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Resumen y Abstract IX

Resumen

La yuca (Manihot esculenta Crantz) es considerada el tercer cultivo de mayor importancia
en el planeta ya que constituye la principal fuente de calorias para la poblacion de paises
pobres o en via de desarrollo. La produccién de yuca se ve comprometida por la bacteriosis
vascular o CBB (por sus siglas en inglés: Cassava bacterial blight) causada por la bacteria
fitopatdgena Xanthomonas axonopodis pv. manihotis (Xam) la cual produce perdidas en
el cultivo de la yuca que pueden variar entre 12-100%. Xam emplea dentro de su arsenal
de viruelencia proteinas tipo TALE (por sus siglas en inglés: transcription activator-like
effectors) para promover la proliferacion bacteriana y la formacion de sintomas durante la
infeccion. Los TALEs son translocados al interior de la célula vegetal via sistema de
secrecion tipo 3 (SST3) y una vez en el citoplasma son dirigidos al interior del nicleo en
donde se unen a secuencias especificas en el ADN de la planta e inducen la expresion de
genes que favorecen la patogenicidad de la bacteria. La interaccion TALE - ADN es
especifica debido a la secuencia codificada en las repeticiones del dominio central del

TALE llamadas RVDs (por sus siglas en inglés: Repeat variable diresidues).

Tradicionalmente el estudio de la interaccién yuca-Xam se ha realizado empleando plantas
crecidas a partir de estacas. Como alternativa, en este trabajo se implementé el sistema
de propagacion de plantas de yuca in vitro para la obtencién de material vegetal. Para
esto, plantas in vitro de 8 semanas de las variedades CM6438-14 (resistente) y cv.60444
(susceptible) fueron inoculadas con diferentes cepas de Xam. La infeccién bacteriana fue
evaluada mediante 1) crecimiento bacteriano a lo largo del tiempo y 2) evaluacion de la
induccién del gen de susceptibilidad (S) MeSWEET10a. Se logré determinar, que al igual
gue en plantas adultas, el gen S es inducido tras la infeccion de Xam en plantas in vitro.
De manera paralela se pudo monitorear la proliferacion bacteriana a lo largo del tiempo
siendo esta mayor en plantas susceptibles que en las resistentes. Se comprob6 que el gen
S es inducido en plantas susceptibles y no en resistentes y se confirmé igualmente que

TALEs de igual nimero de RVDs pero que difieren en la secuencia tienen como blanco el
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mismo gen MeSWEET10a. Estos resultados permiten validar el sistema de plantas in vitro

como alternativa en el estudio del patosistema yuca-Xam.

Una vez validado el sistema de propagacion in vitro y con el fin de identificar los genes
inducidos en una variedad susceptible de yuca mediados por el repertorio de TALEs de
diferentes cepas de Xam, se empled la estrategia de RNAseq. Fueron empleadas plantas
in vitro de la variedad susceptible cv.60444 inoculadas con las Xam681, Xam1061,
Xam394 y Xam3995. Se identificaron los 10 genes més inducidos en cada uno de los
tratamientos. Asi mismo se determiné mediante herramientas bioinforméticas si en la
secuencia promotora de estos genes candidatos existen EBEs para los TALEs,
encontrando que los genes Manes.05G068700, Manes.13G045100 y Manes.15G026800
pueden ser blancos de mas de un TALE y son los que mayor induccibn mostraron y
presentan EBEs para los TALEs TALE13Xam681, TALE13Xam394, TALE22Xam681 y
TALE14Xam1061. Estos genes corresponden a posibles genes blanco S que pueden jugar

un papel importante en la virulencia de Xam.
De esta manera este trabajo representa un importante aporte al conocimiento de los

mecanismos de susceptibilidad de la yuca que podran ser tenidos en cuenta en programas

de mejoramiento para conferir resistencia a diferentes cepas de Xam.

Palabras clave: CBB, gen de susceptibilidad, in vitro, RNAseq, TALEs, yuca.
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Abstract

Cassava (Manihot esculenta Crantz) is considered the third most important crop on the
planet since it is the main source of calories for the population of poor or developing
countries. Cassava production is compromised by cassava bacterial blight or CBB caused
by the phytopathogenic bacterium Xanthomonas axonopodis pv. manihotis (Xam) which
produces losses in the cassava crop that can vary between 12-100%. Amog its weapons
Xam employs proteins type TALE (transcription activator-like effectors) to promote bacterial
proliferation and symptom formation during infection. TALEs are translocated into the plant
cell via type 3 secretion system (T3SS) and once in the cytoplasm they are directed into
the nucleus where they bind to specific sequences in the plant DNA and induce gene
expression promote disease development. The TALE-DNA interaction is specific because
of the coded sequence in the TALE central domain repeats called RVDs (Repeat variable
diresidues).

Traditionally, the study of the cassava-Xam interaction has been carried out using plants
grown from stem cuttings. As an alternative, in this work, the propagation system of
cassava plants in vitro was used to obtain vegetal material. For this, 8 week-old plants
propagated in vitro of the varieties CM6438-14 (resistant) and cv.60444 (susceptible) were
inoculated with different strains of Xam. Bacterial infection was evaluated by 1) bacterial
growth over time and 2) evaluation of the induction of the susceptibility gene (S)
MeSWEET10a. It was determined that, as in adult plants, the S gene is induced after Xam
infection in plants propagated in vitro. In parallel, it was possible to monitor bacterial
proliferation over time, being this higher in susceptible plants than in resistant ones. The S
gene was found to be induced in susceptible and it was also confirmed that TALEs of equal
number of RVDs but differing in sequence are targeted to the same MeSWEET10a gene.
These results allowed the validation of the plants propagated in vitro as an alternative in

the study of the cassava-Xam patosystem.

Once the in vitro propagation system was validated and in order to identify the genes
induced in a cassava susceptible variety mediated by the repertoire of TALEs from different
Xam strains, RNAseq strategy was used. In vitro-propagated plants of the susceptible
strain cv.60444 inoculated with the strains Xam681, Xam1061, Xam394 and Xam395 were
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used. The 10 most induced genes were identified in each treatment. It was also determined
by bioinformatic tools if in the promoter sequence of these candidate genes there are EBEs
(Effector Binding Element) for TALEs, finding that the genes Manes.05G068700,
Manes.13G045100 and Manes.15G026800 are the ones that showed the greatest
induction and presented EBEs for TALEs TALE13Xam681, TALE13Xam394,
TALE22Xam681 and TALE14Xam1061. These genes correspond to possible susceptibility
targets genes that may play an important role in the virulence of Xam. In this way this work
represents an important contribution to the mechanisms of susceptibility of cassava that
can be taken into account in breeding programs to confer resistance to different strains of
Xam.

Keywords: Cassava, CBB, RNAseq, in vitro, susceptible gene, TALEs.
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Marco tedrico

Se puede decir que las plantas han sido, desde su aparicion en la tierra, la materia prima
para la vida de muchos de los organismos existentes. Particularmente a los humanos las
plantas nos proveen oxigeno, alimento, medicinas, materiales de construccion,
combustible, entre muchos otros productos. Sin embargo, nuestro conocimiento cientifico
sobre la fisiologia, funcionamiento y respuestas de las plantas a diferentes estreses
abidticos y bidticos, aungque en ascenso, aun es muy limitado, lo cual es una barrera para
el aprovechamiento del potencial que las plantas ofrecen y que podemaos usar para mejorar
nuestra calidad de vida y nuestra relacién con el medio ambiente. Una de las plantas de
suma importancia agricola llamada a ser uno de los cultivos del siglo XXI es la yuca dado
gue es la principal fuente de calorias para la poblacién oprimida que vive en mas de 100

paises tropicales en el globo.
LA YUCA

El cultivo

La yuca (Manihot esculenta, Crantz), representa la tercera fuente de calorias mas
importante para cerca de mil millones de personas en el mundo (Liu et al., 2011; Howeler
et al., 2013). Es miembro del género Manihot (familia Euphorbiaceae) distribuido en su
habitat natural desde el sur de los Estados Unidos, a través de Mesoamérica, el norte de
Sudamérica en Colombia y el sur a través de Brasil, Per(, Bolivia, Paraguay y Argentina.
Después del descubrimiento de América, los comerciantes europeos (espafioles y
portugueses) llevaron la yuca a Africa como un cultivo alimenticio potencialmente Gtil. Mas
adelante en los 1800s fue llevado también a Asia como un cultivo de seguridad alimentaria
y ademas para la extraccion de su almidén. De esta manera, en el siglo XX la yuca alcanza
un importante posicionamiento como cultivo alimenticio expandiéndose considerablemente
en el Africa subsahariana, la India, Indonesia y Filipinas (Howeler., et al. 2012). En paises
desarrollados es usada como fécula, perlas de almidon o como alimento animal. Por otra

parte, en paises pobres y en desarrollo su principal uso es como fuente basica de alimento.
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Actualmente la yuca es cultivada en América, Asia y Africa en donde es la principal fuente
de calorias para un importante sector de la poblacion en donde en su mayoria son pobres
que viven el trépico (CIAT., 2011).

La yuca tiene diferentes nombres locales como por ejemplo: mandioca en Brasil, yuca en
Honduras, ketela pohon en Indonesia, mihogo en Kenia, akpu en Nigeria, san en Vietnam,
entre otros. Sin embargo, la palabra yuca tiene su origen en la lengua de los indigenas
caribe (habitantes de la regién caribe suraméricana hoy exterminados por la colonia) “yog
ca” que significa “que se amasa molida” (FAO., 2013).

La yuca es principalmente un cultivo del trépico que se permite cultivar en terrenos
marginales, con largos periodos de sequia y en suelos que pueden ser infértiles y acidos
(Mederos, 2006). Dado que se propaga vegetativamente a partir de estacas de tallos, el
material de plantacion o semilla es de bajo costo y facilmente disponible, caracteristicas
gue la hacen atractiva para el productor. Sus raices pueden almacenar hasta el 60% de
agua y su materia seca es bastante rica en carbohidratos, vitamina C, tiamina, rivoflavina
y niacina (FAO., 1997). De acuerdo a la variedad, pueden contener altos niveles de
glicosidos cianogenicos, toxicos especialmente en las capas exteriores (Doran., et al.
2000) que facilmente son eliminados con la coccién para su consumo. En algunos paises
también son usadas sus hojas las cuales pueden contener, en peso seco, el 25% de

proteina (Chavez., et al. 2000).

Taxonomia

La yuca pertenece al reino Vegetal, Divisibn Spermatophyta, Subdivision Angiospermae y
a la Clase Dicotiledoneae. Se encuentra ubicada en el Orden Euphorbiales y miembro de
la Familia Euphorbiaceae, Tribu Manihotae a la que pertenece el género Manihot (Suarez
y Mederos 2011).

Descripcion fenotipica

Para el caso de la yuca, la interaccion entre ambiente y variedad es muy notable y dificulta
tanto su descripcion como su clasificacion dado que puede cambiar drasticamente cuando
una misma variedad es cultivada en diferentes localidades. La yuca es un arbusto perenne,
lefioso de tamafio variable sin exceder los tres metros, es monoica, ramificacion simpodial,

el tallo compuesto por nudos en donde se inserta el peciolo de la hoja, una yema axilar
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protegida por una escama y dos estipulas laterales, la distancia entre nudos es variable y
depende tanto de la variedad como del ambiente. Las hojas son caducas, el hamero,
tamarno, longevidad y capacidad fotosintéticas dependen de la variedad y son altamente
influenciadas por el ambiente. Las hojas son simples y estan compuestas por la laminar
foliar palmeada y profundamente lobulada y el peciolo. La inflorescencia puede ser una
panicula, un racimo o una combinacion de los dos. Las flores no presentan ni caliz ni corola
sino una estructura indefinida denominada perianto compuesto por cinco tépalos de color
variable. Como ya se habia mencionado, la yuca es una planta monoica con flores
masculinas y femeninas, aunque no todas las variedades florecen, las que lo hacen
presentan protoginia que favorece la exogamia y de ahi su alta tasa de heterosis. La
semilla, su medio de reproduccion sexual e importante en el mejoramiento genético, es
ovoide-elipsoidal, de testa lisa y de color negruzco con manchas grises. Las raices, los
6rganos mas importantes desde el punto de vista econémico de la yuca, son fibrosas y la
acumulaciéon de almidon las agranda. Si la planta proviene de semilla sexual, se desarrolla
primero una raiz primaria pivotante y varias de segundo orden. Si por el contrario la planta
proviene de estaca o semilla asexual, las raices son adventicias y se forman en la parte

inferior en las yemas que estan bajo tierra (Suarez y Mederos 2011).

Origen o domesticacién

La descripcion global del origen de la yuca (Manihot esculenta Crantz subespecie
esculenta) requiere considerar tanto su origen botanico (las especies silvestres de las
cuales la yuca es descendiente), su origen geografico (el area en donde el progenitor
evoluciond) y su origen agricola (el area inicial de cultivo del ancestro silvestre).

Por mucho tiempo no se tuvo certeza de su origen botanico. Desde 1972 (previo al auge
de la biologia molecular) se realizaron acercamientos para determinar la relacion de la
yuca con especies silvestres de este género, pero debido a caracteristicas que dificultan
la determinacion taxondmica tales como poseer pocos rasgos morfoldgicos que permitan
delimitar especies y ademas mostrar una alta variabilidad morfolégica intraespecifica no
se pudo llegar a establecer alguna conclusién fiable acerca de esta relacion (Rinvoise., et
al. 1972). La alta variabilidad en rasgos morfolégicos de la yuca, compartida también por
muchos miembros del género, sirvieron como evidencia para sugerir que el cultivo surgio
a través de procesos de hibridacion producto de cruzamientos entre uno o mas complejos

de especies que comparten una misma area (especiacion simpatrica) (Rogers y Appan.
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1973). En 1982 se encontrd una poblaciéon silvestre de yuca en Goias, Centro de Brasil
(Allem, 1987) y con este hallazgo la ilusién de dilucidar el origen botanico de la yuca puesto
gue proporcionaba por primera vez un enlace importante entre una poblacion silvestre
particular con el origen botanico del cultivo de la yuca. En 1994 apareci6é la primera
publicacion en donde confirmaban a Manihot flabellifolia como la Unica progenitora de
todas las variedades locales de yuca comercial moderna y las cuales probablemente se
desarrollaron en un solo evento de domesticacion (Allem, 1994). En 1999 se identificaron
dos especies, M. esculenta ssp. peruviana y M. pruinosa como las especies mas
relacionadas filogenéticamente sugiriendo una ancestria comun entre estas especies
(Allem, 1999).

La mayor diversidad del género Manihot se encuentra en Brasil, en el actual Distrito
Federal y el vecino estado de Goias que pertenece a la sabana Cerrado por lo que se
sugiere que este es su centro de origen. M. pruinosa es exclusiva de Goias y el estado de
Mato Grosso y crece también en campo abierto (sabana Cerrrado) en donde ocurrié un
eventual entrecruzamiento simpatrico con M. esculenta ssp. flabellifolia segun Allen (1994).
Estos datos confirman asi la relacién filogenética y de ancestria que existe entre la yuca y
las otras dos especies y ademas el origen geografico de la yuca.

Un estudio reciente reportd la secuenciacion del genoma de 58 variedades diferentes
provenientes de distintos lugares del planeta. Entre ellas se encuentran tanto variedades
silvestres, variedades cultivadas y dos especies relacionadas tales como el caucho indio
(M. glaziovii) y el hibrido M. catingea. Este estudio encontr6 evidencia de hibridacion
interespecifica e introgresién, con ancestria mixta en yuca y sus parientes, lo cual confirma
la mezcla interespecifica que moldeo la domesticacion del cultivo sugerida en 1973 por
Roger y Appan. También revel6 un fuerte cuello de botella materno al inicio de su
domesticacion partiendo de la observacion de la limitada diversidad en la secuencia del
genoma de cloroplastos en las variedades cultivadas en relacion con las progenitoras
silvestres. Asi mismo permitié establecer importantes introgresiones de fragmentos
cromosomales de variedades africanas en variedades suramericanas sugiriendo que los
programas de mejoramiento suramericano partieron de variedades africanas ya
mejoradas. Los andlisis sugieren que la mayoria de introgresiones se dieron en fragmentos
de los cromosomas 1 y 4, proponiendo que en estos cromosomas deben ubicarse los

genes de resistencia a enfermedades (Bredeson J. et., al. 2016).
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En cuanto al origen agricola de la yuca, granulos de almidén de yuca han sido recuperados
de diferentes sitios arqueolédgicos en donde se permite datar la antigliedad de este. Por
ejemplo, en el Valle del Cauca en Colombia se encontraron granulos que datan de 7500
afios de antiglledad y en Aguadulce en Panama de 6900 afios (Pohl., et al. 1996).
Adicionalmente se encontrd polen de yuca cultivada en el Golfo de México y Belice con
datacion de hace 5800 y 4500 afos respectivamente (Pope., et al 2001). También se
encontraron granulos de almidén de yuca en Puerto Rico con datacion de hace 3300 afios
(Pagan., et al 2005). Estos resultados sugieren un origen temprano de la yuca y una rapida
difusion fuera de la cuenca del amazonas en todo el neotrépico y el caribe por los
habitantes indigenas suramericanos hace alrededor de 7500 afios.

Diversidad

En 1973 fueron identificadas 98 especies de las cuales 80 se encuentran en el norte de
Surameérica y el resto se encuentran distribuidas en centro y Mesoamérica siendo los
grupos de especies de los hemisferios norte y sur morfolégicamente muy distintos. Con
excepciéon de M. esculenta, ninguna de las especies mesoamericanas septentrionales se
encuentra naturalmente en América del Sur y sélo el M. brachyloba ocurre tanto en
América Central como en el Sur (Rogers y Appan. 1973). Mas adelante en 2002 Allem
reduce el tamafo del género a 70 especies con 55 en Suramérica y 15 en America Central

y Mesoameérica (Allem. 2002).

Usos

El principal producto econdmico derivado de la yuca son sus raices las cuales son
utilizadas en un amplio rango de usos, el almidon producido por estas se destina
principalmente a cuatro mercados segun sus usos: como raiz fresca y procesada para
alimentacion humana, como materia prima en la industria de alimentos con el fin de
producir harina, en la produccion de alimentos balanceados para animales (Suarez y
Mederos, 2011), y como un producto intermediario en otro tipo de industrias no
relacionadas con la alimentacion como en la industria textil y en la fabricacion de papeles
y adhesivos. Aunque también tiene potencial en la produccion de dextrosa y multiples
derivados, sin contar con su potencial para producir alcohol, como se ha hecho en Brasil

para sustituir petréleo en la produccion de combustibles (Suarez y Mederos, 2011).
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En Colombia, las pequefias comunidades productoras tienen a las raices como alternativa
de seguridad alimentaria y muy poco para alimentacion animal. A pesar de la diversidad
de usos, en Colombia se dificulta la agroindustria debido a que la produccién se concentra
en unas épocas del afio a causa de la estacionalidad de las lluvias, ademas las raices que
se tardan en cosechar o se almacenan por largos periodos de tiempo pierden calidad y por
supuesto valor comercial (Aguilera M. 2012).

Produccion: Colombiay el mundo

La yuca es principalmente cultivada por pequefios agricultores, los cuales son en su
mayoria de bajos ingresos pero que a pesar de su produccion a pequefia escala logran
producciones que alcanzan a suplir las demandas de consumo. Se estima que la
produccién anual de yuca en el mundo para el 2015 fue de 289 millones de toneladas
(FAO. 2015). Segun la FAOQ, si la yuca lograra desarrollar su potencial para entrar como
materia prima en una gran variedad de productos procesados existiria una mayor demanda
de este insumo y a su vez traeria como consecuencia ho solo una transformacién agricola,
sino que apoyaria al crecimiento econémico de los pequefios productores localizados en
las &reas marginales y oprimidas donde la yuca es cultivada (FAO, 2013).

La importancia de la yuca ha crecido méas rapidamente en Africa que en América y Asia,
por ejemplo, en Nigeria se cultiva yuca un 36% mas de lo que se cultiva en toda
Latinoamérica y mucho mas de lo que se siembra en Asia. Africa es el mayor productor de
yuca en el mundo con el 58% de la produccién. Sus principales paises productores son
Nigeria, La Republica democratica del Congo y Ghana, estos tres paises producen
alrededor del 30% de la produccién mundial, Latinoamérica produce el 11% y Asia el 31%
(FAO., 2015).

En Latinoamérica los principales productores son Brasil, Paraguay y Colombia (FAO.,
2015). La produccién de yuca en Colombia en el 2015 fue de 2,5 millones de toneladas en
un area de siembra de 181092 hectareas. Las principales regiones productoras son la
costa caribe, los andes orientales y la amazonia con el 52.2%, 19.6% y el 8.9%

respectivamente de la participacion en la produccion anual (Aguilera M. 2012).

Conservacion
La combinacién de genes encontrados en diferentes variedades de yuca son normalmente

el resultado de décadas o siglos de seleccion por parte de los cultivadores. Dado que la
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yuca es altamente heterocigota, la inica manera de conservar la combinacién de genes o
integridad genética especifica de cada variedad es a través de la propagacion vegetativa.
De esta forma las variedades comerciales son propagadas vegetativamente mientras que
las especies silvestres se propagan naturalmente por semillas. La forma de conservacion
mas comun es por medio de estacas en campo y plantulas crecidas a partir de meristemos
en medio de cultivo estéril y bajo condiciones controladas de fotoperiodo y temperatura
para inducir su crecimiento. Para cualquiera de las dos formas de conservacién, en campo
o0 in vitro, se requieren de repetidos procesos de regeneracion, entre 12 y 24 meses para
plantas crecidas en campo y alrededor de 2 meses para plantas in vitro (Hershey C vy
Debouck D. 2010).

Se estima que existen alrededor de 27000 razas locales de yuca in situ y cerca de 10000
son mantenidas en bancos de germoplasma. Se propuso en 2010 que para tener el total
de la representatividad de la diversidad genética de yuca deberian ser conservadas ex situ
15000 variedades de razas locales de la especie (Hershey C y Debouck D. 2010).

Las instituciones encargadas de conservar el banco de germoplasma y del mantenimiento
de las variedades de yuca in situ en el planeta son el CIAT (Centro Internacional de
Agricultura Tropical) para las variedades de América y Asia, el IITA (International Institute
of Tropical Agriculture) para las variedades de Africa, y el EMBRAPA (Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecuaria) para las variedades silvestres. Esta estrategia de
centralizacion colaborativa inicié en 1982 con la idea de lograr mayor eficiencia general en
términos de conservacion y mejoramiento, desarrollar un registro comun de variedades de
yuca lo cual incluye estandarizacion de la informacion, y al mismo tiempo, apoyar nuevas
iniciativas para el desarrollo de estrategias que permitan obtener menores costos de
produccion, mayores rendimientos y mayor seguridad para el cultivo de la yuca. (Hershey
C y Debouck D. 2010).

Sistema de propagacion in vitro

La yuca es una especie perenne, de ciclo de vida largo, monoica y altamente heterocigota.
Si bien existen semillas sexuales, es muy poco frecuente la floracién en la mayoria de
variedades y ademds la viabilidad de las semillas es baja. El conjunto de estas
caracteristicas hacen que la Unica forma relativamente facil de mantener un genotipo
deseado sea mediante propagacion vegetativa. Las estacas o tallos maduros se utilizan

como material de siembra o semilla con fines comerciales. Las estacas, bajo condiciones
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adecuadas, solo pueden ser almacenadas por algunas semanas. En este sentido la
propagacion in vitro es una buena alternativa para conservar los materiales seleccionados
para cultivo y programas de mejoramiento genético e incluso para preservar la especie
(Ashmore, 1997). En Colombia el responsable del sostenimiento y mantenimiento del
banco de germoplasma de yuca es el CIAT (Centro Internacional de Agricultura Tropical)
el cual salvaguarda alrededor de 6.592 accesiones en total, procedentes de 28 paises, los
cuales incluyen 5.709 clones de M. esculenta y 883 genotipos de las especies silvestres
(CIAT sitio web). Este banco es mantenido bajo la forma de material in vitro.

La propagacion in vitro es un sistema de rapida multiplicacion clonal en laboratorio el cual
pone a disposicion plantas limpias libres de patégenos independiente de la época del afio
y con bajo requerimiento de espacio (Hussey G., 1978). El sistema in vitro se define como
un método de propagacioén que comienza, para el caso de la yuca, con el aislamiento de
una yema axilar para ser cultivado en un medio nutritivo aséptico y bajo condiciones
controladas de luz, temperatura y humedad que permite regenerar un nuevo individuo en

dos meses (Ashmore, 1997).

Patologias de yuca: Riesgo latente

La yuca es afectada por muchas enfermedades de origen flngico, bacteriano y viral y que
afectan distintos 6rganos causando diferentes sintomatologias en la planta. Las
enfermedades que causan manchas foliares, necrosamiento del tallo y pudriciones
radicales son mas frecuentes y su distribucion es mas amplia. Algunas enfermedades
importantes ocasionadas por hongos son la mancha parda de la hoja producida por el
hongo C. henningsii, el afiubio pardo fungoso producido por C. vicosea, el necrosamiento
del tallo debido a Glomerella sp. o la pudricién radical inducida por Phytophtora spp.
También son comunes enfermedades ocasionadas por virus como el virus cuero de sapo
(FSD), mosaico de las nervaduras (CsVMV), mosaico comun de la yuca (CsCMV) y el X
de la yuca (CsVX). Por otra parte, algunas enfermedades importantes producidas por
bacterias son la pudricion bacteriana del tallo producida por Erwinia carotovora pv.
carotovora y el afiubio bacteriano o bacteriosis vascular causada por la bacteria
Xanthomonas axonopodis pv. manihotis y la cual es el centro de esta investigacion. Todas
estas enfermedades han sido reportadas en América tropical, y representan un alto riesgo

en el cultivo de la yuca para esta region (Alvarez y Llano., 2002).
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BACTERIOSIS VASCULAR
(CBB)

Uno de los limitantes fitosanitarios mas importantes en el desarrollo del cultivo de yuca y
quizas uno de los que mas incidencia se reporta es la bacteriosis vascular o CBB (por sus
siglas en inglés: cassava bacterial blight) producida por la bacteria fitopatdgena
Xanthomonas axonopodis pv. manihotis (Xam) (Verdier., et al., 2004).

La bacteria

Xam pertenece al género Xanthomonas el cual incluye un grupo diverso de bacterias
Gram-negativas fitopatégenas que infectan mas de 200 familias diferentes de plantas de
importancia para la agricultura, tales como arroz, tomate, pimentén, yuca, entre otros
(Ryan, R.P. et al. 2011). Las bacterias de este género viven cominmente como epifitas
sobre la superficie de las hojas y tallo, sin embargo pueden ingresar a la planta a través
de aperturas naturales como estomas e hidatodos y otras como heridas. De esta manera
son capaces de infectar la planta y producir un rango diferencial de sintomas como
manchas angulares y rayado en las hojas, exudados y lesiones en el tallo, marchitez y

muerte progresiva (Maraite H, 1993).

Sintomas

La bacteriosis producida por Xam es una enfermedad destructiva y ampliamente distribuida
en regiones tropicales y subtropicales donde es endémica y que puede producir
importantes pérdidas en el rendimiento de cultivos (12-100%) (Lozano, J. C. 1986). Los
sintomas de la enfermedad van desde manchas angulares en la hoja, marchitez y
exudacion, hasta la necrosis vascular, pudricién del tallo y la muerte de la planta desde el
apice hacia la base (Lozano, J. C., L. Sequeira. 1974a). En Colombia, la enfermedad fue
reportada por primera vez en 1971 (Lozano, J. C., L. Sequeira. 1974b) y desde ese

momento ha sido reportada en todas las regiones en donde es cultivada en el pais.

Diversidad de Xam: alta variabilidad genética
Los primeros estudios dirigidos a evaluar la diversidad genética de Xam se basaron en
ensayos bioquimicos (actividad enzimatica, acidos grasos, respuesta a antibioticos)

(Lozano y Sequeira, 1974a) los cuales no permitian la suficiente capacidad discriminatoria.
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Con el auge de la biologia molecular en los 90s, usando RFLPs un primer estudio en
Colombia, identificé 26 haplotipos diferentes de un total de 189 cepas colectadas en 15
localidades diferentes (Restrepo et al., 1997; Restrepo et al., 2000a). Mas adelante otra
evaluacion realizada sobre 736 cepas identificO 45 haplotipos (Restrepo et al., 2004),
correlacionando haplotipos particulares con caracteristicas biolégicas del patégeno tales
como a la adaptacién a una localidad particular y la adaptacion a genotipos especificos de
yuca presentes en esa localidad. Este tipo de trabajos demostré una la altisima variabilidad
genética en poblaciones de Xam en Colombia y en general en Suramérica (centro de
origen de la yuca) respecto a poblaciones africanas. También se logré determinar que las
poblaciones de Xam en Colombia son inestables y que los cambios pueden ocurrir en
menos de un afo. Dentro de los principales factores que moldean la dinamica poblacional
de Xam en Colombia se encuentran la introduccién de nuevos genotipos resistentes y el
intercambio de material contaminado que acelera la seleccién de nuevas variantes de Xam
y contribuye a la migracién de cepas.

En los dltimos afios se ha continuado con la exploraciéon de la diversidad genética y
estructura poblacional de Xam en Colombia. En un estudio realizado entre 2008 y 2014
con poblaciones de Xam en la costa caribe colombiana se logré caracterizar, por medio de
marcadores AFLPs, 160 aislamientos colectados en estos afios. El estudio permitié
identificar 57 haplotipos y determinar la compleja arquitectura poblacional de Xam en esta
region, medido a través de distancias genéticas mas largas, mayores indices de diversidad
y poblaciones genéticamente diferenciadas respecto a otras poblaciones. Ademas
confirmo el proceso migratorio de cepas en distintas localidades reportado anteriormente
(Trujillo, et al., 2014a). Una segunda investigacion empleando de nuevo marcadores
AFLPs y ademas una nueva metodologia de discriminacién molecular que se conoce como
marcadores VNTRs (Variable Number of Tandem Repeats) en poblaciones de Xam de la
region de los llanos orientales colombianos, permitio la caracterizacion de 111 aislamientos
y la identificacion de 28 haplotipos. Los resultados permitieron confirmar que los nuevos
marcadores VNTRs son una herramienta mas sencilla para la caracterizacién genética de
las poblaciones y se propone esta metodologia para posteriores investigaciones. Asi
mismo, el estudio permitié confirmar la diferenciacion temporal de las poblaciones de Xam
en cortos periodos de tiempo. El estudio comparativo entre las poblaciones de Xam de la
costa caribe y de los llanos orientales permitié demostrar que en las primeras existe mayor

diversidad y que la estructura poblacional es mucho mas compleja. También se pudo
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determinar que en la actualidad existe menor diversidad de Xam en los llanos orientales

en relacion con la que se presentaba en los afios 90s (Truijillo, et al., 2014a).

Control de la enfermedad

En la actualidad no se cuenta con productos quimicos o bactericidas que ayuden a prevenir
o controlar la enfermedad. Algunas medidas fitosanitarias tradicionales para evitar la
aparicion y propagacion de la enfermedad consisten en la rotacién de cultivos, fertilizacién
del suelo, descontaminacién de herramientas (machetes, etc.), produccion de estacas
sanas y cuarentena cuando se es detectada la enfermedad (Lozano, 1986; Boher and
Verdier, 1994). Métodos actuales de manejo de la enfermedad consisten en la utilizacién
de variedades naturalmente resistentes (Restrepo et al., 2000;), sin embargo, estas
variedades no logran adaptarse en muchos casos o0 no ofrecen caracteristicas culinarias
deseables (L6pez & Bernal, 2012). Otra manera como se han obtenido variedades
resistentes ha sido a través de procesos de fitomejoramiento tradicional (seleccién
fenotipica de materiales y cruzas intra/inter especificas) y se ha logrado efectivamente
aumentar la resistencia en algunos casos. A pesar de esto, caracteristicas propias de la
planta tales como largo ciclo reproductivo, alta heterocigosidad y floraciéon asincrénica
entre otras, hacen mas dificultosa este tipo de metodologias (Lopez C. et al., 2006). Por
esta razén, una estrategia promisoria para el desarrollo de variedades resistentes es
mediante el conocimiento de los mecanismos moleculares de la resistencia/susceptibilidad
gue combinado con estrategias de transformacion o edicion genética pueden conducir al

desarrollo de nuevos cultivares con resistencia mejorada.

INTERACCION MOLECULAR
PLANTA — PATOGENO

Una de las vias para la implementacion de estrategias que busquen el control de
enfermedades de cultivos de importancia agricola (entre ellos la yuca), es mediante el
conocimiento de las bases moleculares que subyacen a la interaccién planta-
microorganismo, tanto los mecanismos de inmunidad en la planta que le permiten
reconocer y defenderse, como los de virulencia del patégeno que les permiten evadir la
defensa de la planta y colonizar. En términos generales la inmunidad en plantas se ha

descrito bajo el modelo zig-zag el cual discrimina en cuatro fases el proceso de interaccion
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planta-microorganismo. En la primera fase, las plantas reconocen patrones estructurales
conservados del patégeno por medio de receptores de membrana conduciendo a la
resistencia MTI (por sus siglas en inglés: MAMP-triggered inmmunity). En la segunda fase
el patégeno produce proteinas efectoras que le permiten superar la primera barrera inmune
MTI resultando en ETS (por sus siglas en inglés: Effector-triggered susceptibility). En la
tercera fase la planta es capaz de reconocer las proteinas efectoras del patdégeno por
medio de proteinas receptoras intracelulares activando ETI (por sus siglas en inglés:
Effector-triggered immunity). Finalmente, en la cuarta fase, el patdgeno a su vez es capaz
de evadir la ETI y restaurar la ETS.

Sin embargo, el modelo zig-zag define una dicotomia entre MTI y ETI y separa las
respuestas a MAMPs y a efectores.

MTI

A nivel molecular, las plantas al igual que los animales se defienden contra potenciales
patégenos reconociendo moléculas extrafias o foraneas y distinguiéndolas de las propias.
Los microorganismos poseen patrones moleculares o MAMPs (por sus siglas en inglés:
microbial associated molecular patterns) los cuales son estructuralmente conservados y
vitales para el organismo. Los MAMPs son reconocidos por la planta a través de receptores
de membrana denominados PRRs (por sus siglas en inglés: pattern recognition receptor)
de tipo RLKs (por sus siglas en inglés: receptor like kinases) (Jones J., Dangl J., 2006).).
Esta linea de la inmunidad se conoce como MTI (por sus siglas en inglés: MAMP-triggered
inmmunity). Dentro de los MAMPs méas ampliamente estudiados se encuentran la flagelina,
constituyente estructural del flagelo de bacterias Gram negativas, y el factor de elongacién
Tu (EF-Tu). Ambos son reconocidos por proteinas RLK de la planta de tipo LRR-RLK (por
sus siglas en inglés: leucine-rich repeat RLK) FLS2 y EFR las cuales reconocen el epitope
flg22 de la flagelina y el elfl8 del EF-Tu (Unicamente en la familia brassicaceae),
respectivamente (Park et al. 2010). Tras la percepcién, FLS2 y EFR se asocian
rapidamente con otra proteina LRR-RLK conocida como BAK1 iniciando de esta forma la
sefializacién cascada abajo (Heese, A. et al. 2007 y Chinchilla, D. et al. 2007). La
sefializacion continua con otro RLK citoplasmatico denominado BIK1 que se asocia con
los complejos formados FLS2/BAK1 y EFR/BAK1 y es fosforilado directamente por BAK1
(Lu, D. et al. 2010). Las cascadas MAPK (por sus siglas en inglés: mitogen-activated

protein kinase) y CDPKs (por sus siglas en inglés: calcium-dependent protein kinases)
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actian corriente abajo de los complejos receptores LRR-RLK en los eventos de
transduccién de sefiales los cuales conducen finalmente a una reprogramacion
transcripcional (Asai, T. et al. 2002), acompafiada de la produccion de compuestos
antimicrobianos, especies reactivas de oxigeno, fortificacion de las paredes celulares,
entre otras respuestas, lo que conduce finalmente al control del patégeno (Chisholm et al.
2006).

ETS

A la vez que las plantas desarrollaron mecanismos moleculares que les permiten
protegerse de potenciales patégenos, estos han logrado igualmente innovaciones a nivel
de proteinas que les permiten continuar con su ciclo vital suprimiendo a diferentes niveles
la respuesta inmune MTI activada por la planta. Estas proteinas, las cuales son
denominadas efectores, inhiben la activacion de la defensa por parte de la planta tras el
primer reconocimiento, con el fin de lograr infectar la célula vegetal.

En el caso de bacterias, los efectores son secretados y translocados al citoplasma a través
del denominado sistema de secrecion tipo 3 (SST3), la cual semeja una nanojeringas y
gue forman un conducto a través de las membranas plasmaéticas, la capa de peptidoglicano
y el espacio extracelular dandole la posibilidad a la bacteria de introducir directamente los
efectores en el citoplasma (Alfano JR, Collmer A. 2004). Estos efectores de tipo 3 0 T3E
(del inglés: type 3 effectors), una vez en el interior de la célula vegetal son capaces de
manipular los procesos fisioldégicos normales de la panta para favorecer el crecimiento y el
proceso infeccioso del patdgeno (Chen et al.,2010). De esta manera el patégeno supera
la primera linea de inmunidad de la planta resultando en una ETS (por sus siglas en inglés:
effector-triggered susceptibility) (He P. et al. 2007). Los T3Es pueden ser agrupados en
dos grandes grupos de acuerdo a su naturaleza o funcién bioguimica: los T3E que actian
a diferentes niveles en el citoplasma vegetal y los TALES, que actian como activadores
transcripcionales. El primer grupo de T3Es corresponde a proteinas que una vez en el
citoplasma suprimen la inmunidad a través de la interrupcién de las vias de sefializacion.
Es el caso por ejemplo de AvrPto y AvrPtoB de P. syringae que actian como inhibidores
de quinasas y suprimen la MTI interfiriendo la interaccién entre los RLKs con los MAMPs
(Xiang T., et al., 2008. y Gohre V., et al., 2008). Otra estrategia empleada por los T3E es
actuar como regulador postranscripcional bloqueando las vias de RNA como lo hace

HopU1 de P. syringae que interactua con GRP7 (glycine-rich RNA-binding protein) que
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regula la traduccion de productos relacionados con inmunidad en A. thaliana (Guo M. et
al., 2007). Otros T3Es pueden alterar el trafico vesicular como HopM1 que interactda con
la proteina MIN7 con en A. thaliana degradandola via proteosoma 26S (Nomura K. et al.,
2006). También algunos efectores pueden alterar la funcion de organelos en la célula
vegetal como por ejemplo Hopll de P. syringae el cual entra y remodela el cloroplasto y
reduce la produccién de la hormona &cido salicilico (SA) relacionada con inmunidad en A.
thaliana (Jelenska J. et al., 2007),

Los TALEs como arma de ataque

El segundo grupo de efectores esta compuesto por proteinas de unién al ADN que actian
como activadores transcripcionales de genes de la planta y son denominados TALEs (por
sus siglas en inglés: Transcription-Activator Like Effector) presentes en el grupo de
bacterias fitopatdgenas Xanthomonas (Boch & Bonas, 2010). La funcién de ellas es
dirigirse al nlcleo e interactuar directamente con secuencias especificas del ADN, en el
promotor de genes blanco, de la planta para inducir la expresion de genes que favorezcan
el crecimiento de la bacteria. Algunos genes reportados como inducidos tras la union de
estos efectores tipo TAL son genes pertenecientes a la familia de transportadores de
azucar. Se cree que al ser inducidos estos genes se aumenta el transporte de sacarosa
hacia el apoplasto en donde la bacteria la aprovecha como fuente de carbono para su
crecimiento (Zhou et al., 2015).

En cuanto a estructura, los TALEs son muy conservados en sus extremos N y C terminales.
El C terminal contiene los dominios NLS (del inglés Nuclear Localization Domain) que
dirigen la proteina hacia el interior del nucleo a través de la interaccion con importinas.
También en esta zona se encuentra el AD (del inglés Activation Domain) tipico de factores
de transcripcion. EI N terminal es requerido para la secrecion por el T3SS. En la parte
central se encuentra un dominio formado por un médulo de 34-35 aminoacidos repetido un
ndamero variable de veces. La diferencia entre TALEs dentro de una bacteria de una
especie particular o entre especies de Xanthomonas esta dada tanto por el nimero de
repeticiones como por el polimorfismo de los aminoacidos de las posiciones 12 y 13 en
cada repeticion. Estos dos amino&cidos conocidos como RVDs (por sus siglas en inglés:
Repeat-variable diresidues) determinan la especificidad de la union del TALE a un
nucleotido particular en la secuencia de ADN. Estudios estructurales han determinado que

el aminoacido 13 controla la especificidad de la union mientras que el 12 la estabiliza.
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De esta manera se ha descifrado el codigo de los TALES que muestra que preferentemente
cuando el aminoacido en la posicién 12 es N (asparagina) y en la posiciéon 13 es |
(isoleucina), este RVD NI se une al nucleétido A (adenina). Si en las posiciones 12y 13 se
encuentran los aminoacidos NG el RVD se une al nucleoétido T, si las posiciones son NN
el RVD se una al nucleétido G y si el RVD es HD se une al nucleétido C (Moscou MJ y
Bogdanove AJ. 2009).

Blancos de TALEs, el objetivo para la infeccién

Muchos genes blancos de TALEs han sido identificados como genes de susceptibilidad (S)
dado que su induccién favorece la infeccion. El grupo mejor estudiado corresponde a los
genes de la familia SWEET/MtN3 de transportadores de azlcar. La activacion de sus
miembros es indispensable para el crecimiento bacteriano y el desarrollo de sintomas
(Chen LQ, et al, 2010). Otros como OsSULTR3;6 son transportadores de sulfatos y son
activados por TAL2g de Xanthomonas oryzae pv. oryzicola (Xoc) que infecta arroz
promoviendo la expansion de la lesion y exudacion bacteriana en la superficie de la hoja
(Cernadas et al. 2014). Otros genes reportados que son activados por TALEs son factores
de transcripcion como por ejemplo CsLOB1 que es un factor de transcripcion en naranja
(Citrus sinensis) asociado con la expresion de genes involucrados en la la expansion
celular inducida por el TALE PthA4 de Xanthomonas citri pv. citri (Xcc) la cual promueve
formacion de pustulas y el crecimiento bacteriano en planta (Hu et al. 2014; Li et al. 2014).
Os11N3 es otro factor de transcripcion de la familia de genes MtN3/sativa en arroz inducido
por el TALC de X. oryzae pv. oryzae (Xo00) (Yanhua Y. et. al. 2011). Otro ejemplo es AvrBs3
de Xanthomonas euvesicatoria (Xcv) el cual induce un activador transcripcional de tipo
hélice-loop denominado UPA20 que actia como regulador del crecimiento y su induccién
por la bacteria causa hipertrofia en células de pimiento (Capsicum annuum) (Kay et al.
2007).

Los blancos de TALEs para generar resistencia

Durante el proceso co-evolutivo, las plantas también han desarrollado estrategias para
evitar la enfermedad causada por la activacion de genes S mediada por TALEs. Una via
corresponde a la generacion de mutaciones en el promotor de los genes S reconocidos
por los TALEs. En este caso se originan alelos que evaden esta unidon especifica

resultando en resistencia por pérdida de la susceptibilidad (Hutin, M., et. al. 2015). El
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segundo mecanismo involucra el reconocimiento directo de la proteina TALE por una
proteina de resistencia. El Unico ejemplo hasta ahora descrito de esta situacion
corresponde al caso del gen de resistencia Bs4 que codifica una proteina de tipo NBS-LRR
en tomate y que reconoce el TALE avrBsP/avrBs4 activando la cascada de sefializacion
propia de la via de la inmunidad (Bonas et al., 1993; Schornack et al.,2004). En el tercer
grupo se encuentran los genes dominantes en donde el TALE se une efectivamente al
elemento de unién en el promotor e induce directamente la expresion de un gen que activa
0 provoca la resistencia y es denominado Ejecutor (E). Este tipo de resistencia esta
asociada a la respuesta hipersensible HR en la planta hospedera lo cual conlleva al control
del crecimiento bacteriano en el sitio de infeccion. Hasta la actualidad han sido reportados
cinco genes E: Xa27, Xal0 y Xa23 en arroz inducidos por los TALEs AvrXa27, AvrXal0y
AvrXa27 de Xanthomonas oryzae oryzae (X00) y Bs3y Bs4C-R en pimiento inducidos por
el TALE AvrBs3 de Xanthomonas campestris vesicatoria (Xcv). (Gu et al., 2005; Rémer et
al., 2007; Strauss et al., 2012; Tian et al., 2014; Wang et al., 2015).

ETI

En la dinAmica interaccion planta patégeno, las plantas desarrollaron un mecanismo para
percibir los efectores dentro de la célula vegetal. Este reconocimiento puede ser directo o
indirecto y estd mediado por receptores intracelulares NLR (por sus siglas en inglés: NOD-
like receptors), los cuales poseen un dominio rico en leucina y otro de unién a nucleétidos
o NB (por sus siglas en inglés: nucleotide binding). Estas proteinas pueden tener en el
extremo C-Terminal dominios TIR (por sus siglas en inglés: Toll Interleukin Receptor) o No
TIR. Existen algunos casos particulares en donde se presenta un dominio WRKY adicional,
el cual esté involucrado en la unién al DNA (He et al., 2007). Las proteinas NLR tras el
reconocimiento de los efectores activan una segunda via de la inmunidad conocida como
ETI (por sus siglas en inglés: effector triggered-inmunity) (Dodds, P. N. y Rathjen, J. P.
2010). La ETlI incluye la reprogramacion transcripcional y una muerte celular programada
y localizada conocida como respuesta hipersensible HR (por sus siglas en inglés:
Hypersensitive response) (Axtell, M. J. y Staskawicz, B. J. 2003). En 2009 un estudio
realizO una evaluacibn de 171 efectores predichos de diferentes patdégenos
(Pseudomonas, Ralstonia, y Xanthomonas) expresados tras la infeccion en 59 plantas de
cuatro familias diferentes (Wroblewski T, 2009). Este estudio encontr6 que cada planta

responde en promedio a 19 efectores diferentes, demostrando que la resistencia conferida



Identificacién de genes de susceptibilidad en yuca, blancos de TALEs de 17
Xanthomonas axonopodis pv manihotis

por las proteinas NLR no necesariamente se restringe a un Unico patosistema y de hecho
no son especificos para patogenos determinados (Wroblewski T, 2009). Algunos NB-LRR
pueden reconocer directamente efectores, en cambio otros son reconocidos
indirectamente como el caso que es explicado por los modelos gen guardian y gen sefiuelo
(Van Der Biezen EA y Jones JD 1998). Un ejemplo del modelo gen guardian ocurre en el
caso donde el efector AvrRpt2 activa la inmunidad mediada por el NLR RPS2 en
Arabidopsis. Por otro lado AvrRpm1 y AvrB, dos efectores diferentes activan la resistencia
dependiendo de otro NLR, RPM1. En lugar de interactuar directamente con los efectores,
RPS2 y RPM1 monitorean el estado o perturbacion de la proteina RIN4 que es el blanco
real de estos tres efectores. En el caso de RPS2, lo que detecta la proteina NLR es la
degradaciéon de RIN4 causada por AvrRpt2, mientras que RPML1 reconoce la fosforilacién
de RIN4 que es llevada a cabo por AvrB y AvrRpm1. Este modelo de reconocimiento abre
el debate sobre la definicion del modelo gen por gen en donde cada efector es reconocido
una y exclusivamente por una proteina receptora diferente y se le atribuye la capacidad
virulenta del patégeno a la ausencia de la proteina R en el hospedero. De esta manera, el
modelo gen guardian postula que la proteina R actia monitoreando la proteina blanco y
reconoce la actividad que sobre ella ejercen las proteinas efectoras. Por otro lado, el
modelo gen sefiuelo (gen decoy) postula que la planta por medio de duplicacién del gen
blanco o por evolucién independiente genera un blanco similar a la proteina reconocida

por el NLR pero que no tiene una funcién en inmunidad.

BASES MOLECULARES DEL PATOSISTEMA
YUCA - Xam

Como se ha mencionado anteriormente, las bacterias fitopatdgenas cuentan con un
arsenal de proteinas efectoras que interrumpen la inmunidad de la planta y que generan
un ambiente favorable dentro de la célula vegetal para su proliferacion. Algunos de estos
efectores que se dividen en T3E y TALEs han sido relativamente bien estudiados en Xam

en los ultimos afios.

Los TALEs en Xam
El primer TALE caracterizado en Xam fue TALE1Xam (denominado anteriormente como

Pthb) en la cepa CFBP1851 el cual es importante para la virulencia de esta cepa
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(Castiblanco, L.F., et al. 2013). Empleando RNAseq a partir de plantas inoculadas con una
cepa mutada en TALE1Xam (ORST4: XamATALE1Xam) y otra complementada para este
TALE (XamATALE1Xam::TALE1Xam) se pudo identificar un gen que codifica para un Heat
shock TF como candidato a ser inducido por TALE1Xam (Mufioz-Bodnar, M.A., 2012). Mas
adelante, mediante ensayos de RNAseq, se reporté que TALE14 y TALE20 de Xam668
cumplen un papel importante en la agresividad y virulencia de esta cepa y ademas
identificaron MeSWEET10a como el gen que es inducido por el TAL20Xam668 en la planta
(Cohn, M., et al., 2014). Iguamente mediante RNAseq se determind que TALEs de igual
tamarfo pero que difieren en la unién a un solo nucleétido son capaces de inducir genes
diferentes en la planta como es el caso de los TALE14 de Xam668 y XamClO151 (Cohn
et al., 2015). Al complementar con TALE14CI0151 el mutante tale14Xam668, este Ultimo
recuperé el fenotipo de virulencia sugiriendo que ambos TALEs14 tienen los mismos
blancos. Al analizar la expresién diferencial mediada por cada TALE14 independiente se
observé que el TALE14Xam668 tiene mayor numero de blancos (50 aprox.), en cambio el
TALE14Cio151 induce muchos menos y que algunos blancos son igualmente inducidos
por los dos TALES, pero la mayoria son diferentes. Todos estos datos sugieren que un solo
cambio en la secuencia de RVDs puede alterar drasticamente la afinidad por en el sitio de
union EBE.

A partir de los trabajos de coleccién de cepas de Xam en los departamentos de Sucre,
Cérdoba, Casanare y Meta y la caracterizacion de su diversidad, ha surgido la necesidad
de caracterizar el repertorio completo de TALEs presentes en las cepas mas
representativas. En general se ha podido determinar que estas cepas presentan una baja
variabilidad de TALEs mostrando un total de nueve TALEs diferentes en 180 cepas
evaluadas y un contenido de 2 a 5 TALEs por cepa (Zarate C. 2015. Tesis de maestria).
Entre las cepas colectadas en los departamentos de Cdrdoba y Sucre se encuentran
Xam1061 y Xam681 respectivamente las cuales son virulentas en la mayoria de
variedades que se cultivan en la region. (Trujillo, C., et al., 2014). En cuanto al repertorio
de TALEs, la cepa Xam1061 contiene TALEs de 14 y 21 repeticiones mientras que Xam681
presenta cinco TALEs con 13, 14, 15, 20 y 22 repeticiones (Zarate C. 2015. Tesis de

maestria).



Identificacién de genes de susceptibilidad en yuca, blancos de TALEs de 19
Xanthomonas axonopodis pv manihotis

Efectores T3E en Xam

Para la cepa de referencia CIO151 se ha determinado que 17 efectores componen el
repertorio completo de efectores Xop. Mediante diferentes analisis bioinformaticos se
demostré también que esta cepa posee diez clusters de factores de patogenicidad
conservados dentro del género Xhanthomonas lo que sugiere un origen comun de
efectores de varias especies de Xanthomonas (Arrieta-Ortiz et al., 2013). También, a través
del analisis de la secuencia del genoma parcial de 65 cepas colectadas en localidades
biogeograficamente diferentes existe un repertorio total de 20 T3E(Bart et al., 2012).
Recientemente se determind el rol de 9 de estos efectores tanto en la patogenicidad de
Xam como en la inmunidad de la planta. Este estudio permiti6 poner en evidencia la
importancia de los efectores XopZ, XopX, XopAO1l y AvrBs2 en la virulencia completa de
la cepa ClO151 y demostré que los efectores AvrBs2, XopR y XopAO1 son capaces de
suprimir PTI mientras que los efectores XopE4 y XopAO1 suprimen ETI en plantas de yuca.
Los efectores AvrBs2 y XopAOL1 fueron los que tuvieron una mayor funcion en la virulencia
de Xam (Medina et al., 2017).

La resistencia de yuca

Uno de los principales objetivos en el mejoramiento de los cultivos desde el punto de vista
del control de la enfermedad es obtener una resistencia durable y de amplio espectro. La
resistencia durable se refiere al control de la enfermedad por un largo periodo de tiempo
(Kou and Wang, 2010). Por otro lado, la resistencia de amplio espectro se define como la
resistencia a dos 0 mas variantes de la especie del patégeno o a la mayoria de razas de
la misma especie de patégeno.

Se ha propuesto que la resistencia de la yuca a CBB es cuantitativa, poligénica y heradada
aditivamente (Jorge., et al., 2000). A partir del primer mapa genético de yuca se lograron
identificar los primeros QTL (Quantitative Trait Loci) asociados con la resistencia a Xam
(Jorge et al., 2000; 2001). Recientemente se reporté un nuevo mapa genético de yuca
basado en 2141 marcadores moleculares tipo SNP los cuales fueron agrupados en 18
grupos de ligamiento con una distancia promedio de 1.26 cM. En este estudio se logro la
identificacion de 1061 genes que codifican para proteinas relacionadas con inmunidad,
algunas de las cuales pudieron ser posicionadas en este mapa (Soto J., et al. 2015). A

partir de este mapa se lograron ubicar nuevos QTL de resistencia ante dos cepas de Xam
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evaluadas en tres ambientes y regiones geograficas diferentes (Soto et al., manuscrito en
prensa).

Actualmente se han identificado dos genes posiblemente implicados en la resistencia a
Xam que han sido denominados RXam1l y RXam2, los cuales codifican para proteinas de
resistencia de tipo RLK y NB-LRR respectivamente.

El conocimiento sobre la funcion de los efectores TALEs y de su mecanismo de accién
permite no solo identificar genes S blanco, sino que también es posible identificar genes E
en yuca que pueden ser importantes en los programas de mejoramiento para lograr

variedades con mayor resistencia a Xam.



1.Desarrollo e implementacion del sistema de
plantas in vitro de yuca para el estudio de
la bacteriosis vascular

1.1 Resumen

La yuca (Manihot esculenta Crantz) es considerada como el tercer cultivo de mayor
importancia en el planeta ya que constituye la principal fuente de calorias para la poblacién
de paises pobres o en via de desarrollo. La producciéon de yuca se ve comprometida por
la bacteriosis vascular o CBB (por sus siglas en inglés: Cassava bacterial blight) causada
por la bacteria fitopatbgena Xanthomonas axonopodis pv. manihotis (Xam).
Tradicionalmente el estudio de la interaccién yuca-Xam se ha hecho empleando plantas
crecidas a partir de estacas. La obtencién de este tipo de material propagativo requiere
extensiones grandes de terreno para la multiplicacion de plantas. Adicionalmente, el
tiempo para la obtencién de estacas maduras es relativamente largo (entre 8-12 meses),
y €S necesario esperar entre 6-8 semanas para que las plantas emergidas de las estacas
tengan el tamafio apropiado para ser inoculadas. Como alternativa, en este trabajo se
implementd el sistema de propagacion de plantas de yuca in vitro para la obtencién de
material vegetal. El sistema de plantas in vitro permite una rapida multiplicacién, menores
costos de operacioén e infraestructura, certeza en fitosanidad. Plantas in vitro de 8 semanas
de las variedades CM6438-14 (resistente) y cv.60444 (susceptible) fueron inoculadas con
diferentes cepas de Xam. La infeccion bacteriana fue evaluada mediante 1) crecimiento
bacteriano a lo largo del tiempo y 2) evaluacién de la induccién del gen de susceptibilidad
(S) MeSWEET10a. Se logré determinar, que al igual que en plantas adultas, el gen S es
inducido tras la infeccibn de Xam en plantas in vitro. De manera paralela se pudo
monitorear la proliferacién bacteriana a lo largo del tiempo siendo esta mayor en plantas
susceptibles que en las resistentes. Se comprobé que el gen S es inducido en plantas

susceptibles y no en resistentes y se confirmo igualmente que TALEs de igual nimero de



22 Identificacién de genes de susceptibilidad en yuca, blancos de TALEs de

Xanthomonas axonopodis pv manihotis

RVDs pero que difieren en la secuencia tienen como blanco el mismo gen MeSWEET10a.
Estos resultados permiten validar el sistema de plantas in vitro como alternativa en el

estudio del patosistema yuca-Xam.

1.2 Introduccién

La yuca es una planta monoica y por lo tanto altamente heterocigota, la floraciéon no ocurre
en todas las variedades conocidas y ademas presenta un ciclo de vida largo. Si bien es
posible obtener semilla sexual, esto no ocurre en todas las variedades y la tasa de
viabilidad es muy baja. Por estas razones la yuca ha sido tradicionalmente propagada
vegetativamente a partir de esquejes de tallos maduros (estacas), conocida también como
semilla asexual. Una planta tarda entre 12 y 14 meses en madurar y ser apta para obtener
nuevas estacas para su posterior propagacion. A partir de una planta con buena altura y
ramificacion se pueden obtener alrededor de 20-25 semillas de buena calidad (Cock JH. y
Lozano JC. 1976).

La obtencidn de suficientes estacas con fines investigativos no solo demanda de espacios
convenientes en campo y/o de infraestructura adecuada para garantizar las condiciones
edéficas, de temperatura, humedad y fotoperiodo 6ptimos en invernadero, sino que
también requiere de estrategias en cuanto al manejo y control de plagas y de mano de
obra para su mantenimiento. Esto hace que el proceso de obtencién de nueva semilla para
los ensayos de investigacion sea dispendioso, prolongado y costoso. El cultivo de tejidos
in vitro se constituye en una alternativa ya que es un método de rapida multiplicacion clonal
(alrededor de dos meses), se produce en un ambiente estéril y controlado, independiente
de la época del afio y con un reducido requerimiento de espacio, permitiendo obtener
plantas libres de enfermedades (Ashmore, 1997 & Hussey G. 1978). El cultivo in vitro de
tejidos vegetales comienza, para el caso de la yuca, con el aislamiento de una yema axilar
la cual es cultivada en un medio nutritivo aséptico y bajo condiciones controladas de luz,
temperatura y humedad lo que permite obtener o regenerar un nuevo individuo.

La bacteriosis vascular o CBB (por sus siglas en inglés: cassava bacterial blight) es una
enfermedad destructiva y ampliamente distribuida en regiones tropicales y es una de las
gue tiene mayor incidencia en el cultivo de la yuca reportando pérdidas de entre 12% vy
100%. CBB es causada por la bacteria fitopatdgena Xanthomonas axonopodis pv.

manihotis (Xam) (Lozano, J. C. 1986). Los sintomas de la enfermedad van desde manchas
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angulares en la hoja, marchitez y exudacion, hasta la necrosis vascular, pudricién del tallo
y la muerte de la planta desde el apice hacia la base (Lozano, J. C., L. Sequeira. 1974a).
En Colombia, la enfermedad fue reportada por primera vez en 1971 (Lozano, J. C., L.
Sequeira. 1974b) y desde ese momento ha sido reportada en todas las regiones en donde
es cultivada en el pais.

Estudios de diversidad de Xam realizados en Colombia en la Gltima década muestran una
compleja arquitectura poblacional medida a través de distancias genéticas mas largas,
indices de diversidad altos y poblaciones genéticamente diferenciadas, ademas confirmo
el proceso migratorio de cepas en distintas localidades. (Trujillo, et al., 2014a). Por medio
de marcadores moleculares tipo AFLPs (por sus siglas en inglés: Amplified fragment length
polymorphism) y VNTRs (por sus siglas en inglés: Variable Number of Tandem Repeats)
se determinaron 57 y 28 haplotipos de Xam en la costa caribe y en los llanos orientales,
respectivamente, sugiriendo una alta diversidad del patégeno (Truijillo, et al., 2014a, b).
Los estudios de la interaccion yuca-Xam se han basado en ensayos realizados en plantas
adultas inoculadas a las cuales se les lleva un seguimiento de sintomas mediante una
escala y un célculo de AUDPC (area bajo la curva del progreso de la enfermedad) (Trujillo
CA., et. al 2014). Este método de fenatipificacion ha permitido, por ejemplo, evaluar las
respuestas de una poblacién de mapeo y la identificacion de QTLs (por sus siglas en inglés:
guantitative trait loci) relacionados con la resistencia de la planta a Xam (Jorge V., et al.,
2001, Soto J., et al. 2015). Asi mismo ha permitido la identificacion de patotipos (Restrepo,
etal., 1996; Trujillo et al., 2014). Alternativamente se ha evaluado el crecimiento bacteriano
a lo largo del tiempo sobre la planta adulta por medio del conteo de UFCs (unidades
formadoras de colonia) tras la inoculaciébn con Xam. El crecimiento bacteriano se ha
correlacionado con la determinacion de resistencia y susceptibilidad basado en datos de
AUDPC (Mufioz B. 2012 & Mbaringong G. et. al. 2017).

La virulencia de Xam, asi como de otras bacterias del genero Xanthomonas, depende en
gran medida de un grupo especial de proteinas conocidas como proteinas efectoras.
Dentro de este grupo de proteinas se encuentran los TALEs (de sus siglas en ingles:
Transcriptional Activator Like Effector) (Boch & Bonas, 2010), los cuales son translocados
al interior de la célula vegetal a través del sistema de secrecion tipo 3 (SST3) para
posteriormente dirigirse al nicleo e interactuar directamente con secuencias especificas
del ADN de la planta para inducir genes que favorezcan el crecimiento de la bacteria. La
interaccion TALE-ADN es posible gracias al dominio central del efector conformado por

una serie de repeticiones compuestas por 34-35 amino4cidos cada una. La variabilidad
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entre los TALEs esta dada tanto por el nimero de repeticiones como por el polimorfismo
de los aminoacidos de las posiciones 12 y 13 en cada repeticion. Estos dos aminoacidos
conocidos como RVDs (por sus siglas en inglés: Repeat-variable diresidues) determinan
la especificidad de la unién del TALE a un nucledtido particular en la secuencia de ADN.
De esta manera se ha cifrado el codigo de los TALEs que muestra que preferentemente
cuando el aminoacido en la posiciébn 12 es N (asparagina) y en la posicion 13 es |
(isoleucina), este RVD NI se une al nucleétido A (adenina), si las posiciones 12 y 13 se
encuentran los aminoacidos NG el RVD se une al nucle6tido T, si las posiciones son NN
el RVD se una al nucleétido G y si el RVD es HD se une al nucleétido C. (Moscou MJ y
Bogdanove AJ. 2009).

El TAL mas estudiado en Xam es TAL20 el cual fue identificado en la cepa Xam668.
Estudios recientes lograron demostrar que este TAL se une especificamente a un sitio en
el promotor del gen MeSWEET10a en yuca e induce su expresion para el beneficio de la
bacteria. De esta manera MeSWEET10a es considerado como un gen de susceptibilidad
(S) (Cohn et al., 2014). La identificacién de este gen S se llevé a cabo empleando una
aproximacion transcriptomica sobre plantas de la variedad cv.60444 obtenidas a partir de
estacas maduras. Se cree que al ser inducido este gen S se aumenta el transporte de
sacarosa hacia el apoplasto en donde la bacteria lo aprovecha como fuente de carbono
para su crecimiento (Zhou et al., 2015). Un mecanismo que le otorga a la planta la
posibilidad de evadir la accién de TALEs es por medio de polimorfismos (mutaciones) en
el promotor de los genes S blanco, resultando en la resistencia de la planta por pérdida de
la susceptibilidad (Hutin, M., et al. 2015). Otro mecanismo por el cual la planta es capaz
de activar las vias de la inmunidad es valiéndose del acoplamiento efectivo del TAL al
elemento de unién en el promotor para inducir en este caso la expresion de un gen de
resistencia o ejecutor (E). Este tipo de resistencia estd asociada con una respuesta
hipersensible (HR) en la planta hospedera lo cual conlleva al control del crecimiento
bacteriano en el sitio de infeccion (Hutin, M., et al. 2015).

En este estudio se busco determinar si el sistema de plantas in vitro permite evidenciar la
induccion del gen MeSWEET10a por inoculacién con Xam y si existe una correlacion entre
esta induccion y el fenotipo de resistencia/susceptibilidad evaluado a través del crecimiento

bacteriano en plantas in vitro.
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1.3 Materiales y métodos

1.3.1 Propagacién in vitro y material vegetal

Plantas de las variedades cv.60444 y CM6438-14, fueron propagadas in vitro a partir de
esquejes o yemas axilares en medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962) a pH 5.7.
Posteriormente las plantas se ubicaron en una camara de crecimiento o fitotrén bajo
condiciones de temperatura de 28°C +/- 2 y un fotoperiodo de 12 horas/luz/dia. Para los
ensayos de propagacion se emplearon plantas de dos meses de propagadas o con al

menos tres nudos.

1.3.2 Preparacion del inoculo e inoculacion

Las cepas Xam668 colectada en Indonesia en 1978, Xam531, Xam681 y Xam1061
colectadas en la costa caribe colombiana en 2009, Xam394 colectada en Argentina en
1984 y Xam395 colectada en Nueva Zelanda en 1966 fueron empleadas en este estudio.
Dos dias antes de la inoculacion se realizé un precrecimiento de las cepas almacenadas
a -80°C en cajas con medio LPGA (peptona 5g/L, glucosa 5g/L, extracto de levadura 5g/L
y agar 15g/L) e incubadas a 28°C por 24 horas. A partir de una colonia se crecio6 la bacteria
en medio LPG liquido a 28°C con agitacién por 24 horas. El inoculo se preparé mediante
dos lavados con MgCI2 10 mM vy finalmente calibrando a una OD600nm de 0,02. La
inoculacion se realiz6 en las hojas 2, 3, 4, y 5 desde el apice hacia la base haciendo cuatro
punciones por hoja y esparciendo con un hisopo el inoculo por el haz y el envés de las
hojas para la cuantificacion del crecimiento bacteriano.

Para la evaluacion de expresion del gen de susceptibilidad la inoculacion se realiz6 en las
hojas 2, 3, y 4 desde el apice hacia la base haciendo tres perforaciones en tres Iébulos de
la hoja para un total de 9 perforaciones por hoja (27 perforaciones por planta). El inéculo
se extendi6 sobre el haz y el envés de las hojas con un hisopo.

Para todos los experimentos se utilizaron tres plantas, constituyéndose en réplicas

bioldgicas.

1.3.3 Cuantificacion del crecimiento bacteriano

Posterior a la inoculacién se colectaron las hojas a los dias 0, 3, 5y 7 postinoculacion (dpi).

Empleando un sacabocados de 3mm de diametro se extrajeron discos que circundaban
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cada una de las perforaciones realizadas en las hojas, este tejido fue macerado y
resuspendido en 10 mM de MgCiI2. Se llevaron a cabo diluciones seriadas las cuales fueron
sembradas en cajas con medio LPGA y se incubaron a 28°C para su posterior conteo de

UFCs (unidades formadoras de colonia) dos dias después.

1.3.4 Evaluacion de expresién de genes

Para los ensayos de expresion génica, el tejido fue colectado 50 horas post-inoculacion
empleando el sacabocados como se describié anteriormente. El ARN total fue aislado de
plantas propagadas in vitro de la variedad susceptible cv.60444 y resistente CM6438-14
mediante el kit de extraccion de RNA de STRATEC® especifico para plantas. Para eliminar
trazas de ADN se realiz6 un tratamiento con DNasa | (Thermo Scientific®). La calidad del
ARN fue determinada empleando el Bioanalizador RNA 6000 nano de Agilent®. La sintesis
de cDNA se llevo a cabo con el kit RevertAid de ThermoFisher Scientific®. La gRT-PCR
se realiz6 en un termociclador LightCycler 96 de Roche® con el kit SsoFast™ EvaGreen®
Supermix with Low ROX de Bio-Rad. La evaluacion del gen MeSWEET10a se realizd
utilizando los primers F AGCACCATCTGGACAATCCCA y R
TCCTCACCTTGACTGCGGTG (Cohn M., et al., 2014). Como gen de referencia
(housekeeping) se utilizé el gen cassava4.1_006776m.g (ZINC FINGER CCCH DOMAIN-
CONTAINING) con primers F TGGTCAGCACATTTGTTCGT y R
AGCAGACCCCGTCATTGTAG (Hu M., et al., 2016).

1.4 Resultados

1.4.1 MeSWEET10a se induce en plantas in vitro

Previamente se ha reportado la induccion del gen S MeSWEET10a tras la inoculacién en
hojas de plantas obtenidas a partir de estacas de la variedad susceptible cv.60444 (Cohn
et al.,, 2014). De esta misma manera se buscd determinar si este gen es igualmente
inducido en plantas in vitro. Para ello se inocularon hojas de plantas de la misma variedad
propagadas in vitro con la cepa Xam668. La expresion del gen se evalu6 mediante qRT-
PCR a 50hpi. Como se observa en la figura 1, en las las hojas de las plantas susceptibles

el gen tiene un incremento en su expresion de casi 150 veces por encima de la expresion
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basal tras ser inoculadas con Xam, Estos resultados confirman la induccion del gen
MeSWEET10a mediada por el TALE20 presente en la cepa Xam668 en plantas in vitro.

Con el fin de determinar si existen diferencias en la expresién del gen MeSWEET10a en
una variedad resistente al ser inoculada con la cepa Xam668, se evalu6 mediante gRT-

PCR la expresion del gen S en plantas de la variedad resistente CM6438-14 y se comparo

Figura 1-1 Expresion del gen MeSWEET10a en plantas in vitro de la variedad susceptible
cv.60444 y resistente CM6438-14

Plantas in vitro de la variedad susceptible cv.60444 y resistente CM6438-14 inoculadas con la cepa
Xam668 respecto a plantas de las mismas variedades inoculadas con MgCI2 10mM como control a
50hpi. Las barras de error corresponden al error estandar entre las tres réplicas bioldgicas. La
normalizacién se llevd a cabo empleando la expresién del gen cassava4.1_006776m.g (Zinc finger
type family protein).
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con la expresion del mismo gen en plantas susceptibles cv.60444. Como se observa en la
Figura 1-1, el gen S no es significativamente inducido en plantas resistentes detectdndose
una expresion de solo 10 veces por encima de su expresién normal. La diferencia con las
plantas susceptibles es altamente significativa. Estos resultados sugieren que la
enfermedad mediada por la cepa Xam668 esta correlacionada consu capacidad de inducir

elgen S.
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1.4.2 Crecimiento bacteriano contrastante entre las variedades
susceptible y resistente in vitro

Al cuantificar la proliferacion bacteriana en las variedades tanto susceptible (cv.60444)
como resistente (CM6438-14) mantenidas bajo el sistema de propagacioén in vitro luego de
ser sometidas a la infeccion con Xam668 se observa que en ambos casos se presentd un
aumento en la poblacion del patégeno a lo largo del tiempo (Figura 1-2). En el dia cero,
inmediatamente después de la inoculacion, se confirma que las plantas de las dos
variedades fueron inoculadas con la misma concentracion de bacterias. A medida que
transcurre el tiempo, el patbgeno aumenta su poblacién bacteriana en las dos variedades,
sin embargo se observa un crecimiento mas moderado en las plantas de la variedad

resistente, comportamiento que se evidencia mas conspicuamente al dia 7 posinoculacion.

Figura 1-2 Crecimiento bacteriano de Xam668 tras la inoculacién en las variedades
susceptible (cv.60444) y resistente (CM6438-14).

Andlisis del conteo de UFCs en las dos variedades a lo largo del tiempo (0, 3, 5 y 7 dias
posinoculacion.
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1.4.3 MeSWEET10a es inducido por diferentes cepas de Xam

Con el objetivo de evaluar la expresion del gen S en plantas in vitro, mediada por diferentes

cepas de Xam con diferente contenido de TALES, fueron inoculadas plantas de la variedad
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susceptible cv.60444 con cinco diferentes cepas de Xam: Xam668, Xam531, Xam681 y
Xam1061 colectadas en la costa caribe colombiana en 2009, Xam394 colectada en
Argentina en 1984 y Xam395 colectada en Nueva Zelanda en 1966. Previamente se ha
podido determinar el taloma (contenido total de TALES) de cada una de estas cepas
(Zarate 2015. Tesis de maestria) (Figura 1-3).

Como se observa en la figura 1-3, el gen fue inducido en plantas tras la inoculacién con
las cepas Xam668, Xam531, Xam681 y Xam1061, mientras que la infeccion con las cepas
Xam394 y Xam395 no tuvo un efecto sobre la expresion del gen S

Figura 1-3. Expresion del gen MeSWEET10a en plantas in vitro de la variedad susceptible
cv.60444 inoculadas con las cepas Xam668, Xam531, Xam681, Xam394 y Xam395.

Expresién del gen MeSWEET10a en plantas in vitro de la variedad susceptible cv.60444 inoculadas
con las cepas Xam668, Xam531, Xam681, Xam394 y Xam395 respecto a plantas in vitro inoculadas
con MgCI2 10mM como control. El tejido fue colectado a 50hpi. Las barras de error corresponden a
la DE entre las tres réplicas biologicas. Los cuadros coloreados representan la presencia de un
TALE con el correspondiente nimero de RVDs en cada una de las cepas. El nimero de TALEs se
obtuvo mediate southern-blot.
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1.5 Discusioén

Tradicionalmente el estudio de la interaccion yuca-Xam se ha llevado a cabo empleando plantas
crecidas a partir de estacas (tallos maduros). Sin embargo la obtencion de este tipo de semilla
asexual es dispendioso por cuanto el ciclo de vida y la maduracion de los tallos es largo, se requiere
un alto nimero de plantas y extensién de tierra. El sistema de propagacion in vitro representa una
alternativa para la obtencién de material vegetal para el estudio de la interaccién yuca-Xam. En este
estudio, plantas in vitro de las variedades cv.60444 y CM6438-14 fueron inoculadas con la cepa
Xam668 con el fin de evaluar el crecimiento bacteriano a lo largo del tiempo, encontrando un mayor
crecimiento en la variedad cv.60444 tal y como se ha descrito para plantas obtenidas a partir de
estacas (Mufioz B., 2012). Adicionalmente en estas plantas se evalu6 la induccion del gen de
susceptibilidad MeSWEET10a el cual es inducido por el TAL20Xam668 (Cohn M., et al., 2014). En
este estudio se pudo comprobar igualmente que el gen S es inducido solo en la variedad susceptible
y no en laresistente. Estos resultados permiten validar el sistema de plantas in vitro como alternativa

para el estudio del patosistema yuca-Xam.

Una de las ventajas del sistema in vitro es la posibilidad de contar con un alto nimero de plantas
en poco tiempo y espacio. Para el caso particular del presente trabajo se emplearon 30 plantas de
la variedad susceptible y 9 plantas de la variedad resistente. Para obtener estas plantas se contd
inicialmente con plantas de minimo dos meses de edad propagadas in vitro. Una vez propagadas
se tuvo que esperar dos meses para realizar lo ensayos. Para cubrir este mismo requerimiento, en
el caso de plantas adultas en invernadero, se hacia necesario contar como minimo con dos plantas
adultas de la variedad susceptible y una de la variedad resistente con 10 meses de edad en campo
para obtener la estaca suficiente. Estas estacas deberian ser sembradas en invernadero y esperar
alrededor de dos meses para realizar los ensayos sobre plantas maduras. Las plantas in vitro fueron
mantenidas en una camara de crecimiento de 1.60cm x 1.50 x 0.80cm junto con otras doscientas
mas. Este mismo ndimero de plantas en invernadero requieren de un espacio no menor a 30m2 sin
contar el espacio en campo en donde se deben tener las plantas adultas. Esto quiere decir que el
sistema in vitro ofrece claras ventajas en cuanto a tiempo de obtencion de nuevo material y en

disponibilidad de infraestructura.

Si bien las plantas propagadas in vitro no tienen pared celular y estan bajo condiciones ambientales
controladas, se podria asumir que no representan un buen modelo para estudiar la interaccién con
patégenos en tanto no representa la realidad de las plantas en condiciones naturales. Se ha

demostrado que los protoplastos son capaces de reconocer y activar las respuestas de inmunidad
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tal como ocurre en las células de plantas adultas (Bigeard, J., etal., 2015.). Los resultados obtenidos
en este trabajo demuestran que las plantas in vitro efectivamente representan un buen modelo para

el estudio de la inmunidad vegetal como lo son los protoplastos.

En este trabajo se pudo observar una clara diferencia del crecimiento bacteriano entre variedades
susceptibles y resistentes. Estas variedades han sido catalogadas de acuerdo a su respuesta
medida como AUDPC posterior a la inoculacion en tallo de plantas adultas obtenidas a partir de
estacas (Truijillo., et al., 2014). En este trabajo se logré observar una diferencia de dos 6rdenes de
magnitud en la cuantificacién del crecimiento bacteriano a los 7 dias posinoculacién entre las
variedades. De esta manera se pudo establecer que hay una consistencia en las respuestas de las

dos variedades determinada ya sea por AUDPC o por crecimiento bacteriano en plantas in vitro.

La induccién del gen de susceptibilidad MeSWEET10a en planta fue uno de los dos parametros
utilizados para validar el sistema de pantas in vitro en el estudio de la interacciéon yuca-Xam. A
traves de estudios de QRT-PCR se pudo comprobar no solo el efecto de la bacteria sobre la
reprogramacion directa de la expresion del gen MeSWEET10a tal y como se ha descrito
previamente en plantas adultas (Cohn et al. 2014), sino que permitid también establecer que
diferentes cepas con TALEs de 20 RVDs similares tienen como blanco el mismo gen S. Estos datos
confirman que a pesar de que los TALEs del mismo tamafio tengan variaciones en la secuencia de
RVDs no se genera necesariamente un cambio en el sitio de union o EBE en el promotor del gen
(Zarate C. Tesis de Maestria). Como se mencioné anteriormente, la induccion del gen S tras la
infeccion con la cepa Xam668 se debe a la accién directa del TALE20. De igual forma las cepas
Xam531 y Xam681 son capaces de inducir el gen S y ambas poseen un TALE20 dentro de su
arsenal de virulencia, sin embargo no son idénticos entre si ni tampoco respecto al TALE20Xam668
(Tabla 1-1). Al comparar la secuencia de los RVDs en los TALEs20 de cada una de estas cepas se
encuentran cinco diferencias (posiciones 5, 7, 8, 16 y 18). No obstante, la diferencia en los RVDs

de las posiciones 7 y 8 no conllevan a un cambio de afinidad.

Tabla 1-1. Secuencia de los RVDs de los TALEs20 contenidos en las cepas Xam668,
Xam531, Xam681.

Secuencia de los TALEs de 20 RVDs. Los RVDs resaltados son las variaciones que conllevan a
un cambio real en el nucledtido en el EBE. (tomada de Zarate 2015. Tesis de maestria).

N.
Cepa Secuencia RVDs
P RVDs
NI NG NI NN NI HD NS NS NN NG HD NS HD NN HD HD HD NI NG NG
Xam668 20
NI NG NI NN NG HD NN HD NN NG HD NG HD NN HD NG HD NN NG NG
Xam531 20

NI NG NI NN NG HD NN HD NN NG HD NS HD NN HD NG HD NI NG NG
Xam681 20
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Por ejemplo, los RVD en la posicién 7 de las cepas Xam531 y Xam681 presentan los aminoacidos
NN en las posiciones 12 y 13 respectivamente que corresponde a una afinidad por G. La cepa
Xam668 presenta NS la cual se une también a G. Por otro lado, los RVDs en la posicion 5, 16 y 18
si resultan en cambios en la afinidad por un nucleétido. Por ejemplo, en el TAL de las cepas Xam531
y Xam681 se presenta NG que se une a T mientras que en la cepa Xam668 se presenta NI que se
une a A en esa misma posicion. Sin embargo, la prediccion computacional partiendo de las
secuencias de los RVDs de las tres cepas (Figura 1-4) muestra que para el caso del gen S
MeSWEET10a los tres TALES20 se posicionan paralelamente indicando que cada uno de los tres
tienen la misma preferencia por el EBE del gen blanco. Estos resultados en conjunto permiten

confirmar que estas diferencias en los RVDs no son suficientes para generar un cambio en el EBE.

Figura 1-4. Representacion del gen MeSWEET10a.

Se muestra el mRNA del gen MeSWEET10a y la ubicacién del EBE para los TALE20Xam668,
TALE20Xam531 y TALE20Xam618. (Tomado de www.casssavagenome.org)
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Por otra parte, es interesante notar que tras la infeccién con Xam1061 también se observo
una induccion del gen S a pesar de que esta cepa carece del TALE20. Aunque la prediccion
bioinformatica ha sugerido que el TALE14Xam668 puede unirse especificamente al
promotor del gen MeSWEET10a (Cohn et al, 2014), ensayos funcionales no han podido
confirmar la induccion de este gen (Cohn et al, 2015). Al comparar las secuencias de los
RVDs de los TALE14 de cada cepa se pudo confirmar que son idénticas entre si (Tabla 1-
2) lo cual permite afirmar que la induccién del gen S mediada por la infeccién con la cepa
Xam1061 no es producto de la accion del TALE14Xam1061.


file:///C:/Users/USER/Desktop/TESIS/www.casssavagenome.org

Capitulo 1 33

Tabla 1-2. Secuenciade los RVDs de los TALEs14

Secuencia de los RVDs de los TALEs14 contenidos en las cepas Xam668, Xam531, Xam681,
Xam1061, Xam394 y Xam395, . (tomada de Zarate 2015. Tesis de maestria).

Cepa Rcl.)s Secuencia RVD
Xam668 14 NI NG NI NN NG HD NS NS NN NG HD NN NI NG
Xam531 14 NI NG NI NN NG HD NS NS NN NG HD NN NI NG
Xam681 14 NI NG NI NN NG HD NS NS NN NG HD NN NI NG
Xam1061 14 NI NG NI NN NG HD NS NS NN NG HD NN NI NG
Xam394 14 NI NG NI NN NG HD NS NS NN NG HD NN NI NG
Xam395 14 NI NG NI NN NG HD NS NS NN NG HD NN NI NG

Es importante anotar que para esta cepa particular no se cuenta con la secuencia del
TALE22Xam1061. Solamente cuando se conozca la secuencia del Taloma de esta cepa
se podra determinar cual TALE es el responsable de la induccion del gen S mediado por
la infeccion con Xam1061.

Tras la infeccion con las cepas Xam394 y Xam395 no se indujo la expresion del gen S.
Dado que estas dos cepas no contienen TALEs de 20 RVDs este resultado era el
esperado. Sin embargo estas cepas pueden generar enfermedad. Por ejemplo, ensayos
previos demostraron que la cepa Xam394 es la que mas agresividad presenta al infectar
plantas de la variedad susceptible dentro de una coleccién de 23 cepas incluidas las que
se emplearon en este estudio (Zarate 2015. Tesis de Maestria). Estos resultados en
conjunto sugieren, por un lado, que no existe una relacion entre el nimero de TALEs
contenidos en una cepa con la agresividad o capacidad virulenta de esta, y por otro lado,
gue no es completamente necesaria la induccién del gen MeSWEET10a para conseguir la
susceptibilidad de la planta.

De las cepas empleadas en este estudio solamente aquellas colectadas en Colombia
fueron las Unicas capaces de inducir la expresion del gen de susceptibilidad. Es posible
gue esta caracteristica ha sido seleccionada positivamente a favor del patégeno y
favorecida por la introduccion de cultivares en los cuales se induce la expresion de este

gen.
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En la variedad resistente CM6438-14 al ser inoculada con la cepa Xam668 no se logré
observar una induccién del gen S. Es posible que existan mutaciones en el promotor del
gen lo cual conlleva a la pérdida de la afinidad del TALE por su blanco, evitando de esta
manera la induccion del gen y en consecuencia la planta logra una resistencia ocasionada
por perdida de la susceptibilidad. La secuencia del promotor en esta variedad particular
podria permitir determinar si es esta la situacion que se presenta. Alternativamente es
posible que la maquinaria de inmunidad de la planta esta detectando al patégeno a través
de otro mecanismo (p.ej. la accién de otro tipo de efectores) logrando disparar la inmunidad
incluso previo a la accion del TALE20Xam668 al interior del nucleo.

El empleo de plantas de yuca in vitro también se ha reportado para el estudio de otros
caracteristicas. Plantas propagadas in vitro permitieron dilucidar las vias moleculares de la
tolerancia a estreses abidticos (de Nazaré M., et al., 2011). Por ejemplo, se pudo
establecer la funcion de proteinas LEA (del inglés: late embryogenesis abundant) en la
tolerancia a la salinidad (de Nazaré M., et al., 2011)

Estos resultados en conjunto aportan evidencia desde diferentes perspectivas que las
plantas in vitro son un buen modelo para el estudio de la fisiologia y biologia molecular de

la yuca.



2. ldentificacién de genes de susceptibilidad
en yuca, blancos de TALEs de
Xanthomonas axonopodis pv. manihotis

2.1 Resumen

Xanthomonas axonopodis pv. manihotis (Xam) es el agente causal de la bacteriosis
vascular (CBB), esta enfermedad causa pérdidas en el cultivo de la yuca que pueden variar
entre 12-100%. Xam emplea dentro de su arsenal de viruelencia proteinas tipo TALE (por
sus siglas en inglés: transcription activator-like effectors) para promover la proliferacion
bacteriana y la formacion de sintomas durante la infeccién. Los TALEs son translocados
al interior de la célula vegetal via sistema de secrecion tipo 3 (SST3) y una vez en el
citoplasma son dirigidos al interior del nicleo en donde se unen a secuencias especificas
en el ADN de la planta, denominadas EBE (Effector Binding Element) e inducen la
expresion de genes que favorecen la patogenicidad de la bacteria. La interaccion TALE -
ADN es especifica debido a la secuencia codificada en las repeticiones del dominio central
del TALE llamadas RVDs (por sus siglas en inglés: Repeat variable diresidues). En este
trabajo se empled la estrategia de RNAseq con el fin de identificar los genes inducidos en
una variedad susceptible de yuca mediados por el repertorio de TALESs contenidos en las
cepas Xam681l, Xam1061, Xam394 y Xam3995. Se identificaron los 10 genes mas
inducidos en cada uno de los tratamientos. Asi mismo se determiné mediante herramientas
bioinformaticas si en la secuencia promotora de estos genes candidatos existen EBEs para
los TALEs, encontrando que los genes Manes.05G068700, Manes.13G045100 vy
Manes.15G026800 son los mas inducidos y presentan EBEs para los TALEs
TALE13Xam681, TALE13Xam394, TALE22Xam681 y TALE14Xam1061. Estos genes
corresponden a posibles genes blanco de susceptibilidad (S) que pueden jugar un papel
en la virulencia de Xam. De esta manera este trabajo representa un importante aporte al
conocimiento de los mecanismos de susceptibilidad de la yuca que podran ser tenidos en
cuenta en programas de mejoramiento para conferir resistencia a diferentes cepas de Xam.

Palabras clave: Gen de susceptibilidad, CBB, Rnaseq, Xam, yuca.
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2.2 Introduccidn

Los TALEs (por sus siglas en inglés: Transcription-Activator Like Effector) hacen parte del
repertorio de efectores utilizados por la mayoria de especies que componen el género
Xanthomonas. Este género de bacterias fitopatdgenas causa enfermedad en mas de 200
especies diferentes de plantas de importancia agricola como arroz, tomate, pimenton y
yuca entre otras (Ryan, R.P. et al. 2011).

Los TALESs son inyectados por las bacterias a las células huésped a través del sistema de
secrecion tipo (SST3) y una vez en el citoplasma se dirigen al ndcleo e interactian
directamente con secuencias especificas del promotor de genes blanco para inducir su
expresion con el fin de favorecer el proceso infeccioso. Algunos genes reportados como
inducidos por la acciébn de los TALEs son genes pertenecientes a la familia de
transportadores de azlcar (Chen LQ, et al, 2010). Se cree que al ser inducidos estos genes
se aumenta el transporte de sacarosa hacia el apoplasto en donde la bacteria la aprovecha
como fuente de carbono para su crecimiento (Zhou et al., 2015).

Los TALEs son proteinas cuyos extremos N y C terminales son muy conservados. El C
terminal contiene los dominios NLS (del inglés: Nuclear Localization Domain) el cual dirige
la proteina hacia el interior del ndcleo a través de la interaccién con importinas (Moscou
MJ y Bogdanove AJ. 2009). También en esta zona se encuentra el AD (del inglés Activation
Domain) tipico de factores de transcripcion. ElI N terminal es requerido para la secrecion
por el SST3. En la parte central se encuentra un dominio formado por un médulo de 34-35
aminoacidos repetido un nimero variable de veces. La diferencia entre TALEsS dentro de
bacterias de una especie particular o entre especies de Xanthomonas esta dada tanto por
el nimero de repeticiones como por el polimorfismo de los aminoacidos en las posiciones
12 y 13 de cada repeticién. Estos dos aminoacidos, conocidos como RVDs (por sus siglas
en inglés: Repeat-variable diresidues), determinan la especificidad de la unién del TALE a
un nucledtido particular en la secuencia de ADN. El cddigo de los TALEs muestra que
cuando el aminoacido en la posiciébn 12 es N (asparagina) y en la posicion 13 es |
(isoleucina) este RVD NI se une al nucleétido A (adenina). Si en las posiciones 12y 13 se
encuentran los aminoacidos NG el RVD se une a T. La unién a G requiere que se encuentre
NN en el RVD, mientras que si se presentan los aminoacidos HD se unira al nucleétido C
(Moscou MJ y Bogdanove AJ. 2009). Estudios estructurales han determinado que el
aminoacido 13 controla la especificidad de la unién mientras que el 12 la estabiliza (Moscou
MJ y Bogdanove AJ. 2009). La secuencia en el promotor reconocida por un TALE se
denomina EBE (por sus siglas en inglés: Effector binding element).

Muchos genes blancos de TALEs han sido identificados como genes de susceptibilidad (S)
dado que su induccion favorece la infeccién (Chen LQ, et al, 2010, Cernadas et al. 2014,
Hu et al. 2014, Li et al. 2014). El grupo mejor estudiado de genes S corresponde a los
genes de la familia SWEET/MtN3 que codifican proteinas transportadoras de azlcar. La
activacion de sus miembros es indispensable para el crecimiento bacteriano y el desarrollo
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de sintomas (Chen LQ, et al, 2010). Otros como OsSULTR3;6 son transportadores de
sulfatos y son activados por TAL2g de Xanthomonas oryzae pv. oryzicola (Xoc) que infecta
arroz, cuya induccién promueve la expansion de la lesién y exudacion bacteriana en la
superficie de la hoja (Cernadas et al. 2014). Otros genes reportados que son activados por
TALEs son factores de transcripcion como por ejemplo CsLOB1 que es un factor de
transcripcién en naranja (Citrus sinensis) asociado con la expresion de genes involucrados
en la la expansion celular y es inducido por el TALE PthA4 de Xanthomonas citri pv. citri
(Xcc) y el cual promueve formacion de pustulas y el crecimiento bacteriano en planta (Hu
et al. 2014; Li et al. 2014). Os11N3 es otro factor de transcripcion de la familia de genes
MtN3/sativa en arroz inducido por el TALC de X. oryzae pv. oryzae (Xoo0) (Yanhua Y. et.
al. 2011). Otro ejemplo es AvrBs3 de Xanthomonas euvesicatoria (Xcv) el cual induce un
activador transcripcional de tipo hélice-loop denominado UPA20 que actla como regulador
del crecimiento y su induccién por la bacteria causa hipertrofia en células de pimiento
(Capsicum annuum) lo cual favoreceria el ingreso de la bacteria al interior de la célula
vegetal (Kay et al. 2007). Alternativamente, los TALEs pueden inducir genes que juegan
un papel importante en desencadenar la resistencia y se han denominado ejecutores (E)
(Gu et al., 2005; Rémer et al., 2007; Strauss et al., 2012; Tian et al., 2014; Wang et al.,
2015). Otra via a través de la cual las plantas pueden generar resistencia es a través de
mutaciones en los EBEs reconocidos por los TALEs (Hutin, M., et. al. 2015).

La bacteriosis vascular o CBB (por sus siglas en ingles: Cassava bacterial blight) es
producida por la bacteria Xanthomonas axonopidis pv. manihotis. Esta enfermedad
representa un alto riesgo fitosanitario para el cultivo de la yuca ya que se ha reportado que
puede causar pérdidas entre 12-100% de la produccién (Lozano, J.C. 1986). Varios
estudios realizados en Colombia han demostrado que existe una alta diversidad del
patégeno con una compleja estructura poblacional, asi como procesos migratorios de
cepas en distintas localidades (Restrepo et al., 1999; Truijillo, et al., 2014a).

El primer TALE caracterizado en Xam fue TALE1Xam (denominado anteriormente como
Pthb) en la cepa CFBP1851 el cual es importante para la virulencia de esta cepa
(Castiblanco, L.F., et al. 2013). Mediantes estrategias basadas en transcriptomica, se
identificd un gen que codifica para un Heat shock TF como candidato a ser inducido por
este TALE (Mufioz-Bodnar, M.A., 2012). También mediante ensayos de RNAseq se reportd
gque TALE14 y TALE20 de Xam668 cumplen un papel importante en la agresividad y
virulencia de esta cepay que el gen MeSWEET10a es el blanco del TAL20Xam668 (Cohn,
M., et al., 2014). El TALE14 de las cepas Xam668 y de ClO151 (TALE14Xam668 y
TALE14XamClO151, respectivamente) poseen igual tamafio y difieren en un RVD. El EBE
gue reconocen solo cambia en un nucleétido y en consecuencia inducen genes diferentes
en la planta (Cohn et al., 2015). Al complementar con TALE14CIO151 el mutante
talel4Xam668, este ultimo recuper6 el fenotipo de virulencia sugiriendo que ambos
TALEs14 tienen los mismos blancos. Al analizar la expresion diferencial mediada por cada
TALE14 independientemente se observo que el TALE14Xam668 tiene mayor niumero de
blancos (aproximadamente 50), algunos de los cuales son también inducidos por
TALE14XamClO151, aunque la mayoria son diferentes. Todos estos datos sugieren que un
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solo cambio en la secuencia de RVDs puede alterar drasticamente la afinidad por el sitio
de union EBE.

Recientemente se han destinado esfuerzos en caracterizar la diversidad de TALEs
presentes en la coleccién de cepas de Xam (Zarate, 2015). Se ha podido establecer que
en las poblaciones estudiadas en Colombia existe un total de nueve TALEs diferentes y
gue cada cepa puede contener entre 2 y 5 TALEs. El taloma de 15 cepas de Xam
colectadas en Colombia fue determinado y a partir de las secuencias de los RVDs se
realizé una prediccidn bioinformatica de los blancos de estos TALEs (Zarate, 2015). Sin
embargo, se requiere demostrar mediante ensayos experimentales que estos
correspondan a blancos reales.

En este estudio se buscé identificar genes blanco inducidos por un repertorio amplio de
TALEs presentes en diferentes cepas de Xam a través de una aproximacion
transcriptomica.

2.3 Materiales y métodos

2.3.1 Material vegetal

Las plantas in vitro de la variedad susceptible cv.60444 fueron crecidas a partir de esquejes
0 yemas axilares que se sembraron en medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962), a
pH 5,7. Posteriormente las plantas se ubicaron en una camara de crecimiento o fitotrén
bajo condiciones de temperatura de 28°C +/- 2 y un fotoperiodo de 12 horas/luz/dia. Para
los ensayos se emplearon plantas de dos meses o con al menos 3 nudos.

2.3.2 Cepas de Xam

Se emplearon las cepas Xam681 y Xam1061 las cuales fueron colectadas en 2009 en la
costa caribe, asi como las cepas de referencia Xam394 y Xam395 colectadas en Argentina
y Nueva Zelanda en 1984 y 1974 respectivamente. Estas cuatro cepas son virulentas en
la variedad susceptible cv.60444.

2.3.3 Inoculaciéon

La inoculacion se realiz6 en las hojas 2, 3 y 4 desde el apice hacia la base en donde se
realizaron tres perforaciones empleando una aguja de insulina en tres I6bulos. En total se
realizaron nueve perforaciones por hoja y 27 perforaciones por planta. La inoculacion se
llevé a cabo con un hisopo previamente sumergido en la solucion bacteriana a una ODesoonm
de 0.02 esparciendo la solucion en el haz y el envés de las hojas en donde se perforo. A
las 50 horas postinoculacion se colecté el tejido circundante al sitio de perforacion por
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medio de un sacabocado de 3mm de didmetro. Se emplearon tres plantas (réplicas) por
cada tratamiento. Como control se incluyeron plantas tratadas de la misma manera, pero
empleando solucion 10 mM de MgCl. (mock). En total se llevaron a cabo cuatro
tratamientos (correspondientes a cada cepa) y el control (mock).

2.3.4 Extraccion de ARN

El ARN total se extrajo empleando el kit de extraccion de RNA de STRATEC® especifico
para plantas. Para eliminar trazas de ADN se llevo a cabo un tratamiento con DNasa |
(Thermo) siguiendo las instrucciones del fabricante. La calidad del ARN fue determinada
mediante el Bioanalizador RNA 6000 nano de Agilent®.

2.3.5 Secuenciamiento

En total se generaron 15 librerias de mRNA, tres réplicas bioldgicas por cada una de las
plantas inoculadas con las cuatro cepas, mas las tres replicas bioldgicas del control. Las
librerias fueron preparadas empleando el kit TrueSeq de lllumina (Donnelly sequencing
centre, Toronto, Canadd) y secuenciadas en una celda de flujo NextSeg500 de la
plataforma Illlumina generando lecturas de 150pb PairEnd (PE).

2.3.6 Analisis RNAseq

La evaluacion de calidad de las lecturas se llevé a cabo con la herramienta FASTQC, se
removieron adaptadores y control de calidad con la herramienta Cutadapt manteniendo el
tamafio de las lecturas mayor a 90 nucleétidos y calidad minima de 25. El mapeo y conteo
de las lecturas se realiz6 con el paquete de Bioconductor Rsubread (Liao Y., et al., 2013).
Para el mapeo de las lecturas se utilizé la version 6,1 del genoma de yuca. La
determinacion de los genes expresados diferencialmente se realiz6 con el paquete de
bioconductor DESeq2 (Love MI, et al, 2014).

2.4 Resultados

2.4.1 Analisis de las librerias de secuenciamiento

En total se generaron 12 librerias de RNAseq a partir del tejido de hoja de plantas in vitro
de la variedad susceptible de yuca cv.60444 inoculado con cuatro cepas de Xam: Xam681,
Xam1061, Xam394 y Xam395. Adicionalmente se realizaron 3 librerias a partir de plantas
tratadas de la misma manera, pero empleando MgCI2 las cuales fueron tenidas en cuenta
como control. Todas las extracciones se llevaron a cabo 50 horas postinoculacion. Por
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cada una de las librerias se generaron alrededor de ocho millones de lecturas con un
tamano promedio de 151pb. La libreria con mas lecturas fue la del control con 8,5 millones
de lecturas y la que tuvo menos fue la libreria de la inoculacion con la cepa Xam1061 con
7.1 millones de lecturas. El filtro de calidad mediante Cutadapt eliminé aproximadamente
el 10% de las lecturas en cada libreria (tabla 2.1).

Tabla 2-1. Resumen descriptivo del nimero de lecturas obtenidas tras cada etapa del manejo
de los datos. Cada tratamiento muestra el promedio de tres réplicas biol6gicas.

Mock Xam681 Xam1061 Xam394 Xam395
Total Lecturas 8534190 8160728 7187980 8000399 7767063
tamafio (pb) 151 151 151 151 151
Control
. 7775699 7113869 6485156 7329665 7006227
Calidad
Tamafio 96 96 96 96 96

Total Conteo 4081175 3229532 3098198 3673506 3261414

Posteriormente se procedié con el mapeo tomando como referencia la version 6,1 del
genoma de yuca. El nimero de lecturas mapeadas se conté mediante el paquete de
Bioconductor Rsubread (Liao Y., et al., 2013). Del conteo se puede anotar que de los 33033
genes de yuca, alrededor de 6500 (20%) no registraron ningun conteo. El boxplot del
conteo (EFigura 2-1) muestra que aproximadamente 100 lecturas fueron contadas para cada
gen, se observa la misma distribucion no solo entre réplicas biolégicas sino en general en
todas las librerias. Sin embargo se evidencian datos extremos atipicos que llegan hasta
los seis mil conteos por gen como es el caso de la libreria Xam394_3 pero que corresponde
a menos del 10% de los datos.
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Figura 2-1. Boxplot del conteo crudo en

cada una de las librerias.
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Para la determinacion de los genes expresados diferencialmente en la planta tras la
infeccion con cada una de las cuatro cepas de Xam respecto al control, se utilizo el paquete
de bioconductor DESeg2 (Love MI, Huber W and Anders S (2014). La expresién de los
genes fue filtrada empleando un p-valor de 0.05. (Figura 2-2)

Figura 2-2. (MAplot) Log2 fold change vs. expresién media.
Datosen escala logaritmica ajustados por la funcion “shrink” del paquete DESeq2. Los puntos rojos
representan los genes con expresion diferencial significativa.
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El nimero de genes expresados diferencialmente fue de 1532, 559, 101 y 1719 para las
plantas inoculadas con las cepas Xam681, Xam1061, Xam394 y Xam395 respectivamente



42 Identificacién de genes de susceptibilidad en yuca, blancos de TALEs de
Xanthomonas axonopodis pv manihotis

(tabla_2-2). Se observa que la infeccidén por diferentes cepas de Xam promueve una
induccién/represion diferencial de genes en la planta. Por ejemplo, la cepa Xam1061 fue
la que méas modificé la expresion de genes de los cuales el 61% fueron reprimidos y el 39%
fueron inducidos. Caso contrario se observa en la infeccién con la cepa Xam394 la cual
fue la que menos genes expresé diferencialmente. De esos, el 38% fue reprimido y el 62%
fue inducido.

Tabla 2-2. Resumen del nUmero de genes expresados diferencialmente en cada tratamiento.

Genes diferencialmente expresados

Xam681 Xam1061 Xam394 Xam395
Total 1532 559 101 1719
Reprimidos 874 (57%) 248 (44%) 38 (38%) 1046 (61%)
Inducidos 658 (43%) 311 (56%) 63 (62%) 673 (39%)

2.4.2 ldentificacidén de genes candidatos de susceptibilidad

De los genes expresados diferencialmente se seleccionaron los diez primeros para realizar
un analisis detallado. Para estos genes se incluyé la prediccion bioinformatica de posibles
blancos de los TALEs contenidos en una coleccién de cepas de Xam obtenido a partir de
las secuencias de los RVDs y del cédigo de los TALESs disponible (Zarate, 2015).

Tabla 2-3. Top10 de genes inducidos en plantas in vitro de la variedad susceptible
cv.60444 inoculadas con la cepa Xam681.
Se muestra descripcion PANTER de cada gen y la prediccién bioinformatica cuando existe.

Xam681
Gen ID Descripcion Gen TALE
Manes.06G123400 BIDIRECTIONAL SUGAR TRANSPORTER SWEET10 TALE20Xam681
Manes.05G068700 PAX TRANSCRIPTION ACTIVATION DOMAIN INTERACTING PROTEIN TALE13Xam681
Manes.14G044700 AP2 domain (AP2)
Manes.13G045100 CLAVATAS3/ESR (CLE)-RELATED PROTEIN 41-RELATED TALE22Xam681

Manes.05G025000 GLUCOSYL/GLUCURONOSYL TRANSFERASES

Manes.07G120000 Wall-associated receptor kinase galacturonan-binding

Manes.15G026800 MEMBRANE-ASSOCIATED KINASE REGULATOR 1-RELATED TALE13Xam681
Any process that modulates the frequency, rate or extent of cellular DNA-templated
Manes.04G033900 transcription. TALE14Xam681

Manes.14G014900 Protein kinase domain (Pkinase)

Manes.05G167700 Cytochrome P450 CYP2 subfamily TALE22Xam681
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De los 10 genes mas inducidos tras la infeccién con las cepas Xam681 (tabla 2-3) y 394
(tabla 2-5), la prediccion indica que seis y tres de estos genes respectivamente pueden ser
blancos de los TALEs de estas cepas. Para la cepa Xam1061 no fue posible realizar la
prediccion bioinformatica ya que no se tiene la secuencia disponible de los RVDs de los
TALESs. Sin embargo, como se observa en la tabla 2-4, la infeccién con esta cepa activa

Tabla 2-4. Top10 de genes inducidos en plantas in vitro de la variedad susceptible cv.60444
inoculadas con la cepa Xam1061.
Se muestra descripcion PANTER de cada gen y la predicciéon bioinformatica cuando existe.

Xam1061
Gen ID Descripcion Gen TALE
Manes.06G123400 BIDIRECTIONAL SUGAR TRANSPORTER SWEET10
Manes.13G045100 CLAVATAB/ESR (CLE)-RELATED PROTEIN 41-RELATED
Manes.12G085500 TRANSFORMER-2-RELATED
Manes.08G080400 REGULATOR OF CHROMOSOME CONDENSATION
Manes.17G106700 FAMILY NOT NAMED
Manes.09G041900 ATP-BINDING CASSETTE TRANSPORTER
Manes.09G025200 TRANSCRIPTION FACTOR NF-Y ALPHA-RELATED
Manes.15G026800 MEMBRANE-ASSOCIATED KINASE REGULATOR 1-RELATED TALE14Xam1061
Any process that modulates the frequency, rate or extent of cellular DNA-templated
Manes.04G033900 transcription. TALE14Xam1061

Manes.16G038400 CYSTEINE PROTEASE FAMILY C1-RELATED

de igual manera dos genes inducidos por la infeccion con Xam681, los cuales son blancos
predichos por el TALE20Xam681 y el TALE22Xam681 respectivamente y cuyos tamafios
son compartidos con la cepa Xam1061.

Tabla 2-5. Top10 de genes inducidos en plantas in vitro de la variedad susceptible cv.60444
inoculadas con la cepa Xam394.
Se muestra descripcion PANTER de cada gen y la prediccion bioinformatica cuando existe.

Xam394
Gen ID Descripcion Gen TALE
Manes.15G006300 Glycosyl hydrolase family 3 N terminal domain TALE15Xam394
Manes.05G068700 PAX TRANSCRIPTION ACTIVATION DOMAIN INTERACTING PROTEIN TALE13Xam394
Manes.14G047800 BIDIRECTIONAL SUGAR TRANSPORTER SWEET10
Manes.16G040500 CYSTEINE PROTEASE FAMILY C1-RELATED
Manes.17G069300 VOLTAGE AND LIGAND GATED POTASSIUM CHANNEL
Manes.04G021300 FAMILY NOT NAMED
Manes.18G087400 ALCOHOL DEHYDROGENASE CLASS-P
Manes.14G014900 Protein kinase domain (Pkinase)
Manes.01G124500 spermine and spermidine degradation
Manes.11G075100 chalcone synthase (CHS) TALE15Xam394
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El TALE15Xam394 muestra tener dos genes blancos diferentes que se ubican dentro del
top10 de los genes reprogramados por la cepa Xam394 (Tabla 2-5).

A pesar de que la infeccidn con la cepa Xam395 en plantas propagadas in vitro mostré el
mayor nimero de genes expresados diferencialmente, ninguno de los que se ubicaron en
el top10 muestran alguna prediccion para alguno de los TALEs contenidos en esta cepa

(Tabla 2-6).

Tabla 2-6. Top10 de genes inducidos en plantas in vitro de la variedad susceptible cv.60444
inoculadas con la cepa Xam395.
Se muestra descripcion PANTER de cada gen y la prediccion bioinformatica cuando existe.

Xam395

Gen ID Descripcion Gen TALE

Manes.11G029700 TRANSCRIPTION FACTOR BHLH87

Manes.02G050400 putative transcriptional regulator (algH)

Manes.02G107900 triacylglycerol degradation

Manes.02G146000 solute carrier family 25 (mitochondrial oxoglutarate transporter), member 11

Manes.09G025200 TRANSCRIPTION FACTOR NF-Y ALPHA-RELATED

Manes.13G006800 BIDIRECTIONAL SUGAR TRANSPORTER SWEET15

Manes.06G050100 ZINC FINGER PROTEIN

Manes.10G034600 EamA-like transporter family (EamA)

Manes.16G038400 CYSTEINE PROTEASE FAMILY C1-RELATED

Manes.14G173500 Peroxidase / Lactoperoxidase // Acid phosphatase / Phosphomonoesterase

Como factor comun en las cuatro inoculaciones, independiente si son inducidos por TALES
0 no, es la expresion significativa de genes involucrados en la transcripcibn como son
muchos factores de transcripcion, genes relacionados con proteinas quinasas y de genes
involucrados en el transporte de aztcar como lo son la familia MeSWEET10.

Se encontraron genes inducidos por mas de una cepa y que son blancos de mas de un
TALE diferente. Es el caso del gen Manes.05G068700 el cual es inducido por el
TALE13Xam681 y el TALE13Xam394 que son diferentes entre si y del gen
Manes.15G026800 el cual es inducido por el TALE13Xam394 y el TALE14Xam1061. Esto
demuestra que TALEs diferentes de distintas cepas tienen en comdn un mismo gen blanco
y a su vez que un solo TALE puede tener mas de un blanco efectivo de accion. Se
obtuvieron de esta manera un total de 8 genes candidatos de susceptibilidad en yuca los
cuales son inducidos por TALEs de Xam (tabla 2-7).
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Tabla 2-7. Genes candidatos de susceptibilidad en yuca inducidos por TALEs de Xam.

Se muestra el genlD, la descripcion PANTER de cada gen y el (los) TALE(s) para los cuales son
blanco. TALE?Xam1061 indica que ese gen se encuentra en el top10 de genes diferenciados para
esa cepa sin embargo no se conoce la secuencia de ese TALE y se asume como si fuese un
inducido por un TALE contenido en esa cepa.

Genes candidatos de susceptibiidad en yuca inducidos por TALEs de Xam
TALE

Gen ID Descripcion Gen

Manes.06G123400 BIDIRECTIONAL SUGAR TRANSPORTER SWEET10 TALE20Xam681, ()

Manes.05G068700 PAX TRANSCRIPTION ACTIVATION DOMAIN INTERACTING TALE13Xam681,

' PROTEIN* TALE13Xam394,

Manes.13G045100 CLAVATAS3/ESR (CLE)-RELATED PROTEIN 41-RELATED * TALE22Xam681,

" TALE13Xam681,

Manes.15G026800 MEMBRANE-ASSOCIATED KINASE REGULATOR 1-RELATED TALE14Xam1061

Any process that modulates the frequency, rate or extent of cellular DNA- TALE14Xam681,

Manes.04G033900 o1 jated transcription.* TALE14Xam1061

Manes.05G167700 Cytochrome P450 CYP2 subfamily* TALE22Xam681
Fibronectin type lll-like domain, Glycosyl hydrolase family 3 N terminal

Manes.15G006300 4, main - PERIPLASMIC BETA-GLUCOSIDASE-RELATED TALE15Xam394

Manes.11G075100 Oxoacyl-[acyl-carrier-protein (ACP)] synthase Ill C terminal, chalcone TALE15Xam394

synthase (CHS) - HYDROXYMETHYLGLUTARYL-COA SYNTHASE

2.5 Discusion

La expresion génica esta determinada por el tipo de célula y su entorno. Frente a
variaciones ambientales y a condiciones particulares las células reprograman la expresion
de los genes necesarios para mantenerse en homeaostasis. Sin embargo, en el caso de las
enfermedades, algunos patégenos son capaces de manipular la expresion génica del
hospedero con el fin de beneficiarse del producto de la induccion de un determinado gen.
Tal es el caso de los efectores TALES que se unen de manera especifica a promotores de
genes blanco para inducir su expresion. En este trabajo, mediante una aproximacion
transcriptomica, se logro identificar 8 genes los cuales son blancos posibles para 7
diferentes TALES (tabla 2-7) entre los que se encuentra el gen S MeSWEET10a reportado
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por Cohn en 2014, y el cual es inducido por el TALE20Xam668. Este resultado confirma a
su vez la induccioén de este gen en plantas susceptibles in vitro inoculadas con las cepas
Xam681 y Xam1061.

Reportes previos en el patosistema arroz-Xoo (X. oryzae oryzae), identificaron mediante
andlisis de microarreglos el gen S Os8N3 el cual es blanco del TALE PthXo1 de Xoo (Yang
B., et al., 2006) y el gen Os11N3 el cual es blanco del TALC de Xoo (Yu Y., et al., 2011).
En el patosistema naranja-Xcc (X. citri citri) se identifico el gen CsLOB1 como el blanco del
TALE pthA4 de Xcc igualmente en andlisis de microarreglos (Hu Y., et al. 2014). En todos
los casos se relaciond la induccion de los genes con la virulencia del patégeno. Para el
caso particular del patosistema yuca-Xam, se han identificado hasta la actualidad mediante
RNAseq los genes HS-TF el cual es blanco candidato del TALE1Xam de la cepa
XamClO151 (Mufnoz B., et al., 2014), el gen MeSWEET10a blanco del TALE20Xam668 y
se encuentra en validacién un gen del grupo MtN21/EamA-like transporter el cual es blanco
del TALE14XamCIO151 (Cohn M., et al., 2015).

Aunque es alta la diversidad genética de Xam en Colombia (Trujillo C., et al., 2014), la
diversidad en términos de TALEs no lo es (Zarate C., 2015). En las poblaciones estudiadas
de Colombia existe un total de nueve TALESs diferentes y cada cepa puede portar entre 2
y 5 TALESs diferentes. Estos son numeros bajos si se compara por ejemplo con poblaciones
de Xoo que pueden contener entre 10 y 30 TALEs (Yu Y., et al., 2015), Xoc que pueden
portar entre 1y 17 TALESs diferentes (Wonni |., et al., 2013) o Xcc en donde pueden existir
entre 3y 6 TALEs diferentes (Ye G., et al., 2013). A pesar de estas diferencias en contenido
de TALEs, no se ha logrado relacionar la cantidad de TALES presentes en una especie o
cepa particular con el tamafio del genoma ni con el nUmero de genes en la planta huésped.
Sin embargo, el nUmero de TALESs presentes en una poblacién determinada del patégeno
y contenidos en cada cepa puede ser indicador de la diversidad del hospedero lo cual
sugiere que el cultivo de yuca en Colombia es homogéneo y se restringe a pocas
variedades comerciales mejoradas distribuidas a lo largo del territorio.

Nuestros resultados permiten observar que TALEs contenidos en cepas diferentes
confluyen en un mismo blanco, ya sean del mismo tamafio como es el caso de los
TALE13Xam681 y TALE13Xam394 que inducen el gen Manes.05G068700, o sean de
tamariio diferente como es el caso de los TALE13Xam681 y TALE14Xam1061 que inducen

el gen Manes.15G026800. También permite la observacion que un mismo TALE puede
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inducir mas de un gen como es el caso del TALE13Xam681 que es capaz de inducir los
genes Manes.15G026800 y Manes.05G068700.

La confluencia de diferentes TALES en un mismo promotor sugiere la relevancia de estos
genes en la susceptibilidad de la planta, candidatizandolos como genes mayores de
susceptibilidad. Situacién similar ha sido reportada en el patosistema arroz-Xoo en donde
se ha mostrado que el gen de susceptibilidad OsSWEET14 no solo es inducido por mas
de un TALE sino que aumenta significativamente su expresion mediado por la accién
sinérgica de varios TALEs que se ubican en diferentes posiciones dentro del promotor del
gen (Streubel J., 2017).

Cabe resaltar que las cepas Xam681 y Xam394 tienen una procedencia geogréfica y
temporal distinta. Xam681 fue colectada en el departamento de Cordoba en Colombia en
2014 mientras que la cepa Xam394 fue colectada en Argentina en 1984. Aln asi, sus
TALEs muestran tener en comdn al menos un mismo blanco. Esto también ha sido
observado en Xoo en donde se ha reportado que cepas colectadas en lugares
biogeograficamente diferentes contienen TALEs diferentes dirigidos al mismo blanco, el
gen S OsSWEET14 considerado por esta razén como un gen mayor de susceptibilidad
(Zhou et al., 2015).

La identificacién de los genes relacionados con la susceptibilidad de la yuca promovidos
por el patégeno pueden ser tenidos en cuenta en programas de mejoramiento que busquen
conferirle al cultivo resistencia a Xam como se ha logrado en investigaciones en otros
cultivos en donde usando tecnologias de edicién de genomas por medio de TALENs y
CRISPR/Cas9 se han generado plantas resistentes al mutar o editar los EBEs de genes
de susceptibilidad en arroz los cuales son blancos de diferentes TALEs de Xoo (Servane
B., et al., 2016).

En este sentido, el actual trabajo representa un nuevo aporte al conocimiento de las bases
moleculares de la susceptibilidad de la yuca y podra ser explotado con el objetivo de mitigar
el riesgo que el CBB representa para el cultivo.






3.Conclusiones y perspectivas

La bacteriosis vascular causada por Xanthomonas axonopodis pv. manihotis (Xam) es la
enfermedad bacteriana mas importante en la yuca la cual es catalogada por la FAO como
el cultivo del siglo XXI por considerarse la principal fuente de alimento para la poblacién
en paises pobres o en via de desarrollo (FAO. 2015).

Dado que Xam es un patogeno vascular y la yuca es propagada vegetativamente por
medio de estacas, el control de la bacteriosis se dificulta. Por otro lado, el mejoramiento
tradicional en yuca es un proceso laborioso que debido al ciclo de vida de la yuca, requiere
de largos periodos de tiempo que no siempre resultan en la seleccion adecuada de
cultivares con caracteristicas 6ptimas de rendimiento y de resistencia a la vez.

Por tales razones, la investigacion de las bases moleculares que subyacen a la resistencia
y susceptibilidad de la yuca frente a Xam es un recurso promisorio para ser implementado
en estrategias modernas de mejoramiento molecular. El estudio de la interaccién molecular
del patosistema yuca-Xam usualmente ha venido siendo desarrollado utilizando plantas
crecidas a partir de estacas o plantas adultas. Debido a lo dispendioso y exigente que
resulta el cultivo de la yuca, se hace necesaria la evaluacion de alternativas que permitan
la obtencién de material vegetal de manera mas sencilla, rapida y con certeza en la
reproducibilidad.

Dentro de las posibilidades, el sistema de propagacion in vitro representa una alternativa
a la provision de material vegetal constante, sencilla y facil de implementar en cualquier
laboratorio.

Estudios anteriores utilizando el sistema de propagacion in vitro han conseguido identificar
y validar funcionalmente genes implicados en la tolerancia a la salinidad del cultivo de la
yuca (de Nazaré M., et al., 2011). Se demostré igualmente que entre plantas de la misma
variedad mantenidas en campo y en propagacion in vitro no existe variabilidad genética
confirmando una alta fidelidad genética en las plantas mantenidas en el sistema de
propagacion in vitro (Vidal et al., 2015). Estos reportes apoyan el sistema de propagacion
in vitro como un sistema adecuado para ser evaluado desde el punto de vista de la
interaccion planta patégeno. Nuestros resultados de inoculacién en plantas in vitro
concuerdan con lo reportado en plantas adultas. El crecimiento bacteriano se muestra
diferencial al inocular Xam en plantas de las variedades susceptible y resistente (Mufioz
B. 2012 y Mbaringong G. et al. 2017) observandose mayor crecimiento de la bacteria en
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plantas de la variedad susceptible in vitro y un control de la proliferaciébn bacteriana en
plantas de la variedad resistente in vitro. Esta observacion demuestra que los procesos
gue ocurren durante las etapas iniciales de la infeccion son similares en plantas adultas y
en plantas in vitro.

Una de las caracteristicas patogénicas de Xam es la presencia de proteinas tipo TALE
dentro de su arsenal de efectores, estos efectores actllan como activadores
transcripcionales induciendo la expresion de genes mediante la unidn especifica a
secuencias en el promotor del gen aumentando la susceptibilidad de la planta y
promoviendo la patogenicidad.

Los resultados obtenidos demuestran que el gen de susceptibilidad (S) MeSWEET10a es
inducido de la misma forma en plantas crecidas a partir de estacas y en plantas in vitro. Se
demostr6 ademas que el gen S es inducido solo en plantas de la variedad susceptible y no
en plantas de la variedad resistente, y que el gen S es inducido por la infeccién de
diferentes cepas sugiriendo un vinculo entre la induccién de este gen con el desarrollo de
sintomas de la planta.

Si bien las plantas in vitro no estan sometidas al efecto medioambiental ejercido
naturalmente sobre plantas adultas, las condiciones del sistema in vitro son propicias para
gue la interaccién entre la planta y el patégeno ocurra de manera similar. Diferentes
sistemas han sido utilizados para el estudio por ejemplo de las vias de la inmunidad, es
asi que empleando protoplastos (células sin pared celular) se ha demostrado el
reconocimiento del patégeno y la activacion de vias de inmunidad como la PTI (Bigeard,
J., et al., 2015). Esto demuestra que este tipo de ensayos con plantas mantenidas en
ambientes controlados efectivamente representan un buen modelo para el estudio de la
inmunidad vegetal.

La validacion e implementacion del sistema de propagacion in vitro de yuca en el estudio
de su interaccién con Xam ofrece a los investigadores la posibilidad de contar con mayor
cantidad de material vegetal, disminucion en el tiempo de obtencion y menores
requerimientos en infraestructura propios del exigente cultivo de yuca.

De esta manera se llevé a cabo, en plantas in vitro, un ensayo de RNAseq en donde se
secuencio y analiz6 mediante herramientas computacionales el transcriptoma proveniente
de tejido foliar de plantas de la variedad susceptible cv.60444 inoculadas con las cepas
Xam681, Xam1061, Xam394 y Xam395 comparadas con plantas control tratadas de la
misma forma, pero inoculando MgCl2 a manera de mock.

La investigacion de los mecanismos de patogenicidad del grupo Xanthomonas al que
pertenece Xam no es reciente. Otros estudios han identificado genes de susceptibilidad en
diferentes patosistemas que incluyen plantas de importancia agricola como el arroz que es
infectado por Xoo (Yang B., et al., 2006), pimiento infectado por Xcv (Kay et al. 2007),
naranja infectada por Xcc (Hu Y., et al. 2014), tomate infectado por Xcv (Schornack et
al.,2004), entre otros.
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De la misma forma han sido identificados genes de susceptibilidad en el patosistema yuca-
Xam, por ejemplo el gen HS-TF el cual es blanco candidato del TALE1Xam de la cepa
XamClO151 (Mufioz B., et al., 2014), el gen MeSWEET10a blanco validado del
TALE20Xam668 (Cohn M., et al 2014) y se encuentra en validacién un gen del grupo
MtN21/EamA-like transporter el cual es blanco del TALE14XamClO151 (Cohn M., et al.,
2015).

La identificacion de genes relevantes blancos de susceptibilidad de TALEs de Xam (y en
general de todo el género Xanthomonas) es un proceso complicado dado que algunos
TALEs tienen diferentes blancos como es el caso del TALE14Xam668 (Wilkins et al.,
2015).

Combinando la tecnologia de secuenciamiento NGS (por sus siglas en inglés: next
generation sequencing) y el uso de herramientas computacionales se consiguié obtener
una lista de genes cuya expresion se vio alterada durante el proceso de infeccion por cepas
de Xam a las 50hpi. La busqueda se centré en los genes que presentaron mayor induccién
y que fueron reportados previamente como blancos de TALEs segun una prediccidon
bioinformatica realizada sobre los TALEs de Xam (Zarate C. 2015). De esta manera se
consiguié depurar la lista de varios cientos de genes para finalmente postular 8 genes
como candidatos de susceptibilidad en yuca los cuales son blanco de siete diferentes
TALESs contenidos en cuatro cepas de Xam.

La baja variabilidad de Xam en términos de contenido de TALes puede ser tenida en cuenta
como un indicador de la baja variabilidad genética de las variedades que componen el
cultivo de yuca en Colombia en la actualidad. La baja variabilidad de TALESs en Xam puede
deberse también a las escasas alternativas de susceptibilidad que le impone la planta a la
bacteria.

La confluencia de diferentes TALES a un mismo gen blanco y su persistencia en el tiempo
indicaria que esta caracteristica viene siendo seleccionada positivamente a favor de la
bacteria con la complicidad de la introducion de cultivares mejorados.

Las respuestas observadas en yuca frente a las distintas infecciones incluyen varios
procesos posiblemente relacionados con respuesta a defensa conocidos, particularmente
respuesta contra patégenos vasculares (Yadeta & Thomma., 2013), Segun nuestros
resultados, algunos genes inducidos directamente por TALES son factores de transcripcion
lo cual es consistente con reportes que indican cambios mdltiples en la transcripcion de
genes en el hospedero promovidos directamente por la accion de TALEs (Hu et al., 2014
& Li et al. 2014). Sobresale de igual forma la induccién de la expresion de genes
involucrados en el transporte de azucares lo cual concuerda con los reportes previos, no
solo en yuca, que determinaron la importancia de este tipo de genes y relacionados en la
capacidad virulenta de muchas especies de Xanthomonas (Cohn M., et al., 2015 & Zhou
et al., 2015).

Es posible que existan otros blancos de susceptibilidad mediados por la accién de los
TALESs contenidos en las cepas de Xam empleadas en este experimento los cuales no han
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sido detectadas por el backgroung genético utilizado para esta identificacién, la variedad
susceptible cv.60444.

En resumen, esta investigacion valido el sistema de propagacion de yuca in vitro como una
alternativa en el estudio de la interaccion yuca-Xam. Una vez implementado el sistema de
propagacion in vitro se realizé un ensayo de RNAseq que permitid la identificacién y
seleccion de genes inducidos tras la infeccidén y que son blancos efectivos de los TALEs
de Xam.

La validacion funcional de los genes aqui reportados conducird a correlacionar el efecto
de la induccién de los genes con la susceptibilidad de la planta y el progreso de la
enfermedad colocando a estos genes en una posicion relevante para ser tenidos en cuenta
en programas de mejoramiento.
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