
Identificación de polimorfismos en RXam2, un gen candidato de resistencia a la bacteriosis vascular de yuca 63

ARTÍCULO DE INVESTIGACIÓN

Identificación de polimorfismos en RXam2, un gen candidato de 

resistencia a la bacteriosis vascular de yuca

Identification of polymorphisms in RXam2 a cassava bacterial blight 

resistance gene candidate 

Elízabeth Contreras*, Camilo López**

Resumen

La yuca se constituye en la base de la alimentación para más de mil millones de personas en el mundo. Una de las principa-
les enfermedades de la yuca y que podría comprometer la seguridad alimentaria es la bacteriosis vascular ocasionada por 
la bacteria Xanthomonas axonopodis pv. manihotis (Xam). El gen candidato de resistencia RXam2 codifica para una proteína 
con dominios NBS (Nucleotide Binding Site) y LRR (Leucine Rich Repeats) y colocaliza con un QTL (Quantitative Trait Loci) 
que explica el 61.6% de la resistencia a la cepa CIO151 de Xam. En este trabajo se secuenció parcialmente el gen RXam2 
en tres variedades de yuca: MCOL2246, TMS60444 y SG107-35 con el objetivo de tener una visión preliminar del grado 
de polimorfismos tipo SNP (Single Nucleotide Polymorphism) que se presenta en este gen. La región secuenciada incluye 
507 pb de la región promotora y 1309 pb de la secuencia codificante. Se logró identificar 5 y 31 SNPs al interior de las va-
riedades MCOL2246 y TMS60444, respectivamente. Al mismo tiempo el número de SNPs entre las variedades fue de 44, 
34 y 23 para MCOL2246-TMS60444, TMS60444-SG107-35 y MCOL2246-SG107-35, respectivamente. El mayor número 
de SNPs estuvieron localizados en la región -500 a -300 pb que corresponden a un fragmento de la región promotora del 
gen, aunque también se identificó un importante número de polimorfismos en la región codificante. Este estudio permitirá 
identificar el número de polimorfismos en este gen en un mayor grupo de variedades de yuca con el fin de asociar estos 
polimorfismos con el fenotipo de resistencia/susceptibilidad.
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Abstract

Cassava is a staple food for more than a billion people. One of the major diseases of cassava which could compromise 
food security is known as cassava bacterial blight, caused by the bacterium Xanthomonas axonopodis pv. manihotis (Xam). 
The RXam2 resistance gene candidate encodes a protein with Nucleotide Binding Site and Leucine Rich Repeats domains, 
and colocalizes with a QTL (Quantitative Trait Loci) that accounts for 61.6% of the resistance to the Xam strain CIO151. 
In this work we sequenced 1816 bp corresponding to a partial sequence of this gene in three cassava varieties with the 
aim of having a preliminary overview of the degree of Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs). The sequenced regions 
included 507 bp of the promotor and 1309 bp of the coding sequence. It was possible to identify five and 31 intravarietal 
SNPs in MCOL2246 and TMS60444, respectively. In addition, the number of SNPs between varieties was 44, 34 and 23 
for MCOL2246-TMS60444, TMS60444-SG107-35 and MCOL2246-SG107-35, respectively. The largest number of SNPs 
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Introducción

El sistema inmune de las plantas puede dividirse en 
dos niveles. El primer nivel conocido como PTI (PAMP 
Trigger Immunity) se basa en la capacidad de recono-
cimiento de PAMPs (Pathogen Associated Molecular 
Patterns) y depende de receptores vegetales denomi-
nados PRRs (Pathogen Recognition Receptors) (Zipfel, 
2009). Este reconocimiento activa una señalización 
que culmina con la reprogramación de la expresión 
de genes y en muchos casos con una respuesta hi-
persensible que evita la colonización del patógeno 
a tejidos no infectados (Chisholm et al., 2006). Los 
patógenos desarrollaron proteínas efectoras que al 
ser inyectadas al interior de las células de la planta 
suprimen la PTI. Las plantas, a su vez desarrollaron 
las proteínas de resistencia (R) que permiten el reco-
nocimiento de las proteínas efectoras para activar el 
segundo nivel de inmunidad que se conoce como ETI 
(Effector Triggered Immunity) (Chisholm et al., 2006). 
Las proteínas R identificadas en diferentes especies 
de plantas poseen una alta similitud estructural entre 
sí, a pesar de estar implicadas en el reconocimien-
to de patógenos tan distintos como virus, bacterias, 
hongos o nematodos (Jones y Dangl, 2006). El grupo 
de proteínas de resistencia más común presenta en 
la región central un dominio de unión a nucleótido 
(NBS, Nucleotide-Binding Site), en el extremo C-ter-
minal un dominio de repeticiones ricas en leucinas 
(LRR, Leucine Rich Repeat) y en la región N-terminal 
ya sea un dominio de tipo “coiled-coil” (CC), o domi-
nios con similitud a las proteínas Toll de Drosophila 
y a las interleukinas IL-1 de mamíferos (dominios TIR) 
(Hammond-Kosack y Kanyuka, 2007). 

La yuca es uno de los cultivos más importantes en 
las regiones tropicales, subtropicales y subsaharianas 
del mundo; es cultivada en más de 90 países y cons-
tituye la base de la alimentación para cerca de 1000 
millones de personas en el mundo (Ceballos, 2002). 
La bacteriosis vascular es causada por la bacteria 
Xanthomonas axonopodis pv. manihotis (Xam), un pa-
tógeno foliar y vascular (López et al., 2006). Las pér-
didas causadas por la bacteriosis pueden alcanzar el 
80 o 100% de la cosecha (López et al., 2006). Hasta 
el momento no se ha clonado ningún gen de resisten-

cia en yuca a esta enfermedad aunque importantes 
esfuerzos se han llevado a cabo con este fin (López 
et al., 2003; López et al., 2007). Mediante la estrate-
gia de genes candidatos se pudo identificar una se-
cuencia de tipo NBS que colocaliza con un QTL que 
explica el 61.6% de la resistencia a la cepa CIO151 
de Xam (Lopez et al., 2007). Como una manera de 
obtener una validación funcional de la importancia 
de este gen de resistencia se planea estudiar los poli-
morfismos presentes en este gen para asociarlos con 
el fenotipo resistencia/susceptibilidad en diferentes 
variedades de yuca. 

Materiales y métodos

Material vegetal y extracción de ADN

Plantas de yuca in vitro de las variedades SG10735, 
MCOL2246 y TMS60444 fueron obtenidas a través 
del banco de germoplasma de yuca del CIAT (Cen-
tro internacional de agricultura tropical). Las plantas 
fueron propagadas in vitro, endurecidas en suelo y 
mantenidas en invernadero a 28°C/21°C (día/noche), 
con fotoperíodo de 12 horas luz, 12 horas oscuri-
dad. Hojas jóvenes fueron colectadas y maceradas 
en nitrógeno líquido para extraer el ADN genómico 
de acuerdo al protocolo descrito por Dellaporta et 
al. (1983). El ADN genómico se empleó como mol-
de para realizar las amplificaciones del fragmento del 
gen RXam2. 

Amplificación, clonación y secuenciación

A partir de la secuencia disponible del gen RXam2 
se diseñaron los cebadores RXam2-V.F y RXam2-V.R  
5´-CTTAAACAGAACTCAATTTT-3´ y 5´-GGAATTCA-
TAGTTTTTTGGA-3´, respectivamente. Los cebadores 
permiten amplificar 508 pb curso arriba del inicio de 
la transcripción del gen RXam2 asi como la región que 
codifica el extremo N-terminal de la proteína que in-
cluye la región correspondiente aldominio NBS. La 
región de 508 pb se ha denominado como promoto-
ra aunque puede comprender una parte del 5´UTR 
(figura 1). Cada reacción de PCR se llevó a cabo en un 
volumen final de 50 µl que contenía 0.2 µM de cada 

was located in the promoter region -500 to -300 bp. This study may help to develop alternatives to identify SNPs in a more 
diverse group of cassava varieties, and possibly associate them with resistance/susceptible phenotypes.
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cebador, 0.2 µM de dNTPs, 2 mM de MgSO4, 1X de 
buffer de PCR y una unidad de enzima DNA polimera-
sa (Proofreading Hifidelity, Invitrogen). Las reacciones 
de PCR se efectuaron en un termociclador MyCyclerTM 
BioRad® utilizando los siguientes ciclos de temperatu-
ra: apertura inicial a 94°C por 2 minutos, 35 ciclos de 
amplificación de 30 segundos de apertura a 94°C, 30 
segundos de anillamiento a 51.6°C y 2 minutos de ex-
tensión a 68°C, con un ciclo final de extensión a 72°C 
por 5 minutos agregando en este último ciclo 1 U de 
polimerasa Dream taq (Fermentas), para adicionar la T 
en los extremos de los amplicones. El producto de la 
amplificación se verificó por electroforesis en gel de 
agarosa al 1.2% teñido con bromuro de etidio en bu-
ffer TAE 0.5X.

A partir del producto de PCR se realizó la elución con 
el kit Wizard SV Gel and PCR Clean-up System (Prome-
ga, Madison, WI, USA). Cada amplicón eluído se clo-
nó en el vector pGEM-T-easy (Promega, Madison, WI, 
USA) siguiendo las instrucciones de la casa comercial. 
A continuación, cada producto de clonación fue trans-
formado en células electrocompetentes de Escherichia 
coli DH5a por electroporación con el electroporador 
MicroPulserTM BioRad® siguiendo las condiciones de 
voltaje, resistencia y capacitancia recomendadas por 
la casa comercial. Las células se incubaron una hora a 
37°C en 1ml de medio 2XYT con agitación constante. 
Las bacterias se sembraron en medio LB sólido con 
selección para ampicilina a 100 µg/µl y se incubaron 
a 37°C toda la noche. Se confirmó la presencia del 
inserto en algunos de los clones positivos, elegidos al 
azar, mediante PCR de colonia. A partir de los clones 
positivos se realizó el aislamiento del ADN plasmídico 
empleando el kit Wizard Plus SV Miniprep (Promega, 
Madison, WI, USA) utilizando 5 ml de un cultivo en 
medio LB líquido con ampicilina 100 µg/µl. Finalmente 
el producto del ADN plasmídico fue secuenciado em-
pleando los cebadores del vector y/o del gen RXam2 
en un centro de servicios certificados.

Resultados y discusión

Amplificación y secuenciación

Como parte de un estudio preliminar encaminado 
a identificar las regiones más polimórficas del gen 
RXam2, se amplificó una región parcial del gen en tres 
variedades distintas de yuca. Las variedades seleccio-
nadas fueron SG10735, TMS60444 y MCOL2246, las 
cuales presentan un fenotipo resistente, susceptible y 
desconocido a la cepa de Xam CIO151, respectiva-
mente. Se logró obtener suficiente cantidad de ADN 
de las tres variedades para poder continuar con el pro-
ceso de amplificación del gen RXam2.

Dado que la yuca es una planta con alta heterocigoci-
dad y tetraploide es posible que dentro de un solo indi-
viduo se puedan presentar hasta cuatro alelos para un 
gen particular (Fregene et al., 1997). Con el fin de iden-
tificar todos los posibles alelos se procedió a amplificar 
y secuenciar directamente el producto de PCR de re-
giones seleccionadas en dos variedades. Sin embargo, 
por la naturaleza genética de la yuca, las secuencias 
fueron de baja calidad no pudiendo identificar verda-
deros SNPs (Single Nucleotide Polymorphims) (datos 
no mostrados). Como alternativa se procedió a clonar 
el producto de PCR de cada uno de los fragmentos y 
secuenciar el mayor número de clones posibles obte-
nidos. De esta manera se lograron obtener secuencias 
de buena calidad para las tres variedades. Para las va-
riedades TMS60444 y MCOL2246 se obtuvo informa-
ción de secuencias para cinco clones y uno para la 
variedad SG10735.

El genoma de la yuca fue recientemente liberado (oc-
tubre 2009) (www.phytozome.com) lo que permitió 
identificar la secuencia completa del gen RXam2. Sin 
embargo, recientemente se liberó una nueva versión 
(diciembre de 2010). Basados en los datos de la pri-
mera versión se pudo identificar que el gen RXam2 
hacía parte del scaffold 10489, cubría la posición 
36359-40412 y el gen denominado cassava 20457.

Figura 1. Localización de la región estudiada del gen RXam2. Las flechas A y B indican la posición de los cebadores para la ampli-
ficación parcial del gen. El esquema no está a escala.
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m1. La anotación bioinformática predecía dos intrones 
(376-441 pb, 3474-4029 pb). Sin embargo, en la nueva 
versión, el gen aparece en el scaffold 07610 con el 
codón de inicio en la posición 91289 y el de parada 
en la posición 95332 y se anotó con un solo intrón 
(3491-3985 pb) (figura 1, tabla 1). Se decidió realizar 
el análisis de polimorfismos bajo los dos modelos géni-
cos predichos para calcular el porcentaje de cambios 
en las regiones codificantes y no codificantes.

Polimorfismos intravarietales

En la tabla 2 se incluyen los datos de la presencia de 
SNPs e inserciones/deleciones (indels) intravarietales. 
Para la variedad SG107-35 no se pudieron determinar 
los SNPs intravarietales debido a que solo se pudo ob-
tener una secuencia de buena calidad para uno de los 
clones obtenidos. Varios intentos se realizaron para 
obtener clones de SG107-35, pero los clones resultan-
tes no correspondían al gen, no presentaban el tamaño 
esperado o las secuencias fueron de baja calidad. La 
variedad con más SNPs intravarietales fue TMS60444, 
que registró 31 en comparación con 5 SNPs detecta-
dos en la variedad MCOL2246. Los datos no permiten 
determinar el número de alelos para cada variedad, 
pero el hecho de encontrar menos SNPs en la varie-
dad MCOL2246 sugiere un nivel de ploidia menor con 
respecto a TMS60444, lo cual concuerda con observa-
ciones hechas a través de SSRs que han demostrado 
que sobre algunas regiones del genoma de yuca se 
presentan dos alelos sugiriéndose un proceso de di-
ploidización en yuca (Mba et al., 2001), el cual puede 
ser diferencial entre variedades de yuca. La mayoría de 
polimorfismos identificados en TMS60444 se ubicaron 
en la región promotora (tabla 2, figura 2) y pocas di-
ferencias se observaron al comparar los dos modelos 
génicos predichos según la primera y segunda versión 
del genoma de yuca (tabla 2).

Polimorfismos entre variedades

Considerando la poca diferencia en los dos modelos 
génicos, para la comparación entre variedades se con-
sideró únicamente el modelo génico predicho según 
la segunda versión del genoma de yuca. Cuando se 
compara el número de polimorfismos entre varieda-
des se observa que en general el número es bastante 
similar (tabla 3). El número total de SNPs entre varieda-
des fue de 44, 23 y 34 entre MCOL2246-TMS60444, 
MCOL2246-SG107-35 y TMS60444-SG107-35, res-
pectivamente. Los porcentajes de transiciones en estas 
comparaciones fueron 68.2%, 69.5% y 64.7% mien-
tras que los porcentajes obtenidos para transversiones 
fueron 22.7%, 26.1% y 23.5 % respectivamente, e in-
dican valores muy homogéneos en los tres casos (tabla 
3). Cuando se compara el nivel de polimorfismos de 
estas variedades con la secuencia del genoma de re-
ferencia, la cual es una línea autofecundada generada 
a partir de la variedad MCOL1505, se observa que el 
menor número de polimorfismos se presenta con la 
variedad MCOL2246, sugiriendo una relación evoluti-
va más cercana (tabla 3). Los porcentajes de transicio-
nes (87.5%, 64.3% y 53.5%) también fueron mayores 
que los de transversiones (12.5%, 26.1% y 26.1% para 
MCOL2246, TMS6044 y SG107-35 vs. el genoma de 
referencia, respectivamente). Un mayor porcentaje de 
transiciones ha sido previamente reportado en un es-
tudio de SNPs en un amplio grupo de genes de yuca 
(López et al., 2005). 

En general se observa que un porcentaje mayor de 
SNPs, tanto intravarietales como entre variedades 
(37.5% - 64.7%), fueron identificados en la región pro-
motora del gen (tabla 3, figura 2 y 3). La región defi-
nida como promotor puede incluir el 5’UTR del gen, 
pero solo estudios de 5’RACE o análisis de ESTs per-
mitirán definir precisamente el tamaño de esta región. 
En este estudio el número de indels fue relativamente 

Tabla 1. Identificación del gen RXam2 en el sitio web del genoma de yuca (www.phytozome.com) en las dos versiones del genoma 
 

Primera anotación Segunda anotación

Identificador cassava20457.m1 cassava 4.1_031234m

Scaffold 10489: 36359-40412 07610: 91289-95332

Secuencia Genómica 4054 pb 4044 pb

Secuencia CDS 3432 pb 3599 pb

Intrones 2 1

Ubicación intrones
376-441= 66pb

3474-4029 = 556pb
3491-3985pb=495pb

Secuencia Peptídica 1144 aa 1182 aa

Dominios proteícos NBS-LRR NBS-LRR
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Tabla 2. Identificación de polimorfismos intravarietales en el gen RXam2.

Tipo de SNP

MCOL2246 TMS60444

Promotor

Región codificante

Promotor

Región codificante

1.er modelo 
génico (intrón  

+ exón)

2.º modelo 
génico 

(1 exón)

1.er modelo génico 
(intrón + exón)

2.º modelo 
génico (1 exón)

Transición 1 0 + 4 4 12 8 + 1 9

Transversión 0 0 0 5 1 + 1 1

Indel 0 0 0 4 0 0

Total por región 1 4 4 21 9 + 1 10

Total 5 31

Figura 2. Distribución y posición aproximada de polimorfismos intravarietales para MCOL2246  y TMS60444. El esquema no 
está a escala.

Figura 3. Distribución y posición aproximada de polimorfismos entre variedades MCOL2246-TMS60444, MCOL2246-SG107-35 
y TMS60444-SG107-35. El esquema no está a escala.
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bajo y este tipo de polimorfismo solo se identificó en 
la región promotora (tabla 3). El mayor número de po-
limorfismos (SNPs e indels) identificados en el promo-
tor sugiere que esta región está sometida a menores 
presiones selectivas y puede mutar sin comprometer 
la función del gen. Sin embargo, polimorfismos en esta 
región pueden comprometer la expresión del gen y 
conferir susceptibilidad a las plantas como se ha de-
mostrado en arroz y pimentón para los genes Xa27 
y Bs3 respectivamente (Gu et al., 2005; Romer et al., 
2007). Resultará valioso determinar en consecuencia 
el fenotipo de resistencia/susceptibilidad para estas va-
riedades así como el perfil de expresión en respuesta 
a Xam.

Conclusiones

Se identificaron polimorfismos de tipo SNPs e indel 
en tres variedades de yuca en una región parcial del 
gen candidato de resistencia RXam2. Los polimorfis-
mos pudieron ser divididos en intravarietales y entre 
variedades. El mayor porcentaje de polimorfismos se 
encuentra ubicado en la región promotora. No obs-
tante, se identificó también un importante número de 
polimorfismos en la región codificante, por lo cual se 
hace necesario, en futuros estudios, la secuenciación 
de las dos regiones génicas.
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solely on submitted abstracts (300 – 600 words). Full papers are not required. 

There will be no published proceedings for the 

conference, which allows for the presentation and discussion of the most recent mixing research in a collegial 

environment.

Sessions will cover mixing related subjects from fundamentals to the application of mixing in a wide range of 

industrial processes. Topics include, but are not limited to:

  Mixing Fundamentals   New modeling and simulation approaches to mixing

  Mixing on small scales   Mixing and chemical reaction

  Static and Other in-Line Mixers   CFD Modeling of mixers and mixing processes

  Mixing of Multi-phase Systems   Mixing aspects of biotechnological processes

  Mixing of solids   Industrial Mixing Processes

A special session of Mixing XXIII will be devoted to celebrate the 21st anniversary of NAMF, discussing the 21 

most influential contributions to mixing.

Please e-mail your abstract submission to . You will 

receive an e-mail confirmation within the next 24 hours. If not, please contact Marcela García at the same e-

mail address. 

The deadline for the 

submission of abstracts is March 15th, 2012. 

marcela.garcia@agronegociosinternacionales.com.mx

• •

• •

• •

• •

• •

Short course on Mixing: June 17th

The Iberostar Paraíso Beach lies between Playa del Carmen and the lesser-known city of Puerto Morelos, 

which is some 15 minutes from Cancun International Airport. The contrast between these two cities is 

immediately noticeable: Puerto Morelos is a far more relaxed, laid-back destination, popular with artists and 

craftsmen, fishermen and divers. In contrast, the glamorous Playa del Carmen is far more lively and vibrant, 

and is packed with tourists who flock to the beaches during the day and in the evening enjoy a drink at one of 

the many bars. The hotel address is:

Carretera Chetumal - Puerto Juarez, km.309

Playa Paraíso, Quintana Roo –Mexico

Phone  +(52-984) 8772800

Fax: +(52-984) 8772810

Web site:  http://www.iberostar.com/EN/Riviera-Maya-hotels/Iberostar-Paraiso-Beach.html

For further information visit:  www.mixing.net • www.23mixing.net

For further information visit:  www.mixing.net • www.23mixing.net

The call for papers 
for Mixing XXIII is now open



For further information visit:  www.mixing.net • www.23mixing.net

The Iberostar Paraíso Beach is a family hotel built in 

traditional Mexican colonial style, with arches and columns 

throughout. The furniture in this All Inclusive hotel includes 

authentic works of art that wouldn't look out of place in an 

exhibition of fine art. Upon arrival at the hotel the superb 

wooden carvings in the reception area will immediately strike 

you. This is the perfect spot to escape from the crowds. The 

hotel is so large that a small train runs every 15 minutes 

transporting guests around the facilities to the restaurants, 

lobby, rooms and even the shopping mall and modern spa 

that form part of the Paraíso complex.

Hotel: Iberostar Paraiso Beach

As night falls on Xcaret, a fiesta awakens with the most famous 

musical performance in Mexico: Xcaret Mexico Espectacular. More 

than 300 artists on stage will amaze you with a vibrant musical 

journey through the history of Mexico, which brings to life colorful 

traditions and the heritage of the country

Xcaret Mexico Espectacular will take you to presence an 

unforgettable display of Mexican traditional hand-made dresses, 

dances and musical performances that will stay in your heart forever. 

This is the most amazing representation of Mexico's national identity 

and cultural heritage. Dinners are served while guests enjoy Xcaret 

Mexico Espectacular.

Dinner in XCARET is included in the program

Also included is a day-trip to Chichen Itza. It was the most important 

regional capital of the Mayan culture from 750 to 1200 B.C. Their 

structures are well conserved, as well as the Yucatan ancient 

Mayas tales.  Their vestiges show the incredible Mayan civilization 

and architecture, enriched with other cultural currents of 

Mesoamerica. The temple of Kukulcán, also called "El Castillo”, is a 

magnificent construction of 23 meters of height in pyramidal form.  

It has four faces, in which during the equinox a shade of a serpent 

can be seen descending by the stairs of the building.  You will also 

visit the Ball Game (the greatest of Mesoamerica), the 

Observatory, the Temple of the Soldiers with its figure of the Chac-

Mool and the sacred cenote.

Knowing The Heart Of Maya´s Civilization

Mayan Riviera
Conference site
characteristics
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