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Resumen y Abstract VII

Resumen

La bacteriosis vascular es una de las enfermedades mas importantes que atacan el
cultivo de yuca y es causada por la bacteria Xanthomonas axonopodis pv. manihotis
(Xam). RXam2 es un gen que codifica una proteina de tipo NBS-LRR que se encuentra
asociado a un QTL que explica el 62% de la resistencia a la cepa de Xam CIO151.
Previamente fragmentos de 618pb de este gen fueron clonados en el vector de
silenciamiento pHellsgatel2, el cual es compatible con la tecnologia Gateway®. Este
vector contiene insertos del gen a silenciar en sentido y antisentido separados por un
intron, lo que producira silenciamiento génico mediado por ARN de doble cadena. Esta
construccion fue transformada en A. tumefaciens y posteriormente en plantas de yuca de
la variedad 60444 con el fin de silenciar RXam2. En total se obtuvieron cinco plantas
transgénicas de las cuales se presenta la caracterizacion de dos de ellas, debido a que
presentaron anormalidades probablemente causadas por efectos pleiotropicos del
silenciamiento. Las plantas transgénicas se distinguieron por tener crecimiento lento y
reducido, dificultad en la micropropagacion, tallos mas delgados y hojas mas pequefas.
Estas ademas presentaron una disminucién en la expresién del gen que codifica para la
enzima fenilalanina amonio liasa, el cual es cominmente expresado en las respuestas
de defensa. Aunque las plantas silenciadas no mostraron una susceptibilidad
estadisticamente significativa a la infeccion por el patégeno, si se observaron algunas
diferencias visuales en la intensidad y rapidez en la apariciéon de sintomas en las plantas
transgénicas silenciadas. Estos resultados sugieren que RXam2 es un gen involucrado
en la resistencia a Xam ClO151. Ademdas de la cepa ClO151, se realizaron analisis
preliminares de evaluacion de patotipos para determinar si las cepas actuales
corresponden a patotipos diferentes y poder estudiar en posteriores trabajos si RXam2
esta involucrado en la resistencia a algunas de estas cepas.

Palabras Claves: Silenciamiento, Defensa, Resistencia, Virulencia, Patotipos
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Abstract

Cassava bacterial blight (CBB) is one of the most important diseases affecting cassava
(Manihot esculenta Crantz), and is caused by the gram-negative bacteria Xanthomonas
axonopodis pv. manihotis (Xam). RXamz2 is a resistance gene candidate that codes for a
protein containing the NBS-LRR domains and it is associated to a QTL explaining 62% of
the resistance to Xam strain CIO151. We previously cloned fragments of 618bp from
RXam2 into pHellsgate12, an ihpRNA silencing vector that is compatible with gateway®
system. pHellsgatel2 contains the sequences sense and antisense spliced by an intron
that will produce gene silencing mediated by double stranded RNA. This construction was
transformed in Agrobacterium tumefaciens and subsequently in cassava plants cultivar
60444 to silence RXam2. We obtained five transgenic plants but only two were described
here, probably caused by the abnormalities due to pleiotropic effects caused by silencing.
Transgenic plants showed slower growth, difficulties in in-vitro propagation, thinner
shoots and smaller leaves compared with control plants. Inoculated transgenic plants
showed a reduction in the expression of Phenylalanine ammonia-lyase gene that is
commonly expressed during cassava defense responses. Even though the transgenic
plants didn't showed a statistically significant increased susceptibility, together these
results indicate that RXamz2 is involved in resistance to Xam strain CIO151. We also
conducted pathotypic analysis of recent Xam strains to select new haplotypes of Xam that
can be used in subsequent works with silenced transgenic plants and test the effect of

RXamz2 against new Xam strains.

Key Words: Silencing, Defense, Resistance, Pathotypes, Virulence.
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1.0Objetivos

1.1 Objetivo General

Evaluar la funcion que desempefa el gen candidato de resistencia RXam2 en plantas
transgénicas de yuca por medio de la tecnologia del ARN de interferencia (ARNi) en

respuesta a la infeccién por Xanthomonas axonopodis pv. manihotis.

1.2 Objetivos especificos

Establecer una metodologia de silenciamiento génico en yuca para validacion

funcional de genes por medio de transformacién genética estable mediada por

Agrobacterium tumefaciens.

» Determinar la posibilidad de transformacién de dos variedades de yuca altamente
resistentes a bacteriosis vascular.

= Evaluar la resistencia que confiere el gen candidato de resistencia RXam2 a la
cepa de Xanthomonas axonopodis pv. manihotis CIO151. En plantas con
expresion reducida del gen de resistencia candidato en la variedad 60444.

= Determinar los patotipos a partir de haplotipos de Xam aislados en los ultimos dos

afios con el fin de ver a futuro si RXam2 esta implicado con la resistencia a

nuevos aislamientos.
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2.Marco Teodrico

La seguridad alimentaria es una de las mayores preocupaciones mundiales en la
actualidad, en especial en paises subdesarrollados. Ademas de las razones
sociopoliticas que enmarcan este problema, la limitacion mas importante para asegurar la
alimentacién de la creciente poblacion mundial es el déficit de produccién provocado por
las enfermedades causadas por patdgenos, los cuales se estima pueden causar pérdidas
hasta del 10% de la produccion global de alimentos (Strange & Scott, 2005). Lo anterior
ha conllevado a que se incrementen los estudios encaminados al entendimiento de los
mecanismos de resistencia y defensa en las plantas con los que se pretenden combatir
las enfermedades, enmarcados en un contexto ambientalista donde se espera reducir el

uso de contaminantes agroguimicos.

Recientemente se han implementado tres tipos de estudios complementarios orientados
al mejoramiento de los cultivos, uno de ellos consiste en el uso de marcadores
moleculares que pueden ser empleados para la construccién de mapas genéticos que
permiten la identificacion y clonacion de genes de interés y seleccion asistida para el
desarrollo de variedades de plantas con altos niveles productivos, resistencia a
patdgenos y tolerancia a estrés abidtico. El segundo corresponde a los estudios que
involucran gendémica y bioinformatica, con los cuales se pretende no solo el desarrollo de
variedades vegetales con caracteristicas agronémicas de interés, sino el entendimiento
de los mecanismos organismicos, celulares y moleculares por los cuales las plantas
pueden responder de forma positiva a condiciones desfavorables tales como
enfermedades causadas por patdogenos o determinadas condiciones ambientales
(Delmer, 2005; Goff & Salmeron, 2004). Finalmente el entendimiento de estos
mecanismos ha permitido el desarrollo de cultivos transgénicos con caracteristicas como

resistencia a insectos a través de la introduccion de genes como el caso del gen cry de
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Bacillus thuringensis que confiere resistencia a insectos o del gen bar que confiere
resistencia al herbicida PPT (Delmer, 2005). Igualmente bajo este tipo de aproximaciones
ha sido posible incrementar el valor nutricional de los cultivos como ocurre en el caso del
Golden Rice, el cual es un tipo de arroz con alto contenido de beta-caroteno, o incluso
generar resistencia a patdégenos virales por medio de ARN de interferencia en plantas en
las que no hay genotipos naturalmente resistentes, como ocurre en cultivos de papaya
gue son afectados por el virus de la mancha anular (Delmer, 2005). Cabe mencionar que
los diferentes tipos de aproximaciones investigativas mencionadas anteriormente no son
excluyentes, por el contrario, es el complemento de las tres lo que permitira generar una

agricultura sostenible.

Los estudios moleculares en el area de la fitopatologia que se han venido desarrollando a
lo largo de las ultimas décadas han profundizado en el conocimiento de los mecanismos
naturales por los cuales las plantas responden a los distintos patdégenos. Dichos
mecanismos han sido diferenciados en dos ramas de inmunidad vegetal (Chisholm et al.,
2006; Jones & Dangl, 2006). El primero de ellos depende del reconocimiento de
moléculas fundamentales para la viabilidad del patégeno y que en consecuencia son
ampliamente distribuidas, altamente conservadas y de evolucién lenta (Schwessinger &
Zipfel, 2008). Estas moléculas son llamadas patrones moleculares asociados a
patégenos (PAMP, del inglés Pathogen-Associated Molecular Patterns) y desencadenan
la inmunidad inducida por PAMPs (PTI, del inglés PAMP-Triggered Immunity) que
genera una respuesta de defensa temprana y de baja intensidad (Chisholm et al., 2006).
Entre las principales respuestas de defensa inducidas durante el reconocimiento de
PAMPs se encuentran la induccion de cascadas de fosforilacion mediadas por mitogen-
activated protein kinases (MAPK), expresion de genes relacionados con patégenos (PR,
del inglés Pathogen-Related), estallidos oxidativos, aumento de la concentracion
intracelular de iones de calcio y refuerzo de la pared celular entre otros (Abramovitch et
al., 2006; Nurnberger et al., 2004).

Los principales PAMP encontrados hasta el momento son el péptido de 22 aminoé&cidos
(aa) de la flagelina bacteriana flg22, el factor de elongacion TU (elf18) y mas
recientemente el péptido sulfatado AX21 tipico de Xanthomonas spp (Park et al., 2010).
Estos PAMPs son reconocidos por las plantas por medio de receptores

transmembranales llamados PRR (del inglés Pattern Recognition Receptor) o receptores
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tipo kinasa (RLK, del inglés Receptor Like Kinase) que constan de un dominio
extracelular de repeticiones ricas en leucina (LRR, del inglés Leucin Rich Repeat) y un
dominio kinasa citoplasméatico (Abramovitch et al., 2006; Jones & Dangl, 2006; Lee et al.,
2009). A pesar de que los PAMPs son moléculas altamente conservadas se ha
encontrado variabilidad entre diferentes especies vegetales para los receptores FLS2 y
EFR, que reconocen flg22 y elf18 respectivamente (Chisholm et al., 2006). No obstante
dichas funciones pueden estar desempefiadas por genes ortélogos en otras especies 0
simplemente estar restringidas a una especie, o que evidencia la adaptabilidad de
distintos PRRs para acoplarse a la diversidad microbiana (Schwessinger & Zipfel, 2008).
En patosistemas que involucran la interaccién con hongos se han reportado hasta el
momento dos receptores de PAMPs. El primero de ellos fue encontrado en arroz y fue
llamado CEBIP (del inglés Chitin Elicitor Binding Protein) dado que es capaz de unirse a
la quitina y esté involucrado en desencadenar respuestas de defensa inducidas por el
reconocimiento de la quitina (Kaku et al., 2006). Posteriormente se encontré el receptor
de quitina CERK1 en Arabidopsis y se caracterizd por tener una estructura similar a

CEBIP, pero con un dominio kinasa adicional (Miya et al., 2007).

A pesar de que se ha observado que variaciones en los PAMP, incluso modificaciones
postraduccionales, pueden permitir la evasion de la deteccion por los PRR, esta no es la
principal forma por la cual los patdégenos impiden la deteccion por parte de las plantas
(Abramovitch et al., 2006). Por esta razén han desarrollado sistemas por los cuales
liberan moléculas que son esenciales para su multiplicacién y posterior desarrollo de la
enfermedad (Chisholm et al., 2006). Entre los principales mecanismos desarrollados por
bacterias se encuentran el sistema de secrecion tipo Il (T2SS, del inglés Type 2
Secretion System) que es usado fundamentalmente por fitopatdgenos necrotroficos como
Erwinia carotovora el cual le permite liberar enzimas degradadoras como celulasas y
pectinasas para destruir rdpidamente las paredes celulares del hospedero (Abramovitch
et al., 2006; Jha et al., 2005). El sistema de secrecidn tipo cuatro (T4SS, del inglés Type
4 Secretion System) es usado por bacterias como Agrobacterium tumefaciens y permite
la introduccion del plasmido Ti (del inglés Tumor Inducing) en el genoma de las células
infectadas para que se expresen genes involucrados en la sintesis de opinas y hormonas
gue le den ventaja exclusiva a este patdgeno sobre la planta hospedera (Abramovitch et
al., 2006; McCullen & Binns, 2006). Finalmente el sistema se secrecion tipo tres (T3SS)

es el mas estudiado e importante mecanismo por el cual las bacterias fitopatdgenas
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suprimen la PTI por parte de su hospedero. EI T3SS actia como una jeringa que
atraviesa la membrana y la pared de la célula vegetal inyectando moléculas llamadas
efectores, cuya principal funcion es bloquear las respuestas de defensa y los
mecanismos de resistencia por medio de la alteracion de las condiciones fisiologicas de
las plantas susceptibles (Alfano & Collmer, 2004; Cornelis, 2006). El T3SS es propio de
bacterias gram-negativas y esta estructural y filogenéticamente relacionado con el flagelo
(Cornelis, 2006). Otros organismos como hongos y oomicetes son capaces de secretar
moléculas efectoras a través de un peg de penetracién generado por un haustorio y
aungue no se conoce muy bien el mecanismo, los efectores en cualquier caso deben ser

introducidos al citoplasma de la célula vegetal (Kamoun, 2006).

Algunas de las actividades enzimaticas conocidas de los efectores encontrados son de
crucial importancia para impedir la PTI como es el caso del efector AvrPto de
Pseudomonas syringae que interactla con el receptor FLS2 de forma directa antes de
gue se active la cascada de fosforilacion de las MAPK (He et al.,, 2006; Xiang et al.,
2008). Otras de las actividades enzimaticas reportadas de particular interés son las de la
familia de efectores AvrBs3 encontrados en Xanthomonas spp. que estan implicados en
la activaciébn de la transcripcidbn de los genes del hospedero para el beneficio del
patdégeno. Esta actividad se logra gracias a la presencia de un dominio de localizacion
nuclear (NLS, del inglés Nuclear Localization Signal) y un dominio acidico de la
activacion transcripcional (AAD, del inglés Acidic transcripcional Activation Domain)
(Szurek et al., 2002). Particularmente el efector AvrBs3 de Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria es capaz de activar genes reguladores del crecimiento celular causando

hipertrofia para facilitar la colonizacién del hospedero (Kay et al., 2007).

En respuesta a los efectores las plantas han desarrollado proteinas de resistencia que
reconocen de manera altamente especifica su presencia y activan fuertes respuestas de
defensa, esta rama de la inmunidad es llamada inmunidad inducida por efectores (ETI del
inglés Effector Triggered Immunity) (Bent & Mackey, 2007; Jones & Dangl, 2006). Los
efectores reconocidos por las proteinas de resistencia son llamados proteinas de
avirulencia y resultan en una interaccion incompatible entre el hospedero y el patégeno
(Dangl & Jones, 2001; Nurnberger et al., 2004).
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A pesar de las grandes diferencias entre los linajes de patégenos que atacan a las
plantas (virus, bacterias, hongos, oomicetes y nematodos) y los efectores que estos
poseen, las proteinas de resistencia tienen estructuras con dominios altamente
conservados (Lopez, 2007). Entre los mas frecuentes se encuentran el dominio de union
a nucleotido (NB, del inglés Nucleotide Binding) y el LRR. El dominio NB esta implicado
en la unién e hidrélisis de ATP o GTP y en consecuencia es el posible responsable de
activar las cascadas de sefalizacion (Takken et al., 2006). El dominio LRR funciona
como sitio de interaccion proteina-proteina, péptido ligando y proteina carbohidrato, otros
estudios han mostrado que también esta involucrado en la autorregulacion del dominio
NB (Jones & Dangl, 2006; Takken et al., 2006). El domino LRR presenta gran variabilidad
y es quizas quién da especificidad a la proteina de resistencia, por lo cual estaria
involucrado en el reconocimiento de proteinas del patégeno (Lopez, 2007). Las proteinas
de resistencia NB-LRR ademas pueden tener asociados dominios Toll-Interleukin
Receptors (TIR) o Coiled Coil (CC) hacia el extremo amino terminal. Otro dominio
importante encontrado en las proteinas de resistencia es el WRKY involucrado en unién
al ADN, por lo que son posibles activadores de la transcripcion de genes implicados en
defensa, por medio de la union a las cajas W de los genes blanco (Bent & Mackey, 2007;
Lopez, 2007).

Tal vez la pregunta de mayor interés y relevancia en la fitopatologia molecular es ¢cémo
reconocen las proteinas de resistencia a los efectores que generan avirulencia? Para
responder a esta pregunta se han desarrollado dos hipétesis principales; la primera de
ellas plantea que existe una interaccion directa entre la proteina de resistencia y la
proteina de avirulencia. El principal modelo que evidencia esta hipétesis ocurre en el
patosistema de lino y la roya del lino causada por el hongo Melamspora lini. Se ha
establecido mediante ensayos de doble hibrido, que las proteinas de resistencia L de lino
pueden interactuar directamente con la proteinas de avirulencia AvrL567 de Melamspora
lini (Bent & Mackey, 2007; Ellis et al., 2007). Adicionalmente se ha puesto en evidencia
gue tanto genes L de lino como los genes AvrL567 estan sometidos a alta diversificacion,
por lo que presentan alto grado de polimorfismo (Ravensdale et al., 2011). El segundo
modelo de reconocimiento es conocido como gen guardian y consiste en que la
deteccién de la proteina de avirulencia por parte de la proteina de resistencia es
indirecta, por lo tanto se requieren proteinas adicionales. Un claro ejemplo de ello ocurre

en la deteccién de los efectores AvrRpm1, AvrB y AvrRpt2 de Pseudomonas syringae. La
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presencia de los dos primeros se detecta gracias a la presencia de la proteina de
resistencia RPML1, sin embargo para ello se requiere que estos dos efectores fosforilen a
la proteina RIN4 (del inglés RPML1 interacting protein 4), y a su vez dicha fosforilacion sea
detectada por RPM1 para que se activen las respuestas de defensa (Abramovitch et al.,
2006; Mackey et al., 2002). Para la deteccion de AvrRpt2 se requiere la presencia del
gen RPS2, el cual parece ser regulado negativamente por RIN4 dado que el
reconocimiento solo ocurre cuando esta es degradada por AvrRpt2 y permite que la
proteina RPS2 active las respuestas de defensa (Abramovitch et al., 2006). De esta
manera las proteinas de resistencia guardan o vigilan el estado de otra proteina de la
planta, la cual es blanco de una modificacion ejercida por los efectores sin gque exista una
interaccion directa entre la proteina de resistencia y el efector. Otro ejemplo claro de este
tipo de interaccion ocurre en el patosistema tomate y Pseudomonas syringae pv. tomato
en el cual el la proteina Pto actia a manera de carnada y como un regulador negativo del
gen de resistencia tipo NBS-LRR Prf. Cuando Pto interactia con los efectores de
avirulencia AvrPto o AvrPtoB permite que la proteina codificada por el gen Prf cambie su
conformacion y active las respuestas de defensa (Oh & Martin, 2010).

A pesar de los grandes esfuerzos que se han desarrollado para la investigacion en
fitopatologia, la gran mayoria de los estudios se han realizado sobre patosistemas que
involucran especies modelo como arroz, maiz, tomate, tabaco o Arabidopsis. Es por eso
gue es necesario aumentar los esfuerzos de investigacion y trasladar el conocimiento
obtenido en especies modelo hacia cultivos de alta relevancia a nivel mundial.
Actualmente la yuca es uno de esos cultivos “huérfanos” que tienen una proyeccion

enorme, principalmente por su potencial aplicacion en la produccion de biocombustibles.

La yuca, Manihot esculenta Crantz es una planta dicotiledénea perteneciente a la familia
Euphorbiaceae con reproduccion sexual monoica, habito arbustivo, simpodial y raices
capaces de almacenar grandes cantidades de carbohidratos (Cadavid, 2005). Este
cultivo es de gran importancia en paises tropicales donde se siembra en alturas que van
desde 0 hasta 1800 m.s.n.m. (Ceballos, 2002). A nivel mundial la yuca se sitia como el
cuarto cultivo de mayor importancia en cuanto a fuente de calorias y como componente
bésico de la alimentacion de alrededor de 1000 millones de personas en el mundo (FAO,
1998). Entre los principales usos de la yuca se destacan el consumo de hojas y raices

por parte de animales y humanos, la extraccién de almidén para procesos industriales y
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la produccion de etanol para su potencial uso como biocombustible (Ceballos, 2002).
Adicionalmente, la yuca es un cultivo que se destaca por su alta tolerancia a la sequia,
capacidad de produccion en suelos acidos y degradados tipicos de algunas regiones de

paises tropicales y la resistencia a diversas plagas y enfermedades (Cadavid, 2005).

A diferencia de otros cultivos de importancia como el maiz, arroz y el trigo, la yuca ha
sido poco estudiada comparativamente en términos de fitomejoramiento debido a
algunas de sus caracteristicas genéticas y reproductivas. Entre las principales se
encuentran su largo ciclo de vida, la alta heterocigocidad, su baja tasa de reproduccién
sexual por el bajo nimero de semillas fértiles que produce y la multiplicacion asexual por
estacas (Ceballos, 2002). La amplia utilizacion industrial de la yuca se ha visto limitada
por la presencia de glucosidos cianogénicos que le pueden conferir determinados niveles
de toxicidad, la falta de cultivares especificos para sus distintos usos y la poca duracién

postcosecha de las raices frescas dado que no superan los siete dias (Ceballos, 2002).

A pesar de que el cultivo de yuca tiende a ser resistente o tolerante a un diverso nimero
de plagas y enfermedades, existen varias que lo afectan; entre las principales se
destacan, la mosca blanca (Aleurotrachelus socialis), el gusano cachén (Erinnyis ello), el
virus del Mosaico Comun de la Yuca (CCMD, del inglés Cassava Common Mosaic
Disease) causado por el virus potex, la enfermedad del cuero de sapo causada por un
virus hasta el momento parcialmente caracterizado y finalmente la bacteriosis o afiublo
vascular causado por la bacteria Xanthomonas axonopodis pv. manihotis (Xam) (Alvarez
et al., 2002; Calvert et al., 2008).

La bacteriosis vascular de la yuca es una enfermedad muy importante en Africa y
Latinoamérica, lugares en los cuales es endémica, alcanzando pérdidas hasta del 100%
en la produccion si las condiciones ambientales lo permiten y no se adoptan las practicas
agronomicas adecuadas (Alvarez et al., 2002; Verdier, 2002). Los sintomas de la
enfermedad son muy variables y van desde manchas angulares, quemazén vy
marchitamiento en las hojas, hasta la produccién de exudados en el tallo y la muerte de
la planta (Lozano, 1986; Verdier, 2002). El principal y mejor método de control consiste
en cultivar variedades que sean resistentes y la siembra de estacas provenientes de
plantas sanas. Sin embargo la mayoria de variedades resistentes no tienen
caracteristicas de interés agro-econémico (Verdier, 2002). A lo largo de las ultimas dos

décadas se han desarrollado estudios que han permitido la caracterizacién del patégeno,
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la enfermedad v la identificacién de posibles genes de resistencia en plantas de yuca con
el fin de tener un control 6ptimo del patdgeno y desarrollar variedades resistentes que

presenten mejores cualidades agronémicas y ganancias econémicas.

Xanthomonas axonopodis pv. manihotis es una bacteria gram negativa con flagelo y
caracteristicas bioquimicas tipicas de todas las xanthomonadas (Verdier, 2002). El
proceso de infeccidn inicia con la entrada de la bacteria en el mesofilo a través de los
estomas o lesiones, posteriormente la infeccion se vuelve sistémica y la bacteria pasa a
ocupar los haces vasculares de la planta (Lozano, 1986). Kpémoua et al., (1996) a través
de estudios de histoquimica encontraron que la diferencia en las respuestas de defensa
entre plantas resistentes y susceptibles se encuentran en la variedad e intensidad de
estas presentadas en los haces vasculares. Particularmente el incremento en la cantidad
de compuestos fendlicos y la deposicion de calosa que bloquean el movimiento de la
bacteria en los haces vasculares resaltan en las variedades resistentes que presentan la
infeccién. Dadas las diferencias en la velocidad de colonizacion de la bacteria y la gama
de respuestas encontradas en variedades susceptibles, resistentes y tolerantes se

considera que la resistencia es de tipo cuantitativo (Jorge & Verdier, 2002).

Debido a la alta heterocigocidad de la yuca y la variabilidad haplotipica de Xam se han
elaborado estudios con el fin de conocer qué variedades de yuca son aptas para las
distintas zonas edafocliméticas de Colombia de acuerdo con los patotipos encontrados
en cada una de ellas (Lopez et al., 2006). Particularmente los estudios de diversidad
mediante el uso de la técnica RFLP (del inglés Restriction Fragment Length
Polymorphism) usando como sonda el gen de patogenicidad pthb han permitido
discriminar filogenéticamente a los haplotipos encontrados a lo largo de las distintas
zonas edafocliméticas (Restrepo et al., 2004; Restrepo et al., 2000b). Adicionalmente
estudios llevados a cabo mediante AFLPs y técnicas de PCR repetitivo han permitido
tener tanto una mayor discriminacion espacial a nivel de distintos paises y zonas
edafocliméaticas como una vision temporal de la estabilidad genético-poblacional del
patdégeno. Particularmente, Restrepo et al., (2004) a lo largo de 5 afios de estudios
poblacionales mediante marcadores moleculares logré determinar que las poblaciones de
Xam son inestables y la variacién puede ocurrir incluso en menos de un afo. Por esta
razon es indispensable conocer y monitorear continuamente las poblaciones del

patdégeno con el fin de seleccionar cepas que permitan mapear genes o0 grupos de genes
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gue confieran resistencia durable y permitan superar las altas tasas evolutivas del

patégeno.

Ademas de estos estudios es de vital importancia dilucidar los mecanismos de
resistencia y los genes que estan involucrados dado que a medida que avanzan los
ciclos de cultivo la enfermedad se vuelve mas agresiva. Como parte de un gran proyecto
encaminado a identificar regiones genémicas de yuca implicadas en la resistencia a la
bacteriosis vascular, se utilizé la poblaciéon con la que se construy6é el primer mapa
genético de yuca para identificar loci asociados a resistencia por medio de analisis de
QTLs (del inglés Quantitative Trait Loci). Esto permitira en un futuro aislar los genes
responsables e introducirlos a nuevas variedades y de esta manera generar plantas con
resistencia durable a través de los ciclos de cultivo (Jorge et al., 2001; Jorge & Verdier,
2002; Lopez et al., 2007).

El mapa genético de yuca fue inicialmente desarrollado por Fregene et al.,(1997) con el
fin de encontrar QTLs que explicaran resistencia al virus del mosaico africano y
caracteristicas culinarias apreciadas. Para ello se desarroll6 una poblacién F1 de 90
individuos provenientes de parentales de los genotipos TMS30572 (MNGA2) y CM2177-
2. Posteriores analisis sobre esta poblacion permitieron identificar 12 QTLs asociados a
cinco cepas de Xam, estos QTLs se analizaron con cepas caracterizadas en los estudios
de Restrepo et al., (2000a; 2000b) pertenecientes a las distintas zonas edafoclimaticas
colombianas (Jorge et al., 2001; Jorge & Verdier, 2002). Entre ellos cabe destacar el QTL
gue explica el 13% de la resistencia a Xam ClO136 ubicado en el grupo de ligamiento X,
dado que co-localiza con el gen RXam1 (inicialmente llamado CBB1) el cual tiene un alto
nivel de similitud al gen Xa21 de arroz (Jorge et al., 2000); (L6pez et al observaciones no
publicadas). Al igual que el gen de resistencia Xa21, RXaml posee un dominio STK y un
dominio LRR pero solo posteriores estudios permitiran precisar la funcion de esta

proteina (Lopez et al, datos no publicados).

Con miras a buscar otros genes de resistencia implicados en la respuesta contra Xam
Lépez et al.,(2003) disefiaron distintos juegos de primers degenerados consenso sobre
los dominios TIR y NB presentes en diversas proteinas de resistencia ya descritas lo que
les permiti6 amplificar secuencias correspondientes a genes de resistencia candidatos
(RGC, del inglés Resistance Gene Candidate). En ese estudio se encontraron 10 genes

de tipo NB de los cuales solo el RGC 6 presentaba multiples copias y hacia parte de una
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gran familia génica. Por el contrario el resto de genes solo poseian hasta tres copias
sugiriendo la presencia de genes de resistencia de baja copia o copia Unica (Lopez et al.,
2003). El hecho de determinar la presencia de genes de resistencia candidatos permitio
desarrollar marcadores moleculares cercanos a estos para realizar nuevos estudios de
mapeo genético con distintas cepas a las anteriormente evaluadas para saber si algunos
de los RGC se encontraban en QTLs que explicaran resistencia a Xam (Lopez et al.,
2007). Dos nuevos QTLs fueron encontrados pero solo uno de ellos, ubicado en el grupo
de ligamiento U y asociado al mapeo del BAC 39P22 identificado por hibridacion con la
sonda proveniente del RGC7, explica el 61.6% de la resistencia a la cepa de Xam
ClO151 y contiene un gen de resistencia candidato de tipo NB-LRR no TIR. El nuevo gen

de resistencia candidato es llamado RXamz2 (Lopez et al., 2007).

Ademas de los dos genes de resistencia implicados en la interaccion yuca-Xam se han
reportado genes implicados en defensa diferencialmente expresados durante la infeccion
identificados a través de la elaboracién de colecciones de ESTs (del inglés expressed
sequence tags) (Anderson et al.,, 2004; Lopez et al., 2004), analisis por ADNc-AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism) (Santaella et al., 2004) y la elaboracién de un
microarreglo de ADNc de yuca (Lopez et al., 2005). Todos estos estudios han permitido
la identificacion de genes putativos de yuca implicados en la degradacion de proteinas,
estallidos oxidativos y genes PR.

A pesar de que los genes de resistencia candidatos encontrados en las distintas
variedades co-localicen con QTLs que expliquen resistencia, solo la validacion funcional
de los mismos permitira precisar su funcién. Una de las principales técnicas por las
cuales se ha determinado la funcién de genes candidatos se da a través del analisis de
librerias de mutantes o estudios de mutagénesis asistida (Axtell et al., 2001). Sin
embargo no para todas las plantas existen este tipo de recursos y por eso se debe
recurrir a otro tipo de técnicas que permitan validar la funcién de los distintos genes sin la
necesidad de caracterizar distintos mutantes. Otra forma importante de validacion es la
complementacion con genes candidatos a través de transformacion genética estable
(Song et al., 1995). Una de las desventajas de la validacion por complementacion es que
se necesita tener clonado el gen completo y que muchas veces la funcidon puede requerir
de proteinas adicionales que pueden también estar ausentes en las plantas que no

poseen la caracteristica y no se encuentre el fenotipo esperado. Finalmente uno de los
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métodos de gran interés que han permitido validar la funcion de los genes de resistencia
se basa en el mecanismo de silenciamiento génico mediado por ARN antisentido o de

doble cadena por el cual es posible silenciar genes especificos (Wesley et al., 2001).

El mecanismo de silenciamiento génico se encuentra en todos los eucariotas y al parecer
su funcién inicial fue como resistencia a virus, sin embargo también funciona como
mecanismo para la regulacion de la expresién génica endbégena y proteccion contra
elementos transponibles (Baulcombe, 2004). EI mecanismo de silenciamiento se da a
través de la generacion de moléculas de ARN de doble cadena que es procesado por
una ribonucleasa llamada DICER la cual corta el ARN en fragmentos de 21 a 25
nucleétidos llamados ARN pequefios de interferencia (SiRNA, del inglés small
interference). Estas moléculas pequefias de ARN permiten a la proteina ARGONAUTE
detectar por complementariedad de bases las moléculas de ARN que se quieren
degradar y las corta en fragmentos mas pequefios. Posteriormente los ARNSsi permiten
que la proteina RARP (del inglés RNA-directed RNA polymerase) generen mas moléculas
de ARN de doble cadena que vuelven a ser procesadas por DICER y permiten que haya
una amplificacion dirigida al silenciamiento de moléculas particulares de ARN
(Baulcombe, 2004).

En la actualidad existen dos métodos principales para generar silenciamiento génico. El
primero se basa en la elaboracién de constructos plasmidicos con el gen antisentido o
fragmentos génicos que forman estructuras de ARN de doble cadena una vez son
transcritos (Wesley et al., 2001). Estas construcciones son usadas generalmente para
transformacion estable o expresion transitoria mediada por A. tumefaciens. El
silenciamiento génico inducido por virus (VIGS, del inglés Virus Induced Gene Silencing)
es un método de silenciamiento transitorio que se basa en la formacion de moléculas de
acidos nucleicos virales de doble cadena, ya sea este un intermediario de replicacion o
el material genético propio del virus (Voinnet, 2005). En yuca se ha descrito previamente
el sistema VIGS por medio del virus del mosaico africano (un geminivirus) con el cual se
ha logrado silenciar un homoélogo al gen su de Nicotiana tabacum el cual esta implicado
en la quelatacion de enzimas propias del cloroplasto produciendo un fenotipo de
decoloracién foliar. También se han silenciado enzimas implicadas en la produccién de

compuestos cianogénicos (Fofana et al., 2004). Sin embargo este no es un método
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aplicable en Colombia ya que hasta el momento no se ha reportado la presencia del virus

en el pais.

Wesley et al., (2001) han desarrollado distintos vectores aplicables al silenciamiento
génico en plantas por medio de transformacién estable con A. tumefaciens o biobalistica,
entre estos cabe destacar la construccion de vectores que contienen fragmentos génicos
del gen blanco en sentido y antisentido separados por un intrén. Este método de
silenciamiento ha permitido obtener plantas que logran hasta un 90% del silenciamiento
del transcrito del gen blanco, por tal razén es uno de los métodos de preferencia a
escoger para validar la funcion de genes o familias poligénicas a través de plantas

transgénicas (Helliwell & Waterhouse, 2003; Wesley et al., 2001).

La transformacion genética estable de la yuca ha sido posible desde el afio 1996
mediante el uso de dos protocolos distintos. El primero de ellos consiste en la
transformacién mediada por Agrobacterium tumefaciens de cotiledones de embriones
somaticos maduros producidos a partir de I6bulos de hojas jovenes provenientes de
plantas in-vitro, posteriormente las plantas transgénicas se regeneran bajo seleccion por
medio de organogénesis (Li et al., 1996). El segundo de los métodos reportados, también
en el aflo 1996, se realizé a partir de suspensiones de callo embriogénico friable (CEF)
gue fueron transformadas por medio de biobalistica, posteriormente la fase de
regeneracion se realiz6 mediante embriogénesis somética (Schopke et al., 1996; Taylor
et al., 1996). Estudios posteriores mostraron la posibilidad de transformar CEF con el uso
de A. tumefaciens y aumentar la efectividad de produccion de plantas transgénicas de

yuca (Gonzélez et al., 1998).

Una vez desarrollados los protocolos de transformacién se ha podido introducir
caracteristicas de interés agrondmico en este cultivo como resistencia a herbicidas
(Sarria et al., 2000), reduccion de compuestos cianogénicos (Jgrgensen et al., 2005;
Siritunga et al., 2004; Siritunga & Sayre, 2003), aumento en el contenido y calidad del

almidon almacenado en raiz (Ihemere et al., 2006; Raemakers et al., 2005) entre otros.

A pesar de lo anterior, la transformacion genética de plantas de yuca presenta varios
limitantes debido a que los procesos de embriogénesis somatica, produccién de CEF y
regeneracion son cultivar dependientes y la transformacion solo ha sido exitosa en

cultivares especificos (Raemakers et al., 2001). Adicionalmente los procesos de
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transformacién mencionados presentan algunas desventajas (Bull et al., 2009). El
método basado en transformacién de cotiledones y regeneracién por organogénesis a
pesar de ser mas corto presenta mayor numero de plantas regeneradas no transgénicas
y la produccion de plantas quiméricas (Bull et al., 2009). Por el contrario el segundo
método tiene un numero menor de plantas regeneradas no transgénicas y quimeras pero

requiere de cerca del doble de tiempo que el primero (Bull et al., 2009).

Las razones mencionadas han hecho que sea necesario trabajar en mejorar los
protocolos de transformacién y ampliar el nimero de cultivares transformables. Antes de
iniciar la transformacion de nuevos cultivares de yuca es necesario estandarizar procesos
gue permitan la produccion eficiente de embriones somaticos y CEF. Actualmente esto
solo es posible de manera muy eficiente en el cultivar 60444, razén por la cual se ha
convertido en un modelo de cultivo de tejidos y transformacién genética. Previos estudios
sobre cultivares diferentes de yuca provenientes de diversos paises han pretendido
mejorar la produccién de embriones somaticos con fines de produccion de material
certificado y transformacion. Para ello se han evaluado distintos tipos de explantes y
auxinas sintéticas a concentraciones variables (Feitosa et al., 2007; Mathews et al., 1993;
Medero et al., 2000; Medina et al.,, 2003; Sofiari et al., 1997). Estos estudios han
encontrado que los meristemos axilares y apicales son capaces de producir de forma
eficiente embriones somaticos (Medero et al., 2000), de igual forma las auxinas sintéticas
Picloram y Acido 2,4-Diclorofenoxi acético (2,4-D) son altamente eficientes en la
induccién de embriones somaticos, sin embargo se han encontrado cultivares especificos
en los cuales solo se inducen embriones somaticos con auxinas diferentes como
dicamba (Acido 3,6-Dicloro-o-anisico) (Medina et al., 2003). De igual forma se han
realizado ensayos para evaluar la produccion de CEF con miras a transformar
genéticamente distintos cultivares de yuca, sin embargo se ha encontrado que este
namero de cultivares es reducido y se hace imprescindible la necesidad de seguir
evaluando cultivares con mayor interés comercial o investigativo que 60444 (Hankoua et
al., 2006; Taylor et al., 2001).

Con miras a la validacion funcional de genes candidatos de resistencia por medio de
RNAI mediante transformacion genética estable, Ochoa et al., (datos no publicados)
clonaron fragmentos de los RGCs RXaml y RXam2 en el vector de silenciamiento

pHellsgate12, el cual permite la insercidon de fragmentos en sentido y antisentido de los
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genes de interés separados por un intron y posee el promotor CaMV35s de expresion
constitutiva. Esto permite que se generen ARNs de doble cadena en el citoplasma de las
células vegetales de yuca que degraden especificamente los transcritos de los genes

candidatos y asi bloquear el funcionamiento de estos.

El presente trabajo pretende elaborar plantas transgénicas que tengan silenciado el gen
candidato de resistencia RXam2 por medio de ARN de doble cadena con el fin de
obtener plantas con susceptibilidad incrementada a la cepa de Xam CIO151 con las
cuales se elaboraron los estudios de mapeo. Adicionalmente se evaluara la resistencia
de algunas variedades de yuca a cepas provenientes de aislamientos actuales con el fin
de determinar patotipos, provenientes de haplotipos caracterizados que a futuro permitan

determinar si RXam2 estéa involucrado en la resistencia a nuevos aislamientos.
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3.Materiales y Métodos

3.1 Material Vegetal

Las plantas in vitro de los cultivares 60444, BRA685 y SG107-35 fueron obtenidas del
banco de germoplasma del Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT). Estas
plantas fueron propagadas empleando segmentos nodales en medio 4E el cual contiene
sales Murashige y Skoog (MS), sacarosa 2%, Tiamina 1 ppm, Mio-inositol 100ppm,
CuS0O4 2 UM, ANA 0.02 ppm, GA; 0.05 ppm y BAP 0.04 ppm (Roca, 1984) . Las plantas
propagadas se mantuvieron a 28°C con un fotoperiodo de 12 horas luz y 12 horas de

oscuridad en una incubadora marca Sanyo MLR 350.

3.2 Transformacién de plantas de yuca

3.2.1 Embriogénesis Somatica

La embriogénesis primaria se realizé a partir de yemas axilares en medio liquido
MS250pi que consta de sales MS suplementado con vitaminas B5 de Gamborg,
sacarosa 2%, CuSO,4 2uM, caseina hidrolizada 50 mg/L y picloram 12mg/L o0 2,4D 8 mg/L
o dicamba 10 mg/L de acuerdo al experimento (Beltran et al., 2010). Los explantes se
incubaron a 28°C por 26 dias en oscuridad. Posterior a la embriogénesis primaria se
realizO una embriogénesis ciclica en medio MS250pi endurecido con gelrite 0.2%
partiendo de los embriones soméaticos obtenidos en la embriogénesis primaria. Los

embriones se incubaron por 30 dias a 28°C en oscuridad.
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3.2.2 Produccién de Callo Embriogénico Friable

Para induccion del Callo Embriogénico Friable (CEF) se aislaron grupos de embriones
globulares cortados en fragmentos de cerca de 3mm? y se transfirieron a medio GD250pi
(Sales Greshoff y Doy (GD)), Vitaminas GD 1X, Sacarosa 2%, picloram 50uM, Agar
0.6%) por 45 dias a 28° y fotoperiodo 12/12 (Bull et al., 2009). A partir de los clisteres
celulares obtenidos se realizé el aislamiento de CEF en medio GD250pi y se renovo el

medio a los 22 dias. El CEF aislado se incub6 a 28°C con un fotoperiodo 12/12.

3.2.3 Transformacion de CEF de yuca por medio de

Agrobacterium tumefaciens

3.2.3.1 Preparacion de células competentes de Agrobacterium

tumefaciens

El protocolo seguido fue modificado de Jaimes (2005).

Inicialmente se realizé un crecimiento de A. tumefaciens cepa AGL1 por agotamiento en
medio YEPA, el cual consta de extracto de levadura (10 g/L), peptona (10 g/L), glucosa
(20 g/L) y agar (15 g/L). El cultivo se mantuvo incubado durante 18 horas en oscuridad. A
partir de una de las colonias aisladas se realizé un precultivo en 2mL de caldo YEP
(extracto de levadura (10 g/L), peptona (10 g/L), glucosa (20 g/L)) y se mantuvo incubado

a 28°C con agitacion a 230 rpm en oscuridad.

Del precultivo realizado se tomaron 0.1mL y se inocularon 2 erlenmeyers con 150 mL de
medio YEP. EIl cultivo se incub6 a 28°C con agitacion a 250 rpm en oscuridad.
Periddicamente se monitoreé el cultivo hasta que alcanz6 una densidad 6ptica ODgyonm
de 0.9. Una vez alcanzada la densidad Optica se transfiri6 el cultivo a 6 tubos de
centrifuga de 50ml previamente enfriados y se centrifugé a 3000g/min por 10 min a 4°C.
El medio se descarté y las células se resuspendieron en 50 mL de glicerol 10% V/V frio.
La suspension celular se centrifugd de nuevo a 3000g/min por 10 min a 4 °C, las células
se resuspendieron en 20 mL de glicerol 10% y se junt6 el contenido de dos tubos en uno

solo. El cultivo se lavd dos veces mas con glicerol 10% y finalmente los precipitados
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celulares se resuspendieron en 0.25 mL de sorbitol 1M. Las células obtenidas se

dispensaron en alicuotas de 25 uL y se almacenaron a -80 °C.

3.2.3.2 Transformacion de células competentes de

Agrobacterium tumefaciens

La transformacion de las células competentes se realizO en un electroporador
Micropulser 165-2100 marca Biorad®. Para esto, 25 puL de células competentes se
mezclaron con 2 pL de ADN plasmidico a una concentracion de 5 ng/uL y se colocaron
en una cubeta de electroporacion de 0.1 cm de separacion entre placas. Las células se
sometieron a un voltaje de 2.5 kV durante 5 ms y se recuperaron durante tres horas en
0.3 mL de caldo LB (triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 10 g/L) a 28°C con
agitacion de 250 rpm. Finalmente las células se colocaron en placas de agar LB
suplementado con espectinomicina 100 mg/L y carbenicilina a 100 mg/L en oscuridad a
28 °C durante 48 h. La presencia del plasmido de transformacién se confirmé mediante
extraccion a pequefia escala de ADN plasmidico y PCR. Estos procedimientos seran

descritos mas adelante.

3.2.3.3 Elaboracién del co-cultivo de CEF de yucay

Agrobacterium tumefaciens

Para el crecimiento de Agrobacterium tumefaciens se tomaron colonias aisladas en
placas de agar LB suplementado con 100 mg/L de espectinomicina y 100 mg/L de
carbenicilina y se realiz6 un precultivo en 2 mL de caldo LB el dia anterior a la
transformacioén. El precultivo se incub6 toda la noche a 28 °C y con agitacion constante
de 250 rpm. Posteriormente se tomé 1 mL del precultivo y se inocularon 50 mL de caldo
LB suplementado con 100 mg/L de espectinomicina y 100 mg/L de carbenicilina. El
cultivo se mantuvo en oscuridad y agitacion constante a 28°C hasta una densidad éptica
ODegoonm de 0.4. Una vez alcanzada la densidad éptica se realiz6 una pre-induccién con
acetosiringona a una concentracion de 200 uM durante tres horas o hasta que se alcanz6
una ODgoonm entre 0.8 y 1.0. A continuacién se centrifug6 el cultivo a 6000 g por 10
minutos, se descartdé el medio y se resuspendieron las bacterias en medio GD2 50pi

liquido suplementado con acetosiringona 200 uM (Jaimes, 2005).
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Paralelamente el CEF se dispuso en agrupaciones de 10 mm de diAmetro sobre placas
de GD2 50pi sélido suplementado con acetosiringona 200 uM. Finalmente se adicionaron
20 pL de suspension bacteriana a cada uno de los clusteres CEF, se mezclo y se coloco

el co-cultivo bajo oscuridad a 22°C por tres dias (Jaimes, 2005).

Una vez cumplido el tiempo de co-cultivo se transfirié el CEF infectado a frascos que
contenian 10ml de medio GD2 50pi liquido suplementado con cefotaxime 500 mg/L.
Posteriormente se realizaron lavados suficientes con el mismo medio hasta que se
observd que este estaba totalmente transparente, indicativo de que la bacteria estaba
controlada. EIl régimen de lavados se mantuvo diariamente sobre el CEF en suspension
durante 5 dias hasta que la suspension de callo se encontr6 macroscépicamente limpia
de bacterias con el fin de iniciar con el proceso de seleccién y regeneraciéon. Finalmente
el CEF transformado se colocé sobre placas de medio GD250pi suplementado con
cefotaxime 500 mg/L y geneticina (G418) 10 mg/L como agente de seleccién de CEF

transgénico y se incubaron a 28°C con un fotoperiodo 12/12

3.2.3.4 Seleccion y regeneracion de plantas de yuca a partir de

CEF transgénico

Tomado de Jaimes (2005)

Para la seleccion y proliferacion del CEF transgénico, este se mantuvo en medio
GD250pi suplementado con cefotaxime 500 mg/L y geneticina 10 mg/L durante 4 meses,
tiempo durante el cual el medio fue renovado una o dos veces dependiendo de la
cantidad de crecimiento observado. Posteriormente el CEF se transfiri6 a medio MBI
(consta de sales MS, vitaminas MS 1X, sacarosa 2%, CuSO, 2 uM, IBA 0.5 ppm, BAP 1
ppm y agar 0.6%) suplementado con geneticina 10 mg/L durante un tiempo que varid
entre 2 y 4 meses hasta que se observd la formacion y maduracién de embriones

somaticos.

Los embriones maduros se transfirieron a medio MS2 C.A. (Sales MS, Vitaminas MS,
sacarosa 2% y carbon activado 0.5%) con el fin de inducir la germinacién de los
embriones maduros. Los embriones se mantuvieron incubados alrededor de 1.5 meses

hasta que se observo la formaciéon del meristemo apical del tallo y subsecuentemente de
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las partes aéreas de la planta. Los apices observados se transfirieron finalmente a medio
17N (1/3 sales MS, Vitaminas MS, ANA 0.01 mg/L y GA; 0.01 mg/L) para estimular

enraizamiento.

3.3 Confirmacion molecular de plantas transgénicas

putativas de yucay ensayos de expresion

3.3.1 Extraccion de ADN de plantas de Yuca

La extraccion de ADN de yuca tanto para PCR como para southern blot se realiz6 a partir
de hojas frescas de plantas in vitro que se maceraron en nitrdgeno liquido. El buffer de
extraccion utilizado se compone de TRIS-HCI 0.1 M pH 8.0, NaCl 1.4 M, EDTA 20 mM
pH 8.0, Polietilenglicol 6000 1%, NaHSO, 0.5% y MATAB 2%. Posteriormente el ADN
fue purificado con fenol: cloroformo: alcohol isoamilico 25:24:1 y precipitado con
isopropanol (Coca et al., 2004). La concentracion de ADN obtenida fue cuantificada con
el espectrofotometro Nanodrop 2000 TERMO SCIENTIFIC® mediante la medicion de
absorbancia a 260 y 280 nm.

3.3.2 PCR

La reaccion de PCR se elaboré en un volumen final de 10 ul que contenia una
concentracion de 1X de DreamTaq™ Buffer, 0.2 mM de dNTPs, 0.2 uM de cada cebador
y 0.25 U de DreamTag™ ADN Polimerasa (Fermentas, Glen Burnie, MD, USA) sobre
10ng de ADN molde. Los ciclos de temperatura llevados a cabo fueron uno de apertura
inicial a 93 °C por 3 min seguido de 35 ciclos de amplificacién con 30 s de apertura a 93
°C, 30 s de anillamiento a una temperatura especifica variable de acuerdo al juego de
cebadores (Tabla 3-1) y extension a 72°C con un tiempo variable de acuerdo con el
tamafo del amplicon (Tabla 3-1), con un ciclo final de extensién a 72°C por 5 min y un
tiempo de enfriamiento a 20°C por 5 min. El producto de amplificacion se verifico por
electroforesis en gel de agarosa 1.5% tefiido con bromuro de etidio en buffer TAE 0.5X.
El tamafio del fragmento amplificado se confirmé empleando el marcador de peso
molecular 1Kb Plus Ladder ® (Invitrogen, Carlsbad, CA, U.S.A)).



38 Validacion Funcional del gen de resistencia candidato de yuca a bacteriosis vascular
RXam2 por ARN de Interferencia

Tabla 3-1. Cebadores utilizados durante el estudio.

Temperatura
de Anillamiento Tamafio

MO ) Secuencia 5'-3' . " i Jescripcio
Mombre Secuencia 5'-3 y Tiempo de Amplicon Descripcion

Extension.

Tubint Fw GATCCTACTGGGAAGTACATTIGG Ann: 56 =C ADM 600pb Amplificacion control de Tubulina, gen

Tubint Rv CTGCATTCTCCACCAACTGA Ext. 45s ADNC 500ph de expresion constitutiva

Mpt Il Fw GGCAGGATCTCCTGTCATCTCACC Ann:58 °C 2 S

NpiTRY ECCAGAGTCCCOCTCAGARGEAD Ext 20s 513 pb Gen de seleccion, Plantas transgenicas

F27-5 GGGATGACGCACAATCC Amplificacion de los insertos en sentido
Ann 51°C y antisentido de R¥Xamz2 en el vector p

RXamZIVRv | CACATGGATCTTCAATCCATACAT Ext 455 400 pb Hellsgate12 (Contreras & Lopez, 2008:

P27-3 GAGCTACACATGCTCAGG Helliwell & Waterhouse, 2003)

RXam2Z qRTF CCATGTGAGTGGGAGAAGCTTGGA Ann 60 °C 170 pb Expresion RxXam2. Contenido en inserto

RXamz2 gRTR GCTCGATCCTTGAACAAAGCCTA Ext. 30s de silenciamiento.

RXam2 ¥\ F TGTGGTGG AATCAACTG Ann 52 °C 635 pb Expresion RXam2. Mo contenido en

Rxamz2 Xl R ACAAGTGCTGGAGTITACTA Ext. 455 inserto de silenciamiento.

PAL Fw GGTTCAGGCTTAGCTTCTATGG Ann 55 *°C ; : ; i

PAL Ry STTCTORTE GTeTeT &Te Ext Bis 201 pb Gen PR inducido durante la infeccion.

3.3.3 Southern Blot

El southern blot fue realizado mediante la digestion de 12.5 ug de ADN de plantas de
yuca con la enzima de restriccion EcoRI a 5 U/ug de ADN. La digestion se corrié en un
gel de agarosa al 0.8% a 75 v por 4 horas. El protocolo para la realizacién del montaje y
la transferencia se realiz6 tal como se describe en Roche (2000). Para realizar la sintesis
de la sonda marcada con digoxigenina se utilizé el kit DIG PCR probe synthesis kit
(Roche, Mannheim, Germany) de acuerdo con las indicaciones del fabricante con los
cebadores mencionados en la Tabla 3-1 para el gen nptll y empleando como molde el
plasmido insertado. La hibridacion y deteccion de la luminiscencia se realizd con el kit
DIG Luminescent Detection KIT (Roche, Mannheim, Germany) de acuerdo con las

recomendaciones del fabricante (Roche, 2000).

3.3.4 Extraccion de ARN

El ARN fue extraido a partir de material vegetal fresco que se macer6 y colecté en
nitrégeno liquido. EI buffer de extraccion utilizado contenia acetato de sodio pH 5.2 100
mM, EDTA pH 7.5 1 mM y SDS 4%. Posteriormente se realizd purificacion con fenol
acido (pH 4.5): cloroformo: alcohol isoamilico 24:24:1 y se precipitd con LiCl a una

concentracion de 2M. Finalmente se lavé el ARN con etanol y se resuspendié en agua
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tratada con DEPC a una concentracién de 0.1%. La integridad del ARN se observé en gel
de agarosa al 1% y se cuantific6 con el espectrofotémetro Nanodrop 2000 TERMO
SCIENTIFIC® mediante la medicion de absorbancia a 260 y 280 nm.

3.3.5 Sintesis de ADNc

Previo a la realizacion de la sintesis de ADNc se realizo tratamiento con ADNasa con el
fin de garantizar la total ausencia de ADN genomico. El tratamiento enzimatico se realiz
sobre 600 ng -1000 ng de ARN total y se uso la enzima ADNasa | — libre de ARNasas
(Fermentas, Glen Burnie, MD, USA) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante.
Posterior al tratamiento se realizé un PCR del gen tubulina sobre el ARN como control de

calidad del tratamiento enzimatico.

La sintesis de primera cadena de ADN se realiz6é con el First Strand ADNc synthesis Kit
(Fermentas, Glen Burnie, MD, USA) de acuerdo al protocolo recomendado por la casa
comercial. Para verificar la sintesis correcta de ADNc se realiz6 un RT-PCR con el gen
tubulina, el cual tiene expresion constitutiva, con las condiciones de reaccién

mencionadas en la Tabla 3-1.

3.4 Evaluacion de resistencia/susceptibilidad en las

plantas transgénicas y determinacion de patotipos.

La inoculacién con la bacteria Xam cepa CIO151 se realizé sobre plantas transferidas a
invernadero con una edad de 7 meses. Para ello se realizé una puncion en el tallo entre
la tercera y la cuarta hoja con un palillo estéril y sobre la herida se colocé una punta
desechable que contenia 10ul de una suspension bacteriana a una concentracion de 10’
UFC/mL. La evaluacion de los sintomas se realiz6 de acuerdo con lo propuesto por
Restrepo et al. (2000a), en la cual a los 7, 15 y 30 dias post inoculacién (dpi) se evalta

la enfermedad de acuerdo con la siguiente escala:

= 1: Presencia de necrosis alrededor del punto de inoculacion
= 2: Presencia de exudados a lo largo del tallo
= 3: Marchitez de una o dos hojas

» 4: Marchitez de tres o0 mas hojas
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= 5: Muerte total del 4pice de la planta inoculada.
Una vez evaluados los sintomas se calcula el AUDPC de acuerdo con la siguiente

formula.

AUDPC = Z (Di + Di_q) * (& — ti—1)
i 2
L

Donde D corresponde a la escala de la enfermedad de acuerdo con el sintoma

observado y t a los dias después de la inoculacién, con i= 7, 14 o 30 dias.

Para el andlisis de los resultados se realizé el test de ajuste a normalidad de Shapiro-
Wilks y comparacion de varianzas y medias con los analisis F de Fischer y t de Student
respectivamente con un nivel de confianza de 95% para la comparacion entre plantas

transgénicas y no transgénicas.

Los analisis de AUDPC para determinacion de patotipos se realizaron con la prueba de
Kruskal-Wallis.
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4. Resultados

La construccion de silenciamiento que se realizé del gen RXam2 fue elaborada con el
uso de tecnologia Gateway®. Esta tecnologia requiere el uso de un vector de entrada y
un vector de destino, evitando el uso de enzimas de restriccion y ligasas. En este caso se
clond un fragmento de 618 pb del gen RXamz2 en el vector de entrada pENTR-D TOPO y
posteriormente por medio de una reaccién de recombinacién LR se clon6 en sentido y
antisentido en el vector pHellsgatel2 (Vector de destino) (Ochoa et al., datos no
publicados). La construccion RXam2: pHellsgatel2 consta de fragmentos en sentido y
antisentido del gen RXam2 separados por los intrones pdk y cat, el promotor CaMV 35S
y el gen nptll, el cual permite la seleccion de plantas transgénicas durante el proceso de

transformacion (Figura 4-1).

Figura 4-1: ADN-T del constructo RXam2-Hellsgate.

lCaM\JSSs OCSTer NOSPro] nptl I NOS Ter I

4.1 Transformacion genética del cultivar 60444 con la

construccion RXamz2: pHellsgatel2

Para la transformacién del cultivar de yuca 60444, el cual es utilizado como modelo en
transformacién genética, se realizaron dos eventos de transformacién diferentes. En total
se obtuvieron 53 plantas transgénicas putativas en el primer evento pero no se

obtuvieron plantas transgénicas putativas en el segundo evento. A nivel in vitro las
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plantas no presentaron malformaciones que pudieron haber ocurrido por el inserto o

variacion somaclonal.

4.2 Determinacion de la transformabilidad genética de
los cultivares BRA685 y SG107-35

Los cultivares BRA685 y SG107-35, a pesar de no ser de relevancia econdmica
actualmente, presentan niveles elevados de resistencia a Xam y en consecuencia tienen
importancia a nivel investigativo o como fuente de resistencia para programas de

mejoramiento (Restrepo et al., 2000a).

Dado que el cultivar 60444 es susceptible, no es el mas adecuado para la realizacion del
presente trabajo. Sin embargo, en yuca se ha mostrado que el proceso de transformacion
solo se hace de forma rutinaria en un numero reducido de cultivares (Taylor et al., 2001).
Por tal razén fue importante en este trabajo tanto la evaluacion de la posibilidad de
transformacion de variedades altamente resistentes, como la transformacion de 60444.
Ademas hay que tener en cuenta que la resistencia de yuca a bacteriosis vascular es
cuantitativa y a pesar de que la variedad es susceptible, se podria esperar una

susceptibilidad incrementada (L6pez et al., 2006).

4.2.1 Evaluacion de la embriogénesis primariay la embriogénesis
ciclica de BRA685 y SG107-35

Inicialmente se evalué el porcentaje de yemas axilares que produjeron embriones
somaticos en medio liquido de induccion suplementado con Picloram 12 mg/L en los
cultivares bajo estudio. En general se obtuvieron porcentajes de explantes embriogénicos
superiores al 60% (Tabla 4-1). Sin embargo en el caso de SG107-35 y BRA685 se
observé que los embriones maduraron prematuramente dado que se encontraron en
estados acorazonados y de torpedo (Fig. 4-2). Esto no sucedi6é en el cultivar 60444, el
cual fue utlizado como control, y en el que la mayoria de los embriones fueron

encontrados en estado globular (Fig. 4-2).
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Tabla 4-1: Porcentaje de yemas axilares embriogénicas durante la embriogénesis
primaria

Promedio Desviacioén
Promedio del estandar de .
) L de Yemas ., Cantidad
. porcentaje de Desviacién . Numero de
Cultivar . Axilares de Ensayos
explantes Estandar yemas .
P por realizados
embriogénicos L. SYEWELES
Réplica
por ensayo
60444 74,20 4,24 682 26 2
BRA685 62,15 13,79 555 316 8
SG107-35 61,03 12,31 357 96 4

En concordancia con lo anterior la tendencia de maduracion embriogénica prematura se
mantuvo durante la embriogénesis ciclica. Por tal razén se evaluaron las hormonas 2,4-D
a una concentraciéon de 8 mg/L y Dicamba a una concentracion de 10 mg/L durante los
procesos de embriogénesis somatica primaria y embriogénesis ciclica. Bajo las
concentraciones hormonales mencionadas se observo una reduccion del porcentaje de
embriones producidos, particularmente en el cultivar BRA685 en el cual se redujo el
porcentaje de yemas axilares embriogénicas a 30% con la hormona 2,4-D 'y a 21% con la
hormona dicamba (Tabla 4-2). Adicionalmente la calidad de los embriones somaticos
producidos con estas hormonas fue menor dado que se observé mayor cantidad de callo
friable no embriogénico y los clisteres de embriones dentro de este eran de menor

tamario.

Figura 4-2: Embriones soméaticos primarios obtenidos en medio MS2 con Picloram
12mg/l en los tres cultivares evaluados

1. embriones en estado globular, 2 embriones acorazonados, 3 embriones en estado de
torpedo.
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Tabla 4-2: Porcentaje de yemas axilares embriogénicas durante la embriogénesis
primaria de BRA685 y SG107-35 con las hormonas dicambay 2,4-D.

Porcentaje de

Cantidad de Yemas

Cultivar Hormona explantes :
embriogénicos axilares evaluadas

Picloram 62,15 555
BRAG85 24D 30 240
Dicamba 21 110
Picloram 61,03 357
SG107-35 24D 53 140
Dicamba N.E.* N.E.

*N.E. No evaluado

4.2.2 Evaluacion de la produccion de CEF

Los embriones globulares y acorazonados obtenidos a partir de los tres cultivares
mencionados anteriormente fueron utilizados para inducir callo embriogénico friable en
medio GD250pi sélido. Para ello estos fueron fraccionados y dispuestos sobre el medio
organizados en clusteres celulares. En comparacion con el cultivar control 60444 el
comportamiento del cultivar BRA685 fue similar en términos macroscépicos dado que se
observo crecimiento del cluster celular y una coloracion amarillo claro. Por el contrario los
clusteres celulares del cultivar SG107-35 presentaron un crecimiento reducido y una
coloracién parda tipica de la producciéon de compuestos fenélicos indicativos de muerte

celular.

Microscopicamente se observo la produccion de los cuatro tipos de grupos celulares
descritos por Taylor et al.(1996) en los cultivares 60444 y BRA685: i) estructuras
embriogénicas organizadas, ii) callo friable no embriogénico, iii) callo marrén rigido (en
inglés Hard Brown Callus) y iv) CEF (Fig. 4-3). Por el contrario en el cultivar SG107-35 se
observé Gnicamente la formacion de los tres primeros grupos celulares. En la figura (4-2)
se observa CEF que logré inducirse en el cultivar BRA685, sin embargo las cantidades
gue se produjeron comparadas con las producidas en el cultivar 60444 son bastante
inferiores en més de un 90%. Adicionalmente una vez aislado el CEF de los clusteres
celulares solo el del cultivar 60444 fue capaz de proliferar y micropropagarse, por el
contrario el CEF obtenido de BRA685 no produjo méas cantidades de CEF que las que se

obtuvieron en el aislamiento desde la induccién.
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Figura 4-3: Cluster de induccién de CEF en BRAGS5.

El nimero 1 corresponde a callo friable no embriogénico, el nimero 2 corresponde a
estructuras embriogénicas organizadas y el numero 3 a CEF.

4.2.3 Transformacién de CEF de BRA685

A pesar de que el CEF producido del cultivar BRA685 no pudo proliferar una vez aislado,
se realizaron dos intentos de transformacion con la construccion RXam2: Hellsgate bajo
el mismo protocolo realizado para la transformacion del cultivar 60444. EI CEF de
BRA685 transformado fue capaz de inducir embriones somaticos y regenerar plantas
cuyo aspecto no mostro signos de variaciéon somaclonal al igual que plantas producidas a
partir del CEF obtenido de 60444 a nivel in vitro (Fig. 4-4). Sin embargo dadas las
pequefias cantidades de CEF transformado solo se lograron regenerar 4 plantas
transgénicas putativas de yuca de la variedad BRA685.

Figura 4-4: Plantas transgénicas putativas provenientes de los genotipos BRA685 y
TMS60444.
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4.3 Evaluacion molecular de plantas transgénicas de

yuca por PCR

Inicialmente se realizé extraccién de ADN de hojas de plantas in vitro de acuerdo con el
protocolo de extracciébn mencionado de las plantas obtenidas del cultivar 60444 (Fig. 4-
5). Sin embargo las lineas T8, T17, T30, T31, T32, T37, T39, T41, T42, T47, T48, T49,
T50, T55 y T56 no presentaron biomasa suficiente para extraccion de ADN. En la figura

4-5 se observa ADN de buena calidad a una concentracién promedio de 70 ng/uL.

Figura 4-5: Extracciones de ADN de las plantas transgénicas putativas de yuca del
genotipo 60444,

T1| T3 | T4 | TS| T6 | T7 | T9 | T1O| T11 | T12| T13| T14 | T15| T15| T16 | T18| T19]| T20| T21| T22

T23 | T24 | T25 | T26 | T27 | T28 | T29 | T33 | T34 | T35 | T38| T40 | T43 | T44 | T45 | T46 | T51 | T52 | TS3 | NT

Con el fin de verificar que las extracciones de ADN que se realizaron eran Utiles para la
realizacion de PCR, se amplifico el gen de tubulina con los cebadores mencionados en la
tabla 1. El resultado nos muestra que el ADN de las plantas T15 y T19 no fue util para la
amplificacion. Por el contrario el ADN del resto de las plantas amplifico satisfactoriamente
(Fig. 4.6A y Fig. 4.6B)

Figura 4-6: PCR de tubulina sobre extracciones de ADN de plantas transgénicas

A. Amplificaciéon de transgénicas T1 a T22.

1KB+  T1 T3 T4 5 T6 T7 9 T10 ™1 T12  T13

T15 T16 T18 T19 T20 T21 T22 NT  Plasmido Agua
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B. Amplificacion de Transgénicas T23 a T53.

T40

Plasmido Agua

T43 T44 T45 T46 T51 T52 T53 NT

Posteriormente se realiz6 amplificacion del gen de seleccion nptll, el cual confiere

resistencia a antibidticos de seleccion de tipo aminoglucésidos (Geneticina, Kanamicina,
Paromomicina) con el fin de determinar cuales de las plantas regeneradas son

transgénicas (Fig. 4-7).

Figura 4-7: PCR de nptll sobre extracciones de ADN de plantas transgénicas.

A. Amplificacion de transgénicas T1 a T22.

™ T3 T4 TS T6 T7 T9 T10 ™ T2 T3 T14

T16 NT Plasmido Agua

B. Amplificacion de transgénicas T23 a T53.

T23 T24 T25 T26 T27 T28 T29 T32

Plasmido Agua
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El resultado de amplificacion de nptll indicé que de las 38 plantas que se evaluaron hasta
el momento 25 de ellas son transgénicas. Con el animo de confirmar este resultado, se
realiz6 un PCR que amplifico el inserto en sentido del gen RXam2 en el vector de
transformacion pHellsgatel2. Para ello se utilizé el cebador p27-5 el cual se encuentra
sobre el promotor CaMV 35s y un cebador reverse contenido en el fragmento de RXam?2
que se clono en el vector (Fig. 4-8).

Figura 4-8. PCR de RXam2: Hellsgate sentido sobre extracciones de ADN de
plantas transgénicas.

A. Amplificacion de transgénicas T1 a T22.

T T3 T4 5 T6 T7 T9 T10 ™ T12 T13 T14

B. Amplificacion de transgénicas T23 a T53.

T23 T24 T25 T26 T27 T28 T29 T32 T34 T35 T38

T43 T44 T45 T46 151 152 T53 NT  Plasmido Agua
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A pesar del resultado anterior, el nuevo analisis arrojo que solo T51, T52 y T53 son
transgénicas dado que presentan el amplicon descrito. Por tal razén se tomd la decision
de realizar southern blot a un nimero de muestras seleccionadas para confirmar la
presencia del inserto y el nimero de copias del mismo. No se repitieron las extracciones
de T15y T19 ya que eran clones de T16 y T20 respectivamente, teniendo en cuenta los

datos de regeneracion a nivel de cultivo de tejidos.

Con el fin de determinar si las plantas transgénicas que aun no habian sido evaluadas
son transgénicas se realizé extraccion de ADN y PCR, tal como se realiz6 con las plantas
anteriores. Para ello se realiz6 PCR de tubulina, nptll y RXam2: Hellsgate antisentido
(Fig. 4-9.)

Figura 4-9. Evaluacion Molecular de plantas transgénicas putativas restantes de
60444

RXam?2
Sentido

nptll

Tubulina

Al igual que en los resultados mencionados inicialmente, empleando los cebadores para
nptll se logré la amplificacién de un nimero mucho mayor de plantas transgénicas que
con RXam2: Hellsgate sentido. Alun asi T8, T50 y T54 surgen como nuevas candidatas
para plantas transgénicas ademas de T52 y T53, basado en los resultados de PCR

teniendo en cuenta que amplifican regiones distintas del cassette de transformacion.
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4.4 Evaluacion molecular de plantas transgénicas de

yuca por southern blot

Para el analisis por southern blot se seleccionaron 9 lineas transgénicas teniendo en
cuenta que estas hubieran presentado amplificacion al menos con los cebadores para
nptll. Adicionalmente se incluyé en el ensayo una mezcla de ADN de las plantas
transgénicas obtenidas a partir de la transformacién de la variedad BRA685 (T500).
Estas fueron evaluadas previamente por PCR, sin embargo no se detect6 presencia del
inserto de transformacion (datos no mostrados). En la figura 4-10 se presenta el
resultado del southern blot realizado. En este se observa que solo en T52 y T53 se
detecto hibridacion de la sonda de nptll, ademas se puede concluir que ambas plantas
provienen del mismo evento de transformacion dado que presentan alrededor de 5
copias del inserto y el patron de bandas es el mismo. Adicionalmente se puede concluir
de este ensayo que solo los resultados de evaluacion por PCR con el inserto de RXam2
permiten determinar con seguridad si las plantas que se regeneran son transgénicas y en
consecuencia, tener una alta probabilidad de que T8, T50 y T54 sean también plantas
transgénicas. Sin embargo no se ha podido realizar southern blot dado que presentan

crecimiento lento y dificultad en la propagacion.

Figura 4-10: Evaluacién por southern blot de plantas transgénicas seleccionadas
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4.5 Evaluacion de la expresion del cassette de
silenciamiento y RXam2 en plantas transgénicas por
RT-PCR

Con el fin de verificar la expresion del cassette de silenciamiento en plantas transgénicas
y la disminucion en la transcripcion del gen de resistencia candidato silenciado, se
determin6é por medio de RT-PCR la expresion de los genes nptll y RXam2 tanto en

plantas in vitro como en plantas de invernadero.

451 RT-PCR de nptll y RXam2 sobre ARN de plantas

transgénicas in vitro

Para determinar la expresion de los genes mencionados se realizo extracciéon de ARN de
hojas de plantas in vitro de las lineas transgénicas T52 y T53 (Fig. 4-11). El resultado
muestra que se logré obtener ARN de buena calidad teniendo en cuenta las bandas
ribosomales observadas. También se realiz6 extraccion de ARN de la planta T16 la cual
es una planta regenerada no transgénica. Esta planta serd usada durante el resto del

trabajo como control no transgénico.

Figura 4-11: ARN total de hojas de plantas transgénicas in vitro

1Kb+ NT(T16)  T52 T53
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En la figura (4-11) se observa que el ARN extraido presenta ADN, por esta razon las
muestras fueron tratadas con ADNasa | antes de realizar la retrotranscripcion para
sintetizar la primera cadena de ADNc. El tratamiento realizado a las muestras fue exitoso
dado que se elabor6 PCR de tubulina sobre las muestras de ARN y no se observd
amplificacion (Fig. 4-12), posteriormente se efectlo la reaccion de retrotranscripcion y se
realiz6 PCR de tubulina con el fin de verificar la sintesis correcta de primera cadena de
ADNCc. El resultado de amplificacion nos muestra que la reaccion fue exitosa en todas las
muestras, ademas una gran ventaja del amplicon de tubulina para la realizacién de RT-
PCR es que contiene un intron de 100pb y en consecuencia el producto generado a partir

de ADNc es de menor tamafio (Fig. 4-12).

Figura 4-12: PCR control de ADNasa y RT-PCR de tubulina de ARN de hojas de
plantas transgénicas in vitro

1Kb+ NT(T16)  T52 T53  DNAT53 Agua

PCR Control
DNAse |

1Kb+ NT(T16)  T52 T53  DNAT53 Agua

RT -PCR
Tubulina

Para determinar que el cassette de silenciamiento se esta expresando, se realiz6 PCR
del gen nptll sobre el ADNc que se sintetizd. El resultado muestra que T52 y T53
amplifican nptll, por el contrario NT (T16) no expresa este gen dado que no es
transgénica (Fig. 4-13). Adicionalmente se realiz6 PCR del inserto del gen RXam2 con el
fin de confirmar los resultados anteriores. Los cebadores utilizados amplifican un
fragmento de 170pb contenidos en el fragmento insertado de RXam2 para

silenciamiento.
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Figura 4-13: RT-PCR de nptll sobre ARN de hojas de plantas transgénicas in vitro

1Kb+ NT(T16) T52 153 DNAT53 Agua

nptll

Tubulina

Estudios previos mostraron que el gen RXam2 es de muy baja expresion y por tal razon
se ha requerido de PCR anidado para su deteccion (Contreras & Lopez, 2008). Con el
animo de no realizar PCR anidado dado que impide tener una apreciacion
semicuantitativa, se elaboraron ensayos con 35, 38 y 40 ciclos para determinar el umbral
de expresion del gen y asi lograr diferenciar si la deteccidén realizada depende del
transgén o de la expresion enddgena del gen. La amplificacion realizada nos mostré que
a los 35 ciclos solo se observan transcritos en las plantas transgénicas, por el contrario la
deteccién enddgena solo es posible cuando se realizan 40 ciclos dado que es cuando

logra detectarse el amplicdn en plantas no transgénicas (Fig. 4-14).

Figura 4-14: RT-PCR de un fragmento RXam2 contenido en el inserto de
silenciamiento sobre ARN de hoja de plantas transgénicas in vitro

35 ciclos . 38 ciclos e 40 ciclos

1kb NT(T16) T52 T53 DNA Agua NT(T16) T52 753 DNA Agua NT(T16) T52 T53 DNA Agua




54 Validacion Funcional del gen de resistencia candidato de yuca a bacteriosis vascular
RXam2 por ARN de Interferencia

Finalmente, con el objetivo de determinar si existe silenciamiento génico se realiz6 RT-
PCR de RXam2 con un juego de cebadores que no esta incluido dentro del fragmento
clonado en el vector de silenciamiento. Este resultado no muestra diferencias claras entre
la expresion en las plantas transgénicas y las no transgénicas a pesar de que la banda
de T53 se vea levemente mas tenue, sin embargo es necesario realizar ensayos
mediante métodos mas cuantificables como sqRT-PCR o RT-PCR que permitan
determinar de forma concluyente si hay o no silenciamiento del gen de resistencia
candidato (Fig. 4-15).

Figura 4-15: RT-PCR de un fragmento RXam2 no contenido en el inserto de
silenciamiento sobre ARN de hoja de plantas transgénicas in vitro

NT(T16) T52 T63 DNAT53 Agua

RXamz2

Tubulina

452 RT-PCR de nptll y RXam2 sobre ARN de plantas

transgénicas en invernadero

Una limitacion importante a la hora de realizar los ensayos en invernadero fue que las
plantas transgénicas presentaron un crecimiento lento y una morfologia anormal que se
aprecio en el hecho de que las hojas eran de menor tamafio y el tallo mucho mas
delgado. Esta observacion también se ha evidenciado a nivel in vitro con las plantas
transgénicas T8, T50 y T54 las cuales presentaron dificultades en la propagacion y
crecimiento lento. Por esta misma raz6n no se logro realizar southern blot ni RT-PCR en
estas plantas transgénicas, indicando que es muy probable que los efectos de retraso
sean debidos a efectos pleiotropicos provocados por el inserto y no a que sean mutantes

insercionales o malformaciones producidas por variacion somaclonal. En la figura (4-16)
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se compara la morfologia en invernadero de la planta transgénica T53 con la de la NT

(T16) (regenerada no transgénica del mismo evento de transformacion).

Figura 4-16: Morfologia en invernadero de las plantas transgénicas

NT (T16) NT(T40) T53

Para la realizacién de los ensayos de expresion, las plantas de invernadero se inocularon
en tallo con Xam ClO151 a una concentracion de 10° UFC/mL tal como se describi6
anteriormente. Posteriormente se recolect6 tejido vegetal para extraccion de ARN a los 0,
5y 7 dpi, tomando 2.5 cm del tallo por encima y por debajo del punto de inoculacion. El
ARN extraido mostré la integridad deseada, sin embargo el de las plantas T53 a los
tiempos 0 dpi y 7 dpi presentaron una concentracion inferior a 30 ng/ul y no se utilizaron

para los ensayos posteriores de expresion (Fig. 4-17).

Figura 4-17: Extraccion de ARN de plantas transgénicas en invernadero

NT (T16) T52 T53 Rep T52

™ »l & >l Ié »l
™ € gl

x
h 4

1kb Odpi 5dpi 7dpi Odpi 5dpi 7dpi Odpi 5dpi 7dpi 5dpi 7dpi
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Posteriormente se realizé tratamiento con ADNasa | y la sintesis de primera cadena de
ADNCc de la misma forma en que se realizé para los ensayos con plantas in vitro. En la

figura (4-18) se observa el PCR de tubulina sobre el ADNc sintetizado.

Figura 4-18: RT-PCR de tubulina para verificar sintesis de ADNc a partir de ARN de
plantas transgénicas inoculadas en invernadero

NT(T16) T52 T53

1kb+ Odpi 5dpi 7dpi Odpi 5dpi 7dpi  5dpi

DNA Agua

Con el fin de dar caracter semicuantitativo al PCR realizado, se ajust6 la cantidad de
ADNCc que se adicion0 a la reaccion de PCR de tal forma que al amplificar el gen de la
tubulina e impidiendo que la reaccion llegara al nivel de saturacion, se observaran
bandas de igual intensidad en el gel de agarosa. Para ello se realizaron diluciones del
ADNCc y se establecio, al realizar PCR a 30 ciclos, la cantidad de muestra de ADNc a
adicionar para tener un comportamiento estable de la tubulina. Esto se logro después de
4 intentos hasta que las muestras amplificaran la tubulina a una intensidad de banda
similar por 30 ciclos (Fig. 4-19).

Figura 4-19: RT-PCR de tubulina para estandarizacién y realizacién de PCR
semicuantitativo

NT(T16)  T52 753

1kb+ Odpi 5dpi 7dpi Odpi 5dpi 7dpi 5dpi DNA Agua
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Para la realizacion de PCR de expresion de nptll y RXam2 se seleccionaron solo las
muestras a 5 dpi de T16, T52 y T53 dado que el gen es de expresion constitutiva
(Contreras & Lopez, 2008). El niumero de ciclos seleccionado y los juegos de cebadores
fueron iguales a los que se usaron en la evaluacion de plantas in vitro. El resultado indico
qgue nptll y el inserto de RXam2 se expresan en las plantas transgénicas. Sin embargo
aunque la T52 presentd una banda de menor intensidad que la de NT (T16), T53
presentd una banda de intensidad similar. Esto es un fuerte indicativo de que la baja
expresion de RXam2 dificulta la posibilidad de ver, por medio de RT-PCR

semicuantitativo la reduccion en la expresion debida al silenciamiento (Fig. 4-20).

Figura 4-20: RT-PCR de nptll y RXam2 sobre muestras seleccionadas de plantas
transgénicas de invernadero

T16

152 763 DNATS3 Plasm Agua

RXam2
Endogeno

Como analisis adicional para determinar si las plantas transgénicas tienen

comprometidas sus respuestas de defensa se realiz6 un PCR del gen phenylalanine
ammonia-lyase (PAL). Este gen codifica una enzima que permite la formacion de
compuestos de tipo fenilpropanoides en respuesta a estrés (Wanner et al., 1995).
Resultados obtenidos por nuestro grupo de investigacion determinaron que la expresion
de este gen es inducida en tallo en respuesta a la infeccién. Por tal razén se realizé un
PCR a 37 ciclos del gen con base en los resultados obtenidos de estandarizacion del gen
tubulina. Este resultado muestra que la planta no transgénica tiene un pico de expresion
a los 5dpi de PAL, en cambio este no se presenta en T53 y en T52 es apenas apreciable

(Fig. 4-21), lo que indica que a pesar de que el silenciamiento no sea muy evidente, hay
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indicios de que pueden estar comprometidas las respuestas de defensa en las plantas

transgénicas.

Figura 4-21: RT-PCR de PAL sobre de plantas transgénicas de invernadero
inoculadas con Xam ClO151

NT(T16) T52 T53

B ld |

"l N

1kb+ Odpi 5dpi 7dpi Odpi 5dpi  7dpi 5dpi DNA Agua

PAL

4.6 Evaluacion del progreso de lainfeccion en plantas

transgénicas de yuca en invernadero

Para determinar si existen diferencias en el nivel de susceptibilidad de las plantas
transgénicas comparadas con las no transgénicas, se realizd una inoculacion por medio
de puncion en tallo con la cepa de Xam en plantas de yuca trasladadas al invernadero. El
inoculo fue preparado a una concentraciéon de 10° UFC/mL y se evaluaron los sintomas a
los 7, 15 y 30 dias después de la inoculacion. De cada planta se utilizaron 4 réplicas y se
realizé el calculo de la AUDPC tal como se describié en Materiales y Métodos.

El andlisis de los datos se realizdé una prueba t con el fin de comparar los promedios de
los valores de la AUDPC. El primer requisito para esta prueba es determinar si los datos
tienen una distribucion normal, por lo cual se realizé un test de Shapiro-Wilk, cuya
hipétesis nula es que los datos provienen de dicha distribucion. El valor p obtenido para
esta prueba fue de 0.094, lo que indica que los datos siguen una distribucion normal.
Posteriormente se realiz6 una prueba F con el fin de comparar las desviaciones estandar

de las muestras y asi determinar qué prueba t debe realizarse. El valor p de la prueba F
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fue de 0.933 lo que indic6 que las varianzas son estadisticamente iguales. Finalmente el
valor p de la prueba t suponiendo varianzas iguales fue de 0.8173, lo que indica que no
existen diferencias estadisticamente significativas entre los promedios de las AUDPC de

las muestras (Fig. 4-22).

Figura 4-22: Promedio AUDPC de plantas transgénicas comparadas con plantas no
transgénicas durante la infeccion con Xam CIO151

63f _

59t

AUDPC

NT T53

A pesar de lo anterior, los sintomas observados y el promedio estadistico mostraron que
hay diferencias leves en la susceptibilidad dado que la severidad de los sintomas es mas

evidente en las plantas transgénicas (Fig. 4-23).

Figura 4-23: Sintomas observados en plantas transgénicas comparados con los
observados en la no transgénicas en invernadero.

En cada planta se enumera la réplica y entre paréntesis se observa la evaluacion
de la enfermedad a los 30 dpi.

NT(T16) 153




60 Validacion Funcional del gen de resistencia candidato de yuca a bacteriosis vascular
RXam2 por ARN de Interferencia

4.7 Evaluacion de Patotipos en Nuevos Aislamientos.

Para determinar el papel que despefia RXam2 en la resistencia a cepas de Xam actuales
deben caracterizarse los aislamientos recientemente colectados. Para ello se inocularon
plantas en invernadero con haplotipos de Xam caracterizados por la Universidad de los
Andes. Dicha inoculacion se realizé por medio de puncion en tallo y se calculé el AUDPC
como se describioé previamente. Las variedades seleccionadas fueron COL1505, CM523-
7, CM2177-2, BRA902 y COL1522 y se utilizaron 5 réplicas por haplotipo para determinar

el indicador de progreso de la enfermedad.

Inicialmente se determiné si las variedades eran resistentes o susceptibles de acuerdo
con lo reportado por Restrepo et al.,(2000a), quienes consideraron que una variedad es
susceptible si por lo menos alguna de la réplicas de inoculacion produce sintomas de
nivel 4 o 5 . Los resultados mostraron que la variedad COL1522 es susceptible a todos
los aislamientos evaluados, por el contrario CM523-7 mostro resistencia a dos de los
aislamientos evaluados, por lo cual es la variedad mas resistente hasta el momento
evaluada (Tabla 4-3). Adicionalmente se observa que cada uno de los haplotipos

evaluados es un patotipo independiente.

Tabla 4-3: Determinacion de la resistencia/susceptibilidad a nuevos haplotipos de
Xam.

Xam226 Xam232 Xam306 Xam318 Xam324 Xam645
COL1505 R S S S S S
CM523-7 S S R S S R
CM2177-2 S S S S R S
BRA902 S S S S S R
COL1522 S S S S S S

Con base en los datos de AUDPC se realizdé una prueba de Kruskal-Wallis dado que los
datos no cumplieron el supuesto de normalidad necesario para realizar ANOVA. Los
resultados arrojaron que existen diferencia estadisticamente significativas de AUDPC
entre los cultivares (P= 0.021), siendo CM523-7 y COL1505 las variedades con mayor
nivel de resistencia y COL1522 la que presentd mayores niveles de susceptibilidad.

Adicionalmente Xam 232 mostré ser la cepa mas virulenta dado que causo



Resultados

61

susceptibilidad en todas las variedades y presentd los mayores valores de AUDPC (Fig.

4.24).

Figura 4-24: Comparacion de Medias de AUDPC de todos los aislamientos en los
distintos cultivares.

AUDPC
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5.Discusidén

La yuca constituye el pilar de la seguridad alimentaria en paises de América Latina,
Africa y Asia. Ademas de su importancia como producto alimenticio, el almidon de la yuca
tiene importantes aplicaciones en la industria, que incluye la produccion de bioetanol.
Una de las limitantes bidticas mas importantes del cultivo de yuca es la bacteriosis
vascular. Hasta el momento no se ha logrado clonar y aislar el primer gen de resistencia
a esta enfermedad en yuca. En este estudio se logro silenciar el gen candidato RXam?2
en plantas de yuca de la variedad 60444, las cuales mostraron una reduccion en la
expresion de los genes RXam2 y PAL. Ademas de esto las plantas transgénicas
mostraron un pequefo incremento en la susceptibilidad a Xam CIO151, sugiriendo que

RXam2 es un gen de resistencia a Xam.

La validacién de genes es uno de los aspectos de mayor desarrollo en la biologia
molecular, principalmente en los Ultimos afios en los que se dispone de la secuencia
completa de genomas pero no se conoce la funcibn de muchos de los genes
secuenciados y predichos por informatica. La validacion mediante silenciamiento se
convierte en una excelente herramienta para determinar la funcion del gen a través de la
pérdida de un fenotipo particular en una planta. Inicialmente esta tecnologia se realizo
mediante la insercién del gen blanco de forma invertida para generar ARN de doble
cadena en el citoplasma. Posteriormente se han realizado nuevos tipos de silenciamiento
génico con efectividad incrementada en los cuales se producen fragmentos de ARN de
doble cadena conocidos como ARN hairpin (hpARN) que han logrado incrementar la
eficiencia de silenciamiento hasta un 90% en términos de reduccion del transcrito (Frizzi
& Huang, 2010; Wesley et al., 2001). En este trabajo nosotros empleamos esta estrategia

para silenciar el gen RXam2. Considerando que si RXam2 estd implicado en la
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resistencia se esperaria susceptibilidad si el gen se silencia en plantas resistentes. Sin
embargo la variedad modelo en la cual se ha establecido el sistema de transformacion es
el cultivar 60444, el cual es susceptible a la bacteriosis vascular. Por esta razén se
evaluaron las variedades BRA685 y SG107-35, las cuales son altamente resistentes a
Xam. La base inicial de produccién de CEF con fines de transformacion genética es la
embriogénesis somética. Por tal razon el punto de partida para determinar la posibilidad
de transformacion de plantas de yuca consiste en tener una produccion eficiente de
embriones sométicos. Diversos estudios han evaluado varias auxinas sintéticas con fines
de produccion de embriones somaticos y han encontrado que Picloram y 2,4-D son las
hormonas que presentan la mayor eficiencia con valores superiores al 50% (Groll et al.,
2001; Mathews et al., 1993; Medero et al., 2000; Medina et al., 2003). En este estudio se
evalud el efecto de picloram, dicamba y 2,4-D y se encontré que la hormona picloram es
mas eficiente para producir embriones somaticos en BRA685 y SG107-35 que las otras

dos.

En el presente estudio se encontré que en uno de los cultivares evaluados, BRA685, es
posible la produccién de CEF y regeneracion de plantas a partir del mismo, sin embargo
el bajo nimero obtenido hace necesario incrementar esfuerzos que permitan mejorar y
optimizar el procedimiento para que sea posible realizar transformaciones eficientes y se
pueda explotar su caracteristica de resistencia a bacteriosis vascular. En la variedad
SG107-35 no se produjo CEF y por lo tanto no fue posible probar la eficiencia de
transformacion. Trabajos previos han evaluado la posibilidad de produccién vy
transformacion de CEF de cultivares alternativos de yuca (Hankoua et al., 2006; Lépez,
2000; Taylor et al., 2001). Sin embargo la capacidad de transformacién es mucho mas
reducida principalmente debido a la posibilidad de produccion de lineas de CEF y
regeneracion del mismo. Taylor et al., (2001) evaluaron en 20 cultivares distintos de yuca
la posibilidad de transformacion genética de CEF, sin embargo en cinco de estos
cultivares fue imposible producir CEF. De los 15 cultivares restantes no fue posible
generar suspensiones embriogénicas con proliferacion autonoma y solo en ocho fue
posible la regeneracion de plantas a partir del CEF producido en las suspensiones
celulares (Taylor et al., 2001). De estos ocho cultivares solo tres pudieron ser
transformados exitosamente. Hankoua et al., (2006) evaluaron cinco cultivares africanos

distintos a 60444, de los cuales solo dos produjeron CEF, pero ninguno logré ser
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transformado porque no se lograron producir lineas de CEF que proliferaran de forma
auténoma. En consecuencia, es nhecesario continuar evaluando la capacidad de
produccion de CEF y transformacion no solamente en variedades de interés comercial

sino también en variedades modelo para estudios de investigacion béasica.

Dados los resultados negativos de transformacion en BRA685 y SG107-35 se procedié a
realizar el silenciamiento de RXam2 en la variedad 60444, el genotipo utilizado como
modelo de transformacién genética. Aunque este cultivar no presenta elevados niveles
de resistencia, el silenciamiento de RXamz2, si realmente esté implicado en resistencia a

Xam, podria generar una susceptibilidad incrementada.

Los resultados de transformacion genética del cultivar 60444 mostraron que se logré
producir un nimero muy bajo de plantas transgénicas en los ensayos realizados. Esto
pudo haber ocurrido principalmente por dos razones, la primera de ellas es el gran
tamafo del ADN-T de la construccion, el cual fue de cerca de 10kb. Park et al.,(2000)
mostraron mediante la realizacion de ensayos de transformacién de tabaco, arroz y
algodon que la eficiencia de transformacion disminuia a medida que el tamafio del ADN-T
aumentaba y en consecuencia se requeria de realizar transformaciones con mayor
cantidad de explantes o tener plasmidos con genes vir adicionales. La segunda razén por
la cual pudo haberse disminuido la eficiencia de transformacion y regeneracién de
plantas transgénicas es que el silenciamiento del gen RXam?2 afecte otros procesos
implicados como embriogénesis, crecimiento o desarrollo. Hewezi et al., (2006) por
medio de la tecnologia de ARNi silenciaron un gen de tipo NBS-LRR en girasol que
previamente habia sido relacionado con la resistencia a Plasmopara halstedii, agente
causal del mildeo velloso. Sin embargo el silenciamiento de este gen produjo un
resultado similar al obtenido en el presente trabajo dado que hubo una eficiencia de
transformacion reducida y las plantas transgénicas presentaron anormalidades en su
desarrollo. Sin embargo por medio de silenciamiento en un sistema heterélogo (Nicotiana
benthamiana), se incrementé los niveles de susceptibilidad en esta planta a un patégeno

similar (Hewezi et al., 2006).

A pesar de los bajos niveles de eficiencia en las transformaciones se lograron regenerar
5 plantas transgénicas, dos de las cuales pudieron ser caracterizadas en este trabajo.

Las tres restantes por las razones de crecimiento retardado no pudieron ser evaluadas
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pero seran objeto de un estudio préximo.

Dado que el ADN-T se inserta de forma aleatoria en el genoma y puede haber uno o
varios eventos insercionales en una célula transformada se puede afectar la expresion
del transgén. Ademas de esto el hecho de que la insercidén sea aleatoria implica que el
ADN-T pueda insertarse en zonas transcripcionalmente inactivas del genoma o que la
insercion de multiples copias de un transgén provoque el silenciamiento de los genes que
se insertaron (Ghedira, 2009). Todos estos hechos afectan la expresion del transgén. En
el presente trabajo se observd una expresion correcta de los transgenes en las dos
plantas transgénicas (Fig. 4-20) a pesar de que las plantas no tienen una Unica insercion

del transgén (Fig. 4-10).

La expresion enddgena del gen RXam2 se detectd tanto en plantas transgénicas como
plantas no transgénicas (Fig. 4-20). Sin embargo es ampliamente reconocido que el
silenciamiento génico nunca logra reducir la totalidad de la expresion. Aun asi se ha
observado que aunque los porcentajes de reduccion en la expresién no son completos,
son suficientes para determinar por pérdida de funcion el papel desempefiado por un gen
particular (Eamens et al., 2008). Wroblewski et al., (2007) por medio de silenciamiento
génico mediado por hpARN evaluaron la funciéon de una familia de genes de tipo NBS-
LRR en lechuga. Aunque el silenciamiento de estos genes no superd el 84% y para
muchos de ellos estuvo alrededor del 55% si se logré demostrar que los miembros de la
familia RGC2 estan involucrados en la resistencia a distintos aislamientos de Bremia
lactucae. Adicionalmente, el gen RXam2 es de baja expresion, lo que implica mayor
dificultad en su deteccién y cuantificacion y presente menor reproducibilidad. Estudios
con cuantificacibn mas precisa nos permitiran clarificar si existe una real reduccién en la
expresion de RXamz2 en las plantas transgénicas. A pesar de esto, si se logré demostrar

una reduccion en la expresion del gen PAL en las plantas transgénicas (Fig. 4-21).

Diversos estudios han mostrado que el gen de la PAL es inducido en respuestas de
defensa contra distintos patdégenos en varias especies vegetales (Cools & Ishii, 2002). En
este mismo estudio, por medio de tratamiento con inductores de defensa, se logro inducir
el gen PAL y detectar el incremento en su expresion por medio de RT-PCR

semicuantitativo para aumentar la resistencia contra el patdégeno Colletotrichum
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orbiculare (Cools & Ishii, 2002). También se ha observado una induccion en la expresion
de PAL solamente en cultivares resistentes de cafia de azucar tratados con elicitores
provenientes de Xanthomonas albilineans. Este resultado permite concluir que este gen
también esta involucrado en defensa contra patdgenos filogenéticamente relacionados
con Xam (Santiago et al., 2009). Previos estudios en nuestro laboratorio mostraron que
este gen es inducido a 5 dpi. La reduccién en la expresion del gen PAL en las plantas
transgénicas sugieren que estas estdn comprometidas en las respuestas moleculares de

defensa.

Fenotipicamente las plantas transgénicas no mostraron una susceptibilidad
estadisticamente significativa a la bacteriosis. Sin embargo visualmente las plantas
transgénicas si mostraron una reduccién en las respuestas de defensa (Fig. 4-23). La
severidad de los sintomas es mucho mas evidente en las plantas transgénicas que en las
no transgénicas, dado que se observé muerte total de tres de cuatro plantas transgénicas

y solo una de cuatro en las plantas no transgénicas.

Tomados en conjunto los resultados sugieren que RXam2 es una proteina de resistencia

a la bacteriosis vascular en yuca.

La estrategia inicial de validacion se baso en el silenciamiento génico debido a que para
esta no se requiere la secuencia completa del gen. Sin embargo en la actualidad gracias
a la secuenciacion del genoma de yuca se conoce completamente su secuencia. Resulta
importante ahora identificar cultivares en los cuales el gen no se encuentre funcional (por
mutaciones en el marco de lectura que produzcan proteinas truncadas o ausencia del
gen). A estas variedades, las cuales pueden incluir comerciales, se les podra introducir el
gen esperando una resistencia. Sin embargo, previo es necesario probar la
transformabilidad de estas variedades y la presencia de SNPs que permitan determinar

gué alelos del gen estan implicados en la interaccién con Xam.

Contar con un gen de resistencia en yuca permitira desarrollar estrategias de
mejoramiento o introducirlo en variedades comerciales susceptibles. Es un gran impacto
no solo comercial sino investigativo ya que hasta ahora es el primer gen R identificado en
yuca. Con miras a incrementar el impacto de este descubrimiento se ha proyectado

evaluar la efectividad de este gen a cepas colectadas recientemente. La dinamica
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poblacional de Xam se ha estudiado y se han demostrado cambios en las cepas a lo
largo del tiempo (Restrepo et al., 2004). El andlisis realizado nos permitié comparar la
virulencia de seis aislamientos recientes en cinco variedades de yuca. Estos analisis
muestran que la variacion entre los niveles de escala de la enfermedad varia en cuanto a
cepa y cultivar, indicando que hay interacciones especificas debidas a los genotipos de la
planta y el microorganismo. De igual forma que lo reportado por Restrepo et al., (2000a),
los haplotipos correspondieron a patotipos Unicos, por lo cual la variabilidad haplotipica
corresponde con la variabilidad patotipica encontrada. Actualmente se estan
realizando mas analisis con mayor numero de aislamientos y variedades con el fin
de determinar la diversidad actual de las poblaciones del patégeno y determinar si
el silenciamiento de RXam2 genera mayor susceptibilidad a una cepa en

particular.
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6.Conclusiones y recomendaciones

En el presente trabajo se mostré que el silenciamiento de RXam2 compromete las
respuestas de defensa de las plantas de yuca en su interaccion con Xam. Esto se vio
reflejado en la disminucion de la expresiébn de genes implicados en defensa y la
susceptibilidad levemente incrementada durante la infeccién por el patdgeno. Esto nos
indica que RXamz2 seria el primer gen de resistencia que se caracteriza en yuca tanto
para esta como para otras enfermedades. Nuestros resultados nos permitiran enfocar
posteriores estudios de variabilidad alélica de este gen con el fin de determinar cuales
son los alelos que permiten generar la mayor resistencia a Xam vy si estos alelos estan

implicados en resistencia a aislamientos recientes del patégeno.

En este trabajo se lograron obtener resultados preliminares que permiten perfilar a la
variedad BRA685 para transformacion genética dado que es capaz de producir CEF y
regenerar plantas a partir de este, sin embargo es necesario evaluar un mayor nimero
de cultivares resistentes y trabajar en mejorar los protocolo de transformacién con los

que se cuenta actualmente.

Finalmente se logro determinar que la variabilidad haplotipica de Xam se relaciona con
su variabilidad patotipica, lo que indica que es necesario continuar con los estudios en
busqueda de mecanismos de resistencia que sean durables en el tiempo y a futuro

permitan aumentar la sostenibilidad y rentabilidad del cultivo.
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