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RESUMEN

La yuca (Manihot esculenta Crantz, Euphorbiaceae) es el cuarto cultivo en importancia a
nivel mundial como fuente de calorias para la poblacién humana y cuya produccién se
ve afectada por la bacteriosis vascular, enfermedad ocasionada por Xanthomonas
axonopodis pv. manihotis (Xam). La resistencia a enfermedades en plantas depende de la
presencia de genes de resistencia (R), los cuales reconocen a los patégenos y simulta-
neamente permiten desencadenar la respuesta de defensa. A pesar de recientes esfuer-
zos encaminados a la identificacién de genes R en yuca, atin no se ha logrado clonar el
primer gen R en este cultivo. En el presente trabajo se estudié el perfil de expresion de
dos Genes Candidatos a Resistencia (RGCs) asociados a QTLs de defensa contra la
bacteriosis vascular en yuca. A partir de la técnica transcripcién reversa y reaccién en
cadena de la polimerasa (RT-PCR) se evalud la expresién de los genes RXam1 y RXam2
en tallos y hojas de las variedades resistentes SG107-35 y MBRA685 de yuca, después
de ser inoculadas con la cepa CIO151 de Xam. Se observé que RXam1 es inducido a par-
tir de los cinco dfas post-inoculacién tanto en tallos como hojas de las dos variedades,
mientras que RXam2 es expresado de manera constitutiva en la variedad MBRA68S5.
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ABSTRACT

Cassava (Manihot esculenta Crantz, Euphorbiaceae) is the fourth food crop used as an
important energy source for human population worldwide. Cassava Bacterial Blight
(CBB) is the most important disease of this crop. CBB is caused by the pathogenic
bacterium Xanthomonas axonopodis pv. manihotis (Xam). Plants have developed
sophisticated mechanisms to detect and respond to infection by pathogens. These
mechanisms depend on the presence of resistance (R) genes, which recognize proteins
produced by pathogens. Although efforts have been conducted to identify R genes in
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cassava, the first R gene in this crop has not been cloned. The present work studied
the expression profile of two resistance gene candidates (RGCs) which are linked to
QTL associated with resistance to CBB. Gene expression of RXam1 and RXam2 was
evaluated by reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) in stems and
leaves of SG107-35 and MBRA685, two cassava resistant cultivars, which were
challenged with Xam CIO151. We observed that the expression of RXam1 is induced
starting five days post-inoculation in the two cultivars studied and in both tissues
while the gene RXam2 was constitutively expressed in MBRA685 cultivar.

Key words: Manihot esculenta; Xam; RGC; RT-PCR.
INTRODUCCION

Las plantas frente al ataque de los patégenos han desarrollado un “sistema inmune”
que de acuerdo al reconocimiento molecular del patégeno y evolucién del mismo se
ha diferenciado en dos ramas (Jones y Dangl, 2006). La primera rama reconoce mo-
l[éculas comunes de diversas clases de microorganismos, los MAMPs (del inglés,
Microbe-Associated Molecular Patterns) los cuales son percibidos por receptores PRRs (del
inglés, Pattern Recognition Receptors). Este tipo de resistencia se ha denominado defensa
basal (Chisholm et al., 2006). Los patégenos a su vez han desarrollado mecanismos
para bloquear este primer nivel de defensa a través de la introduccién de factores
proteicos denominados efectores. En el caso de bacterias, los efectores son liberados
por el Sistema de Secrecién Tipo Tres -T3SS- (del inglés, Type Three Secretion System).
Las plantas han desarrollado una segunda rama de defensa conocida como resisten-
cia raza-especifica, en la cual las proteinas de resistencia (R) permiten el reconoci-
miento de los efectores. Cuando los efectores son reconocidos reciben el nombre de
proteinas de avirulencia (Avr) (Jones y Dangl, 2006). Las variedades de plantas que
posean la proteina R que reconozca la proteina Avr correspondiente de una raza de
un patégeno determinado presentardn este tipo de resistencia (resistencia mono-
génica o cualitativa). El cardcter monogénico de la resistencia raza-especifica ha
hecho que esta sea la mds estudiada. Sin embargo la resistencia gobernada por varios
genes (poligénica o cuantitativa) es quizds la resistencia que se presenta con mayor
frecuencia en la naturaleza. Esta resistencia presenta la ventaja de ser mas durable y
de amplio espectro. La manera de identificar las regiones genémicas implicadas en
este tipo de resistencia se hace a través del estudio e identificacién de loci de carac-
teres cuantitativos -QTLs- (del inglés, Quantitative Trait Loci).

Las proteinas R a pesar de conferir resistencia a diversos patdgenos presentan un
grupo limitado de dominios estructurales conservados. La mayoria de genes R
codifican para proteinas que presentan un dominio NBS (del inglés, Nucleotide Binding
Sites) en su extremo N-terminal y un dominio LRR (del inglés, Leucine Rich Repeats) en
el extremo C-terminal. Otro grupo importante de genes R es el que codifica proteinas
que presentan un dominio LRR extracelular y pueden contener ademds un dominio
transmembranal y un dominio kinasa intracelular (RLK del inglés, Receptor Like Kinase).
De manera interesante se ha observado que las proteinas que controlan la defensa
basal y la resistencia raza-especifica poseen un dominio RLK similar. Las proteinas
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FLS2, EFRy Xa21 presentan esta estructura. La dos primeras son PRRs que reconocen
los PAMPs flagelina y EF-Tu, mientras que Xa21 es una proteina R de arroz que
reconoce cepas de Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) que portan el efector AvrXa21.

La presencia de dominios conservados en las proteinas R ha permitido desarrollar
estrategias encaminadas a identificar genes de resistencia candidatos o RGCs (del
inglés, Resistance Gene Candidates), que pueden ser aislados mediante PCR empleando
primers degenerados disefiados a partir dichos dominios. Algunos RGCs se han ma-
peado y han co-localizado con loci de genes R o con QTLs asociados a resistencia
(Ramalingam et al., 2003).

La yuca (Manihot esculenta, Crantz) se constituye como uno de los productos agricolas
de vital importancia para la seguridad alimentarfa siendo el componente basico de
la dieta de mds de 1.000 millones de personas al dia en el mundo (DANE, 2004;
Nicaragua et al., 2004). Recientemente, el cultivo de la yuca ha despertado un gran
interés por ser un cultivo promisorio en la produccién de biocombustibles (Ceballos,
2002). Una de las enfermedades de mayor importancia es la Bacteriosis Vascular
también conocida como Afiublo Vascular. Esta enfermedad estd presente tanto en
Africa como en América Latina y es causada por la bacteria gram-negativa Xanthomonas
axonopodis pv. manihotis -Xam, (Vauterin, 1995)-. Las pérdidas ocasionadas por la bacte-
riosis han llegado hasta el 100% en dos o tres ciclos de cultivo (Verdier, 2002).

Los estudios citoquimicos de la interaccién yuca-Xam han revelado que la defensa se
da a nivel de tejidos vasculares mediante respuestas de refuerzo de las paredes
celulares, lo cual se presenta tanto en plantas resistentes como susceptibles y cuya
diferencia estd dada por el grado de intensidad y velocidad en las cuales ocurren estas
respuestas (Kpémoua et al., 1996; Boher et al., 1997).

La ausencia de respuesta hipersensible (Verdier, 2002) y la diferencia en la intensidad
de reaccién entre cultivares resistentes y susceptibles en yuca muestran que la resis-
tencia es de tipo cuantitativo (Lépez et al., 2005). Los andlisis de segregacién de la
resistencia a la bacteriosis han permitido identificar 12 QTLs asociados a cinco cepas
de Xam, los cuales explican entre el 8 al 30% de la variacién fenotipica (Jorge et al.,
2000, 2001). Recientemente en yuca ha sido posible la identificacién de varios RGCs,
algunos de los cuales se han asociado con QTLs de resistencia a Xam. Empleando
primers disefiados a partir del gen Xa21 de arroz se logré amplificar un fragmento en
yuca, el cual co-localizéd con un QTL que explica el 13% de la resistencia a la cepa
ClO136. Hace poco se identificé la secuencia completa de dicho gen demostrando
que codifica una proteina tipo RLK y ha sido denominado RXam1 (Resistencia a Xam
y ser el posible primer gen R en yuca). Estudios recientes han mostrado que RXam1 es
inducido en plantas MBRAG68S resistentes a la cepa CIO136 presentando un pico de
expresién a cinco dias post-inoculacién (dpi) (Lépez et al., 2007a). Otro RGC de tipo
NBS asociado a un QTL que explica el 62% de la resistencia a la cepa CIO151 (Lépez
et al., 2007b) se identific6 mediante el empleo de primers degenerados (Lépez et al.,
2003) y fue en consecuencia denominado RXam2 (Resistencia a Xam y ser el posible
segundo gen R en yuca).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la expresién e induccién de los genes
RXam1 y RXam2 en respuesta a la infeccién con la cepa CIO151 de Xam.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIAL VEGETAL E INOCULACION

Las variedades de yuca empleadas fueron MBRA685 y SG107-35 reportadas como resis-
tentes a la cepa CIO151 de Xam (Restrepo et al., 2000). Las plantas propagadas in vitro
se obtuvieron de la coleccién de germoplasma del Centro Internacional de Agricultura
Tropical (CIAT) de las variedades mencionadas se transfirieron a suelo estéril, dejando-
las crecer por tres meses en un invernadero de CIAT para el caso de MBRA685 (tempe-
ratura de 28 °C/19 °C dia/noche; humedad relativa de 80%; altitud de 965 msnm
(Segovia et al., 2000) y en el invernadero de la finca Los Buganvilles del municipio de La
Vega, Colombia, para las plantas de la variedad SG107-35 (temperatura 24-31/19-20
°C dia/noche; humedad relativa de 95%; altitud de 1.230 msnm). Las plantas de tres
meses de edad fueron inoculadas en tallos y hojas con la cepa CIO151 de Xam. La cepa
CIO151 pertenece al haplotipo C20, y fue colectada en la ecozona 2, correspondiente
a los Llanos Orientales (Restrepo et al., 2000). La cepa de Xam CIO151 se crecié en me-
dio LPGA a 28 °C con dos dias de anterioridad a la inoculacién la cual se empleé en la
preparacién de una suspensién de 10° unidades formadoras de colonia (CFU) aproxi-
madamente. Hojas cercanas al tercer nudo se perforaron con un sacabocados, alre-
dedor de seis orificios se abrieron por foliolo, en donde se deposité una gota de la
suspension de Xam. El tallo situado entre las terceras y cuartas hojas se inoculé por
puncién con un palillo de madera con bacteria Xam crecida directamente del medio
LPGA (Restrepo et al., 2000). Se colectaron cinco tiempos post-inoculacién: 0, 24, 48
horas y cinco y siete dias. Se emplearon tres plantas por cada tiempo post-inoculacién,
y de cada una de éstas se colectaron dos hojas. Para tallos, se colectaron 2 cm arriba y
abajo del punto de inoculacién de cada planta.

DISENO DE PRIMERS

Las secuencias del RGC7 y del BAC 39P22 reportadas para el gen RXam2 (LSpez et al.,
2003a) se alinearon en BLAST resultando un fragmento de 1084 pb (Fig. 1) utilizado
para el disefio de los primers RXam2-IF -IR y -IVF -IVR los cuales amplifican fragmentos
de 564 pby 135 pb, respectivamente (Fig. 1). El disefio de los primers se hizo con el pro-
grama Primer3 (Rozen y Skaletsky, 2000). Los primers empleados para el gen RXam1
(Cassav-Cassa) fueron descritos previamente (Lépez et al., 2007a) y amplifican un frag-
mento de 700 pb cuando se emplea ADN genémico y de 600 pb al utilizar ADN com-
plementario (ADNc), ya que estos primers estan disefiados de tal forma que amplifican
una regién de RXam1 que incluye un intrén de 100 pb lo que permite identificar si en las
muestras de ADNc existe contaminacién con ADN genémico. Se utilizaron primers para
el gen G3PDH que amplifican aproximadamente 230 pb, empleado como control para
evaluar la integridad y existencia de ADNc. Ademds, el gen G3PDH es un gen constitutivo
no implicado en las respuestas de defensa y por tanto su nivel de expresién se mantiene
constante durante los tiempos post-inoculacién (Lépezet al., 2004) (Tabla 1).

EXTRACCION DE ADN
Se maceraron 3 g de tejido de cada variedad en nitrégeno liquido y se procedié a extraer
su ADN genémico de acuerdo al protocolo descrito por Dellaportaetal. (1983). El ADN
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Figura 1. Fragmento de 1.084 pb resultado del ensamblaje de las secuencias del RGC7 y BAC 39P22,
a partir del cual se disefiaron los primers RXam2-1.R-I.F (externos) y RXam2-IV.R-IV.F (internos)
empleados para ver la expresién del gen RXam2. Primers forward (>); Primers reverse (<).

gendmico se empled para estandarizar la temperatura de alineamiento de los primers
que se utilizaron.

EXTRACCION DE ARN

El tejido de cada tiempo post-inoculacién y de cada variedad de yuca se maceré en
nitrégeno liquido y se utilizé para extraer el ARN empleando el kit SV Total RNA
Isolation System® el cual incluye un tratamiento con DNAsa (Promega, Madison, WI,
USA). Para eliminar cualquier traza de ADN gendémico, las muestras fueron nueva-
mente tratadas con DNAsa® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). El ARN se cuantificé
en el espectofotémetro Smart-Spec 3000 BIO-RAD. Para visualizar la calidad y con-
centracién del ARN se corrieron 0,5 pl de ARN en un gel de agarosa al 1,2%.

Primer Secuencia Fragmento

Cassav.F 5’-GGTTGCATCTACCAGTTTCAGC-3’ ADN gendémico: 700 pb
Cassa.R 5’- GACAAGTTAATGGCCCCTGA-3’ ADNc: 600 pb
RXam2-1.F 5’-TGGAAAGACAACCCTTGCTC-3’ 564 pb

RXam2-1.R 5’-CTATTGTAGAGTCAGCAACCAGGA-3’

RXam2-IV.F 5’-CTATTGTAGAGTCAGCAACCAGGA-3’ 135 pb

RXam2-1IV.R 5’-CACATGCGATCTTCAATCCATACAT-3’

G3PDH.F 5’-CCGTGTTCCAACTGTTGATG-3’ 230 pb

G3PDH.R 5’-CTGCACACCCACCAGAGTAA-3’

Tabla 1. Descripcién de los cuatro pares de primers empleados. Cassav-Cassava amplifica un frag-
mento del gen RXam 1. RXam2-|.F-RXam2-1-R y RXam2-IV.F-RXam2-IV-R amplifican fragmentos del gen
RXam2. G3PDH.F- G3PDH.R amplifican un fragmento del gen constitutivo G3PDH.
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SinTEsIs DE ADN COMPLEMENTARIO (ADNC) Y AMPLIFICACION DE LOs RGCs

0,5 pg de ARN se emplearon para sintetizar ADNc de una cadena utilizando la transcrip-
tasa reversa SuperScript IlI® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) y una mezcla de oligo dT
y primers aleatorios. La reaccién de PCR se hizo en un volumen final de 50 pl que con-
tenfa: 1X de buffer de PCR (50 mM de KCI, 100 mM de Tris-HCI, 0,1% de Trit6nX-100),
2,5 mM de MgCl2, 0,2 mM de dNTPs, 0,1 pM de cada primery 2,5 U de Taq polimerasa
(Promega, Biotech, Madison Wis.), (CIAT, Cali, Colombia) y 6 pl de ADNc. Las reac-
ciones de PCR se llevaron a cabo bajo las siguiente condiciones de temperatura: den-
aturacién inicial a 94 °C por 2 min seguido de 35 ciclos de amplificacién que incluia
una denaturacién por 30 s a 94 °C, un annealing por 30 s a la temperatura correspon-
diente a cada primer (Tabla 1) y una extensién por 1 min a 72 °C. Los productos de
PCR de 300-600 pb y 100-300 pb se corrieron en geles de agarosa al 1,2% y 2,0%, res-
pectivamente en buffer TAE 0,5%. Los geles se observaron en un transiluminador con luz
ultravioleta y el tamafio de los fragmentos amplificados se determinaron con el marca-
dor de peso molecular 1 Kb Plus Ladder ® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Para el gen
RXam?2 se hizo un PCR anidado par-tiendo del primer producto de PCR obtenido con
los primers RXam2-1.R RXam2-1.F. Este producto se diluyé 1:20 y se tomaron 5 ul para
realizar un segundo PCR con los primers internos RXam2-IV.R RXam2-IV.F.

RESULTADOS

INOCULACION, EXTRACCION DE ARN Y siNTESIS DE ADNC CONTROL

Como se observa en la figura 2, se obtuvo un ARN de buena calidad para todos los
tiempos post-inoculacién. A partir de este ARN se procedié con la sintesis de ADNc.
La existencia e integridad del ADNc se verific6 amplificando el gen constitutivo
G3PDH. El gen G3PDH fue amplificado de manera positiva en todos los ADNc
ensayados (Figs. 3, 4y 5). La intensidad de la banda observada en el gel de agarosa
del producto de amplificacién correspondiente al gen G3PDH fue similar entre los
diferentes tiempos post-inoculacién, tanto para el caso de tallos y de hojas en la
variedad MBRAG685. Para la variedad SG107-35 se observé una intensidad un poco
mayor a 48 horas post-inoculacién (hpi) y siete dias post-inoculacién (dpi). Esta leve
diferencia solo puede ser explicada producto de una eficiencia diferencial en la sin-
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Figura 2. Calidad e integridad de ARN en el proceso de extraccién en la variedad MBRA68S en los
cinco tiempos post-inoculacién del tejido de tallos (A) y de hojas (B).
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Fig. 3 Perfil de expresién del gen RXam1 por Transcripcién Reversa y Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (RT-PCR) en el cultivar resistente MBRA68S5 de yuca inoculado con la cepa CIO151 de
Xanthomonas axonopodis pv. manihotis (Xam). Expresién evaluada en tejidos de hojas (A) y de tallos (B),
los cuales fueron colectados a las 0, 24, 48 horas post-inoculacién (hpi), cinco y siete dias post-
inoculacién (dpi). Amplificacién de 600 pb en ADN complementario (ADNc) y de 700 pb en ADN
genémico del gen RXam1. Amplificacién de 280 pb del gen constitutivo G3PDH. El gen G3PDH se
utilizé para corroborar la integridad del ADNc. M: Marcador de peso molecular 1Kb Ladder; G: ADN
genémico de MBRA68S5; (-): Agua, como control negativo del PCR.

tesis de ADNc en cada tiempo dado que el G3PDH es un gen constitutivo cuya expre-
sién no varia. A pesar de estas sutiles diferencias, y considerando que el principal
objetivo de este trabajo era evaluar si existe 0 no expresién, se puede indicar que las
cantidades de ADNc para las diferentes muestras fueron homogéneas y de observarse
diferencias en la intensidad en el producto de amplificacién para los genes RXam1 y
RXam2, éstas podrian explicarse como una respuesta diferencial frente a la infeccién.
Por esta razén se empled la misma cantidad de ADNc (6 pl) para las evaluaciones del
perfil de expresién de los genes RXam1 y RXam2.
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Figura 4. Perfil de expresién del gen RXam1 por Transcripcién Reversa y Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (RT-PCR) en el cultivar resistente SG107-35 de yuca inoculado con la cepa CIO151 de
Xanthomonas axonopodis pv. manihotis (Xam). Expresién evaluada en tejidos de tallos, que fueron colecta-
dos a las 0, 24, 48 horas post-inoculacién (hpi), 5y 7 dias post-inoculacién (dpi). Amplificacién de
600 pb en ADN complementario (ADNc) y de 700 pb en ADN genémico del gen RXam1. Amplificacion
de 280 pb del gen constitutivo G3PDH. El gen G3PDH se utilizé para corroborar la integridad del
ADNc. M: Marcador de peso molecular 1Kb Ladder; G: ADN genémico de MBRA68S5; (-): Agua, como
control negativo del PCR.
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Figura 5. Perfil de expresion del gen RXam2 por Transcripcién Reversa y Reaccién en Cadena de la Poli-
merasa (RT-PCR) en el cultivar resistente MBRA685 de yuca inoculado con la cepa CIO151 de
Xanthomonas axonopodis pv. manihotis (Xam). Expresion evaluada en tejidos de hojas (A) y de tallos (B), los
cuales fueron colectados a las 0, 24, 48 horas post-inoculacién (hpi), cinco y siete dias post-
inoculacién (dpi). Amplificacién de 135 pb del gen RXam2. Amplificacién de 280 pb del gen constitu-
tivo G3PDH. El gen G3PDH se utilizé para corroborar la integridad del ADNc. M: Marcador de peso
molecular 1Kb Ladder; G: ADN genémico de MBRA685; (-): Agua, como control negativo del PCR.

PERFIL DE EXPRESION DE RXam1

El gen RXam1 co-localiza con un QTL que explica el 13% de la resistencia a la cepa
ClO136 y es inducido en plantas MBRA68S5 resistentes a esta cepa presentando un
pico de expresién a 5 dpi (Lépez et al., 2007a). En este trabajo se evalud si RXam1 es
igualmente inducido por otra cepa de Xam, la CIO151, en variedades resistentes. El
ADNCc obtenido como se describié anteriormente se empleé para evaluar la expresién
del gen RXam1. Para amplificar un fragmento correspondiente al gen RXam1 se em-
plearon los primers cassav-cassa (Lépezetal., 2007a), los cuales amplifican dos tipos
de fragmentos dependiendo de la muestra que se emplee. A partir de ADNc se ampli-
fica un fragmento de 600 pb, y empleando ADN genémico uno de 700 pb, ya que los
primers estan disefiados sobre una regién que incluye un intrén de 100 pb. Este hecho
permite evaluar simultdneamente si existe contaminacién de ADN genémico en la
preparacién de ARN.

Como se observa en la figuras 3 y 4 se obtuvo una amplificacién de un fragmento es-
perado de 600 pb correspondiente al gen RXam1 en las dos variedades resistentes de
yuca. En la variedad MBRAG685 la expresién de RXam1 se presenté en los dos tipos de
tejidos evaluados. En hojas se observé una expresion a los 5 dpi, la cual desaparecié
a los siete dias post-inoculacién, mientras que en tallos la expresién a 5 dpi fue mas
leve comparada con la de hojas pero se mantuvo y se incrementé a los 7 dpi (Fig. 3).
En tallos de la variedad SG107-35 RXam1 se present6 una expresién a los 5 dpi con
un incremento a los 7 dpi.

PERFIL DE EXPRESION DE RXam2

Los ensayos previos de amplificacién del gen RXam2 empleando ADN genémico como
molde se realizaron con los primers RXam2-1.R- RXam2-1.F (Tabla 1), los cuales ampli-
ficaron un fragmento de 564 pb (datos no mostrados). Estos primers fueron emplea-
dos en los primeros estudios de expresién génica del gen RXam2, sin embargo no se
observé amplificacién del gen en ninguna variedad (MBRA685 o SG107-35) ni en
ningin tipo de tejido (tallos y hojas) (datos no mostrados). Se decidié evaluar la
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expresién de RXam2 efectuando un PCR anidado. Para esto, el producto de ampli-
ficacién obtenido con los primers RXam2-1.R-I.F fue empleado como molde en un
segundo PCR con los primers RXam2-IV.R-IV.F (Fig. 1 y Tabla 1) en cuyo caso se espe-
raba un fragmento de 135 pb.

En la variedad MBRAG68S5 se observé una leve amplificacién del fragmento esperado
en todos los tiempos evaluados, indicando una baja expresién del gen RXam2 tanto
en hojas como en tallos (Fig. 5).

DISCUSION

En yuca, recientemente, se han identificado dos genes de resistencia candidatos: RXam1
y RXam2. Estos genes codifican proteinas putativas con dominios LRR-STK y NBS-LRR,
respectivamente, propios de la mayorfa de proteinas de resistencia. RXam1 y RXam2 co-
localizan con QTLs que explican el 13% y el 62% de la resistencia a las cepas CIO136 y
CIO151, respectivamente. En este estudio hemos demostrado que el gen RXam1 es indu-
cido en respuesta a la infeccién por Xam en dos variedades resistentes de yuca.
Previamente se ha establecido que RXam1 es inducido en respuesta a la infeccién con
la cepa CIO136 de Xam (Lépez et al., 2007a). La cepa CIO136 pertenece al haplotipo
C17 y fue colectada en la Ecozona 2 (Llanos Orientales). En el presente estudio se
demostré que este gen también se induce en respuesta a la infeccién con la cepa
ClO151, la cual a pesar de ser colectada en la misma regién geogréfica que la cepa
ClO136, corresponde a un haplotipo diferente. La induccién de la expresién de
RXam1 en plantas de yuca inoculadas con estas dos cepas, sugiere que este gen puede
tener un rol de amplio espectro en la resistencia a diferentes cepas. El gen Xa27 de
arroz, que presenta dominios de tipo LRR-STK como RXam1, es un gen de amplio es-
pectro en resistencia a diferentes cepas de Xoo que contienen la proteina de avirulen-
cia AvrXa21 (Wang et al., 1996). La contribucién de RXam1 a la resistencia a la cepa
ClO151 puede no ser tan importante, razén que explicaria la falta de asociacién de
este gen en |los andlisis de QTLs (Lépez, et al., 2007b).

La proteina FLS2 de defensa basal en Arabidopsis, que reconoce el PAMP flagelina,
presenta los dominios LRR-STK (Gémez-Gémez y Boller, 2000). Este tipo de domi-
nios estdn presentes también en la proteina de resistencia raza-especifica Xa21 de
arroz. La proteina putativa codificada por el gen RXam1, también presenta los domi-
nios LRR-STK. De demostrarse que RXam1 es el gen de resistencia asociado al QTL se
podria establecer que las proteinas implicadas en defensa basal, resistencia raza-
especifica y resistencia cuantitativa comparten dominios conservados. Esta similitud,
muy posiblemente determine elementos comunes entre si en las vias de transduccién
de sefiales que dichas proteinas desencadenan. Sin embargo, las diferencias entre los
tipos de resistencia estarian determinadas por la intensidad y velocidad a la cual las
respuestas de defensa se desencadenan, como se ha propuesto para explicar las dife-
rencias entre las interacciones compatible e incompatible y la resistencia no hosp-
edero (defensa basal) (Tao et al., 2003).

El gen RXam2 se encuentra asociado a un QTL que explica el 62% de resistencia a la cepa
ClO151, considerdndose como un gen mayor (Lépez et al., 2007b). En este trabajo se
observé una expresién constitutiva RXam2, lo que no permitié corroborar su expresion
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exclusivamente ante la infeccién con Xam. Sin embargo, la evaluacién de expresién rea-
lizada solo fue de tipo cualitativo, lo que no permite determinar realmente si se pre-
sentan variaciones en la expresién en los diferentes tiempos post-inoculacién. Por esta
razén, estudios de expresién cuantitativa empleando por ejemplo qRT-PCR (del inglés;
quantitative Real Time-Polymerase Chain Reaction) permitirdn evaluar si existen diferencias
durante la cinética de infeccién. Adicionalmente, un aspecto interesante a estudiar es la
induccién de RXam2 en variedades de yuca diferentes inoculadas con diversas cepas de
Xam 'y observar si este gen presenta un amplio espectro en resistencia

En yuca se ha reportado 199 transcritos inducidos por inoculacién con CIO151 en la
variedad MBRA685, de los cuales el 57% se expresan diferencialmente a 7 dpi y menos
del 20% antes de las 48 hpi (Lépez et al., 2005). RXam1 se expresa a partir de los Sy
7 dpi, lo que implica un reconocimiento tardio de Xam por parte de RXam1 y corres-
ponde a uno de los picos mds importantes en la induccién de genes en respuesta a la
infeccién con Xam (Lépez et al., 2005). El gen RXam1 presenta una expresion dife-
rencial segtin el tipo de tejido (Figs. 3 y 4), lo cual se explicarfa por la forma como la
bacteria coloniza los tejidos vegetales. La bacteria presenta una fase preliminar de
desarrollo intercelular en el mesdfilo antes de pasar a los haces vasculares del tallo
principalmente (Verdier, 2002). En este caso, se estableceria primero un reconoci-
miento en los haces de las hojas, que corresponderia a la expresién de RXam1 a los 5
dpi para posteriormente mantenerse e incrementarse a los 7 dpi en el tallo.

La mayoria de estudios sugieren que los genes R se expresan de manera constitutiva a
niveles muy bajos (Radwan et al., 2005). Sin embargo, se ha reportado también algunos
casos de induccién de genes R, como el caso de Xa7, (Yoshimura etal., 1998) y Xa27 (Gu
et al., 2005). En nuestro caso pudimos observar que RXam1 es inducido mientras que
nuestros resultados preliminares sugieren que la expresién de RXam2 es constitutiva.

Se cree que muchos de los mecanismos de sefializacién que involucra la resistencia
son adoptados de los procesos habituales de desarrollo de la planta, lo cual supone
una reduccién en los costos de produccién y mantenimiento de estos sistemas de
sefializacién sugiriendo una redireccién de recursos energéticos para defenderse de
los patégenos (Cipollini et al., 2003). Varios estudios han mostrado, que en respuesta
a patdgenos, las plantas reprimen la expresién de genes implicados en fotosintesis
(LSpez et al., 2005, Swarbrick et al., 2006) de tal forma que en plantas la expresién
constitutiva de genes R desencadenaria una resistencia constitutiva que en ausencia
del patégeno implica ciertos costos en la adaptacién de las plantas. El hecho de que
algunos genes R sélo se activen cuando la planta esta siendo atacada (expresién in-
ducida) implica menores costos en la adaptacién de la planta, resaltando la impor-
tancia de una expresién inducida sobre una expresién constitutiva.

Adicionalmente, es necesaria la validacién funcional de estos genes que puede llevarse
a cabo mediante transformacién genética, la cual en el caso de yuca puede tardar
varios afios. Recientemente, se han desarrollado alternativas basadas en silenciamiento
génico, lo cual se puede realizar mediante ARN de interferencia (ARNi) (Graham et dl.,
2007; Kumar et al., 2006) o mediante VIGS (Fofana et al., 2004).

La posibilidad de contar con genes de resistencia cuantitativa y de amplio espectro
contra la bacteriosis serdn aspectos importantes para el entendimiento de la interac-
cién yuca-Xam lo que permitird el desarrollo de mejores estrategias de mejoramiento.
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