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RESUMEN

Una de las principales estrategias para el manejo del Afiublo Bacterial
de la Yuca (CBB), causado por Xanthomonas axonopodis pv. maniho-
tis es el uso de resistencia varietal, que implica desarrollar variedades
de yuca con resistencia genética duradera. Para tal fin, es necesario
conocer los genes que dominan la resistencia a la enfermedad, detec-
tando inicialmente marcadores moleculares asociados con la respuesta
fenotipica de la planta, siendo este el principal objetivo del presente
estudio. Inicialmente, se evalud la reaccion a CBB de 4 familias de
yuca BC1 (retrocruce 1), se selecciond la més segregante bajo presion
natural de indculo en Villavicencio (Meta, Colombia) y se confirmd la
respuesta a CBB en condiciones de invernadero en CIAT (Palmira,
Valle). La familia GM 315 present6 la mejor segregacion, siendo la
mas adecuada para buscar asociacion entre su reaccion fenotipicay la
presencia de un marcador molecular. Para esto, se evaluaron 486 ceba-
dores microsatélites mediante analisis de grupos segregantes (BSA),
encontrandose que 17 de ellos mostraron polimorfismo entre los gru-
pos contrastantes y solo uno de ellos, el cebador SSRY 65, mostro
diferencias significativas entre individuos resistentes y susceptibles. Al
evaluar este cebador en toda la familia segregante se encontr6 asocia-
cidn entre su presencia y los individuos evaluados fenotipicamente
como resistentes en campo e invernadero, con una probabilidad mini-
ma de P=0,0015 y P=0,007 respectivamente, en una prueba de Chi-
cuadrado de independencia. Adicionalmente, a partir de los resultados
obtenidos en el analisis estadistico, se calcularon los valores predicti-
vos, especificidad y sensibilidad del marcador SSRY 65. Con base en
los valores predictivos positivos generados, es posible sugerir la utili-
zacion de este marcador en pruebas diagndsticas para detectar la pre-
sencia de una banda especifica en individuos resistentes de familias
genéticamente relacionadas con la familia GM 315.
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SUMMARY

A major strategy for managing Cassava Bacterial blight (CBB), caused
by Xanthomonas axonopodis pv. manihatis, is to use varietal resis-
tance, that is, to develop cassava varieties with lasting genetic resis-
tance. A search for the genes that dominate resistance to the disease
was initially conducted by seeking the molecular markers associated
with the plant’s phenotypic response to CBB. The response in four
BC1 (backcross 1) cassava families was accordingly evaluated under
natural disease pressure at Villavicencio (Meta, Colombia). The most
segregating family was then selected, and its response to CBB was
verified under greenhouse conditions at CIAT (Palmira, Valle). Fam-
ily GM 315 presented the best segregation, so, it was the most suitable
for seeking association between its phenotypic reaction and the pres-
ence of a molecular marker. Of 486 microsatellite primers evaluated
by bulked segregant analysis (BSA), 17 showed polymorphism among
contrasting groups. Only one primer, SSRY 65, showed significant
differences between resistant and susceptible individuals. On evaluat-
ing this primer for the entire segregating family, an association was
found between its presence and individuals evaluated phenotypically
as resistant in the field and greenhouse (minimum P =0.0015 and P =
0.007, respectively, in a chi-square test of independence). With the
results of the statistical analysis, the predictive values, specificity, and
sensibility of marker SSRY 65 were calculated. The positive predic-
tive values generated indicate that this marker can be used in diagnos-
tic tests to detect the presence of a specific band in resistant individu-
als of families genetically related to the GM 315 family.
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INTRODUCCION

La yuca (Manihot esculenta Crantz) es una
raiz amilacea que constituye uno de los ali-
mentos mas importantes en el trépico, siendo
la principal fuente de carbohidratos para 500
millones de personas que viven en paises en
desarrollo, localizados en América Latina,
Africa y Asia (Lozano, 1991). Por su toleran-
cia a condiciones ambientales adversas, adap-
tabilidad a suelos pobres y su tiempo de cose-
cha flexible, la yuca es un componente vital
de la seguridad alimenticia de paises en desa-
rrollo.

El rendimiento mundial de yuca segin la
FAO (Food and Agriculture Organization of

the United Nations) para el 2002 se report6
en 10,65 ton/ha y en Colombia fue de 10,63
Ton/ha (FAO, 2002). Actualmente, en Co-
lombia la yuca se cultiva desde el nivel del
mar hasta los 2000 msnm, principalmente en
la costa norte y en laderas de la region Andi-
na. La mayor parte de la produccion se usa
para consumo humano y actualmente se fo-
menta el cultivo de yuca como sustituto del
maiz en la fabricacion de alimentos concen-
trados para animales.

El rendimiento y la produccion se ven
afectados por enfermedades y plagas, dentro
de las cuales el Afublo Bacterial de la Yuca
(CBB) que genera dafios en tallo y hojas,
causado por Xanthomonas axonopodis pv.
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manihotis, es de gran importancia econdmica
por las pérdidas ocasionadas en el rendimien-
to del cultivo, que pueden superar el 80%. EI
Afiublo Bacterial de la Yuca fue descrito por
primera vez en América del Suren 1912 y en
Africa en 1970 (Maraite et al, 1981). X. axo-
nopodis pv. manihotis puede causar una am-
plia combinacion de sintomas, incluyendo
lesiones angulares en hojas, marchitamiento,
tizon, exudados y necrosis en el tallo (Marai-
te, 1993). Las pérdidas causadas por este
patégeno se han reducido combinando préacti-
cas culturales y resistencia del huésped (Lo-
zano, 1986; Boher et al, 1994. Op. Cit. en
Verdier et al, 1998; Alvarez, 2002). La resis-
tencia al Afiublo Bacterial ha sido desarro-



Ilada principalmente en M. esculenta y M.
glaziovii, y se piensa que es heredada poligé-
nicay aditivamente. Sin embargo los genes
que determinan la resistencia no han sido
identificados adn.

Con el fin de conocer la dinamica de la
enfermedad, en estudios previos se evalug la
diversidad de X. axonopodis pv manihotis en
cuanto a caracteristicas fisiologicas (Maraite
et al, 1981), de virulencia (Elango et al, 1981.
Op. Cit. en Verdier et al, 1998; Verdier et al,
1993) y polimorfismos del ADN (Berthier et
al, 1993; Verdier et al,1993), encontrandose
una alta diversidad a nivel patogénico y gené-
tico como posible consecuencia de la diversi-
dad de ambientes en los cuales se cultiva la
yuca, asi como de la variabilidad genética de
la planta huésped. Teniendo en cuenta estos
antecedentes, se sugiere una posible resisten-
cia varietal a X. axonopodis pv. manihotis y
una relacién cuantitativa entre la planta
huésped y el patogeno debido a la interaccion
entre diferentes variedades de yuca evaluadas
y un gran ndmero de cepas asiladas (Verdier
et al, 1998).

Una vez estudiado el patdgeno, es necesa-
rio ampliar el conocimiento sobre la resisten-
cia a CBB en la planta huésped y desarrollar
variedades de yuca con resistencia genética
duradera. Para tal fin, es necesario conocer
los genes que dominan la resistencia a CBB
detectando inicialmente marcadores molecu-
lares asociados con la respuesta fenotipica de
la planta a la enfermedad, siendo este el prin-
cipal objetivo del presente estudio desarrolla-
do en los Programas de Patologia y Genética
de Yuca del centro Internacional de Agricul-
tura Tropical (CIAT).

MATERIALES Y METODOS

Evaluacién de 4 familias BC1 bajo presion
natural de inéculo

La progenie de 4 familias de yuca BC1 (re-
trocruce 1) cuyo padre recurrente es M Nga
19 (Tabla 1) fue sembrada en campo, en Vi-
llavicencio (Meta), localizado en la ecozona 2
donde la enfermedad es endémica y se pre-
senta la mas alta diversidad haplotipica de X.
axonopodis pv. manihotis en Colombia (Res-
trepo, 1997). De cada genotipo se sembrd una
parcela con 6 plantas que fueron evaluadas
individualmente, 4 y 7 meses después de la
siembra, segun su reaccion a CBB, bajo pre-
sion natural de in6culo. Se utilizd una escala
de severidad de la enfermedad con valores
entre 1,0 y 5,0 donde 1,0 indica planta sin
ninguna lesion; 1,5 planta con necrosis leve;
2,0 planta con mayor area necrotica o exuda-
do sin marchitamiento y sin necrosis; 2,5
planta con exudado en 2 0 mas puntos; 3,0
planta con marchitamiento de hojas sin mar-
chitamiento del dpice y con exudado; 3,5
planta con marchitamiento del apice; 4,0
plantas con necrosis a lo largo del tallo y
marchitamiento general; 4,5 planta comple-
tamente marchita y necrosis que causa do-
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blamiento; 5,0 planta muerta por la sintoma-
tologia causada por X. axonopodis pv. ma-
nihotis.

Partiendo del mayor valor de evaluacion
en cada parcela, se grafico la distribucion de
frecuencia de la enfermedad en las cuatro
familias BC1, a partir de la Gltima evaluacion
(siete meses después de la siembra) y se cal-
cul6 la desviacion estandar en cada una de
ellas, lo que permitid seleccionar la familia
mas segregante (con individuos en todos los
niveles de la escala de severidad de la enfer-
medad).

Evaluacion de la familia de yuca segregan-
te en invernadero

Para confirmar la respuesta a CBB, de la
familia GM 315, seleccionada entre las cuatro
familias BC1 como la mas segregante por su
reaccion a la enfermedad, 138 individuos de
la progenie fueron sembrados en suelo estéril,
bajo condiciones de invernadero en CIAT,
siguiendo un disefio de bloques al azar con
cuatro repeticiones y unidad experimental
conformada por una planta. Después de seis
semanas de crecimiento de los nuevos brotes,
se llevo a cabo la inoculacién, siguiendo la
metodologia estandarizada para monitorear la
resistencia a CBB en yuca (Alvarez et al,
1999). Se inocul6 mediante inyeccion el tallo,
entre el tercero y cuarto peciolo de cada plan-
ta, con una suspension de X. axonopodis pv.
manihotis (cultivo de 24 horas evaluado pre-
viamente como altamente patogénico) cuya
absorbancia se ajusto en espectrofotometro en
0,5 a 600 nm; las plantas inoculadas se expu-
sieron a humedad relativa (HR) de 80% y
temperatura (T°) de 28/19°C (dia/noche). 12,
19y 26 dias después de la inoculacién la
evaluacion se hizo segln la escala de severi-
dad de CBB presentada previamente.

Tabla 1. Cruces de procedencia de las familias
BC1 y numero de individuos que las confor-
man

Familia
Cruce
Progenie (N°
de Individuos)

GM315
GM316
GM317
GM318

M Nga 19 x CM 9208-13 357
M Nga 19 x CM 9208-26 399
M Nga 19 x CM 9208-31 348
M Nga 19 x CM 9208-73 238

Anélisis de grupo segregante

Una vez seleccionada la familia segregante y
confirmada su respuesta a CBB en invernade-
ro, se tomaron los datos de las evaluaciones
fenotipicas para conformar dos grupos con-
trastantes de individuos segun la severidad
observada en la evaluacion de campo. Te-
niendo en cuenta la escala de severidad de
CBB, se conformé un grupo de individuos
altamente resistentes con sintomatologia entre
1,0y 2,0 (sembrados junto a individuos sus-

Fitopatologia Colombiana /Volumen 28 No 2

ceptibles, garantizando que la ausencia de
sintomas no fuera causada por escapes a la
enfermedad) y un grupo de individuos sus-
ceptibles con sintomatologia entre 4,0 y 5,0

Se hizo extraccion de ADN de los indivi-
duos seleccionados, siguiendo el protocolo de
Gilbertson-Dellaporta (Dellaporta, 1983), se
visualizé la calidad del ADN y se cuantificd
la concentracién de cada uno. Se hizo una
dilucion a 10ng/pL y se mezclaron volume-
nes iguales de individuos resistentes y sus-
ceptibles por separado, para conformar los
dos grupos y realizar el analisis de grupo
segregante (Michelmore et al, 1991) Poste-
riormente, el ADN de M Nga 19 junto con el
de los grupos contrastantes fueron evaluados
utilizando 486 cebadores microsatélite que
fueron disefiados con base en ADN (155
cebadores NS) o en cADN (331 cebadores
SSRY) por Mba et al (2001).

Cada reaccion en cadena de la polimerasa
(RCP) se realiz6 en un volumen final de 25
pL, teniendo en cuenta las siguientes concen-
traciones finales: dATP, dCTP, dGTP y
dTTP 0,2 mM cada uno; 2,0 mM MgCI2; 1,5
U de Taq polimerasa, 0,2 uM de cada ceba-
dor; Buffer de Taq polimerasa 1X;y 50 ng
de ADN como molde.

La amplificacion con los cebadores NS y
SSRY se realizd segun las condiciones de
amplificacion requeridas por cada cebador
evaluado, utilizando dos tipos de termocicla-
dores Robocycler 96 de Stratagene, con el
siguiente programa: dos minutos a 95°C; 30
ciclos con desnaturalizacion por 40 segundos
a 95°C, apareamiento por 90 segundos a
55/45 °C, y extension por dos minutos a
72°C; y un solo ciclo de extensidn final por
cinco minutos a 72°C o MSJ-Research PTC-
200 / MSJ-Research PTC-100, con el siguien-
te programa: 2 min a 94-96°C; 30 ciclos con
desnaturalizacion por 30 segundos a 94°C,
apareamiento por un minuto a 55/65°C, y
extension por 2 min a 72°C; y un solo ciclo
de extension final por cinco minutos a 72°C.

Los productos de amplificacion fueron vi-
sualizados en geles de acrilamida al 6%, en
una electroforesis que se corrié a 1600 v, 95
mA'y 85 W, durante 2 horas y se tifieron con
nitrato de plata.

A partir del andlisis de grupo segregante,
fue posible identificar cebadores que eviden-
ciaron diferencias a nivel molecular entre los
grupos, entendiéndose esto como la presencia
de una(s) banda(s) en el grupo resistente y su
ausencia en el grupo susceptible. Estos ceba-
dores se denominaron marcadores candidatos.

Evaluacion de la familia segregante con los
cebadores candidatos

Se evalu6 cada individuo que conforma los
grupos contrastantes con los marcadores can-
didatos seleccionados, identificando los ceba-
dores que mostraron diferencias entre los



individuos contrastantes para evaluar toda la
familia GM 315 y determinar la asociacion
entre marcador SSR y la resistencia a CBB en
campo y en invernadero. La evaluacion del
marcador en toda la familia dio origen a una
matriz binaria, donde la presencia de banda se
evalué con 1y la ausencia con 0.

Asociacién entre marcador molecular SSR
y respuesta fenotipica de la familia segre-
gante a CBB

De acuerdo con la reaccion de los individuos
a X. axonopodis pv. manihotis, en campo e
invernadero y teniendo en cuenta el maximo
valor y el valor promedio dentro de cada
parcela o grupo de repeticiones, se utilizaron
cinco grupos de rangos, segun la escala de
severidad de la enfermedad, agrupando los
valores de evaluacién en tres o cuatro catego-
rias (Tabla 2) para el analisis estadistico,
teniendo como modelos analogos de clasifi-
cacion las categorias de virulencia y agresivi-
dad de X. axonopodis pv. manihotis en yuca,
propuestas por Restrepo y Verdier (Restrepo
et al, 1997; Restrepo et al, 2000; Verdier,
1998, Jorge, 2001).

Para determinar la asociacion entre el
marcador SSR y la respuesta fenotipica a
CBB de la familia GM 315, se hizo una
prueba de Chi-cuadrado de independencia
utilizando el programa estadistico SAS (SAS,
1999-2001).

La Hipdtesis nula (Ho) en la prueba de
Chi-cuadrado de independencia fue: No hay
asociacion entre marcador molecular y resis-
tencia a CBB. Se utilizé un nivel de signifi-
cancia del 5%. La regla de decision acepta la
Ho si el valor de Chi-cuadrado calculado es
menor que el valor de Chi-cuadrado tabulado
(No hay asociacién entre marcador molecular
y resistencia a CBB).

Con el fin de valorar la validez del mar-
cador en la deteccion de individuos fenotipi-
camente resistentes, se determind su sensibi-
lidad y especificidad a partir de la prueba de
independencia. Estos valores permiten cono-
cer la probabilidad de obtener un resultado
concreto (verdaderos positivos o verdaderos
negativos) en funcion de la verdadera res-
puesta de cada genotipo, con respecto a la
presencia de la banda evaluada (Fernandez y
Diaz, Pruebas diagnésticas). Una vez calcula-
dos estos valores se determiné el porcentaje
de falsos positivos y negativos al hacer uso de
este marcador en la familia GM 315. Adicio-
nalmente, se determind la seguridad al utilizar
este marcador, calculando los valores predic-
tivos de un resultado positivo o0 negativo que
dependen directamente de la frecuencia del
marcador en la poblacidn evaluada (Fernan-
dez y Diaz, Pruebas diagnosticas). Estos valo-
res permiten conocer cual es la probabilidad
de que un individuo fenotipicamente resisten-
te tenga el marcador o cual es la probabilidad
de que un individuo fenotipicamente suscep-
tible no tenga el marcador.

La validez del marcador y la seguridad al
emplearlo se determinaron con base en la
Tabla 3 a partir de la cual es posible determi-
nar sensibilidad (SE), especificidad (ES),
falsos positivos (FP), falsos negativos (FN),

valor predictivo positivo (VPP) y valor pre-

dictivo negativo (VPN) para el marcador SSR
asociado con resistencia a CBB (Tabla 4)

mente resistentes evaluados con 1,0-1,5 y
2,0% altamente susceptibles evaluados con
4,5-5,0. Adicionalmente, esta familia presen-
to la mayor desviacion estandar (0,697),
confirmando lo anterior, pues con respecto al
valor medio de enfermedad (3,0) esta familia
tiene individuos evaluados por encima y por
debajo de este valor. Esta familia fue selec-

Tabla 2. Grupos de rangos propuestos segln la escala de severidad de CBB.

Grupos de rangos de resistencia

Categorias

1 1
Resistente 1,0-24 1,0-25
Intermedio 25-35 2,6-3,6
Susceptible 3,6-50 3,7-50

Moderadamente resistente
Moderadamente susceptible

11 v \Y
1,0-2,3 1,0-2,0 Menor a 3
2,4-3,6
3,7-5,0 4,0-5,0 Mayor a 3
2,0-3,0
3,0-4,0

Tabla 3. Evaluacidn del marcador SSR y repuesta de los individuos de la familia GM315 a CBB

Evaluacion del

Respuesta de los individuos de la familia GM315 a CBB

marcador SSR Susceptible (S) Resistente_(R) Total
/Intermedio(1)

Negativo A B A+B

Ausente (0) Verdaderos negativos

Positivo D C+D

Presente (1) Verdaderos positivos

Total A+C B+D A+B+C+D

Tabla 4. Férmulas derivadas de la tabla 3, para
calcular los parametros que determinan validez y
seguridad del marcador SSR asociado con resisten-
ciaa CBB

Parametro Férmula
Especificidad ES = A/(A+C)
Sensibilidad SE =D/(B+D)
Falsos positivos FP = C/( A +C)
Falsos negativos FN = B/(B+D)

Valor predictivo
positivo
Valor predictivo
negativo

VPP = D/(C+D)

VPN = A/(A+B)

RESULTADOS Y DISCUSION

Distribucion de frecuencias de CBB en las
cuatro familias de yuca (BC1) evaluadas
por su reaccion a CBB

De acuerdo a las graficas de distribucién de
frecuencia de CBB (Figura 1) a partir de la
evaluacion fenotipica realizada siete meses
después de la siembra en Villavicencio, al
menos 83% de los individuos en cada una de
las cuatro familias, tuvo valores menores a
3,0 segln la escala de severidad de la enfer-
medad, lo que indica que la mayor parte de
los individuos presentan un nivel de resisten-
cia alto a la diversidad de cepas de X. axono-
podis pv. manihotis presentes en esta region
de Colombia donde la enfermedad es endé-
mica.

La grafica de distribucion de frecuencia
de CBB en la familia GM 315 (Figura 1A)
indica una buena segregacion con individuos
en todos los niveles de la escala de enferme-
dad, presentando 5,6% de individuos alta-
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cionada entre los cuatro BC1 para identificar
marcadores SSR ligados a resistencia a CBB
en yuca por andlisis de Grupo segregante
(BSA).

Evaluacion de la familia BC1 més segre-
gante por su reaccion a CBB en condicio-
nes de invernadero

Transcurridos 26 dias después de la inocula-
cién de la familia GM 315 bajo condiciones
de invernadero, se evalué su reaccion a CBB
y se observé que el 65% de los individuos
evaluados presentaron una reaccion interme-
dia a X. axonopodis pv manihotis (datos no
mostrados), con valores en la escala de seve-
ridad de la enfermedad entre 2,5-3,5. La fa-
milia GM315 presentd una buena segregacion
para CBB en invernadero y presenté una
distribucién normal, confirmando los resulta-
dos de la evaluacion de CBB en campo.

Andlisis de Grupo segregante

El andlisis de grupo segregante de la familia
GM 315 con 486 cebadores SSR, detectd tres
polimorfismos diferentes con los cebadores
evaluados (Figura 2). Se observaron diferen-
cias entre el parental y los dos grupos con-
trastantes (Figura 2A), lo cual sugiere que
posiblemente la banda presente en los dos
grupos haya sido heredada del parental sus-
ceptible que no fue evaluado y no habria
asociacion con resistencia a CBB. Por otro
lado, se observaron diferencias entre los dos
grupos contrastantes (Figura 2B) y adicio-
nalmente entre el grupo resistente y el paren-
tal resistente, lo que sugiere que posiblemente
la banda que presenta este grupo fue heredada
del parental susceptible y no habria asocia-
cién entre la presencia de banda y la
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Figura 1. Distribucion de Frecuencia de CBB en cuatro familias de yuca producto de retrocruce con el parental
resistente (M Nga 19), de acuerdo al nivel de resistencia a X. c. pv. manihotis. (A) Familia GM 315. (B) Familia
GM 316. (C) Familia GM 317. (D) Familia GM 318. SD = Desviacidn estandar para cada familia.
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Figura 2. Patrones electroforéticos que muestran posibles polimorfismos detectados con los cebadores SSR
en el analisis de grupo segregante. A. Polimorfismo entre el parental resistente y los grupos contrastantes.
B. Polimorfismo entre los grupos contrastantes C. Marcadores candidatos SRR
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Figura 3. Patrones electroforéticos del producto amplificado de los individuos que conforman los grupos
contrastantes con el cebador SSRY 65. Carril 1 = M Nga 19, carril 2 = Grupo resistente (R), carril 3 =
Grupo susceptible (S), carril 4-13 individuos resistentes, carril 14-23 individuos susceptibles. 1= banda 1;
2=banda 2; 3= banda 3.
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resistencia a CBB. EI ultimo polimorfismo
detectado muestra diferencias entre los gru-
pos contrastantes y adicionalmente entre el
parental resistente y el grupo susceptible
(Figura 2C), lo que sugiere que la banda
visualizada puede estar asociada con resis-
tencia a CBB y que los cebadores que gene-
raron este tipo de polimorfismo pueden ser
posibles marcadores SSR.

Con base en lo anterior, de los 486 mar-
cadores SSR evaluados, solo 17 de ellos
fueron seleccionados como marcadores can-
didatos asociados con la resistencia a CBB.

Se determind que la familia GM 315 (M
Nga 19 x CM 9208-13) presentd la mejor
segregacion en campo e invernadero y con
base en las evaluaciones fenotipica y genoti-
pica se plante6 una prueba de Chi-cuadrado
de independencia para determinar la asocia-
cién entre resistencia a CBB y la presencia
de un marcador SSR. La prueba de indepen-
dencia es la mejor opcion para buscar aso-
ciacién entre un marcador molecular y una
caracteristica fenotipica cualitativa. En el
caso de CBB, el nivel de enfermedad se
evalla mediante una escala de severidad,
siendo esta una variable no continua que en
un analisis de correlacion simple no brinda
informacion.

La prueba de Chi-cuadrado con los datos
fenotipicos y genotipicos de la familia GM
315 evaluada en campo, determind la aso-
ciacion entre el marcador SSRY 65 y la
resistencia a CBB con el mé&ximo valor y el
valor promedio de severidad por parcela. La
especificidad calculada para cada grupo de
rangos con los que se aceptd la Ho, no su-
per6 el 70%, indicando que entre 61,9 y
68,2% de los individuos evaluados con el
marcador son verdaderos negativos, siendo
estos los individuos susceptibles en los que
la banda 1 esta ausente. Por su parte, la sen-
sibilidad mostr6 que entre 49,5 y 54,5% de
los individuos evaluados fenotipicamente
como resistentes tienen la banda 1, siendo
estos los verdaderos positivos.

Evaluacién de cebadores candidatos

El cebador SSRY 65 mostrd diferencias
entre los individuos resistentes y suscepti-
bles que conforman los grupos contrastan-
tes de la familia GM 315 (Figura 3) y puede
considerarse marcador SSR.

Los individuos fenotipicamente resisten-
tes presentaron las bandas 1y 3; por el con-
trario, los individuos fenotipicamente sus-
ceptibles presentaron las bandas 2 y 3. Indi-
viduos resistentes que no presentan la banda
1 probablemente sufrieron recombinacién
durante la cual pudo haber delecion o inser-
cion de algunas regiones genomicas.

Evaluacién de cebadores posiblemente
asociados con resistencia a CBB en la
familia segregante



Se evalu6 cada banda por separado, con el fin
de encontrar asociacion directa entre una de
ellas y la resistencia a CBB, teniendo en
cuenta que la banda 1 esta presente en todos
los individuos resistentes del grupo R; la
banda 2 esta presente sélo en algunos indivi-
duos susceptibles del grupo S, sugiriendo que
posiblemente esta regién amplificada fue
heredada del parental susceptible pero no esta
ligada con resistencia a CBB. La banda 3, por
otro lado, es compartida por todos los indivi-
duos, lo que sugiere que esta region se con-
serva en los parentales y fue heredada por la
progenie.

Asociacion entre marcador molecular SSR
y respuesta fenotipica de la familia segre-
gante a CBB

Enla Tabla 5 se presentan los resultados de
la prueba de Chi-cuadrado de independencia
para los grupos de rangos donde se rechazé la
Ho, siendo estos los que demuestran que
existe asociacion entre el marcador microsa-
télite (SSRY 65) y la resistencia a CBB tanto
en campo como en invernadero.

termind solo un 23,5% de falsos positivos y
el valor predictivo positivo fue mayor que en
los datos de campo analizados, confirmando
la resistencia a CBB en 95,8 % de los indivi-
duos que presentaron la banda 1

Aunque se encontro asociacion entre el
marcador SSRY 65y la resistencia a CBB en
campo y en invernadero, la especificidad del
marcador fue mayor en invernadero, al igual
que el valor predictivo positivo. Esto sugiere
que bajo condiciones controladas de evalua-
cion de la enfermedad es posible tener mayor
certeza de la confiabilidad del marcador,
encontrando una mayor probabilidad de que
los individuos resistentes presenten la banda
1 generada por el marcador y que los indivi-
duos susceptibles no la tengan. Es importante
resaltar que aunque la evaluacion en inverna-
dero generd resultados interesantes, en ensa-
yos posteriores es necesario aumentar el nd-
mero de cepas de X. axonopodis pv manihotis
evaluadas para determinar como afecta la
diversidad del patdgeno a la poblacién que en
campo muestra buena segregacion.

En el caso de la evaluacion de los indivi-
duos sembrados en campo, existen diversas
causas para la baja especificidad y el aumento

Tabla 5. Resultados de la prueba de chi-cuadrado de independencia para los grupos de rangos de resis-

tencia en los que se rechazé la Ho

TIPO DE ASOCIACION GC?- Fcmax® GC*-FCp© GI¢- FlIpe
Grupo de Rangos (Tablal) | 11 11 1l v 1l
GL' 2 2 2 2 3 2

Chi cuadrado® 9,2412  8,0567 13,03 6,1407  9,2450  9,9034
Probabilidad 0,0098 0,0170  0,0015 0,046 0,026 0,007
Especificidad 65,75 61,90 65,22 68,18 65,75 76,47
Sensibilidad 54,48 50,26 49,51 49,76 54,48 51,19
Falsos positivos 34,25 38,10 34,78 31,82 34,25 23,53
Falsos negativos 45,51 49,73 50,48 50,24 45,51 48
Valor predictivo positivo 77,2 85,4 92,7 93,6 77,2 95,8
Valor predictivo negativo 40,33 218 12,6 12,6 40,3 13,2

Evaluacion genotipica de individuos de campo, ® Evaluacion fenotipica de individuos de campo (maximo
valor por parcela), ¢ Evaluacion fenotipica de individuos de campo (valor promedio por parcela), ¢ Eva-
luacién genotipica de individuos de invernadero, ® Evaluacion fenotipica de individuos de invernadero
(valor promedio de las repeticiones) f Grados de libertad, 9 Chi cuadrado calculado

Aunque los valores de especificidad y
sensibilidad calculados con los datos de cam-
po para el marcador SSR no son muy altos, es
importante tener en cuenta que un porcentaje
bajo de falsos positivos es detectado al em-
plear este marcador, considerando que no
hubo un control estricto en las evaluacion
fenotipicas y que incluso pruebas diagnosti-
cas a nivel clinico, no alcanzan valores cerca-
nos a 100%.

La prueba de chi-cuadrado de indepen-
dencia realizada con la evaluacion fenotipica
y genotipica de la familia GM 315 bajo con-
diciones de invernadero, permiti6é determinar
la asociacion entre la banda 1 generada por el
marcador SSRY 65y la resistencia a CBB.
La especificidad generada por el marcador en
estos datos, fue mayor que la generada por los
datos de campo. En invernadero, se encontrd
que 76,4% de los individuos son verdaderos
negativos (individuos susceptibles que no
presentaron la banda 1). Asi mismo, se de-

en el porcentaje de falsos positivos. Algunas
de ellas son la falta de control sobre las cepas
de X. axonopodis pv manihotis predominan-
tes en el momento de la evaluacion, la falta
de control sobre condiciones climaticas que
favorecen la enfermedad y la falta de uni-
formidad en la distribucién de la enfermedad,
lo que genera cierta desconfianza acerca de la
evaluacion fenotipica. Las plantas sin sinto-
mas aparentes de CBB pueden deberse a una
baja presion del in6culo en el sitio de siembra
y aunque genotipicamente son susceptibles se
evaltan como resistentes, debido a una falta
de control sobre las condiciones abi6ticas del
ensayo.

Aungue no fue posible determinar la ubi-
cacion del marcador SSRY 65 en el mapa de
yuca, ya que la familia evaluada (GM 315) no
tiene parentesco con la familia K sobre la que
se generd el Gnico mapa de yuca existente, es
posible sugerir una clara asociacion entre el
marcador y la resistencia a CBB. La segrega-
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cion presentada por esta familia, asi como la
naturaleza contrastante de los parentales,
permiten sugerir su utilizacion en estudios
posteriores de evaluacion frente a otros pat6-
genos con miras a generar un nuevo mapa de
yuca que permita localizar nuevos marcado-
res que expliquen la resistencia de Manihot
esculenta Crantz a diversos patogenos.

Finalmente, basandose en los valores pre-
dictivos positivos generados por el marcador
SSRY 65, es posible sugerir la utilizacion de
este marcador molecular en pruebas diagnds-
ticas para detectar individuos resistentes a
CBB, que tengan parentesco genético con la
familia GM 315, pero su utilidad en progra-
mas de mejoramiento genético y en seleccion
asistida por marcadores se encuentra ain bajo
estudio debido a la falta de conocimiento
sobre la ubicacion del marcador en el genoma
de Manihot esculenta Crantz.

CONCLUSIONES

e En condiciones de campo (Villavicen-
cio), la familia GM 315 (retrocruce entre
M Nga 19 y CM 9208-13) fue la mas se-
gregante en su reaccion a CBB.

e Bajo condiciones de invernadero, la
familia GM 315 present6 buena segrega-
cion, confirmando los resultados de la
evaluacion fenotipica en campo.

e El andlisis de grupo segregante de la
familia GM 315 con 486 cebadores SSR,
detect6 tres polimorfismos diferentes con
los cebadores evaluados

e El cebador SSRY 65 mostro diferencias

consistentes entre los individuos resis-

tentes y susceptibles que conforman los
grupos contrastantes de la familia GM
315y puede considerarse un marcador

SSR putativo.

La prueba de Chi-cuadrado con los datos

fenotipicos y genotipicos de la familia

GM 315 evaluada en campo e invernade-

ro, determiné que existe asociacion entre

el marcador SSRY 65y la resistencia a

CBB.

o Laespecificidad del marcador fue mayor
en invernadero, con respecto a los valo-
res generados por los datos de campo

e Bajo condiciones controladas de evalua-
cién de CBB es posible tener mayor cer-
teza de la confiabilidad del marcador.

e Con base en los valores predictivos posi-
tivos generados por el marcador SSRY
65, es posible sugerir la utilizacién de es-
te marcador en pruebas diagndsticas para
detectar la presencia de una banda espe-
cifica (banda 1) en individuos resistentes
de familias genéticamente relacionadas
con la GM 315

PERSPECTIVAS

La segregacion presentada por la familia GM
315, asi como la naturaleza contrastante de
los parentales, permiten sugerir su utilizacion
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en estudios posteriores de evaluacion frente a
otros patdgenos con miras a generar un nuevo
mapa de yuca que permita localizar nuevos
marcadores que expliguen la resistencia de
Manihot esculenta Crantz a diversos patoge-
nos.
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