion de QTLs frente a varias cepas de Xpm y en
multiambientes (Fanou & Wydra, 2018) asi como los andlisis de expresion diferencial entre
materiales de yuca resistentes y susceptibles (Lopez et al., 2004: Gémez-Cano et al., 2019;
Ramirez et al., 2020). A la fecha se han reportado alrededor de 100 QTL asociados con la
resistencia a la bacteriosis vascular y explican porcentajes variables de la respuesta
fenotipica (Wydra et al., 2004; Soto et al., 2017; Zarate-Chaves et al., 2021). En conjunto,
los estudios de expresion génica y mapeo de QTL han reportado cientos de genes
candidatos. Si bien es posible incorporar muchos de ellos en programas de mejoramiento
mediante seleccion asistida por marcadores sin validacién funcional directa, lo ideal es
validar su funcion biolégica para aumentar la precision y eficacia de su aplicacion, ademas

de conocer su rol funcional dentro del patosistema (Soto et al., 2017).

El propdsito de este trabajo fue caracterizar la variabilidad alélica de genes candidatos de
defensa a la bacteriosis vascular previamente identificados y, asociarla con la respuesta
fenotipica a la infeccién por Xpm en cultivares de yuca colombiana. Para esto se empled
un panel de 107 cultivares (genotipos) de yuca colectados en varios departamentos del
pais y el cultivar susceptible 60444, los cuales fueron inoculados con Xpm681 bajo
condiciones de invernadero. Ademas, se identificaron SNPs en mas de mil genes

candidatos de resistencia a CBB. Estos datos fueron utilizados para la construccién de un
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modelo lineal mixto (MLM) de asociacion SNP-fenotipo, hallando asociaciones
significativas en cinco GCs. Los resultados obtenidos proporcionan informacion sobre las
bases genéticas de la resistencia a la CBB, contribuyen a la identificacién de fuentes
naturales de resistencia en cultivares la yuca colombiana y ofrecen un punto de partida

para priorizar GCs para futuras validaciones funcionales.






Marco tedrico

1.1 La yuca y su importancia en el trépico

La yuca (Manihot esculenta Crantz) pertenece a la familia Euphorbiaceae, la cual
cuenta con mas de 7.200 géneros que se caracterizan por la presencia de vasos
laticiferos y se constituyen como una de las familias con mayor diversidad quimica
y variedad de usos (Ceballos & de la Cruz, 2002; Carter, 2023). Dentro de esta
familia, la yuca se ubica en la subfamilia Crotonoideae, tribu Manihotae y género
Manihot (Amelework & Bairu, 2022). El género Manihot es nativo de América y
cuenta con mas de 120 especies, siendo Manihot esculenta una de las plantas con
mayor extensiéon de cultivo y usos industriales (Simon et al., 2021; Amelework &
Bairu, 2022). En la actualidad, hay registro de 13.832 accesiones de M. esculenta
disponibles en 70 bancos de germoplasma a nivel mundial (Carvajal-Yepes et al.,
2024). La coleccion mas grande de la que se tiene registro se encuentra en el
Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), con sede en Palmira,
Colombia. Alli se conservan mas de 5.965 accesiones que provienen de 28 paises,
entre los que predominan Colombia (37%) y Brasil (24%) (Alliance of Bioversity
International and CIAT, 2021).

La yuca es una especie 2n=36 que puede presentar poliploidia de manera
espontanea (Ntui et al., 2024). Los analisis gendmicos han permitido anotar 31.900
genes que se distribuyen en 18 pares de cromosomas (Simon et al., 2021). De
estos cromosomas, cinco pares corresponden a cromosomas homologos; mientras
que, los cromosomas restantes son producto de los eventos de fusion y ruptura de
dos grupos de cuatro cromosomas, demostrando el impacto de la alotetraploidia
durante la domesticacion del cultivo (a et al., 2016). Ademas, se sabe que al menos
el 25% del genoma de la yuca presenta bloques de introgresién de parentales
silvestres, los cuales tienen tasas de mutacion mas elevadas que el resto del
genoma (Bredeson et al., 2016; Simon et al., 2021).

Morfolégicamente, la yuca se caracteriza por ser un arbusto perenne con
ramificacion simpodial, que alcanza entre 1 y 5m de altura y es cultivado
principalmente por sus raices almidonadas (Ceballos & de la Cruz, 2002). La raiz
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de la yuca es en un 90% almidén y azucares, siendo la parte de la planta que mas
se consume a nivel global (Parmar et al., 2017). A diferencia del tallo, la raiz no
puede utilizarse para propagacion vegetativa (Byju & Suja, 2020). Las hojas se
consideran una fuente de proteinas, vitaminas (B1, B2, C y carotenoides) vy
minerales (calcio, magnesio, manganeso, zinc y potasio) las cuales, al estar
disponibles para consumo durante todo el afio, complementan la dieta de humanos
y otros animales en varios paises del mundo (Parmar et al., 2017; Zekarias et al.,
2019).

Tradicionalmente, la yuca se ha considerado como un cultivo de subsistencia para
pequefos agricultores. Sin embargo, también se le reconoce como uno de los
cultivos comerciales mas importantes para la produccion de almidén, bioetanol y
forrajes, los cuales se consumen en algunas partes del mundo como vegetales
(Parmar et al., 2017). Ademas, se posiciona como la cuarta fuente de calorias a
nivel mundial y su rendimiento caldrico por hectarea, supera al maiz, al arroz y al
trigo (Byju & Suja, 2020). La yuca es cultivada en 103 paises del tropico,
alcanzando una produccion mundial de aproximadamente 330 millones de
toneladas (FAO, 2023). Estos datos evidencian que la produccion se ha duplicado
en so6lo 30 anos, con un incremento de 0.22 hectareas en la superficie sembrada
anualmente (Byju y Suja, 2020). La produccion global de yuca es dominada por
Africa (63%), donde Nigeria alcanza mas de 45 millones de toneladas por afio
(FAO, 2023). La produccion de Asia representa el 28% a nivel global, siendo
Tailandia, Indonesia y Vietnam los paises que encabezan la industria del almidén
(Moreno-Cadena et al., 2021). El 9% se produce en América, donde Brasil
encabeza la lista con 22 millones de toneladas/afio (FAO, 2023).

Colombia ocupa el puesto 24 en la produccion global de yuca y es tercero en
América, con mas de 1.7 millones de toneladas/afo, siendo precedida por Brasil y
Paraguay (FAQ, 2023). La yuca es cultivada en los 32 departamentos de Colombia
y se sabe que al menos el 50% de la produccion del pais procede de la regién
Caribe (Leon et al., 2021; Pérez et al., 2022). Bolivar es el departamento con mayor
produccion a nivel nacional (17%), seguido de Cordoba (11%) y Sucre (8%)
(Martinez-Reina et al., 2025). Algunas estimaciones indican que el 94% de la yuca
producida en el pais es para consumo humano directo; mientras que, el 6% restante
esta destinado a procesos industriales (Canales & Truijillo, 2023).

La produccion del cultivo en el pais es llevada a cabo principalmente por pequefios
productores, los cuales tienen practicas tradicionales asociadas al cultivo. En la
Amazonia, la produccién de yuca no cuenta con cifras exactas; sin embargo, se
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sabe que alli es ampliamente cultivada en un sistema denominado chagra, donde
la yuca es acompafiada de otras especies con usos culturales y alimenticios, que
dan sustento a los grupos indigenas (Pérez et al., 2022). Debido a la amplia
variedad de habitats en Colombia, los agricultores realizan procesos de seleccion
y mejora en funcién de las condiciones edafoclimaticas, adaptando las plantas a la
disponibilidad de recursos durante los ciclos de cultivo (Ledn et al., 2021).

1.2 El reto de la bacteriosis vascular de la yuca

Al igual que otros cultivos, la yuca se ve amenazada por varios patégenos que
limitan su produccion, calidad, rendimiento y valor de mercado (Igwe, 2023).
Existen mas de 30 enfermedades causadas por virus, bacterias, hongos y
fitoplasmas, cuya dispersion ocurre principalmente debido al intercambio de
estacas infectadas (Alvarez et al., 2012; Igwe, 2023). A nivel global, la enfermedad
bacteriana mas limitante del cultivo es la CBB (Fanou et al., 2017; Carvalho et al.,
2025).

Los efectos de la CBB dependen de las condiciones ambientales, la presion del
in6éculo y la susceptibilidad del genotipo de yuca (Lozano, 1986; Zarate-Chaves et
al., 2021). La CBB es una enfermedad sistémica causada por Xanthomonas
phaseoli pv. manihotis (Xpm), un patégeno que esta presente en todos los paises
donde se cultiva yuca y esta catalogada como el patovar mas destructivo de todo
el género (Fanou et al., 2017; Teixeira et al., 2021; Igwe, 2023). Esta enfermedad
fue reportada por primera vez en 1912 en Brasil y se cree que a partir de alli se
disperso por el resto de América del sur (Lozano, 1986). Para la década de 1970
se registré la primera aparicién en Asia y el continente africano donde seria
responsable de ocasionar hambrunas afios mas tarde (Igwe, 2023).

La cuantificacion de las pérdidas asociadas con la CBB estd ampliamente
subestimada, debido entre otras cosas a la alta complejidad de la interaccién con
el ambiente y la coocurrencia de mas de un patdégeno en el cultivo (Zarate-Chaves
et al., 2021). De esta manera, se ha reportado que Colletotrichum spp. y
Choanephora cucurbitarum desencadenan un efecto sinérgico con Xpm, que
potencian la enfermedad y ocasionan confusion en los sintomas (Verdier et al.,
2012). Sin embargo, se sabe que la CBB puede alcanzar 100% de pérdidas en tres
ciclos de cultivo (Lozano, 1986). Ademas, fue responsable de ocasionar hambrunas
en la década de los 70s con efectos devastadores en el Congo y Brasil (Verdier et
al., 2012). En los ultimos afos, la compilacién de metadatos ha demostrado que,
en promedio, la CBB causa pérdidas del 75% en genotipos susceptibles y del 25%
en genotipos resistentes (Zarate-Chaves et al.,, 2021). Todos los estudios han
reportado la aparicion de al menos un sintoma de la enfermedad en los genotipos
evaluados y la severidad parece alcanzar un pico entre los 3 y 6 meses del cultivo
en campo (Zarate-Chaves et al., 2021).
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1.2.1

La CBB presenta una amplia gama de sintomas que inician con manchas angulares
de aspecto acuoso en las hojas, las cuales evolucionan a manchas de color café
que se denominan tizén (Lozano, 1986). En las etapas mas avanzadas de la
enfermedad hay necrosis vascular, acompafada de marchitamiento, defoliacion,
produccién de exudados y muerte progresiva de la planta en los casos mas severos
(Lozano, 1986; Lopez & Bernal, 2012). La enfermedad puede presentarse con
distintos niveles de incidencia y severidad segun la ecozona (Fanou et al., 2017).
Ademas, se sabe qué condiciones como temperatura entre 25 - 30°C, pH entre 6.5
- 7.2 y alta precipitacion favorecen el crecimiento de la bacteria y el desarrollo de
sintomas en menos de una semana (Fanou et al., 2017; Igwe, 2023).

La etiologia de la bacteriosis vascular de la yuca

El género Xanthomonas pertenece a la clase de las Gammaproteobacteria y abarca
mas de 35 especies que pueden causar enfermedades en mas de 400 cultivos
como el arroz, el tomate, el frijol y la yuca (Timilsina et al., 2020). Este género esta
subdividido en patovares de acuerdo con la especificidad por el hospedero
(Timilsina et al., 2020). Especificamente, Xanthomonas phaseoli pv. manihotis
(Xpm) previamente conocida como Xanthomonas axonopodis pv. manihotis (Xam)
(Constantin et al., 2016) es una bacteria Gram negativa que posee un unico flagelo
polar y enferma a la yuca (Verdier, 2002).

Xpm presenta un ciclo de vida complejo compuesto por dos fases: a) la fase
epifitica o de supervivencia que tiene lugar en la temporada seca y b) la fase
parasitica que se desencadena durante la temporada de lluvias (Verdier et al.,
2012; Fanou et al., 2017). En el primer caso, la bacteria puede sobrevivir en el suelo
entre una o dos semanas antes de la desecacion celular (Fanou et al., 2017; Zarate-
Chaves et al., 2021; Igwe, 2023). Luego de alcanzar la planta, Xpm se mantiene de
manera epifita en los tallos y las hojas de la yuca; alli se multiplica de manera
asintomatica constituyendo un inéculo latente que puede permanecer viable hasta
por dos afios (Zarate-Chaves et al., 2021).

Existen multiples mecanismos de dispersién de Xpm que incluyen distancias cortas
como las salpicaduras, el uso de herramientas contaminadas o el vector Zonocerus
variegatus, un saltamontes encontrado en algunas regiones de Africa (Fanou et al.,
2017; Zarate-Chaves et al., 2021; Igwe, 2023). Por otra parte, el intercambio de
estacas contaminadas y el uso de semillas infectadas contribuyen a la dispersion
de larga distancia ya que, aunque la yuca se propaga comunmente de manera
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clonal por esquejes, las semillas suelen ser usadas en los programas de
mejoramiento para mantener y desarrollar nuevos genotipos (Fanou et al., 2017).

Se han utilizado varias estrategias para mitigar el efecto de la bacteriosis vascular,
las cuales aun no son completamente efectivas y se emplean para reducir la presion
de inoculo en campo (Chege et al., 2017). Dentro de estas se encuentran las
practicas culturales, la rotacion de cultivos, la remocién de restos vegetales y la
promocién de programas gubernamentales para la produccién de estacas libres del
patégeno (Fanou et al., 2017; Verdier et al., 2012; Igwe, 2023). Al igual que en otras
enfermedades, la siembra de materiales resistentes ha demostrado ser la medida
de control mas eficiente contra Xpm (Soto et al., 2017; Teixeira et al., 2021).

1.3 Entendiendo el patosistema Xpm-Yuca

1.3.1 La inmunidad en plantas

Las plantas se constituyen como ecosistemas para los microorganismos, con los
cuales pueden establecer relaciones de mutualismo o antagonismo. Esta ultima
tiene lugar cuando el microorganismo en cuestidn se convierte en patégeno y
despliega una plétora de estrategias para evitar las defensas de la planta. En
términos generales, las plantas poseen un sistema de defensa basal y otro inducido
(Doughari, 2015). Las defensas constitutivas se caracterizan por proteger a la
planta antes de que la invasion ocurra y pueden dividirse en dos grandes grupos: i.
los mecanismos estructurales y ii. los mecanismos quimicos. Los primeros sirven
como barreras fisicas y evitan el ingreso del patégeno, al mismo tiempo que brindan
rigidez; estos incluyen la cuticula, los tricomas, la pared vegetal y la deposicion de
ceras 0 calosa (Malinovsky et al., 2014). En los mecanismos quimicos, los
metabolitos secundarios juegan un papel central como antibiéticos y toxinas para
inhibir el desarrollo del patdogeno (Malinovsky et al., 2014; Doughari, 2015).

El sistema de defensa inducible se activa cuando el patégeno logra penetrar en la
célula y tiene como objetivo detener la colonizacién. Para ello, la planta utiliza
mecanismos de reconocimiento, que suelen ser tejido especificos y desencadenan
cambios en el metabolismo (Yu et al.,, 2017). En esencia, este sistema esta
compuesto por dos ramas que constituyen el modelo zigzag: la primera se basa en
el reconocimiento de patrones moleculares conservados asociados a
microorganismos, patégenos, herbivoros o dafios (MAMPs, PAMPs, HAMPs y
DAMPs, Pathogen, Microbial, Herbivore, Damage-Associated Molecular Patterns)
(Jones & Dangl, 2006; Cook et al., 2015; van der Burgh & Joosten, 2019). La
segunda rama se fundamenta en reconocer proteinas especializadas del patégeno
denominadas efectores, que contribuyen con su virulencia (Jones & Dangl, 2006;
Cook et al., 2015; van der Burgh & Joosten, 2019).
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La membrana de la célula vegetal posee varios tipos de receptores, de estos los
receptores de reconocimiento de patrones (PRRs, Pattern-Recognition Receptors)
se encargan de detectar los patrones moleculares previamente mencionados, que
estan presentes en el apoplasto (Cook et al., 2015). En conjunto, el reconocimiento
de cualquiera de estos patrones desencadena lo que se conoce como la inmunidad
activada por PAMPs/MAMPs (PTI o MTI, PAMP/MAMP Triggered Immunity) que es
efectiva en detener la colonizacion de patégenos no especializados (Jones & Dang|,
2006; Cook et al.,, 2015; van der Burgh & Joosten, 2019). Los PAMPs son
elementos constitutivos del patégeno que evolucionan lentamente y abarcan desde
carbohidratos hasta proteinas; incluyendo compuestos como la flagelina, el factor
de elongacién Tu y la quitina (Yang et al., 2022).

Tras el reconocimiento por parte del PRR, se activa una cascada de sefializacion
en pocos minutos en donde intervienen canales iénicos, cascadas de oxidacion
donde se producen especies reactivas de oxigeno (ROS, Reactive Oxygen
Species) (Boller & Felix, 2009; Couto & Zipfel, 2016), las proteinas kinasas
activadas por mitégenos (MAPKs, Mitogen-Activated Protein Kinases) (Yu et al.,
2017) entre otros, que puede mantenerse durante algunos dias (Boller & Felix,
2009). Finalmente, estos eventos producen cambios en la expresion génica durante
las horas posteriores, donde algunos genes se activan y otros se reprimen. Algunos
estudios llevados a cabo con Arabidopsis han demostrado que, tras la exposicion
a flagelina, la sefial desencadenada por el PRR Flagellin-Sensing 2 (FLS2), resulta
en el aumento de la expresion de mas de 1000 genes y la regulacién a la baja de
al menos 200 mas (Boller & Felix, 2009).

A lo largo de la coevolucion armamentistica planta - microorganismo, algunos
patdgenos especializados han desarrollado moléculas denominadas efectores, que
pueden interferir con la PTl de la planta resultando en una susceptibilidad
desencadenada por efectores (ETS, Effector-Triggered Susceptibility) (Cock et al.,
2015). Frente a este escenario, aparece la segunda rama de la inmunidad vegetal
denominada inmunidad activada por efectores (ETI, Effector-Triggered Immunity)
(Jones & Dangl, 2006; Cook et al., 2015; Yang et al., 2022). Los efectores son
moléculas secretadas por el patégeno en el apoplasto y el interior de la célula
vegetal, que promueven la virulencia, la penetracion, el acceso a nutrientes y la
supresion de las respuestas inmunes en el hospedero (Géhre & Robatzek, 2008).

La ETI se activa cuando algunos efectores del patégeno son reconocidos por los
genes R (resistencia) de la planta; cuando esto sucede, el efector pasa a
denominarse gen de avirulencia (Avr), dado que una vez que hay reconocimiento
el patdgeno no podra generar enfermedad (Yang et al., 2022). Esta interaccion se



Marco teodrico 11

conoce como el modelo gen por gen, el cual plantea que cuando en el patosistema
se encuentra un gen R que reconoce especificamente un gen Avr, la interaccion
sera incompatible y no habra enfermedad. En caso contrario, cuando uno de los
dos o ambos estén ausentes en el patosistema, la interaccion sera compatible y
dara lugar a enfermedad debido a la ausencia de reconocimiento (Flor, 1971). El
proceso de defensa que ocurre luego de una interacciéon incompatible se conoce
como respuesta hipersensible (HR, Hypersensitive Response), que se caracteriza
por una muerte celular controlada en la regién que rodea la infeccion y sirve para
evitar la propagacién y crecimiento del patégeno (Yang et al., 2022). Este tipo de
respuesta de defensa se ha asociado con la resistencia monogénica o vertical,
donde un solo gen controla o evita la progresién de los sintomas (Burbano-
Figueroa, 2020).

La mayoria de los genes R de las plantas codifican proteinas de la familia NLR
(Nucleotide-binding Leucine-rich repeat Receptor) (Collier et al.,, 2009). Estos
receptores se caracterizan por estar en el citosol y tener un dominio LRR (Leucine-
Rich Repeat) ubicado en el C-terminal, ademas de una region central constituida
por un dominio Nucleotide-Binding Site (NBS) junto a un dominio Apafi-
Resistance-CED4 (ARC). En general, se reconoce que la ETI es usualmente mas
fuerte y prolongada que la PTI; sin embargo, aunque se comprenden los
mecanismos detras de cada una de las ramas de la inmunidad, el conocimiento de
la interaccidon entre ellas aun debe ser profundizado (Yang et al.,, 2022).
Actualmente se sabe que PTIl y ETI comparten vias de sefalizacién que incluyen
la produccién de ROS, la activacién de MAPKs, la acumulacién de acido salicilico
(SA, Salicylic Acid) y la expresion de genes asociados con defensa (Lu & Tsuda,
2021). Lo anterior ha llevado a que se postule un nuevo concepto denominado
patrones de invasién (IPs, Invasion Patterns) que agrupan tanto a los PAMPs (y
sus variantes) como a los efectores, los cuales desencadenan respuestas
activadas por IP (IPTR, IP-Triggered Response) (Burbano-Figueroa, 2020).

La respuesta de defensa frente a un patdgeno incluye un conjunto de mecanismos
bioquimicos, genéticos y moleculares que abarcan una intrincada red donde
participan los receptores, las fitohormonas, las MAPKs y los factores de
transcripcién que reprogramaran los patrones de expresion de diversos genes en
multiples vias (Kushalappa et al., 2016). Estas vias tienen como propdsito suprimir
al patégeno, contrarrestar las toxinas o efectores y reforzar las barreras celulares
(Kushalappa et al., 2016). A pesar de que los mecanismos genéticos que explican
la resistencia que confieren los genes R han sido ampliamente estudiados, aquellos
que subyacen a regiones del genoma que no codifican genes R clasicos, aun no
son completamente conocidos (Pilet-Nayel et al., 2018).



12 Variabilidad alélica en genes candidatos y su asociacién con la respuesta de

defensa a la bacteriosis vascular en yuca (Manihot esculenta Crantz)

1.3.2 Descifrando las bases genéticas de la resistencia
cuantitativa a Xpm en yuca

La resistencia de la yuca a Xpm se manifiesta como una reduccion en el crecimiento
del patégeno y un bloqueo de su propagacion a través de los haces vasculares
(Verdier et al., 2012). Sin embargo, la ausencia de HR y el gradiente de severidad
de los sintomas entre materiales vegetales indican que la resistencia a la
bacteriosis vascular de la yuca no es monogénica, sino cuantitativa o poligénica
(Verdier, 2002). En yuca se han reportado numerosas estrategias que contribuyen
a la resistencia a Xpm, entre ellas se encuentran la produccion de compuestos
fendlicos; el refuerzo de barreras estructurales a través de la deposicion de lignina,
calosa y suberosa; junto a la obstruccion controlada de los haces vasculares para
evitar la dispersion del patégeno (Kpémoua et al., 1996; Pereira & Erickson, 2000;
Verdier et al., 2004; Zinsou et al., 2006).

Para descifrar las bases genéticas de la resistencia a la bacteriosis vascular de la
yuca e identificar genes involucrados en el proceso se han empleado diversas
estrategias. Una de las primeras aproximaciones empleadas fue el mapeo de QTL,
con la cual se han reportado mas de 110 regiones del genoma que explican entre
el 3.2y el 66% de la varianza fenotipica (Jorge et al., 2000; Wydra et al., 2004; Soto
et al., 2017; Zarate-Chaves et al.,, 2021a). Estos QTL se han identificado bajo
condiciones naturales de infeccion (Jorge et al.,, 2001); en respuesta a cepas
especificas del patégeno (Wydra et al., 2004; Soto et al., 2017); bajo condiciones
ambientales de lluvia o sequia (Soto et al., 2017) y en diferentes dias tras la
inoculacion (Tappiban et al., 2018). En los QTLs de resistencia a bacteriosis
vascular identificados, se localizan cientos de genes candidatos. Por ejemplo, Soto
(2016) y Soto et al. (2017) identificaron 121 GCs potencialmente a asociados con
la resistencia a Xpm681, los cuales mapean en 10 QTLs que explican entre el 13.1
y 22.1% de la varianza fenotipica.

Otra de las primeras aproximaciones empleadas para dilucidar la resistencia a CBB
incluyé el uso de primers degenerados para la amplificacion e identificacion de
genes candidatos de resistencia (RCG, Resistance Candidate Genes) (Lopez et al.,
2003). Esto se basa en el hecho de que los genes de resistencia presentan
dominios caracteristicos, entre los que se encuentran el NBS, descrito previamente.
Estos dominios se conservan entre diferentes especies de plantas, por lo cual
también han recibido el nombre de analogos de genes de resistencia (RGAs,
Resistance Gene Analogues) (Lépez et al., 2003). El primer gen de resistencia a
Xpm (RXam1, Resistance to Xam 1) fue identificado a través de primers disefiados
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para el gen Xa21, un PRR de arroz que induce la resistencia frente a Xanthomonas
oryzae (Song et al., 1995). El segundo gen de resistencia a Xpm (RXamz2) fue
identificado con el uso de primers disefados a partir de las secuencias de los
dominios NBS y LRR. A partir de esto se descubri6é que la yuca contiene multiples
genes con dominio NBS y particularmente, se encontré que RXam2 mapea con un
QTL de resistencia a la cepa XamCIlO136 (Jorge et al., 2000; Lépez et al., 2003).

El analisis de transcriptoma en respuesta a la infeccion por Xpm también ha
brindado pistas sobre las bases genéticas de la resistencia a la CBB. Se ha
demostrado que la respuesta diferencial entre un material resistente y otro
susceptible no esta necesariamente determinada por los genes que activa, sino por
la rapidez e intensidad con la que se desencadena la expresion (Mufioz-Bodnar et
al. 2014; Ramirez et al., 2020). Asi pues, los genotipos resistentes tienen la
capacidad de activar la regulacion con efectos de magnitud sostenida y de manera
mas rapida, con un pico critico a las 50 horas post inoculacion (hpi) (Ramirez et al.,
2020). Varios autores han demostrado que en respuesta a Xpm, se aumenta la
expresion de miles de genes relacionados con patogénesis (PR, Pathogenesis-
Related), asi como de aquellos implicados en la cascada oxidativa y la degradacién
de proteinas (Lépez et al., 2004: Gémez-Cano et al., 2019; Ramirez et al., 2020).
En contraste, cientos de genes relacionados con la fotosintesis y el crecimiento
disminuyen su expresion (Lopez et al., 2004: Gomez-Cano et al., 2019; Ramirez et
al.,, 2020). Esto coincide con el trade-off reportado entre defensa y crecimiento
(Karasov et al., 2017).

En conjunto, los estudios de mapeo de QTL y los analisis de transcriptoma han
postulado miles de genes candidatos que podrian participar en la resistencia a la
bacteriosis vascular de la yuca y deben ser validados funcionalmente (Soto et al.,
2015; Soto et al., 2017). Las estrategias mas comunes para validar la funcion de
genes candidatos incluyen la sobreexpresion y el silenciamiento que, en la mayoria
de los casos, requiere protocolos de transformacion que son laboriosos y toman
tiempo (Cardi et al., 2023). Ademas, los fendmenos espontaneos de poliploidia en
yuca y su alta heterocigosidad dificultan los procesos de transformacion genética
(Adjebeng-Danquah et al., 2020). Pese a esto, en afos recientes ha sido posible
demostrar el potencial de algunos candidatos en la resistencia parcial a Xpm.

En yuca se conocen mas de 228 NBS-LRR cuya funcion in vivo es desconocida.
No obstante, se sabe que la expresion de algunos de estos genes aumenta tras la
inoculacion con Xpm (Zhang et al., 2022). Especificamente, la sobreexpresién del
gen RXam1 en plantas susceptibles se relacion6 con la disminucién en el
crecimiento bacteriano (Diaz-Tatis et al., 2018). Ademas, plantas transgénicas con
RXam1 silenciado mediante siRNAs (small interfering RNAS), resultaron con un
aumento de los sintomas asociados a la CBB, asi como en una disminucién de la
expresion de otros genes relacionados con inmunidad (Lopez & Bernal, 2012). Este
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gen se localiza en el cromosoma 10 de la yuca (Manes.10G074300) y mapea con
un QTL que explica el 13% de la resistencia a XpmCIO136 (Jorge et al., 2000;
Lopez et al., 2003). RXam1 presenta dominios LRR y serina/treonina kinasa (STK
Serine/Threonine Kinase) (Diaz-Tatis et al., 2018). Los ensayos de doble hibrido
en levadura han mostrado que el dominio STK de este gen interactua con una
proteina de la familia E3 ubiquitina ligasa, sugiriendo que la degradacion via
proteosoma es un mecanismo de regulacién de RXam1, similar al encontrado en
algunos PRRs (Gil & Lopez, 2019).

El gen RXam2 que codifica un NLR y proviene de un QTL que explica el 61% de la
resistencia a XpmCIO151 (Lopez et al., 2007) también ha sido recientemente
validado. Este gen esta ubicado en el cromosoma 7 de la yuca (Manes.07G048100)
y confiere resistencia en ausencia de una HR clasica (Diaz-Tatis et al., 2022). Su
sobreexpresion a través del uso de dTALEs (designer TAL effectors) se
correlacion6 con una disminucion de los sintomas asociados a CBB, asi como con
una reduccién del crecimiento bacteriano (Diaz-Tatis et al., 2022). Este efecto se
observé frente a la inoculacion con XpmCIlO151, Xpm232 y Xpm226, lo que lo
destaca como un gen que contribuye a la resistencia cuantitativa de amplio
espectro (Diaz-Tatis et al., 2022).

Por otro lado, se han planteado algunas estrategias complementarias previas a la
validacion funcional. De estas, el mapeo por asociaciéon ha mostrado resultados
promisorios (Lai et al.,, 2021). Tradicionalmente, el mapeo por asociaciéon se
clasifica en dos grandes categorias: i) el enfoque de asociacion en todo el genoma,
el cual como su nombre lo indica, consiste en examinar la variacion en todo el
genoma para encontrar sefiales de asociacion con el rasgo v, ii) el enfoque gen
candidato, donde se identifican polimorfismos en genes especificos que han sido
seleccionados debido a informacién bioldgica relevante previa, que incluye la
funcién y ubicacién (Zhu et al., 2008).

En los ultimos afios, los avances en las tecnologias de secuenciacion han permitido
identificar miles de polimorfismos en los genomas. Particularmente, los SNPs han
sido empleados en el estudio de los rasgos complejos debido a que estan
distribuidos en el todo el genoma y son altamente polimoérficos (Zhu et al., 2008).
Los SNPs pueden obtenerse a partir de diversas metodologias, siendo la
genotipificacion por secuenciacion (GBS) una de las mas populares debido a su
alta reproducibilidad y bajo costo (Torkamaneh & Belzile, 2015). La estrategia de
GBS consiste en fragmentar los genomas de cientos de individuos con enzimas de
restriccion y seleccionar ciertos fragmentos aleatorios con base en su tamafio
(Elshire et al., 2011). Los fragmentos obtenidos a partir de cada individuo son
etiquetados y posteriormente alineados con los demas para obtener posiciones que
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varian en el panel de estudio. Gracias a esto, es posible obtener un conjunto de
SNPs especifico por individuo (Elshire et al., 2011).

En el contexto de la resistencia, el mapeo por asociacion explota el hecho de que
la variabilidad alélica natural de los genes que participan en defensa podria explicar
la resistencia parcial frente a un patégeno. Ademas, los genes involucrados en la
defensa contra patdgenos sean unos de los mas polimorficos en los genomas de
las plantas (Karasov et al., 2014). Esta variabilidad ha demostrado tener un rol
determinante en la resistencia o la susceptibilidad; especificamente, los genes
involucrados en resistencia pueden variar en el numero de copias, el grado de
expresion y los polimorfismos en su secuencia (Karasov et al., 2014).

Algunos autores han reportado que los polimorfismos en genes de resistencia
pueden funcionar como series alélicas, donde las variantes jugarian un rol
fundamental en las interacciones que puede establecer el gen de resistencia. Como
ejemplo de esto se tiene a la kinasa RKS1 de Arabidopsis, la cual cuenta con
multiples variantes de manera natural que modifican su papel en el andamiaje
molecular y desencadenan una respuesta diferencial de amplio espectro frente a
Xanthomonas campestris (Xc) (Huard-Chauveau et al., 2013).

En cultivos como el maiz, el arroz y el trigo, el mapeo por asociacién ha disminuido
el tiempo requerido para el desarrollo de variedades mas resistentes a varios
patdgenos (Gangurde et al., 2022). Ademas, este enfoque ha contribuido a la
identificacion de regiones que no se habian detectado previamente bajo otras
estrategias como el mapeo de QTLs (Gangurde et al., 2022). A la fecha, no se ha
realizado ningun estudio de asociacion para estudiar la resistencia a la bacteriosis
vascular en yuca. No obstante, algunos autores han evaluado el papel de los
polimorfismos en el rasgo a partir de la amplificacién de genes especificos.

Los analisis de secuencia de RXam1 entre genotipos resistentes y susceptibles han
mostrado que algunas variantes alélicas presentes en el genotipo susceptible
ocasionan la aparicién de codones de parada en el gen (Cortés & Lépez, 2010).
Ademas, se ha observado que este gen presenta variaciéon en el niumero de
polimorfismos intra y entre variedades, donde se han registrado hasta 120 SNPs
entre genotipos con respuesta diferencial a Xpm, lo que equivale a un polimorfismo
cada 30 pb (Barrera et al., 2020). Los analisis de RXam2 han mostrado un alto
numero de polimorfismos en la regién promotora del gen, lo cual indica que el
fenotipo podria estar potencialmente relacionado con la expresion del gen
(Contreras & Lopez, 2011).
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Bajo este contexto, la exploraciéon de la relacion entre la variabilidad alélica de los
genes candidatos de resistencia a CBB y la respuesta fenotipica frente a Xpm681,
es una estrategia que ademas de contribuir con el entendimiento de las bases
genéticas de la resistencia, también puede aportar a la seleccion de genes
candidatos promisorios que justifiquen los esfuerzos de una validacién funcional.



Objetivos

1.4 Objetivo general

Caracterizar la variabilidad alélica de genes candidatos de defensa a bacteriosis vascular
y su relacion con la respuesta fenotipica en un panel de yuca colectado en Colombia.

1.4.1 Objetivos especificos

e Evaluar la respuesta fenotipica frente a la inoculacion por Xanthomonas phaseoli
pv. manihotis en un panel de cultivares de yuca colectados en Colombia.

o Identificar polimorfismos de nucledtido uUnico en las secuencias de genes
candidatos de resistencia a CBB en un panel de cultivares de yuca colectados en
Colombia.

o Establecer la asociacidon entre los SNPs presentes en los genes candidatos de
resistencia a CBB y la respuesta fenotipica exhibida por cultivares de yuca
inoculados con X. phaseoli pv. manihotis.






Materiales y métodos

1.5 Materiales

1.5.1 Genotipos de yuca

Para este estudio se utilizaron 107 cultivares recolectados en los principales
departamentos productores de yuca en Colombia, incluyendo zonas de comunidades
campesinas y de resguardos indigenas (Figura 3-1). En total, se emplearon cultivares de
Amazonas (30), Antioquia (1), Arauca (3), Bolivar (8), Boyaca (2), Caqueta (17), Cérdoba
(1), Cundinamarca (3), Guaviare (37), Narifo (2), Santander (2) y Sucre (1). Ademas, se
utilizé el genotipo 60444, un cultivar susceptible a la cepa empleada (Hanh et al., 1980;
Soto et al., 2017). Las semillas vegetativas de este genotipo fueron proporcionadas por el

banco de germoplasma del Alliance Biodiversity-CIAT.

Figura 3-1: Departamentos de colecta de los genotipos de yuca. Los numeros en
paréntesis corresponden al numero de cultivares colectados en cada lugar. El nombre del
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departamento se muestra segun la codificacion estandar ISO 3166-2:CO (International
Organization for Standardization, 2020).

1.5.2 Xanthomonas phaseoli pv. manihotis

El inéculo de Xanthomonas phaseoli pv. manihotis correspondié a la cepa 681
(Xpm681), aislada de Sucre (municipio Palmitos), uno de los departamentos con
mayor produccion de yuca en el pais (Trujillo et al., 2014). Xpm681 es una de las
cepas mejor caracterizadas, no solo por contar con un genoma secuenciado
(Zarate-Chaves et al., 2021b), sino también porque su comportamiento ha sido
evaluado en algunas de las variedades mas cultivadas en Colombia (Truijillo et al.,
2014).

Para la preparacion del inoculo se siguié el protocolo descrito por Mora et al.,
(2019). La bacteria fue sembrada mediante agotamiento por estrias en medio LPGA
[extracto de levadura (5g/L), peptona (5g/L), glucosa (5g/L), bacto-agar (15g/L)] y
se mantuvo a 28°C durante 24 horas. Una sola colonia de Xpm681 fue sembrada
en 20 ml de medio LPG a 28°C, con agitacion constante de 230 rpm por 24 horas.
La suspension bacteriana se centrifugd durante 20 minutos a 6.000g y se descarto
el sobrenadante. El pellet obtenido fue suspendido en 15 ml de MgCl, 10mM para
mantener el ajuste osmotico de la bacteria y se ajustdé hasta obtener una
concentracion de 1x10°UFC/ml medida en nanodrop.
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1.6 Métodos

1.6.1 Fenotipificacion de la respuesta a la infeccién por Xpm681
en los genotipos de yuca

Para la fenotipificacién de los 107 cultivares (genotipos) de yuca colectados en
Colombia y 60444, se utilizaron plantas de seis semanas de edad obtenidas a partir
de estacas de plantas maduras de yuca (con 9 meses o0 mas de crecimiento). Los
estacas se sembraron en bolsas negras de 4 libras de capacidad, usando como
sustrato tierra y se mantuvieron en el invernadero de la Facultad de Agronomia de
la Universidad Nacional de Colombia. Durante todo el experimento de
fenotipificacion, las condiciones ambientales se mantuvieron estables, con
temperaturas que oscilaron entre 28 - 30°C y una humedad relativa del 70%,
registrada diariamente con un datalogger (DT-172S, Sintek).

La inoculacion se realizé punzando el tallo de cada planta entre la segunda vy la
tercera hoja verdadera. La suspension bacteriana se aplicé utilizando una punta de
micropipeta de 10ul con una concentracién de indculo de 1x10% UFC/ml. Para cada
cultivar, se evaluaron de tres a cinco réplicas bioldgicas, segun la disponibilidad de
material. Ademas, durante todo el experimento se utilizé un control negativo por
cultivar inoculado con 10ul de MgCl, 10mM.

Tras la inoculacién, la evaluacion de los sintomas en cada planta se realizé a los 0,
3,6,9, 12, 15, 18, 21, 24 y 28 dias posteriores a la inoculacion (dpi), de acuerdo
con la siguiente escala de sintomas: 0 = planta sana sin ningun sintoma; 1 =
necrosis alrededor del punto de inoculacion; 2 = exudados a lo largo del tallo; 3 =
marchitez de una o dos hojas, cercanas al punto de inoculacion; 4 = marchitez de
3 0 mas hojas y/o estrangulacion del tallo; 5 = muerte total del apice de la planta
inoculada (Ramirez et al., 2020). Para la evaluacion del progreso de los sintomas
en el tiempo, se uso la estimacién del logaritmo en base 10 del area bajo la curva
del progreso de la enfermedad (logAUDPC, Area Under Disease Progress Curve),
a partir de la ecuacién descrita por Jeger & Viljanen-Rollinson (2001). Finalmente,
se realizé una prueba de Kruskal-Wallis (Kruskal & Wallis, 1952) para determinar
si los cultivares respondieron de manera diferencial a la inoculacion con Xpm681.

1.6.2 Seleccién de genes candidatos de resistencia a CBB

Para la seleccion de genes candidatos se realizé un enfoque integrativo que incluyé
analisis publicados con la cepa Xpm681. Para ello se incluyeron genes que
cumplieran al menos uno de los siguientes criterios: a) mostrar expresion diferencial
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post inoculacién con Xpm681 y b) co-localizar con QTLs de resistencia a esta
misma cepa. Para el primer criterio se incluyeron tres estudios independientes de
ARN-seq en los que se identificaron genes expresados diferencialmente entre
plantas inoculadas y no inoculadas (Gémez-Cano et al., 2019; Ramirez et al., 2020;
Zarate-Chaves et al., 2021b). A partir de estos estudios, se seleccionaron para su
posterior analisis los genes con un umbral de logFC 21 o -1 y un p-valor < 0,05
tras la correccién de Benjamini-Hochberg (Benjamini & Hochberg, 1995). Para el
segundo criterio, se incluyeron los genes previamente reportados por Soto (2016)
y Soto et al. (2017), los cuales co-localizan con QTLs de resistencia a Xpm681.
Para garantizar una localizacion y anotacién genémica precisas, todos los genes
candidatos previamente seleccionados, se alinearon con la ultima version del
genoma de referencia de la yuca v8.1 (https://phytozome-
next.jgi.doe.gov/info/Mesculenta v8 1).

1.6.3 Identificacion de polimorfismos de un solo nucleétido
(SNPs) en los genes candidatos

La genotipificacion de los materiales de yuca proviene de los datos obtenidos por
Mora et al., (en revision), la cual fue obtenida por el método Genotyping by
Sequencing (GBS) (Elshire et al., 2011). Las librerias GBS fueron preparadas y
analizadas por el Grupo Elshire en Nueva Zelanda. Se utilizé la enzima de
restriccion sensible a la metilacién parcial ApeKl para la digestion del ADN, y se
creo una libreria utilizando cddigos de barras Unicos para cada genotipo. Todas las
muestras fueron secuenciadas en dos carriles de la plataforma lllumina Hi-seq
(Ilumina, Inc.). El desmultiplexado se realiz6 mediante el protocolo axe-demux de
Kevin Murray (Murray et al., 2018), con una profundidad media de secuenciacion
de 8 a 10x. La alineacién de las etiquetas resultantes se realizé utilizando el
genoma de referencia actual de yuca v8.1 (hitps://phytozome-
next.jgi.doe.gov/info/Mesculenta v8 1), verificando que cada SNP tuviese una
posicidn Unica con alta identidad. Para el llamado de SNPs se utilizé el proceso de
analisis de GBSV2, una extension del programa TASSEL (Glaubitz et al., 2014).

La matriz original de SNPs de 399.101 SNPs se filtr6 para incluir maximo 5% de
datos faltantes y una frecuencia de alelo menor MAF = 0,03. Todos los SNP
monomorficos y multialélicos se eliminaron del conjunto de datos. Se determinaron
las posiciones genémicas de los genes candidatos para buscar los SNP que se
superponian dentro de sus secuencias. Los SNP obtenidos dentro de los genes
candidatos se anotaron utilizando la herramienta SnpEff v4.3t87 (Galaxy Europe),
basado en la informacion del genoma de referencia de M. esculenta v8.1 (Cingolani
etal., 2012).


https://phytozome-next.jgi.doe.gov/info/Mesculenta_v8_1
https://phytozome-next.jgi.doe.gov/info/Mesculenta_v8_1
https://phytozome-next.jgi.doe.gov/info/Mesculenta_v8_1
https://phytozome-next.jgi.doe.gov/info/Mesculenta_v8_1
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1.6.4 Asociacion entre polimorfismos en genes candidatos de
resistencia a CBB y la respuesta fenotipica de respuesta
frente a la inoculacién por Xpm

Se construyd una matriz con los SNPs identificados en las secuencias de los genes
candidatos previamente seleccionados junto con el valor logAUDPC promedio de
cada cultivar. El genotipo de cada SNP se codific6 como homocigoto o
heterocigoto, asignandole un valor de “1, 0 o 17, donde “-1” es el genotipo
homocigoto que coincide con el alelo de referencia, “0” es el genotipo heterocigoto
y “1” es el genotipo alterno (homocigoto mutado). Utilizando el paquete rrBLUP
(ridge regression best linear unbiased prediction) en R (Endelman, 2011), se
construy6 un modelo lineal mixto para estimar la relacion entre el fenotipo y todos
los SNPs de manera simultanea, reduciendo los falsos positivos causados por
pruebas multiples (Endelman, 2011). El analisis de asociacién incluyd una
correccion de parentesco de la poblacion basada en el coeficiente de VanRaden
(VanRaden, 2008), el cual se realiz6 empleando una matriz de 38.157 SNPs
obtenidos a partir de los filtros previamente mencionados, incluyendo los SNPs
posteriormente mapeados en los genes candidatos seleccionados. Ademas, se
aplic6 al modelo una correccion de la estructura poblacional mediante
componentes principales (CP).

Para el analisis de estructura se realizd la estimacion de los coeficientes de
ancestria individuales a través del método de factorizacién de matrices dispersas
no negativas (sSNMF v.1.2) (Frichot et al., 2014), implementado en el paquete LEA
v3.10.2 de R (Frichot & Francgois, 2015). Para encontrar las puntuaciones de
entropia mas bajas, se realizaron pruebas con valores de K desde 1 hasta 20, con
100 repeticiones para cada valor y un parametro de regularizacion (a) de 100. Para
asignar genotipos a subpoblaciones especificas, se utilizé un umbral de
pertenencia del 80%, donde cada individuo se asignd a la subpoblacién con la
mayor proporcién de ascendencia. Los individuos con valores de pertenencia
menores a 80% se incluyeron en un grupo denominado mezcla.

El nimero de componentes principales incorporados como covariables en el
modelo de asociacién fue definido a partir del grafico de varianza explicada
acumulada y la visualizacion de dispersidon entre componentes. La dispersion fue
evaluada en funcién del numero de subpoblaciones inferidas por el analisis de
ancestria.

Para garantizar que la asociacion entre SNP y fenotipo no estuviera sesgada por
una distribucion desigual de los valores fenotipicos entre las subpoblaciones
estimadas a partir de la ancestria, se realizé una prueba de Kruskal-Wallis (P >
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0.05) en el software R utilizando los valores de logAUDPC de todos los genotipos,
agrupados segun las subpoblaciones identificadas.

El ajuste del modelo de asociacion se evalué a través del grafico cuantil-cuantil
(QQ plot) (Wilk & Gnanadesikan, 1968). Se consideraron significativamente
asociados los SNPs con un valor del logaritmo de las probabilidades (LOD, log of
the odds) = 3,0. Para calcular el porcentaje de varianza explicada (%PVE) de cada
marcador asociado se empleo la ecuacion del coeficiente de determinacién (R?)
descrita por Broma & Sen, (2009):

2 x LOD
R2=1—10(_ N )X100

Donde N es el numero de individuos en los que se genotipo el marcador. Ademas,
el efecto de cada SNP significativamente asociado con el fenotipo se estimé
mediante la pendiente de una regresion lineal entre los valores de log10AUDPC y
los correspondientes estados genotipicos del marcador, codificados como
homocigoto de referencia, heterocigoto y homocigoto alternativo (-1, 0 y 1).
Finalmente, se establecio la ventana de desequilibrio de ligamiento a partir de los
polimorfismos empleados en el modelo de asociacion y se verificaron los genes
candidatos ubicados en esta region genomica.
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1.7 Fenotipificacion de los cultivares frente a la infeccion
por Xpm681

La fenotipificacion bajo condiciones de invernadero mostré que los 108 genotipos
evaluados presentaron al menos un sintoma asociado con CBB durante la evaluacion
(Tabla S 7-1). En contraste, ninguna de las plantas control inoculada con MgCl, exhibié
ningun sintoma durante los 28 dias post inoculacion (dpi). La aparicién de los sintomas en
las plantas inoculadas con Xpm681 se registré desde los siete dpi, donde 31 cultivares y
60444 presentaron necrosis en el punto de inoculacion, siendo el cultivar AMA31 el primero
en tener exudados en el tallo (sintoma 2) (Figura 4-1). Para el dia 14, seis cultivares
(AMA23, AMA52, CAQ20, CAQ21, GUV15 y GUV31) carecian de sintomas; en los 105
genotipos restantes se registraron sintomas que incluyeron necrosis y marchitez de una o
dos hojas. Ademas, CAQ18 y CAQ19 fueron los primeros cultivares en presentar mas de
tres hojas marchitas. Tras 21 dpi, se observo el sintoma 5 de la enfermedad, siendo los
cultivares SANO1, AMA31, AMA46, CAQ18 Y CAQ19 los primeros en morir por bacteriosis
vascular. Finalmente, a los 28 dpi 13 cultivares presentaron necrosis en el punto de
inoculacion (12%); 13 presentaron exudados en el tallo (12%); 35 tuvieron una o dos hojas
marchitas (32%); 28 tuvieron mas de tres hojas marchitas (26%) y 19 cultivares murieron
a causa de la CBB (18%) (Figura 4-2).

Figura 4-1: Escala de sintomas de CBB. 0 planta sana; 1 necrosis en el punto de
inoculacion; 2 exudados en tallo; 3 una o dos hojas marchitas; 4 mas de tres hojas

marchitas; 5 muerte de la planta.
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Figura 4-2: Aparicion y progreso de los sintomas asociados con CBB. Se presenta el
porcentaje de genotipos afectado con cada sintoma en cada dia de la evaluacion.
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La aparicion de los sintomas en los genotipos no fue lineal ni consecutiva. Lo anterior

implica que algunos cultivares exhibieron sintomas severos como la marchitez de una o

mas hojas, sin presentar necrosis en el punto de inoculacién y los exudados en el tallo (por

ejemplo, GUV05). El cultivar con menor desarrollo de sintomas fue CAQ20; seguido de
ARA04, AMA23, AMA33 y AMA44 todos con valores de log1oAUDPC promedio inferiores

a 1,20. En contraste, CAQ18 y SANO1 fueron los cultivares con mayores valores de

log10AUDPC promedio (1,83), que se relacionan con mayor progreso de sintomas. Estos
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dos cultivares fueron los Unicos que presentaron mayor susceptibilidad que el cultivar
60444, cuyo log1cAUDPC fue 1.75.

Los cultivares con menor desarrollo de sintomas exhibieron dos tendencias en la
progresion de los sintomas. Por un lado, algunos materiales se caracterizaron por detener
la progresion del sintoma tras su aparicién (Por ejemplo, AMA14); mientras que, otros
detuvieron la aparicion del sintoma, los cuales solo fueron visualmente detectables en
etapas avanzadas de la evaluacion (como CAQ20). En general, se evidencié que los
genotipos evaluados exhiben respuestas diferenciales estadisticamente significativas,

frente a la infeccidon por Xpm681 (Kruskal-Walis p < 0.001) (Figura 4-3).

Figura 4-3: Distribucion de los valores promedio de log1tAUDPC en el panel de yuca
evaluado. La linea punteada muestra el valor logioAUDPC (1.75) del cultivar 60444,
reportado previamente como susceptible a Xpm681.
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1.8 Seleccion de genes candidatos de resistencia a CBB
e identificacion de SNPs

Para la seleccién de genes candidatos a partir de los estudios de expresion
diferencial por ARN-seq se emplearon los estudios de Gomez-Cano et al. (2019),
Ramirez et al., (2020) y Zarate-Chaves et al. (2021b). Todos estos compararon
plantas inoculadas versus no inoculadas con Xpm681. Los genotipos de yuca y el
tiempo de evaluacién se detallan en la tabla 4-1. Tras aplicar los criterios de umbral
logFC 21 o =-1 y p-valor < 0,05 con la correcciéon de Benjamini-Hochberg, se
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obtuvieron 5.937 genes (Tabla S 7-2). De estos, 476 provienen de Gomez-Cano et
al. (2019); 1.192 de Ramirez et al., (2020) y 4.269 de Zarate-Chaves et al. (2021b).

Tabla 4-1: Condiciones experimentales de los ARN-seq empleados en este
trabajo. Se muestra el genotipo de la planta, su respuesta a Xpm681, el tiempo de
evaluacion y los genes expresados a la alta (Up) o a la baja (Down) tras la
inoculacion.

Genes expresados

. Tiempo
Estudio Genotipo de Respuesta a evaluado
yuca Xpm681 (hpi)
P Up Down
24 12 9
Gomez-Cano 11530572 Resistente 72 176 185
et al. (2019)
120 20 74
Ramirez et .
al. (2020) MBRAG85 Resistente 50 503 689
Zarate-
Chaves et al. 60444 Susceptible 50 2.666 1.603
(2021b)

De los genes candidatos obtenidos a partir de expresion diferencial, 16 se
detectaron en los tres estudios. Los ensayos a partir de genotipos resistentes
(TMS30572 y MBRAG685) comparten 50 genes; mientras que los estudios
realizados a las 50 hpi (MBRAG685 y 60444) comparten 308 genes. 4.929 genes no
se comparten entre ninguno de los ARN-seq analizados. Luego de filtrar los
duplicados, se obtuvieron 5.418 genes candidatos a partir del criterio de expresion
diferencial.

Del mapeo de QTL asociados con resistencia a Xpm681 (Soto, 2016; Soto et al.,
2017), se obtuvieron 111 genes candidatos tras la equivalencia entre las versiones
gel genoma de yuca, los cuales mapean en nueve cromosomas y dos scaffolds del
genoma V8.1. En total, 22 de estos candidatos se comparten con al menos uno de
los estudios de expresién analizados. Tras la aplicacion de los dos criterios, en total
se seleccionaron 5.507 genes candidatos en los cuales se buscaron SNPs (Figura
4-4). En promedio se identificaron 305 genes por cromosoma, siendo el cromosoma
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1y el 13, aquellos con el mayor (438) y menor (232) numero de genes candidatos,
respectivamente.

Figura 4-4: Genes candidatos de resistencia a CBB obtenidos a partir de los
criterios de seleccién. El numero sobre cada barra representa el numero de genes
derivado a partir de cada estudio, asi como la cantidad de genes compartidos entre
ellos. Los puntos azules y las lineas muestran los sets de datos que estan siendo
comparados en cada caso. a Gomez-Cano et al. (2019); b Ramirez et al. (2020); ¢
Zarate-Chaves et al. (2021b); QTL Soto (2016) y Soto et al. (2017).
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Tras los filtros de calidad de la matriz original de SNPs, se retuvieron 38.157 SNPs que
fueron empleados para el analisis de parentesco y estructura poblacional, asi como, para
la identificaciéon de SNPs en los 5.507 genes candidatos previamente obtenidos a partir de
los estudios reportados. Los 38.157 SNP estuvieron distribuidos en los 18 cromosomas de
la yuca y ocho scaffolds, con una densidad promedio de un SNP cada 16.7 kb. De estos
polimorfismos, el 56,3% corresponde a transiciones mientras que, el 43,7% restante

corresponde a transversiones.



30 Variabilidad alélica en genes candidatos y su asociacion con la respuesta de

defensa a la bacteriosis vascular en yuca (Manihot esculenta Crantz)

A partir de esta matriz filirada, se identificaron 5.198 polimorfismos en 2.043 genes
candidatos (Tabla S 7-3). El numero de SNPs encontrados para cada gen comprendié
entre 1y 24 polimorfismos, siendo Manes.14G 154708 y Manes.03G 103700, los dos genes
para los cuales se identificaron el mayor numero de SNPs (24 cada uno), teniendo en
promedio un marcador cada 651y 200 pares de bases (pb), respectivamente. En contraste,

para 668 genes candidatos se identificd solo un SNP (Figura 4-5).

De los 5.198 SNPs identificados en los genes candidatos, el 65% mapeo en exones, el
18% en intrones y el 17% restante se ubica en UTRs. En total 2.042 SNPs se constituyen
como mutaciones sindnimas, mientras que 1.358 son mutaciones no sinénimas, que
incluyen 20 SNPs que pueden alterar el marco abierto de lectura del gen, al introducir o
eliminar codones de inicio y parada (Tabla S 7-4). Ademas, 82 SNPs se ubican en regiones

de interfaz exon-intrén y pueden tener un efecto en el splicing de 77 genes candidatos.

Figura 4-5: Distribuciéon del nimero de SNPs por cada gen candidato. Se presenta el

numero de genes con un numero de SNPs determinado.
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1.9 Asociacién entre polimorfismos en genes candidatos
de resistencia a CBB y la respuesta fenotipica tras la
infeccién con Xpm681

El analisis de ancestria basado en el set completo de SNPs mostro la existencia de
tres linajes genéticos en la poblacion (K=3), los cuales permiten agrupar los
genotipos en 4 subpoblaciones (Subp1-4) (Figura 4-6) (Tabla S 7-5). Las Subp1-3
estan compuestas por individuos con porcentajes de ancestria superior al 80% para
alguno de los tres K, mientras que la subpoblacién cuatro la conforman individuos
mezcla.

La Subpob1 (n = 29), esta compuesta por genotipos de la zona sur del pais y que
se relacionan con resguardos indigenas, incluyendo cultivares de Amazonas,
Caquetd y Guaviare. La Subpob2 (n = 13), estd integrada por cultivares de
Amazonas, Arauca, Guaviare y Santander. Por su parte, la Subpob3 (n = 13),
incluye cultivares de Antioquia, Bolivar, Cérdoba, Cundinamarca y Sucre, regiones
principalmente asociadas con el cultivo por parte de campesinos. Finalmente, la
cuarta subpoblacién agrupa cultivares de mudltiples departamentos e incluye a
60444. La prueba de Kruskal-Wallis mostré6 que no hay una diferencia
estadisticamente significativa entre los valores logAUDPC de las subpoblaciones 'y,
por ende, ninguna de ellas sesgo las asociaciones SNP-fenotipo (p = 0.3696).

El analisis de componentes principales arrojé dos puntos de inflexion en los
componentes tres y cinco, con una varianza acumulada de 18.5% y 24%,
respectivamente (Figura 4-7). La seleccion de los componentes principales a incluir
como covariables en el modelo de asociacion se baso en la inspeccién de graficos
de dispersion por pares de componentes. En estos graficos se evalué la distribucion
de los genotipos con respecto a cada par de componentes principales, con el fin de
identificar hasta qué punto se mantenia la diferenciacion de las cuatro
subpoblaciones previamente definidas mediante el analisis de ancestria. Este
analisis evidencié que los tres primeros componentes explicaban la mayor
proporcion de varianza acumulada y mostraban patrones claros de separacion
entre subpoblaciones, patrones que se perdian en los componentes cuarto y quinto.
(Figura 4-8).

Figura 4-6: Proporciéon de ancestria para cada genotipo de yuca evaluado. Se
presentan los linajes en color rojo (K1), verde (K2) y azul (K3). La linea negra inferior
agrupa los individuos que pertenecen a cada subpoblacién (Subpob) con base en
sus porcentajes de ancestria estimada.
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Figura 4-7: Grafico de varianza acumulada por componente. Se presenta una linea
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Figura 4-8: Grafico de dispersion de los individuos empleados en este estudio en los
componentes principales uno (PC1) y dos (PC2). Se presentan en colores las
subpoblaciones obtenidas a partir del analisis de ancestria.
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Para la asociacion se empleé la matriz de 5.198 SNPs y tres componentes principales
como covariables. El modelo lineal con el paquete rrBLUP mostré un buen ajuste (Figura
4-9) y permitié identificar cinco SNPs asociados significativamente con la respuesta a CBB
(Figura 4-10). Cada SNP asociado esta localizado en un gen que codifica para proteinas
de familia y funcion diferente, los cuales provienen en su totalidad de los analisis de
expresion diferencial (Tabla 4-2). El umbral LOD de los SNP asociados estuvo entre 3.04
y 4.81, con porcentajes de varianza explicada que van desde 12.6 hasta 19.0%. Para todos
los genes asociados, excepto Manes.06G 100000, se identifico mas de un polimorfismo en
este estudio. Particularmente, para los genes Manes.15G053800, Manes.09G185700 y
Manes.13G053400 se obtuvieron tres SNPs para cada uno, lo que representa un SNP
cada 1.947, 1.288 y 1.372 pares de bases. Para el gen Manes.16G020100 se obtuvieron
siete SNPs, con una densidad promedio de un polimorfismo cada 701 pb.

Figura 4-9: Distribuciones observadas (eje y) y esperadas (eje x) de los valores -
log(p) obtenidos con el modelo incorporado en rrBLUP.
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Figura 4-10: Manhattan plot de los SNPs (puntos azules) identificados en los genes

candidatos de resistencia a CBB. La linea roja muestra el umbral LOD (3.0) considerado
en este estudio.
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Los SNPs asociados en los genes Manes.16G020100, Manes.09G185700
Manes.13G053400 y Manes.06G100000 se constituyen como mutaciones sindnimas;
mientras que el SNP ubicado en el gen Manes.15G053800 se localiza en un intrén (Tabla
S 7-4). En los cinco SNPs asociados con la respuesta a CBB, el heterocigoto mostrd un
valor logAUDPC intermedio respecto a los homocigotos (Figura S7-1). Ademas, en los
genes Manes.15G053800, Manes.09G 185700y Manes.13G053400, el alelo alternativo (A,
T, A) se relacion6 con menor desarrollo de sintomas; mientras que, en los genes
Manes.16G020100 y Manes.06G 100000 (C) el alelo alternativo se relacioné con mayores
valores de log10AUDPC, es decir con mayor progreso de los sintomas (Tabla 4-2).

De acuerdo con los analisis de expresion empleados en este trabajo, el gen
Manes.13G053400 que codifica una asparagina-tRNA ligasa, se sobre expresé en el
genotipo resistente TMS30572 a las 72hpi. Manes.09G 185700 que codifica una proteina
de tipo dedo de zinc relacionada con Constans 14, se expreso a la baja en MBRAG85,
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genotipo también resistente a Xpm681. Los genes Manes.06G100000, Manes.15G053800
y Manes.16G020100 que codifican el factor E2F, una proteina remodeladora de cromatina
y un transportador de azucar, respectivamente, se sobre expresaron en 60444 tras la
inoculacion con Xpm681.

Tabla 4-2: Polimorfismos asociados con la respuesta a Xpm681 en el panel evaluado.
Se presenta la identificacion (ID) del SNP, su posicion en el genoma, valor de significancia
de asociacién, el porcentaje de la varianza explicada por el marcador (%PVE) y el efecto.
La anotacién gendmica reportada corresponde a la informacion disponible para el genoma
de referencia v8.1 de Manihot esculenta. El simbolo () en el efecto implica que el alelo
alternativo disminuye el valor log10AUDPC.

()
Marcador Crom Posicion LOD P\/;E Efecto Gen Anotacion genomica

S15_4138109 15 4138109 4.81 19.0 -0.11 Manes.15G053800

SWI/SNF-related chromatin
binding protein
Sugar transport protein 1-
related
Zinc finger protein constans-
like 14-related

S13_6178686 13 6178686 3.20 12.8 -0.16 Manes.13G053400 Asparagine-tRNA ligase

$16_2229707 16 2229707 3.33 136 0.10  Manes.16G020100

S09_37279534 9 37279534 3.26 13.2 -0.11 Manes.09G185700

S06_23409718 6 23409718 3.04 126 0.06 Manes.06G100000 E2F transcription factor

El analisis de desequilibrio de ligamiento, a partir de los 5.198 SNPs empleados en el
modelo de asociacion, permitié estimar una ventana de +55.437pb., que alberga 63 genes
candidatos, incluidos los cinco genes previamente descritos. Especificamente, en la
ventana de ligamiento del marcador S06_23409718, se ubico el gen Manes.06G099600
que codifica para enhanced disease susceptibility 1 protein (EDS1); mientras que, en la
ventana del marcador S09 37279534 se localizaron los genes Manes.09G185200 y
Manes.09G 185600 que codifican para serine/threonine-protein phosphatase y leucine-rich
repeat-containing n-terminal protein, respectivamente. Estas tres proteinas han sido
ampliamente relacionadas con inmunidad vegetal y podrian ser candidatos promisorios

para estudios futuros en este panel de asociacion.






Discusion

En este estudio se evaluo la respuesta de defensa de 108 genotipos de una poblacién
diversa de yuca infectados con la cepa Xpm681. Como resultado, se identificaron cinco
SNPs ubicados en cinco genes candidatos previamente reportados, los cuales mostraron
una asociacion significativa con la resistencia a la bacteriosis vascular de la yuca. Los
genotipos de yuca evaluados en esta investigacion exhibieron respuestas diferenciales
frente a la infeccion por Xpm681. A través de su fenotipificacion fue posible identificar que
los cultivares CAQ20, ARA04, AMA23, AMA33 y AMA44 son potenciales fuentes de
resistencia en programas de fitomejoramiento frente a CBB, dado que presentaron los
valores log1oAUDPC mas bajos del panel. En contraste, CAQ18 y SANO1 fueron los
cultivares con los mayores valores de logi0)AUDPC, superando 60444 y se perfilan como

genotipos promisorios para el estudio de la susceptibilidad.

La medicion progresiva de los sintomas en el panel de asociacion permitié establecer que
la respuesta de los genotipos con bajos valores de logicAUDPC y por ende con
comportamiento resistente (Trujillo et al., 2014), se puede dividir en dos estrategias
principales. La primera consiste en plantas que desarrollan sintomas de forma tardia,
mientras que la segunda incluye plantas que presentan sintomas en los primeros dias de
evaluacién, pero que impiden su progresion con el tiempo. Estas estrategias se han
reportado en otros patosistemas, como Phytophthora infestans - papa, donde la
ralentizacién de la progresién del patégeno es una caracteristica de los genotipos
resistentes (Goutam et al.,, 2018). Especificamente en yuca, se ha descrito que los
genotipos resistentes a CBB se caracterizan por un menor crecimiento intracelular y menor
dispersién vascular de Xpm (Mbaringong et al., 2017). Ademas, la resistencia a la CBB se
ha relacionado con varios mecanismos como la lignificacion, la deposiciéon de calosa, la
secrecion de compuestos fendlicos y la oclusion controlada de haces vasculares (Fanou
etal., 2017). Por ende, queda por investigar cuales de estos mecanismos estarian jugando

un rol determinante en la resistencia de los genotipos aqui evaluados.



38 Variabilidad alélica en genes candidatos y su asociacién con la respuesta de
defensa a la bacteriosis vascular en yuca (Manihot esculenta Crantz)

Tradicionalmente, la progresién de la CBB en yuca se ha medido a través de la cantidad
del crecimiento del patégeno o por escalas de puntuacién de los sintomas (Eliot et al.,
2022). Teniendo en cuenta que la resistencia a la CBB es cuantitativa, ningun método
puede capturar la totalidad de la complejidad, sin embargo, la medicion del progreso de los
sintomas asociados con la infeccién por Xpm ha mostrado ser un método asequible y
aplicable a ensayos de campo o laboratorio y que ha permitido distinguir entre genotipos
resistentes y susceptibles (Jorge et al., 2000; Trujillo et al., 2014; Soto et al., 2017). En los
ultimos afos se han propuesto métodos basados en el analisis de imagenes y machine
learning para fenotipar la CBB, no obstante, dada la infraestructura y presupuesto
requeridos, estas metodologias aun no han sido ampliamente implementadas (Mutka et
al., 2016; Elliot et al., 2022).

El panel de yuca evaluado en este estudio presenta tres linajes ancestrales, los cuales
pueden explicar la agrupacion de los cultivares en cuatro subpoblaciones, donde las
formas de cultivo pueden estar explicando el flujo génico o aislamiento de ciertos genotipos
(Mora et al., aceptado). Algunos autores han reportado como el origen geografico y la
estructura genética pueden influir en la respuesta de resistencia a ciertos patégenos
(Moeller & Tiffin, 2008). Esto se relaciona con patrones de diferenciacion y barridos gen
especifico que representan adaptaciones locales (Moeller & Tiffin, 2008). Sin embargo,

aqui no encontramos una diferencia entre la respuesta a Xpm681 y la subpoblacién.

A partir del genotipado por secuenciacion, se identificaron 5.198 SNPs en un conjunto de
2.063 genes candidatos. Esto es relevante teniendo en cuenta que, algunos autores han
demostrado que los genes implicados en resistencia estan sometidos a una alta
diversificacion, que les permite responder a un mayor espectro de variantes en el patégeno
(Wu et al., 2017). Ademas, las razas locales, los parientes silvestres y los cultivares juegan
un rol fundamental como fuente de variaciéon genética, potencialmente implicada en la
resistencia a enfermedades (Gibson, 2022). Aqui es importante destacar que algunos de
los cultivares empleados en este trabajo no habian sido explorados antes y posiblemente
estan adaptados a ecozonas especificas del pais, permitiendo identificar fuentes de

resistencia que estan siendo seleccionadas en varios ambientes naturales.
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Cinco genes candidatos con polimorfismos fueron estadisticamente asociados con la
resistencia a CBB, cuyas funciones moleculares reportadas, contribuyen al entendimiento
de la interaccion Xpm-yuca. El gen Manes.15G053800 que obtuvo la mayor asociacion,
estd ubicado en el cromosoma 15 y codifica una proteina de uniéon a la cromatina
relacionada con SWI/SNF. Estas proteinas son complejos multiprotéicos que utilizan ATP
para modificar la estructura de la cromatina, a través de la edicién y el reposicionamiento
de los nucleosomas (Jerzmanowski, 2007). Aunque han sido principalmente asociadas con
los procesos de desarrollo, en los ultimos afios también se ha descubierto que estas
proteinas pueden actuar en resistencia patdgeno-especifica, al controlar la accesibilidad
de la cromatina y regular los genes de la via del SA y el JA (Jasmonic Acid) (Song et al,
2021). Ademas, se ha demostrado que los complejos SWI/SNF tienen la capacidad de
mantener islas gendmicas transcripcionalmente activas mientras el organismo se enfrenta
a diferentes tipos de estrés (Jian et al.,, 2021). En términos de la interaccién planta-
patdgeno, estas proteinas no solo regulan multiples genes de las vias hormonales, sino
que también participan en el empalme alternativo de los genes R y su expresion, a través

de la maquinaria epigenética (Huang et al., 2021).

Por su parte, el gen Manes.16G020100 esta ubicado en el cromosoma 16 y codifica un
transportador de azucar transmembranal (Liu et al., 2018). Los azucares cumplen diversas
funciones en el metabolismo y el desarrollo de la planta, donde también pueden actuar
como elementos de transduccion en algunas cascadas de sefializacion (Liu et al., 2018).
En el contexto del estrés bidtico se ha descrito que los azucares pueden participar tanto
en resistencia como en susceptibilidad. Se ha propuesto que un alto nivel de azucares en
tejidos cercanos al patdogeno, especialmente hongos, potencia la cascada oxidativa y la
expresion de genes PR (Morkunas & Ratajczak, 2014). En el caso de Xpm, se ha
demostrado que los genes SWEET (efluyentes de azucares) aumentan la susceptibilidad,
ya que el exceso de azucar en el apoplasto se constituye como una fuente de carbono
para el patégeno (Cohn et al., 2014; Veley et al., 2023). Liu y colaboradores (2018) han
demostrado que Manes.16G0207100 no hace parte de la familia SWEET, ya que carece del
dominio conservado MtN3/saliva de estos transportadores (Fan et al., 2023). Este gen,
también llamado MeSTP17, hace parte de la familia STP (sugar transporter), que se

caracteriza por tener 12 dominios transmembranales y cuenta con 20 miembros en yuca
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(Liu et al., 2018). Especificamente, MeSTP17 es un paralogo de Manes.17G033300
(MeSTP19) y puede transportar manosa, galactosa, glucosa y fructosa (Liu et al., 2018).
Aunque el rol de este gen en la interaccién planta-patégeno no ha sido evaluada, se sabe
que los miembros de la familia STP en otras plantas como el trigo, participan en la
recaptacion de azucares del apoplasto (Lata et al., 2023). En este sentido, los STP
promueven la resistencia ya que la recaptacion se constituye como un mecanismo de
defensa y competencia frente al patégeno (Lata et al., 2023). Ademas, se ha demostrado
que la expresiéon de los STP aumenta en respuesta a PAMPs como la flagelina en
interacciones incompatibles (Yamada et al., 2016). En este sentido, MeSTP17 podria estar
participando en la resistencia a CBB a través de un mecanismo que contrarresta la

susceptibilidad inducida por Xpm a través de los genes SWEET.

Por otro lado, el gen Manes.09G 185700 esta ubicado en el cromosoma 9 y codifica una
proteina de dedo de zinc relacionada con Constans, las cuales juegan un rol fundamental
en el ciclo circadiano de la planta y se relacionan con los procesos de floracion (Li et al.,
2019). Aunque su papel en inmunidad no se ha descrito, se sabe que estos genes también
participan en la respuesta al estrés abiético (Barrios et al., 2017). Manes.09G185700 es el
unico de los genes asociados en este trabajo que mostré expresion a la baja tras la
inoculacion con Xpm en un genotipo resistente (Ramirez et al., 2020). Esto puede estar
relacionado con el conocido sistema de compensacion que existe entre crecimiento y
resistencia, donde la planta debe destinar su energia a las respuestas de defensa, a costas
de la expansion celular, el tamafo foliar, la fertilidad, entre otras (Gao et al., 2024).
Ademas, las variantes alélicas en algunos genes que participan en el tiempo de floracion,
como Flowering Locus C, han mostrado un efecto pleiotropico de estos genes sobre la
particion de asimilados y la cantidad de compuestos de defensa sintetizados contra

herbivoros (Rasmann et al., 2018).

Por su parte, Manes.13G053400, el cuarto gen asociado con la respuesta a CBB, codifica
una asparagina-tRNA ligasa (AsnRS, Asparagine-tRNA synthetase). Esta enzima se
encarga de catalizar la union entre la asparagina y el ARNt especifico para este aminoacido
(Kern et al., 2013). A pesar de que su funcién es esencial para la sintesis de proteinas, no

hay evidencias de su participacion directa en resistencia. Este gen candidato mostré
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induccién en un genotipo resistente tras 72hpi con Xpm681 (Gémez-Cano et al., 2019).
Esto se relaciona con un aumento de la sintesis de proteinas como parte de la respuesta
inmune temprana en plantas, donde se ha demostrado que los genes implicados en la
biosintesis de aminoacidos y proteinas de resistencia aumentan su expresion en respuesta

a varios patoégenos (Zimaro et al., 2011).

El ultimo gen candidato asociado con la respuesta a CBB, Manes.06G 100000 codifica un
miembro de la familia del factor de transcripcion E2F, indispensable en la regulacion y
transicion de algunas fases del ciclo celular (Casati, 2023). Ademas, se ha asociado con
la respuesta tejido-especifica frente a varios estreses abidticos. Por ejemplo, se sabe que
E2F confiere tolerancia a la sequia a través de la regulacién de multiples kinasas (Cao et
al., 2024). En el contexto de la enfermedad, se ha encontrado que algunos E2F atipicos
pueden actuar como inhibidores transcripcionales de genes clave en la via del SA.
Especificamente puede regular negativamente al gen Enhance Disease Susceptibility 5
(EDS)), un transportador necesario para aumentar los niveles de SA que desencadenan
la inmunidad (Dominguez-Figueroa et al., 2024). En este sentido, E2F podria actuar en el

patosistema Xpm-yuca como un intermediario entre el crecimiento y la defensa.

El hecho de que los genes Manes.15G053800, Manes.16G020100 y Manes.06G100000
codifiquen proteinas relacionadas con resistencia en otros patosistemas y que muestren
sobre expresion en el genotipo susceptible 60444 tras la inoculacién, podria estar
relacionado con que la planta esta activando los genes de manera tardia, desencadenando

susceptibilidad (Ramirez et al., 2020).

Los genes candidatos previamente descritos se constituyen como genes promisorios para
una futura validacién funcional ya que reunen evidencias multiples de su relacién con la
respuesta a CBB. Entre ellas se incluye la asociacion SNP-fenotipo encontrada en este
trabajo, la expresion diferencial tras la inoculacién con Xpm y una posible funcién en la
resistencia a través de la revision de literatura. Las estrategias como la transformacién
mediada por Agrobacterium han permitido resultados notables entre los que se encuentran
la validacién funcional de RXam1y RXam2, asi como la reduccién de la susceptibilidad a
CBB mediante la mutacién de algunos genes SWEET mediada por CRISPR-Cas (Diaz-
Tatis et al., 2018; Diaz-Tatis et al., 2022; Elliot et al., 2024). Por ende, estas estrategias
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biotecnolégicas pueden ser empleadas para la futura validacién de los cinco genes

identificados aqui.

La yuca es considerada un cultivo donde el fitomejoramiento es complejo, debido a su
floracién deficiente y asincroénica, su baja produccion de semillas y su alta heterocigosidad
(Ige et al., 2022). No obstante, herramientas dentro del fitomejoramiento inteligente (smart
breeding), como la seleccidon asistida por marcadores (MAS, Marker-Assisted Selection)
(Ferguson et al., 2012) y la seleccion genémica (GS, genomic selection) (Wolfe et al.,
2017), han cobrado relevancia en yuca durante la ultima década. Por ejemplo, la MAS ha
sido empleada para los altos contenidos de provitamina A, el contenido de carotenoides,
la cantidad de materia seca, el deterioro post cosecha vy la resistencia al mosaico de la
yuca (Ige et al., 2021; Ige et al., 2022; Codjia et al., 2023). De la misma manera, los genes
candidatos y los SNPs asociados con la respuesta a CBB identificados en esta
investigacion, podrian aportar como insumo para modelos de MAS o GS en programas de

fitomejoramiento enfocados en el desarrollo de cultivares de yuca resistencias a CBB.

Finalmente, reconociendo la naturaleza compleja del rasgo de la resistencia a CBB y los
alcances del mapeo por asociacion llevado a cabo en este trabajo, se recomienda que las
investigaciones que continlen en torno a estos genes candidatos incluyan la
secuenciacion completa de los genes, para aumentar el niumero de polimorfismos
detectados. Esto es relevante teniendo en cuenta que en yuca se ha reportado, en
promedio, un SNP cada 177 pb (Vasconcelos et al., 2016). Ademas, estudios previos de
resistencia en plantas han mostrado que los polimorfismos ubicados en promotores
pueden tener un rol determinante en el desarrollo de sintomas al alterar la expresion génica
(Wang et al., 2024). Adicionalmente, los avances recientes en seleccion gendmica de yuca
sugieren que los estudios futuros pueden fortalecerse aumentando el tamano del panel
evaluado e incorporando genotipos de diferentes origenes geograficos (Wolfe et al., 2017).
Por dltimo, los resultados aqui reportados pueden ser complementados al evaluar la
respuesta a la infeccion frente a otras cepas de Xpm y bajo condiciones ambientales
contrastantes, lo que permitira identificar las bases genéticas de la resistencia a CBB con

un potencial de amplo espectro y estable entre ambientes.
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Este trabajo aporta nuevo conocimiento sobre las bases genéticas de la resistencia a la
bacteriosis vascular de la yuca, a través de una estrategia poco explorada en el estudio de
este rasgo: el mapeo por asociacién con enfoque de gen candidato. Aqui se presenta un
panel diverso de cultivares colombianos que constituye un insumo para la identificacién de
potenciales alelos de resistencia a la CBB, incluyendo genotipos novedosos que pueden
ser empleados como futuros parentales en programas de incorporacion de fuentes de
resistencia.

Este estudio propone un enfoque integrativo donde se utilizan los hallazgos previos de
expresion diferencial y mapeo de QTLs por ligamiento, como estrategias para la
identificacion, seleccion y priorizacion de genes candidatos de resistencia a CBB. El mapeo
por asociacidon realizado permitid identificar cinco polimorfismos asociados
significativamente con la enfermedad, los cuales mapean en cinco genes, algunos de ellos
con funciones previamente descritas en la resistencia en otros patosistemas.

Estos resultados representan un avance para el desarrollo de cultivares resistentes a la
bacteriosis vascular, los cuales pueden ser empleados en seleccion asistida por
marcadores y seleccién gendmica en yuca tras futuras etapas de validacién. Teniendo en
cuenta las limitaciones de nuestra estrategia y considerando la complejidad del rasgo, los
datos obtenidos deben ser complementados a través de la secuenciacién completa de los
genes candidatos asociados significativamente, asi como con la incorporacion de mas
genotipos de diferente origen geografico que puedan ser evaluados frente a diferentes
cepas del patdégeno y bajo multiples ambientes, para aumentar la aplicabilidad y precision
de los resultados.
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Material suplementario

Todo el material suplementario de esta investigacion puede ser consultado en
https://drive.google.com/drive/folders/17NRVZ4DZ68nUE2bQ6MGj2xSaTAjOJZtT?usp=d
rive_link
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