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RESUMEN

Posterior al reconocimiento de agentes patdgenos las plantas activan una serie de cascadas de sefializacién que culminan con
la activacién de factores de transcripcion. Esto genera una concomitante reprogramacion de la expresion génica que incluye la
activacién de la transcripcién de los genes PR (relacionados con patogenicidad). Las proteinas PR son conocidas por poseer actividad
antimicrobiana y evitan la posterior colonizacién del patégeno. En este estudio se emple6 una aproximacién bioinformatica para
identificar el repertorio de posibles proteinas PR en el genoma de yuca. Adicionalmente, se evalué la expresién de nueve genes PR a lo
largo del tiempo en variedades de yuca resistentes y susceptibles en respuesta a la inoculacién con la bacteria Xanthomonas axonopodis
pv. manihotis (Xam) mediante RT-PCR. Se encontré que varios genes PR fueron inducidos producto de la herida que se realiza durante
el proceso de inoculacién. Con el fin de evaluar cuantitativamente la contribucion real de la infeccién bacteriana en la expresién de
estos genes, se llevé a cabo una RT-PCR en tiempo real (QRT, Quantitative Real-Time PCR). Se encontré que en la variedad resistente
el gen que codifica para MePR1 (Manes06G026900.1) presentd una induccidn en su expresién a diferentes tiempos post-inoculacién,
lo cual no se observé en la variedad susceptible. De esta manera, este gen se constituye en un excelente marcador para evaluar la
respuesta molecular de resistencia en plantas de yuca.

Palabras clave: bacteriosis vascular, expresién génica, genes relacionados con patogenicidad, Xanthomonas axonopodis pv. manihotis.

ABSTRACT

Once pathogens are perceived by plants a signal transduction pathway is activated leading to the induction of transcription factors,
which in turn reprogram the host gene expression including the transcription of PR (Pathogenesis-Related) genes. The PR proteins are
well known for their antimicrobial activity and for contributing to arrest the invasion of pathogens. In this work, a bioinformatics
approach was used to identify the repertoire of possible PR proteins in the cassava genome. Additionally, the expression of nine PR
genes was evaluated over a time course in resistant and susceptible cassava varieties in response to inoculation with the bacterium
Xanthomonas axonopodis pv. manihotis (Xam) by semiquantitative RT-PCR. It was found that several PR genes were induced as a result
of the wound that is made during the inoculation process. In order to evaluate quantitatively the real contribution of the bacterial
infection in the expression of the genes, a Real Time RT-PCR (qRT, quantitative Real-Time PCR) was carried out. In the resistant
variety the gene coding for MePR1 (Manes06G026900) was induced at different post-inoculation times, which was not observed in
the susceptible variety. Therefore, this gene constitutes an excellent marker to evaluate the molecular resistance response in cassava
plants.

Keywords: cassava bacterial blight, gene expression, pathogenesis-related genes, Xanthomonas axonopodis pv. manihotis.
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Expresién de genes PR en yuca

INTRODUCCION

En respuesta a patégenos, las plantas han desarrollado
un sofisticado mecanismo de accién, el cual depende en
primera medida de la capacidad de reconocer moléculas
propias del patégeno y extrafias para la planta, tanto
en la resistencia cuantitativa como cualitativa (Boller y
He, 2009; Vasquez et al., 2018). A nivel de la membrana
plasmdtica, el reconocimiento de los patégenos depende
de los receptores de reconocimiento de patrones (PRRs)
los cuales reconocen patrones moleculares asociados a
microbios (MAMPs). Por otro lado, a nivel intracelular el
reconocimiento depende de las proteinas codificadas por
los genes de resistencia R, las cuales reconocen proteinas
efectoras inyectadas por los patégenos (Monaghany Zipfel,
2012;Jones etal., 2016). Una vez ocurre el reconocimiento
del patégeno por parte de la planta se desencadena una
serie de respuestas de defensa. Estas defensas incluyen el
fortalecimiento de la pared celular a través de la sintesis
de calosa y lignina (Hauck et al., 2003), la produccién
de metabolitos secundarios antimicrobianos como
fitoalexinas (Almagro et al., 2009) y la activacién de las
cascadas de sefializacién por proteinas kinasas activadas
por mitégenos (MAPK) (Meng y Zhang, 2013), entre
otras. Todas estas respuestas culminan con la induccién
de expresién de genes dentro de los cuales se encuentran
aquellos que codifican para proteinas relacionas con
patogenicidad (PR) (van Loon, etal., 2006).

Las proteinas PR estdn asociadas con la defensa de la
planta, especialmente en interacciones incompatibles, en las
cuales se impide el progreso del patégeno. Estas proteinas
no poseen un alto grado de especificidad en la respuesta
a patégenos y son coordinadas a nivel transcripcional
(van Loon et al., 1999). Clasicamente, los genes PR se han
definido como aquellos que son inducidos Gnicamente
en respuesta a patégenos y no bajo ningin otro tipo de
estimulo o respuesta, sin embargo, esta definicién es
problemdtica porque un PR en un patosistema puede no
serlo en otro (van Loon et al., 2006). Aunque muchas de
las proteinas PR poseen una actividad antimicrobiana in
vitro y su acumulacién estd asociada con una respuesta de
resistencia de la planta, la funcién de estas proteinas in vivo es
poco conocida (Sels et al., 2008). Basada en su similitud de
secuencia y actividad, las proteinas PR se han clasificado en
17 familias denominadas PR1a PR17 (van Loonetal., 2006).
Estas proteinas poseen una masa molecular relativamente
baja e incluyen, por ejemplo, proteinas con actividad tipo
quitinasa (PR3, 4, 8 y 11), glucanasa (PR2) y ribonucleasa
(PR10). Una de las PR mas empleadas como marcador de
activacién de la resistencia es PR1 cuya funcién o actividad
aun se desconoce (van Loon et al., 2006). Adicionalmente,
se conoce que las proteinas PR son activadas por varias
hormonas tales como el acido salicilico, acido jasménico y
etileno (Sels et al., 2008).

La yuca es una de las principales fuentes de alimentacién
en Africa, Asia y Latinoamérica (FAO, 2017). Sin embargo,
su produccién se ve fuertemente afectada por la bacteriosis
vascular, causada por Xanthomonas axonopodis pv. manihotis
(Xam). En los dltimos afios se han empleado diferentes
estrategias para comprender
celulares y moleculares de la interaccién yuca-Xam. Gracias
a estudios histolégicos (Boher et al., 1995; Kpémoua et dl.,
1996) y al mapeo de loci de rasgos cuantitativos (QTL)
(Jorgeetal., 2000; Soto etal., 2016), se ha podido establecer
que la resistencia a Xam es de tipo cuantitativa. El nivel de
resistencia entre las diferentes variedades es muy variable,
en tanto que la velocidad de la respuesta es genotipo-
dependiente. Se ha observado que las respuestas son mas
rdpidas e intensas en variedades resistentes comparadas
con las susceptibles (Kpémoua et al., 1996; Lépez et dl.,
2005; Sandino et al.,, 2015). Adicionalmente, se han
realizado varios estudios con el fin de identificar proteinas
involucradas en el reconocimiento del patégeno, asi como el
estudio del cambio de la expresién génica global durante la
interaccién yuca-Xam, tanto en variedades resistentes como
susceptibles (Santaella etal.,, 2004; Lépezetal., 2005; Mufioz
et al., 2015). Estos estudios han evidenciado el aumento
en los niveles de expresién de posibles genes de defensa
presentes en yuca y que han sido previamente descritos
en otros patosistemas. Estos incluyen genes involucrados
en el estallido oxidativo (ascorbato peroxidasa, glutatién-
S-transferasa), reconocimiento de patdégenos potenciales
(proteinas con dominios LRR) y reguladores de transcripcién
(factores de transcripcién de tipo WRKY). También se han
identificado como diferencialmente expresados genes
que codifican para una quitinasa y osmotina, los cuales
basados en su similitud y en su potencial funcién se
acufiaron como putativos genes PR (Lépez et al., 2005). Sin
embargo, hasta hace poco tiempo no se habia establecido
con certeza cudles son los genes de tipo PR que se inducen
en respuesta a Xam y si esta expresion es diferencial entre
variedades resistentes y susceptibles. Un primer estudio
que aborda esta problemadtica fue reportado por Yoodee
et al. (2018) quienes evaluaron genes que codifican para
proteinas R, RLKs, WRKY y PRs en dos variedades durante
la infeccién con una cepa de Xam empleando plantas in vitro
sin considerar la evaluacién sobre plantas provenientes de
estacas maduras. Tres genes de tipo WRKY, PR1 y PDF2.2
fueron inducidos y su expresién se incrementé con un
previo tratamiento con hormonas vegetales (Yoodee et dal.,
2018). Este tipo de conocimiento es fundamental no sélo
para evaluar si existen respuestas moleculares diferenciales
entre variedades resistentes y susceptibles sino también
para contar con genes marcadores que permitan determinar
rdpidamente si se estdn activando procesos moleculares
inducidos en respuesta a una infeccién. Con este tipo de
conocimiento se podria realizar una mejor caracterizacion

mejor los mecanismos
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de variedades resistentes y compararlas con susceptibles, y
determinar molecularmente las respuestas que se establecen
en yuca cuando se emplean aproximaciones en las que se
busca generar resistencia a diversos patégenos.

Con el fin de identificar genes PR en yuca, en este
estudio se empled en primera instancia una aproximacion
bioinformética para identificar putativos genes PR en
el genoma de yuca, posteriormente un set de ellos fue
seleccionado para evaluar su expresiéon mediante RT-PCR y
gqRT-PCR en plantas de yuca adultas de variedades resistentes
y susceptibles tras la inoculacién con Xam en condiciones de
invernadero.

MATERIALES Y METODOS

Busqueda de PR candidatos y disefio de cebadores

Para identificar el repertorio de proteinas PR en yuca, en
primera instancia, se llevé a cabo una bidsqueda en la base
de datos Uniprot empleando como motor de busqueda
palabras conteniendo los nombres de cada uno de los
PR: “PR1”, “PR2”, hasta “PR17”. También se emplearon
palabras que abarcaran su funcién molecular tales como:
proteinas relacionadas con patogénesis (pathogenesis-
related protein) y la actividad asociada al tipo de familia.

A partir de las secuencias seleccionadas, se realizé un
alineamiento tipo BLASTP de cada una contra el proteoma
de yuca y se seleccionaron los cinco mejores resultados
a condicién de que tuvieran un porcentaje de similitud
mayor al 60 % para cada uno de los PR de referencia de
Uniprot. A partir de las secuencias codificantes (CDS,
coding sequence) de los PR candidatos obtenidos de yuca,
se disefiaron los cebadores empleando el programa Primer3
(Untergasse et al., 2012).

Material vegetal e inoculacién

Plantas de las variedades cv.60444 y SG107-35 se crecieron
durante dos meses en el invernadero de Biologia de la
Universidad Nacional de Colombia, bajo las siguientes
condiciones: temperatura de 28°C/21°C (dia/noche),
humedad relativa de 80 %, con un fotoperiodo de 12 horas
luzy 12 horas oscuridad.

Las bacterias se crecieron por agotamiento a partir del
stock almacenado a -80 °C del cepario del laboratorio del
grupo Manihot Biotec de la Universidad Nacional, en medio
LPGA (5 g extracto de levadura, 5 g peptona, 5 g glucosa
y 15 g agar por 1 L de agua destilada). Las bacterias se
crecieron a 28 °C durante dos dias. Tras obtener colonias
aisladas, se tomé una de ellas y se realizé el cultivo en 3
mL de medio LPG a 28 °C a 250 rpm durante 12 h. Se
centrifugéd 1 mL del cultivo a 6000 rpm durante 4 min, se
descarté el sobrenadante, y posteriormente se resuspendié
el precipitado en 1 mL de MgCl.. Se ajusté a una DO de

600 nm

0,02 que corresponde a 107 UFC/mL (unidades formadoras

de colonia). La concentracién de bacterias empleada se
verificé por diluciones seriadas.

La inoculacién se realizé en el tallo mediante puncién
entre la segunda y tercera hoja totalmente extendida con
un palillo de madera estéril. El palillo fue removido y se
reemplazé por una punta pequefia estéril con 10 pL de la
solucién bacteriana de Xam686. Para las plantas control se
realizé el mismo procedimiento, pero con una solucién de
MgCl, 10 mM. Se tom¢ la regidn del tallo que comprendia
1.5 cm hacia arriba (4pice) y 1.5 cm hacia abajo desde el
punto de inoculacién. Para cada tratamiento se colecté el
tallo en nitrégeno liquido. Los tiempos de toma de muestra
fueron: 0 y 24 horas post-inoculacién (hpi) y 3, 5y 7 dias
post-inoculacién (dpi). Se empleé un disefio completamente
aleatorizado para la distribucién de las plantas en el
invernadero.

Extraccion de ARN, sintesis de ADNc y RT-PCR

El material vegetal se macer6 en un mortero utilizando
nitrégeno liquido. El buffer de extraccién utilizado contenia
acetato de sodio 100 mM, EDTA pH 7.5 1 mM y SDS
4 % (pH 5,2). Posteriormente se purificé con fenol 4cido
(pH 4,5): cloroformo: alcohol isoamilico 24:24:1. La
fenolizacién se repitié una vez y se realizé la extraccién con
cloroformo:alcohol isoamilico 24:1, dos veces. Finalmente,
se precipité con isopropanol. El ARN se lavé con etanol
al 70 % y se resuspendié en agua ultra-pura (libre de
nucleasas). A partir del ARN extraido manualmente, se
realizé una purificacién empleando el Invitrap ® Spin plant
RNA minikit (STRATEC, Berlin, GER). La integridad del
ARN se verificé en gel de agarosa al 1% y se cuantificé con
el espectrofotémetro Nanodrop 2000c (ThermoScientific,
Waltham, MA, USA) mediante la medicién de absorbancia a
260y 280 nm. Una vez obtenido el ARN, se traté con DNase
| (ThermoScientific, Waltham, MA, USA) sobre 600 ng-1000
ng de ARN total, con el fin de remover el ADN gendémico y
asi poder proceder con la sintesis de ADNc. Posteriormente
se realizé un PCR del gen tubulina sobre el ARN tratado
previamente con DNase |, como control. La sintesis de
primera cadena de ADN se realizé con el kit First Strand
cDNA Synthesis (ThermoScientific, Waltham, MA, USA).
Para verificar la sintesis correcta de ADNc se realizé un RT-
PCR con cebadores disefiados a partir del gen tubulina, el
cual se expresa constitutivamente (Tabla suplementaria 1).

gqRT-PCR

Todas las reacciones de qRT-PCR se realizaron con el kit
SsoAdvanced Universal Inhibitor SYBR Green Supermix (Bio-
Rad) en un termociclador LightCycler® 96 System (Roche
Diagnostics GmbH, Indianapolis, IN, USA). Las reacciones
se realizaron en un volumen final de 10 pL (0,1 mM de cada
primer, 0,1 mM de dNTPs) conteniendo 1 pL de ADNc. Las
condiciones de amplificacién fueron: denaturacién inicial a
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Tabla 1. Familias de proteinas PR seleccionadas para el estudio en yuca.

PR Familia ID del gen en el genoma de yuca (v.6)
PR1a Pfam:00188 Cysteine-rich secretory protein family Manes.07G050700
PR1b Pfam:00188 Cysteine-rich secretory protein family Manes.07G050400
PR1c Pfam:00188 Cysteine-rich secretory protein family Manes.07G050300

MePR1 Pfam:00188 Cysteine-rich secretory protein family Manes.06G026900.1
PR2a Pfam:00332 Glycosyl hydrolases family 17 Manes.03G202900
PR2b Pfam:00407 Pathogenesis-related protein Bet v | family Manes.15G007900
PR3a Pfam:00182 Chitinase class | Manes.04G067900
PR3b Pfam:00182 Chitinase class | Manes.11G106100
PR4a Pfam:00187 Chitin recognition protein Manes.01G064200
PR4b Pfam:00187 Chitin recognition protein Manes.08G135100
PR4c Pfam:00967 Barwin family Manes.08G135200
PR8a Pfam:00704 Glycosyl hydrolases family 18 Manes.06G155500
PR8b Pfam:00704 Glycosyl hydrolases family 18 Manes.06G155400

PRY Pfam:00141 Peroxidase Manes.15G104200
PR10a Pfam:00407 Pathogenesis-related protein Bet v | family cassava4.1_022277m*

PR10b

Pfam:00407 Pathogenesis-related protein Bet v | family

Manes.15G008700

*Los genes se identificaron en la version 4.1 del genoma de yuca y al buscar su correspondencia en la versién actual (v. 6.1) se observé que no

lista como anotado (www.phytozome.net).

95 °C por 10 min, 45 ciclos de 95 °C por 20's, 60 °C por 20
sy 72 °C por 20 s. Se realizaron las curvas de calibracién de
los cebadores utilizando cinco diluciones seriadas usando
un factor de dilucién de 1:10. Para la evaluacién de los
genes se utilizaron 3 réplicas bioldgicas por cada una de
las dos variedades y tres tiempos evaluados para plantas
con tratamiento de inoculacién y mock. Los resultados se
analizaron con el software LightCycler 96 SW 1.1 (Roche).
Para el célculo de la expresién relativa de los genes de
interés se utilizé el gen HK2 (Manes06G114200.1 como gen
de referencia (normalizador). Se realizaron dos analisis
de expresion relativa empleando el método 244 <t method
(Livak and Schmittgen, 2001). Para el andlisis de expresion
en relacién al tiempo 0 hpi, se empleé el modelo matemético
de la siguiente manera: AC(60444/SG10735 inoculadas
a 3y 7 dpi) = C(target gene)-C (reference gene); AC (60444/
SG10735 inoculadas a 0 hpi) = C(target gene)-C (reference
gene);  AAC(60444/SG10735)=  AC(60444/SG10735
inoculadas a 3 y 7 dpi)-AC (60444/SG10735 inoculadasa 0
hpi). Por otro lado, para el andlisis de expresién en relacién
a la herida con MgCl,, se empleé el modelo matematico
de la siguiente manera: AC (60444/SG10735 inoculadas a
0, 3 y 7 dpi) = C (target gene)-C (reference gene); AC (60444/
SG10735 herida con MgCl,a 0, 3y 7 dpi) = C (target gene)-
C (reference gene); AAC (60444/SG10735 de la inoculacién
en relacién a la herida)= AC(60444/5SG10735 inoculadas
a 0,3y 7 dpi)-AC(60444/5SG10735 herida con MgCl,a 0,
3y 7 dpi).

RESULTADOS

Busqueda de proteinas de tipo PR y disefio de
cebadores para homélogos de PRs en yuca

Al realizar la bisqueda en la base de datos de Uniprot
empleando como motor de busqueda el término
“PR”, su nombre y la funcién molecular asociada a
PRs, se seleccionaron 50 proteinas de este tipo (Tabla
suplementaria 1). La mayor cantidad de proteinas PR
reportadas provienen de tabaco (Nicotiana tabacum) con 20
secuencias, seguido de tomate (Solanum lycopersicum) con 11
y Arabidopsis thaliana con siete proteinas. Las demds especies
tan sélo presentan una proteina reportada, como el caso de
cebada (Hordeum vulgare) con el PR14 y la proteina de maiz
(Zea mays) de la familia PR6. La familia con mayor ndmero
de proteinas reportadas es la PR1, con nueve proteinas,
seguido de la familia PR5 con ocho proteinas reportadas y
PR2 y PR4 con seis proteinas cada una. Las familias PR3 y
PR10 presentaron cuatro proteinas seguido de PR-9 y PR-6.
Las demds familias (PR7, 11, 14y 17) presentaron tan sélo
un reporte (Fig. 1).

Las secuencias de estas proteinas PR se descargaron y se
procedié a realizar un BLASTP contra el proteoma de yuca
v4.1y asiidentificar los genes similares en el genoma de yuca.
A partir de estos resultados se construyé una lista de los genes
PRs por especie y su similar en yuca (Tabla suplementaria 1).
Una vez creada la matriz de los diferentes PR reportados y
los candidatos similares en yuca, se evalué si las secuencias
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9
8 8 Arabidopsis thaliana 8 Cucumis sativus
1 8 Hevea brasiliensis 8 Hordeum vulgare
7 2 8 Malus domestica 8 Medicago truncatula
1
6 2 B Nicotiana tabacum B Petroselinum crispum
g 1 1 8 Phaseoulus vulgaris 8 Prunus persica
E ° 8 Solanum lycopersicum 8 Zea mays subsp. Parviglumis
Q 4 4
s 3 3 1 1
3 4
1 1
2 2
1 1 1
1 2 2 2 2
1 1 1 1 1 1 1 1 1
0
PR1 PR2 PR3 PR4 PR5 PR6 PR7 PR8 PR9 PR10 PR11 PR14 PR17

FAMILIA DE GENES PR

Figura 1. Numero de genes PR por cada familia presentes en diferentes especies de plantas segun la busqueda realizada en Uniprot.

de dichos PR candidatos identificados estaban presentes
en el microarreglo reportado previamente por Lépez et al.
(2005). Sin embargo, no se encontraron en esta coleccién
de marcadores de secuencias expresadas (ESTs)). Se evalué el
nivel de expresién segiin los datos de RNAseq disponibles
(Gomez et al. sometido) de las secuencias similares en
yuca para cada una de las 50 proteinas PR reportadas.
Para la seleccién de los genes se tuvo en cuenta aquellos
que mostraran un mayor incremento en la expresion, fuese
o no este significativo, con respecto al control (plantas no
inoculadas) y que representaran miembros de diferentes
familias de PRs.

PR1a PR1b PRi1c

PR2a

Evaluacion de la expresion mediante RT-PCR
semicuantitativa

En total, se sintetizaron 15 juegos de cebadores en direccién
sentido-antisentido, tres para PR1 y PR4, dos cebadores
para PR2, PR3, PR8 y PR10 y uno para PR9 (Tabla 1). Para
verificar el correcto disefio de los cebadores y amplificacién
se realizé un PCR sobre ADN gendémico de las variedades
cv.60444 y SG107-35 y empleando una temperatura de
anillamiento de 52 °C para todos ellos. De los 15 candidatos,
14 amplificaron en las dos variedades (Fig. 2). El dnico
juego de cebadores que no amplificé fue el correspondiente
a PR10b.

PR2b PR3a PR3b

R S - R S - R S - R S

- 1Ko+ R §$§ - R & - R S§ -

PR4b PR4c

PR8a

PR8b PR9

Figura 2. Amplificacién de genes PR candidatos sobre ADN genémico de SG107-35 (R) y cv.604444 (S).
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Una vez verificado que los cebadores podrian amplificar
los genes respectivos sobre el ADN genémico de las dos
variedades, se evalué su expresién empleando el ADNc
obtenido a partir de las plantas de yuca de las dos variedades
y colectado a diferentes tiempos post-inoculacién. A partir
del ADNc sintetizado se realizé la amplificacién del gen
constitutivo tubulina (Manes.08G061700) con el fin de
verificar la calidad del ADNc. En la figura 3, en el panel
superior se observa la amplificacién de dicho gen. Cada carril
representa el ADNc obtenido de las dos variedades SG107-
35 y cv.60444, tratadas con la solucién control (MgCl,
10 mM) o con la bacteria (Xam686) y colectado a 0, 1,
3, 5y 7 dpi. Después de realizar una curva de calibracién
modificando nuimero de ciclos y cantidades de ADNc en
cada muestra se logré obtener un amplicén para tubulina
visualmente homogéneo en la mayoria de las muestras,
aunque con una pequefia diferencia en algunos tiempos para
la variedad susceptible (Fig. 3). Con esta misma cantidad
de ADNc se llevaron a cabo las amplificaciones de los genes
correspondientes a los PR seleccionados. Dado el gran
volumen de trabajo se decidié evaluar inicialmente los genes
PR1a, PR1b, PR8a y PR8b en las dos variedades. Ademads, se

SG107-35

MgCl, Xam686

1Kb+ 0 1 NI

(~)
(4]
-~

0

w
o
-~

Tubulina

PR1a

PR1b

GST

PR8a

PR8b

PR2b

PR4c

PR10a

PR10b

incluyé el gen que codifica para la Glutation-S- transferasa
el cual ha sido previamente reportado como inducido en
una variedad resistente en respuesta a Xam (Lopez et dl.,
2005). El gen PR8b no mostré expresiéon en ninguna de
las dos variedades, mientras que el gen GST se expresé de
manera constitutiva en las dos variedades, incluyendo tanto
las plantas no inoculadas (NI) como en las que se trataron
con solucién de MgCl, (Fig. 3). Para los genes PR7a y PR1b
se observa una leve induccién de la expresién a lo largo del
tiempo, particularmente el PR7b muestra una induccién en
la variedad resistente y al dia 5 post inoculacién. El gen PR8a
(glicosil-hidrolasa) mostré una expresién desde el tiempo cero
tanto en las plantas tratadas con la solucién control como
las infectadas con Xam en la variedad resistente SG107-35
(Fig. 3). En la variedad susceptible, cv.60444, el gen PR8a se
expresa en todos los tratamientos, con una fuerte induccién
en la planta inoculada con la solucién control y colectada a
los 7 dpi. De igual manera, se observé un incremento de la
expresion en las plantas inoculadas con Xam y colectadas a
los 5y 7 dpi, siendo mayor en este dltimo tiempo (Fig. 3). Sin
embargo, al comparar el perfil de expresién obtenido en las
plantas tratadas con MgCl, se observa también una expresién

cv. 60444
MgCl, Xamé86
Kb+ 0 1 3 5 7 0 1 3 5 7 N G -

- O R = s e e D —

Figura 3. Cinética de expresion de varios genes PR en las variedades resistentes (SG107-35) y susceptible (cv.60444) a lo largo del tiempo tras
la inoculacién con la bacteria Xam686. NI: No inoculado; G: control de ADN genémico.
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y/o induccién, sugiriendo que solo el proceso de puncién y
herida induce la expresién de estos genes, haciendo dificil
determinar la contribucién cuantitativa real de la induccién
provocada por la bacteria misma.

La expresiéon de los genes PR2b, PR4c, PR10a y PR10b
se evalud solamente en la variedad resistente. El gen PR2b
no mostrdé expresién a ninglin tiempo ni en ninguna de las
condiciones evaluadas. El gen PR4c se indujo tanto para
las plantas tratadas con la solucién control, como en las
infectadas con Xam en todos los tiempos a partir de 1 dpi. Los
genes PR10a y PR10b presentaron una amplificacién sin una
aparente tendencia, incluso hay una leve amplificacién en el
control absoluto (plantas de la misma edad a las que no se les
realizé la inoculacién ni con la solucién control ni con Xam)
(Fig. 3). De esta manera el perfil de los genes PR4c, PR10a y
PR10b fue similar al descrito para los genes PR7a, PR1by PRS,
razén por la cual no se pudo determinar la contribucién real
de la induccién ocasionada por la bacteria misma.

Evaluacion de la expresion de genes PR mediante qRT-PCR
Con el fin de lograr una determinacién cuantitativa y
no basada en la inspeccién visual de la intensidad de las
bandas, se evalud la expresién de algunos genes PR mediante
qRT-PCR (quantitative reverse transcription-PCR). Para
ello se determiné el nivel de expresién relativo de cada gen
utilizando como gen de referencia Manes06G114200.1 tanto
para las muestras provenientes de las plantas inoculadas
con Xam como de las plantas tratadas con la solucién de
MgCl,. De esta manera la relacién entre estos dos valores
permite determinar el efecto de la inoculacién bacteriana
sobre la expresién de los genes PR. Para este ensayo se
realiz6 en primera instancia las curvas de eficiencia y la
eficacia de los mismos cebadores para los ensayos de QRT.
Los cebadores para los genes PRTc, PR3a, PR8b y PR10b,
presentaron problemas, baja amplificacién (valores de
Ct muy altos), presencia de productos inespecificos y no
permitieron ser evaluados en las dos variedades (datos
no mostrados). Los genes PR7b y PR2b no mostraron
amplificacién en ninguna de las dos variedades y en ninguno
de los dos tiempos evaluados, confirmando los datos
obtenidos mediante RT-PCR semicuantitativa. Los valores
de expresién mds relevantes se obtuvieron empleando los
cebadores para PR7a y PR9. Adicionalmente se incluyé el
gen candidato MePR1 (Manes.06G026900.1) recientemente
reportado en la literatura (Yoodee et al., 2018). Si bien este
gen fue identificado en el primer andlisis utilizando la base
de datos de Uniprot, no fue considerado inicialmente por no
presentar uno de los mejores E- value (Tabla suplementaria
1). Dado el gran ndmero de muestras se decidié evaluar
la expresién de estos tres genes en las dos variedades a los
tiempos 0, 3 y 7 dpi, tomando de esta forma un tiempo
relativamente temprano (3 dpi) y otro tardio (7 dpi) con el
objetivo de tener un amplio espectro del perfil de expresién.

Con el fin de evaluar la expresién relativa de PR7a, PRI y
MePR1en respuesta a la inoculacién con Xam, se comparé
la expresién de cada gen a lo largo del tiempo en ambas
variedades con respecto a 0 dpi. Los resultados indican que
la expresién de PR7a mostré un perfil interesante donde se
observa claramente una induccién a los 3 dpi exclusivamente
en la variedad resistente, incrementando su expresién a los
7 dpi (Fig. 4a).

Correspondientemente, el perfil de expresiéon de PR9 es
similar al de PR7a, sin embargo, los valores de expresién
de PR9 en la variedad resistente son mucho mds bajos
comparados con la expresién de PR7a en esa misma variedad
(Fig. 4b). Por otro lado, la expresién de MePR1 es inducida
por la bacteria en la variedad resistente al compararla con la
susceptible a los 3 dpiy no a los 7 dpi (Fig. 4c). De manera
notable, estudios previos han mostrado que la herida que
se genera al momento de la inoculacién puede producir
la induccién de genes de manera diferencial (Gomez et al.
sometido). Por esta razdn, se decidié evaluar la expresién
relativa de PR7a, PR9 y MePR1 con respecto a la herida. Para
esto, se realizé un nuevo cdlculo de la expresién relativa de
cada gen en las dos variedades inoculadas con Xam con
respecto a la inoculacién con MgCl. Los resultados de este
andlisis muestran que la expresién relativa de PR7a y PR9
es muy similar en la variedad resistente comparada con la
susceptible para los tres tiempos evaluados (Fig. 5a, 5b).
En particular, el gen PR7a mostré una baja expresion en
las dos variedades a los 0 y 3 dpi. Aunque a los 7 dpi hay
una induccién en la variedad susceptible, por problemas
técnicos no se pudo evaluar la expresién en este tiempo para
la variedad resistente (Fig. 5a). Por otro lado, y de manera
interesante se encontré una baja expresién del gen MePR1 a
0y 3 dpi en ambas variedades y una clara induccién a 7 dpi
exclusivamente en la variedad resistente (Fig. 5¢). En conjunto
estos resultados sugieren que, si bien parece presentarse una
induccién de los genes PR1a, PR9 y MePR1 en la variedad
resistente inoculada con Xam a lo largo del tiempo (Fig. 4),
esta induccién puede estar explicada en parte por la herida
que se realiza durante el proceso de inoculacién.

DISCUSION

Las proteinas PR tienen una actividad muy importante
durante las respuestas inmunes (van Loon et al., 2006). La
produccién de tales proteinas es inducida por la activacién
de la sefializacién que se genera ante el reconocimiento del
patdégeno. Las proteinas PR tienen actividad antimicrobiana
y afectan directamente la viabilidad y crecimiento del
patégeno. Ademds, su induccién suele ser diferencial
durante reacciones de resistencia y susceptibilidad (van
Loon et al., 1999). La determinacién de la expresién de las
proteinas PR se convierte en un excelente marcador de la
activacién de la respuesta inmune (van Loon etal., 2006). A
pesar de la importancia de este tipo de proteinas, son muy
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escasos los estudios de PRs en yuca durante la interaccién
con Xam (Lépez et al., 2005; Yoodee etal., 2018). Para llenar
este vacio en primera instancia se realizé una aproximacién
bioinformatica basada en la similitud de estas proteinas entre
especies para identificar un grupo de genes PR candidatos
en el genoma de yuca. A partir de 50 secuencias de PR de
otras plantas se logré obtener un grupo de 15 posibles genes
PR en yuca. Las secuencias de los genes que codifican para
proteinas PR hacen parte de familias multigénicas (Sudisha
et al., 2012). Asi por ejemplo para el caso de PR1 existe el
PR1a, PR1b y PR1c. Algo similar sucede con el PR2, PR4,
PR8 y PR10. Estas proteinas presentan un alto grado de
especificidad en respuesta a un patdégeno y son reguladas a
nivel transcripcional (van Loon et al., 1999). Por esta razén
resulta dificil determinar cudles de los diferentes miembros
identificados en yuca estdn implicados en la respuesta a Xam.
Para cada uno de los genes PR se identificaron en general més
de cuatro posibles genes en yuca. Esto llevaria a evaluar mas
de 50 posibles juegos de cebadores; por esta razén en este
estudio se selecciond sélo un subgrupo de ellos para evaluar
experimentalmente el nivel de expresién en plantas de yuca
de dos variedades, una resistente y otra susceptible durante
la infeccién con Xam. Para definir respuestas diferenciales,
cldsicamente se ha empleado el valor de AUDPC (Area
Under Disease Progress Curve) que estd determinado por
el desarrollo de sintomas en el tiempo. A mayores valores
de AUDPC las plantas son mds susceptibles. Las variedades
SG107-35y cv.60444 presentan una respuesta contrastante
ante la cepa Xam686 con valores de AUDPC de 1,44y 1,90
respectivamente, por lo cual se catalogan como resistente y
susceptible respectivamente para esta cepa de Xam (Trujillo
etal., 2014).

Los genes que codifican para proteinas PR por definicién
son aquellos que se inducen en respuesta a patdgenos. En
general, el andlisis de expresién de los 14 genes PR evaluados
mediante RT-PCR semicuantitativa demostraron en varios
casos que la herida que se hace para llevar a cabo la
inoculacién genera por si misma una respuesta de la planta
evidenciada por una expresién tenue en plantas control
absoluto o una expresién inducida y en algunos casos fuerte
en las plantas tratadas con la solucién de MgCl, porlo tanto
con esta informacién no es posible determinar si la induccién
de los genes se da en respuesta a la herida o al patégeno (Fig.
3). Previamente se ha reportado la expresién de genes PR en
plantas sanas, sin ningtn tipo de estrés (Tuzun, 2001). En
el caso de yuca quizas la herida en el tallo este generando
una respuesta que puede ser similar a la que ocasionan
patdégenos necrétrofos o herbivoros, y esto puede llevar a
la induccién de genes PR. Para lograr estimar la diferencia
en la expresién de los genes entre la respuesta ocasionada
por la herida y la infeccién ocasionada por Xam se realizé un
estudio mediante QRT-PCR para algunos genes PR, el cual
toma en consideracién la expresion relativa de cada gen en
las plantas inoculadas con Xam con respecto a las plantas

tratadas con MgCl,. Mientras que el patrén de expresién del
gen PRT no mostré una induccién en respuesta a Xam, el gen
MePR1 mostré ser claramente inducido a 7 dpi solamente
en la variedad resistente (Fig. 5). Estos resultados apoyan
la idea presentada anteriormente respecto a la presencia de
varios miembros dentro de la misma familia de genes PR.
Si bien uno de los miembros de PR1a (Manes.07G050700)
no mostré un perfil correspondiente a la definicién de gen
PR, otro de ellos si lo mostré (MePR1, Manes.06G026900.1).
Estos resultados ponen en evidencia la necesidad de evaluar
cada miembro de la familia frente a diferentes patégenos,
pues uno de ellos puede ser considerado como un real
PR frente a algunos patégenos y otros no. En arroz se ha
reportado la induccién de dos PRT (a y b) por la infeccién
causada por el Magnaporthe grisea (Agrawal et al., 2001) y
por Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Mitsuhara et al., 2008).
En Arabidopsis se demostré que de 22 genes PRT predichos
similares a PR7a de tabaco, sélo uno respondia a este
patégeno (van Loon et al., 2006). Una situacién similar se
esta presentando en yuca, en donde no todos los miembros
de la familia PR1 parecen estar implicados en la inmunidad.

Los genes de la familia PR7 son inducidos por &4cido
salicilicoy por la presencia de patégenos, razén por la cual se
ha empleado particularmente como marcador deresistencia.
Sin embargo, Mitsuhara et al. (2008) reportan la induccién
de genes de esta familia ante interacciones compatibles e
incompatibles frente al afiublo, aunque también se da frente
a otros estimulos. A pesar de ser empleados extensamente
en el estudio de interacciones planta patdgeno, adn se
desconoce la funcién de los genes PR7. El gen MePR1
(Manes.06G026900.17) ha sido recientemente identificado
como inducido en hojas de plantas de yuca in vitro durante
la respuesta a Xam (Yoodee et al., 2018). El hecho de haber
encontrado en este estudio una induccién diferencial de
este mismo gen entre variedades resistentes y susceptibles,
a diferentes tiempos y en el tallo de plantas de yuca
provenientes de estacas corrobora su papel en la respuesta
a Xam, su alta reproducibilidad y robustez erigiéndose como
un excelente gen PR marcador de inmunidad.

CONCLUSIONES

Este estudio permitié demostrar la naturaleza inducida de
algunos genes en respuesta a la infeccién por Xam. Bajos
estas consideraciones se recomienda en particular el uso
del gen MePR1(Manes.06G026900.1) como marcador de
la resistencia, el cual podrd ser empelado en posteriores
estudios. Por ejemplo, se podria esperar que en variedades
silenciadas para genes de resistencia candidatos la
expresion de este gen sea baja, tardia o nula debido a que
no se activan las vias de respuesta. De manera similar, en
plantas transgénicas con genes de resistencia heterélogos
o complementadas con genes de resistencia endégenos se
esperaria que presentasen una mayor induccién de este gen o
que su expresién se vea inducida a tiempos mas tempranos.
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