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Introducción

La yuca es, probablemente, la especie vegetal
más eficiente del trópico en la producción, por
unidad de área, de carbohidratos para las
necesidades del pequeño agricultor. Su alta
productividad la convierte en una fuente
atractiva de materia prima renovable para la
industria; sin embargo, su cultivo presenta
algunos problemas de producción que pueden
reducir considerablemente su rendimiento,
restarle interérs y hacerlo menos rentable en el
competitivo mercado de los carbohidratos de
origen vegetal.

Entre los probemas más serios del cultivo se
pueden mencionar el ataque de varios
organismos patógenos (enfermedades), la falta de
suficiente material sano y certificado para la
‘siembra’, y el deterioro acelerado de las raíces
cosechadas. La biotecnología puede contribuir a

la solución de éstos y otros problemas para
beneficiar tanto a los productores,
particularmente a los pequeños, como a los
consumidores.

Desde los años 80, el Centro Internacional de
Agricultura Tropical (CIAT) ha investigado el
potencial de la biotecnología aplicada a la yuca,
para entenderlo mejor y orientarlo a la solución
de los problemas de este cultivo que escapan a la
acción de los métodos convencionales de
mejoramiento. Tres grandes áreas se han
estudiado en el CIAT:

• Cultivo de tejidos para la limpieza y
multiplicación rápida de material sano
(certificado) y para la conservación de
germoplasma.

• Transformación genética para introducir
características agronómicas de interés que
no existen naturalmente en la yuca, por
ejemplo, la resistencia a las enfermedades y
el mejoramiento de la calidad del almidón.

• Marcadores moleculares, usados para hacer
más eficiente el mejoramiento de la yuca y
para entender la estructura de su diversidad
genética.

El presente capítulo muestra el progreso
alcanzado dentro y fuera del CIAT en estas tres
áreas desde 1980. En él se describen en detalle
las tecnologías de mayor aplicación o más
promisorias (p. ej., propagación y
transformación). Se exponen también, en
términos comprensibles, las necesidades
tecnológicas más apremiantes que, una vez
resueltas, permitirían avanzar rápidamente
mediante el empleo de la biotecnología a los
problemas específicos del cultivo de la yuca.
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Altura
de siembra

Sistema de propagación in vitro

La producción de material de ‘siembra’ (estacas
para plantar) mediante el cultivo de tejidos cobra
especial importancia para la yuca, cultivo en que
se emplea el sistema convencional de
propagación por estacas. Este sistema no puede
satisfacer la cuantiosa demanda de nuevos
materiales y se puede convertir, además, en un
foco de diseminación de plagas y enfermedades
que disminuyen la producción en los clones de
interés. La falta de una tecnología disponible
para producir material de ‘siembra’ certificado
en Colombia, en cantidad suficiente, constituye
una limitante seria para el establecimiento de
este cultivo a escala comercial.

Actualmente se conocen dos sistemas de
propagación in vitro de la yuca:

- a partir de meristemas preexistentes, por
ejemplo, en nudos y ápices (Roca, 1984;
Konan et al., 1997) o mediante el cultivo de
“roseta” (Roca, 1984);

- propiciando la formación de novo de
embriones somáticos, por ejemplo, inducidos
a partir de hojas inmaduras o de meristemas
apicales (Szabados et al., 1987).

 El primer sistema de propagación (cultivo de
ápices y nudos) es el más común.
Técnicamente, el segundo sistema (mediante
embriones somáticos) sería el más eficiente,
siempre y cuando se logre resolver el problema
de la conversión de embrión a planta y
comprobar la estabilidad genética del material
recuperado. Sin embargo, este sistema se usa
ampliamente por su eficiencia en la
transformación genética y podría usarse en el
futuro para la producción de semilla sintética de
yuca.

El uso de cultivos meristemáticos
proporciona, en primer lugar, materiales élite
limpios, aptos para ‘siembra’, en cantidades
razonables y con posibilidad de ser enviados a
un solicitante local o internacional sin que sean
sometidos a restricciones cuarentenarias. Según
Roca (1984), el sistema consiste (Figura 21-1) en
colocar yemas o ápices en un medio de cultivo
sólido, en un ambiente estéril y bajo condiciones
controladas de cuarto de crecimiento (28 a
30 °C, 12 horas de fotoperíodo y una intensidad
de 1000 lux). Transcurridas 4 a 6 semanas, se

pueden obtener de tres a cuatro nuevos
explantes aptos para iniciar un nuevo ciclo de
propagación.

Considerando estas tasas de propagación
(1:3 a 1:4) y el tiempo que toma producir el
material (4 a 6 semanas por ciclo), este
sistema no estaría en capacidad de producir
grandes cantidades de material de ‘siembra’
para satisfacer una demanda masiva.
Dentro del esquema actual, el sistema
estaría en capacidad de producir de 6 × 10³ a
6 × 104 plantas por año.

En el Centro Internacional de Investigación
Agrícola para el Desarrollo (CIRAD, por su
acrónimo en francés), Teisson y Alvard (1994)
desarrollaron un sistema de multiplicación
masiva empleando biorreactores, denominado
RITA® (Recipiente para la Inmersión Transitoria
Automatizada, en francés); el sistema ha sido
probado con éxito en cultivos como café
(Berthouly et al., 1995), banano (Alvard et al.,

Figura 21-1. Esquema de propagación in vitro a partir de
una planta certificada. 1 = plántula para
propagar obtenida asépticamente;
2 = tallo de plántula dividido con cortes;
3 = segmentos de tallo obtenidos: A, B y C;
4 = segmentos en medio de propagación;
5 = plántulas micropropagadas in vitro.
A = base de planta, B = segmentos de tallo
con un nudo, C = punta del tallo.

FUENTE: CIAT (1982).
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1993), caucho (Etienne et al., 1997) y caña de
azúcar (Lorenzo et al., 1998). Recientemente,
otros grupos de investigadores lo han probado
en los sistemas embriogénicos de Brachiaria sp.,
en cultivo de anteras de arroz (Escobar et al.,
2000a) y en sistemas de propagación mediante
nudos en yuca (Escobar et al., 2001) y en caoba
(Orellana, 1997).

Este sistema de inmersión temporal permite
aumentar notablemente la tasa de

Cuadro 21-1. Tasa de propagación de clones
comerciales de yuca mediante el sistema
RITA® (n = número inicial de explantes
usados).

Clon n Tejido Explantes, Tasa de
recuperado total propagación

Apices Nudos

CM 3306-4 10 50 51 101 10.1

CM 4574-7 10 40 25 65 6.5

CM 523-7 10 46 60 106 10.6

MBRA 383 10 43 25 68 6.8

MBRA 507 10 43 35 78 7.8

MCOL 2215 10 58 30 88 8.8

MCOL 1505 10 28 25 53 5.3

MCUB 74 10 31 42 73 7.3

MECU 72 10 26 42 68 6.8

MTAI 8 10 26 35 61 6.1

multiplicación en yuca (Escobar et al., 2001), si
se compara con el sistema convencional in vitro
(Cuadro 21-1); además, reduce los costos
unitarios de propagación. Consiste en lo
siguiente: los tejidos reciben, en tiempos
alternos, nutrientes y hormonas del medio de
cultivo y un flujo de oxígeno durante la
inmersión, con un período programado de espera
entre ciclo y ciclo (Figura 21-2); se logra así un
crecimiento acelerado de tallos y hojas en los
que brota un gran número de yemas para el
siguiente ciclo de propagación.

Este sistema presenta las siguientes
ventajas: disminución de la mano de obra,
reducción de los problemas de asfixia o
vitrificación de los tejidos, mejor nutrición
mineral de los tejidos, renovación completa del
aire dentro del recipiente durante cada ciclo,
mejor separación de los tejidos, y control de los
procesos morfológicos (Teisson y Alvard, 1994).

Los trabajos desarrollados en la Unidad de
Biotecnología del CIAT han determinado que la
tasa de propagación en el sistema RITA®
depende de la variedad y del manejo que se le da
en medios líquidos. En el CIAT se estableció, con
financiación del Programa de Biotecnología
Agrícola (PBA) y del DGIS Holanda, el sistema
RITA® para producir materiales destinados a la
costa norte de Colombia, empleando los clones
Venezolana (MCOL 2215) y Verdecita
(MCOL 1505) como testigos (Escobar et al.,
2000c; CIAT, 1999).

Figura 21-2. Detalle del funcionamiento del método RITA® (izquierda) y del material propagado masivamente con él
(centro). El medio líquido asciende (flecha) por diferencia de presión, cíclicamente, a la cavidad superior,
donde alimenta los explantes. A la derecha, germinación de embriones de yuca en RITA® para acelerar su
crecimiento y aumentar la eficiencia de conversión embrión-planta.
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En el Cuadro 21-1 se observa la tasa de
propagación de algunos clones desarrollados
para la costa norte y de otros de interés
comercial para Colombia (Escobar et al., 2001).
Los datos preliminares señalan un incremento
en la eficiencia de propagación bajo condiciones
de RITA® de 166% a 300%, respecto al sistema
sólido (R. Escobar, información sin publicar).

Los costos de desarrollo de esta tecnología y
de la propagación in vitro podrían limitar su
aplicación en comunidades de agricultores de
escasos recursos. Por esta razón, el CIAT lleva a
cabo un segundo proyecto que, con recursos del
Programa de los Centros GCIAI de Investigación
Participativa y Análisis de Género para el
Desarrollo de Tecnología y la Innovación
Institucional (PRGA-CIAT), ha permitido la
producción in vitro de material certificado
(Figura 21-3), empleando insumos de bajo costo
y de fácil consecución para los agricultores en
los mercados locales (Escobar et al., 2000b;
CIAT, 1999).

Actualmente, en la Unidad de Biotecnología
del CIAT se está diseñando un sistema de
biorreactores de bajo costo, que pueda
desarrollar a gran escala el proceso y transferirlo
a los campesinos de diferentes zonas.

Un sistema de propagación masiva de clones
de yuca de importancia económica para
Colombia, bien adaptado, que asegure la
cantidad y la calidad sanitaria del material de
‘siembra’, y que garantice el flujo de material

para futuras plantaciones, a bajo costo,
constituye la mejor solución para desarrollar
comercialmente este cultivo.

Conservación de Germoplasma

El acceso a la variabilidad genética de un cultivo
y de sus especies relacionadas es parte
fundamental del proceso de fitomejoramiento.
La yuca es un cultivo de alta heterocigocidad;
por tanto, la conservación de su semilla sexual
no es la más adecuada para mantener la
fidelidad de un material a su fuente. La
integridad genética del material se conserva, por
tanto, mediante el cultivo de partes vegetativas.

Actualmente, el CIAT mantiene en custodia
los recursos genéticos del género Manihot en dos
formas: en el campo, mediante el cultivo in vitro
con tasas de crecimiento mínimo; son
aproximadamente 6000 accesiones que
representan a 23 países diferentes (Bonierbale et
al., 1997). El área de conservación en campo
ocupa, aproximadamente, 3 ha, en las que
deben hacerse periódicamente enmiendas al
suelo, riego y mantenimiento preventivo para
manejar plagas, patógenos e insectos; por tanto,
los costos de conservación de esa área son
relativamente altos (Epperson et al., 1999).

Se ha discutido, durante años, que la
conservación in vitro logra, en algunos sistemas
de propagación vegetativa, una reducción
significativa en el costo de mantenimiento y de
conservación del germoplasma; de este modo
consigue mantenerlo a mediano o a largo plazo.

Crecimiento a tasas mínimas

Withers y Williams (1986) propusieron dos tipos
de banco genético in vitro:

• el Banco Genético in vitro Activo (IVAG, en
inglés), a corto plazo, bajo condiciones de
crecimiento mínimo, y con funciones
específicas de propagación y distribución de
material;

• el Banco Genético in vitro Básico (IVBG, en
inglés), cuyo objetivo principal es el
almacenamiento por seguridad (black box)
del germoplasma a largo plazo.

Roca (1984) estableció las condiciones para
la conservación in vitro a corto plazo en un

Figura 21-3. Grupo de agricultores de Santa Ana, Cauca,
recibiendo capacitación en cultivo de tejidos
para establecer una pequeña instalación de
producción de material de ‘siembra’ a bajo
costo en la zona.
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medio 8S sólido con una combinación específica
de reguladores hormonales y a una temperatura
de 22 a 24 °C. Actualmente, en un área de
40 m2, se manejan cinco tubos por clon, haciendo
subcultivos cuya periodicidad va de 8 a 16 meses,
según el clon (G. Mafla, comunicación personal).

Las colecciones del género Manihot más
completas del mundo se conservan en el CIAT, en
Colombia, y en la Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuária (EMBRAPA/CENARGEN, de Brasil);
la colección de materiales africanos está en el
International Institute of Tropical Agriculture
(IITA), en Africa, y en el Institute of Scientific
Research for Development and Cooperation
(ORSTOM, de Francia).

Cerca de 4000 plántulas de más de 1600
accesiones diferentes, han sido distribuidas in
vitro de la colección del CIAT a los solicitantes,
desde el inicio de ésta en 1979 (G. Mafla,
comunicación personal). Se ha integrado, por
tanto, al manejo del banco, un sistema para el
seguimiento (monitoría) al flujo de materiales, al
estado sanitario, a los datos de pasaporte, a la
estabilidad genética, y a la detección de
duplicados en la colección, entre otras
actividades. La colección que se mantiene en el
CIAT ha sido designada por la FAO; por tanto, las
instituciones receptoras deben firmar
previamente un acuerdo de transferencia de
germoplasma como requisito para el envío del
material. En él acuerdan no establecer derechos
de propiedad sobre el material vegetal,
principalmente. El CIAT está implementando
actualmente un sistema de código de barras para
manejar este banco IVAG, que se halla en la
Unidad de Recursos Genéticos del Centro.

Crioconservación de yuca

Se explicaron anteriormente los conceptos de
IVAG y de IVBG. Ambos bancos deben constituir
un sistema complementario e integral para
manejar el recurso genético de Manihot, en el
cual:

- el IVAG provee continuamente material
limpio, libre de plagas y enfermedades y con
alto potencial de propagación;

- el IVBG provee una colección de largo plazo,
libre de cambios genéticos y que reduce el
costo y el espacio de la colección
convencional.

Las técnicas de crioconservación se dividen en
clásicas y nuevas. Las primeras se basan en la
protección química y en la deshidratación parcial,
que ocurren durante la congelación: en ellas son
críticos el comportamiento del agua remanente en
el tejido durante la congelación, la manera de
remover el agua, y la descongelación. El segundo
grupo de técnicas se basa en la vitrificación, que
es el paso de un líquido hacia un estado amorfo
(vítreo) durante la congelación, el cual evita la
formación de estructuras cristalinas (Towill,
1996).

Varios autores han establecido protocolos
clásicos para la crioconservación de yuca, usando
diferentes explantes (semillas, ápices, meristemas,
etc.), por ejemplo, Kartha (1982), Bajaj (1983),
Marín et al. (1990), Benson (1992) y Escobar et al.
(1997). Otros presentan protocolos nuevos, por
ejemplo, Benson (1992), Choronsub et al. (1999) y
Escobar et al. (2000a).  En trabajos desarrollados
en el CIAT se ha demostrado que la respuesta
posterior a la congelación depende del genotipo
empleado; por ello, no es posible extrapolar
resultados partiendo de pocos genotipos, en el
manejo de un banco (Escobar et al., 1997).

En los últimos años, el CIAT ha implementado
la técnica de encapsulación-deshidratación que se
basa, a su vez, en la técnica de la semilla
sintética; en ésta, se coloca un ápice de modo que
quede cubierto por una solución de alginato de
sodio, y se polimeriza luego con cloruro de calcio.
Esta metodología ha sido probada con éxito en
95 variedades tomadas al azar de la colección
central in vitro de yuca; de ellos, 25% dieron una
respuesta superior a 70% en la formación de
brotes; 50% respondieron de 30% a 70% en
brotación; y 25% dieron una respuesta menor que
30% en cuanto a brotes recuperados en la fase
siguiente a la congelación (Manrique, 2000).

 Esta técnica favorece la manipulación de los
explantes sin dañarlos, permite tratarlos con
niveles altos de azúcar, deshidratarlos luego en
sílica gel y congelarlos rápidamente por inmersión
directa en nitrógeno líquido. La recuperación se
hace en un medio en que se controlen la presión
osmótica, la concentración y el tipo de regulador
hormonal que favorezcan el crecimiento de los
ápices congelados.

Los resultados actuales plantean la
posibilidad de aumentar el número de clones que
se conservarán en nitrógeno líquido, para
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determinar los siguientes aspectos logísticos:
número de tubos por variedad, repeticiones,
número de explantes por tubo, porcentaje de
respuesta mínimo y seguro, reproducibilidad de
la técnica a través del tiempo de conservación,
base de datos, recuperación in vitro, en el
invernadero y en el campo. Estos y otros
aspectos permitirían ganar experiencia en el
establecimiento y manejo de un banco básico
(IVBG), tomando la yuca como modelo.

Asimismo, es necesario ajustar la técnica
actual para aplicarla a los materiales que han
dado una débil respuesta con el fin de lograr una
respuesta mínima y segura después de la
congelación.

Transformación Genética

La ingeniería genética se emplea para manipular
genes e introducirlos en las plantas obteniendo
así una transformación genética (transgénesis);
es ésta una herramienta poderosa que puede
ampliar la base genética, en cuanto a caracteres
útiles, más allá del límite impuesto por la
compatibilidad entre especies.

A cultivos como la yuca, en que cada
genotipo es un mosaico heterogéneo de genes, la
ingeniería genética ofrece la ventaja de poder
transferir uno o varios genes sin que se pierda el
genotipo; esta pérdida irreversible ocurre en el
mejoramiento convencional.

- El aspecto más promisorio para la
transferencia de genes en la yuca es la
resistencia a las enfermedades obtenida con
genes del mismo género Manihot y de otras
fuentes novedosas.

- Otras aplicaciones posibles de la
transferencia de genes estarían en el
mejoramiento de la calidad de la raíz en los
siguientes aspectos: incrementar su nivel de
proteína y su contenido de micronutrientes,
eliminar o reducir los compuestos
cianogénicos (azúcares cianogénicos),
mejorar su capacidad como raíz fresca para
ser almacenada, acumular nuevos
compuestos (almidones cerosos) que
incrementen el valor de los productos
derivados de la yuca, y otros.

Métodos de transformación y
regeneración

Los métodos más comunes para introducir ADN
en las células de yuca son la transferencia por
medio de la bacteria Agrobacterium sp. y el
disparo de micropartículas cubiertas con los
genes de interés. Se demostró hace más de
10 años que la yuca era susceptible a la
transformación con Agrobacterium sp. (Calderón-
Urrea, 1988), pero la eficiencia de
transformación de las diferentes cepas de la
bacteria varía y depende del genotipo de ésta
(Chavarriaga-Aguirre et al., 1993; Li et al., 1996;
Puonti-Kaerlas et al., 1997). Ahora bien, el
mayor problema de la transformación genética
(TG) de la yuca es la eficiencia de regeneración in
vitro de las células transformadas para obtener
plantas completas.

Embriogénesis somática

Es el método más común para regenerar
plantas de yuca. Los embriones somáticos
pueden ser inducidos, en un número limitado de
explantes, como cotiledones y ejes embriónicos
del embrión sexual (Stamp y Henshaw, 1982),
como hojas inmaduras, meristemas apicales o
meristemas axilares (Szabados et al., 1987;
Mathews et al., 1993; Puonti-Kaerlas et al.,
1997b; 1998; Frey, 1996), como anteras
(Mukherjee, 1995), y como inflorescencias
inmaduras en medios que contienen auxina
(Woodward y Puonti-Kaerlas, 2000). El origen
multicelular de los embriones somáticos de yuca
los convierte en tejidos subóptimos para la
transformación genética, porque es común
obtener de ellos plantas quiméricas indeseables.

Un sistema de cultivo de tejidos adaptado a
la transformación genética fue desarrollado por
Taylor et al. (1996) y se denominó callo
embriogénico friable (CEF). Los embriones
somáticos mantenidos en el medio MS
(Murashige y Skoog, 1962) o en el GD (Gresshoff
y Doy, 1974) son suplementados con la auxina
Picloram y producen CEF; éste es luego
transferido al medio líquido SH (Schenk y
Hildebrandt, 1972) y produce suspensiones
embriogénicas que proliferan rápidamente. Los
embriones son transferidos después a medios
sin hormonas o con otras auxinas para inducir
su maduración y su conversión a plantas
completas.
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A diferencia de lo que sucede con la
embriogénesis primaria y la secundaria de la
yuca, las nuevas unidades embriogénicas del
CEF se desarrollan sobre la superficie de
unidades preexistentes, aparentemente como
grupos de origen unicelular; esto las convierte en
blancos excelentes para la transformación
(Taylor et al., 1996). El bombardeo de CEF con
micropartículas recubiertas con ADN ha
permitido la regeneración de plantas
transgénicas de yuca (Schopke et al., 1996;
Raemakers et al., 1996; Munyikwa et al.,
1998b).

Una desventaja del CEF es la poca
disponibilidad de suspensiones embriogénicas
para los genotipos comerciales de mayor interés.
El desarrollo de este tipo de suspensión depende
aún del genotipo y es laboriosa. Además, la
conversión del CEF de yuca a planta es
relativamente baja, comparada con otros
sistemas de regeneración en cultivos como
tabaco, arroz, soya y maíz. Más aún, la
probabilidad de obtener plantas anormales se
incrementa rápidamente con el tiempo que
duren las células en el cultivo in vitro; por tanto,
es necesario renovar continuamente las líneas
celulares. Estas condiciones reducen, por tanto,
todavía más la eficiencia de transformación
(Taylor et al., 1996; Schopke et al., 1997a).

Producción de CEF y su
transformación por
Agrobacterium sp.

Es importante profundizar un poco más en la
transformación de yuca por mediación de la
bacteria del suelo Agrobacterium tumefaciens.
Esta metodología estaría más al alcance de los
programas nacionales de investigación agrícola
por su menor costo y, desde el punto de vista
técnico, por la forma en que se insertan los
genes (copias completas). El primer reporte de
transformación del CEF por medio de
Agrobacterium sp. fue realizado por González et
al. (1998). Sin embargo, varios informes
anteriores habían descrito la transformación de
estos tejidos mediante la biolística, tal como se
mencionó anteriormente (ver también Zhang et
al., 2000; Zhang y Puonti-Kaerlas, 2000).

González et al. (1998) describieron un
protocolo para transformar el cultivar de yuca
TMS60444 (MNIG 11) empleando la cepa de
Agrobacterium ABI-pILTAB188. Es importante

mencionar que la frecuencia de conversión de
embrión a planta en este cultivar es
relativamente alta (entre 18% y 27%), si se
compara con la de otras variedades altamente
embriogénicas como MCOL 2215 (Venezolana),
cuya conversión oscila entre 8% y 20% (López,
2000).

Transformación del CEF

La transformación del CEF mediante
Agrobacterium puede tomar entre 30 y
34 semanas (8 a 9 meses) cuando se selecciona
con Paramomicina (un antibiótico de la familia
de la Kanamicina). Uno de los factores que
probablemente retarda la recuperación de
plantas transgénicas de yuca parece ser la
sensibilidad del CEF al antibiótico y a la
infección con Agrobacterium per se (Schopke et
al., 1993; Li et al., 1996; González et al., 1998).
La sensibilidad a la infección causada por la
bacteria parece depender de la variedad; por
ejemplo, MCOL 2215 es más sensible que
TMS60444 (Chavarriaga y Ladino, resultados no
publicados).

González et al. (1998) señalaron, como
posibles limitantes en la transformación del
CEF, la baja frecuencia de callos que producen
los embriones somáticos diferenciados y la baja
conversión de embriones transformados a
plantas, aunque esta última parece ser la más
alta reportada para transformación de yuca. La
frecuencia de recuperación de plantas
transgénicas osciló entre 1% y 10% (dos plantas
de 180 ó 20 unidades embriogénicas
seleccionadas en Paramomicina). Las quimeras
disminuyeron por el probable origen unicelular
de los embriones globulares en el CEF (González
et al., 1998).

Según los autores antes citados, es posible
producir cientos de líneas transgénicas del
CEF con relativa facilidad a partir de 0.5 ml de
SCV1.  En otros aspectos de transformación y
regeneración, el CEF es similar a otros
sistemas de transformación que empleen
embriones somáticos o partes de ellos. El
número de inserciones puede variar

1. Una unidad (en ml) de SCV (Settled Cell Volume) se
determina dejando en reposo el CEF (en suspensión)
durante 30 minutos, en un tubo graduado de 15 ml.
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(generalmente, entre 1 y 4) y la selección se
hace con antibióticos o con azúcares (como la
manosa) o las mismas construcciones
genéticas, incluyendo los promotores.

El sistema CEF ha sido desarrollado para
14 variedades de yuca, de las cuales han sido
regeneradas plantas sólo en siete de ellas.
Plantas transgénicas, obtenidas mediante
bombardeo, han sido regeneradas en tres
variedades (TMS60444, Bonoua Rouge y
MCol1505), según Taylor et al. (2000).
También se desarrolló CEF de las variedades
Venezolana (MCOL2215), ICA Negrita
(CM3306-4) y SM1219-9, que tienen
importancia comercial en la costa norte de
Colombia, y de ellas se regeneraron plantas
(López, 2000; López et al., 2001a; 2001b).

La expresión transitoria del gen gus-intrón
en el CEF y en cotiledones de embriones
somáticos de la variedad Venezolana indica
buenas posibilidades de transformación de
esta variedad con las cepas de Agrobacterium
C58C1 y LBA4404 (Chavarriaga et al., 2000a;
2000b).

Algunos investigadores de Holanda
utilizaron Agrobacterium (y biolística) para
transformar TMS60444, y emplearon como
agentes de selección ciertos antibióticos o la
actividad del gen de la luciferasa (Raemakers
et al., 2000). En general, los sistemas de
transformación con mediación de
Agrobacterium sp., usando el CEF, podrían
aplicarse a un estrecho rango de variedades de
yuca de importancia local y comercial,

especialmente en los países en desarrollo donde
el método de la biolística todavía es muy costoso.

Regeneración

La clave para obtener un gran número de
plantas transgénicas está, probablemente, en la
optimización de los pasos de selección y de
regeneración de plántulas. En el caso de
TMS60444 es posible obtener entre 10 y
50 líneas embriogénicas, que son transgénicas
por cada infección con Agrobacterium (Taylor et
al., 2000). Este resultado, acoplado a la alta
capacidad de TMS60444 para regenerar plantas
(cerca de 100/g de CEF), representa un avance
significativo en la transformación genética de la
yuca (Figura 21-4). En MCOL2215, la
regeneración de plantas no supera aún el 30%.

Actualmente se investigan en el CIAT
tratamientos con varias combinaciones de
medios, azúcares y hormonas, entre otros
componentes, para optimizar las fases de
maduración y germinación de los embriones
derivados del CEF en cuatro variedades de yuca
(TMS60444, MCOL2215, CM3306-4 y
SM1219-9). Se estudia también el uso de RITA®
para mejorar estos procesos (ver antes, Sistema
in vitro...). Los resultados preliminares indican
que la regeneración de plantas mejora
sustancialmente cuando se emplea el sistema
RITA® (López et al., 2001a; 2001b).

Mejoramiento

El número de variedades adaptadas a las
necesidades de los agricultores y a los

Figura 21-4. Planta transgénica de yuca (izquierda) de la variedad TMS60444, obtenida mediante transformación de callo
embriogénico friable con Agrobacterium, y con expresión del gen marcador gus que da plantas azules (centro).
El panel de la derecha confirma, mediante hibridización Southern, que el gen de resistencia a insectos
(cry1Ab) ha sido insertado en el genoma de esta planta (flecha blanca). La flecha oscura muestra el gen
cry1Ab de la construcción genética utilizada en la transformación.
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ecosistemas es, posiblemente, mayor que 1000.
La tarea de transformar todas estas variedades
con Agrobacterium sp. parece poco práctica,
aunque se tendrá que enfrentar pronto. Usar
variedades modelo, como la TMS60444, para
transformar primero y luego transferir el gen de
interés por mejoramiento clásico a otras
variedades recalcitrantes a la transformación es
una alternativa real, aunque poco adecuada por
el tiempo que requeriría (entre 6 y 10 años). Es
entonces necesario desarrollar el CEF para las
variedades de mayor interés de las zonas
productoras de yuca del mundo.

En el CIAT se trabaja, con el apoyo
financiero del Ministerio de Agricultura y
Desarrollo Rural (MADR), en el establecimiento
del CEF para las variedades de importancia en
Colombia. Hasta el momento se ha logrado
inducir el CEF en las ocho variedades
siguientes: MTAI8 o Rayong 60, MCUB74 o
Señorita, MNIG 11 o TMS60444, MCOL 2215 o
Venezolana, MCOL 1505 o Verdecita, CM523-7 o
Catumare, CM3306-4 o ICA Negrita y
SM1219-9. Se han regenerado plantas de tres de
esas variedades y el resto se mantiene en
proliferación.

Por último, para la conservación a largo
plazo del CEF de las distintas variedades de
yuca, que garantice la estabilidad genética
reduciendo así la posible variación somaclonal,
se está trabajando en el CIAT en métodos de
crio-conservación del CEF basados en los ya
publicados para yuca (Escobar et al., 1997). Los
resultados indican que es factible congelar CEF
a temperaturas por debajo de –120 °C y
regenerar nuevamente células después del
congelamiento (Santos et al., 2001).

Plantas transgénicas obtenidas por
organogénesis

Se reportó recientemente una alternativa de
regeneración de plantas de yuca a través de la
producción directa de brotes; los autores la
denominan organogénesis (Li et al., 1995;
1998a). Sin embargo, la evidencia histológica del
proceso de organogénesis es débil y no permite
diferenciar entre la producción de brotes por
proliferación de meristemas de embriones
somáticos o por proliferación de meristemas
producidos de novo en los cotiledones
embrionarios. En el trabajo de Li et al. (1998a)
se indujeron brotes en explantes cotiledonares

de embriones somáticos germinados. Estos
brotes fueron inducidos utilizando BAP e IBA
(1.0 y 0.5 mg/l, respectivamente). Los embriones
somáticos provenían de embriogénesis cíclica, no
de embriones primarios, y estos últimos no
mostraron una buena capacidad organogénica.
Los brotes se elongaron en un medio con
0.4 mg/l de BAP y luego se hicieron enraizar en
un medio libre de hormonas.

La frecuencia de inducción de brotes varió
entre 42% y 67%. La reproducibilidad del
método desarrollado por Li et al. (1998a) parece
confirmada por su aplicación en 10 variedades
de yuca. Este método ha sido implementado en
el IITA como alternativa para la TG en yuca, ha
generado plantas transgénicas de yuca (Li et al.,
1996) y ha sido utilizado para introducir nuevos
genes de interés en esta especie (Li et al., 1996;
1998b).

Mejoras técnicas para la TG en yuca

Genes marcadores de selección

La frecuencia de transformación genética de
la yuca es, a menudo, baja; por ello, es necesario
emplear diferentes marcadores para diferenciar
las células transgénicas de las no transgénicas y
poder seleccionarlas (Schrott, 1995). Algunos de
los marcadores visuales más usados son los
siguientes:

- el gen uidA, proveniente de E. coli (Jefferson,
1987; Jefferson et al., 1986);

- el gen de la luciferasa del “cocuyo” Photinus
pyralis (Ow et al., 1986) o el del coral Renilla
reniformis (Mayerhofer et al., 1995);

- la proteína verde fluorescente conocida como
GFP (Chalfie et al., 1994).

Los genes marcadores de selección
convierten a la célula que los incorpora en
resistente a los antibióticos, a compuestos
análogos o derivados de los metabolitos, o a los
herbicidas, entre otros, y le permiten sobrevivir y
proliferar en medios selectivos. De los genes
más comunes, el CIAT posee los siguientes:

- el gen nptII, que confiere resistencia a
antibióticos amino-glicosídicos como la
Kanamicina y la Geneticina (Bevan et al.,
1983; Fraley et al., 1983; Herrera-Estrella et
al., 1983);
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- el gen hpt que da resistencia al antibiótico
Higromicina (van den Elzen et al., 1985);

- los genes pat y bar que dan resistencia a los
herbicidas que contienen fosfinotricina
(Murakami et al., 1986; De Block et al.,
1987; Thompson et al., 1987; Wohllenben et
al., 1988);

- los genes nptII, el hpt, el bar y el gen de la
luciferasa han sido utilizados para obtener
plantas transgénicas de yuca, como se
observa en la Figura 21-5 (Schopke et al.,
1996; Zhang y Puonti-Kaerlas, 2000; Sarria
et al., 2000; Raemakers et al., 1996).

La opinión pública es cada vez más reacia a
la utilización de genes de resistencia a
antibióticos en plantas transgénicas, actitud que
ha obligado a pensar en alternativas de
selección. Un ejemplo son los genes de
resistencia a antibióticos, cuya expresión puede
ser inhibida en algunas bacterias mediante la
incorporación de un intrón en la secuencia
codificadora (Wang et al., 1997).

Hay un marcador de selección, basado en el
gen ipt del T-ADN de Agrobacterium tumefaciens,
que está ligado a un transposón para removerlo
de brotes transgénicos (Ebinuma et al., 1997) o
está bajo el control de un promotor inducible
(Kunkel et al., 1990), y tiene buenas
perspectivas. Un derivado de la citoquinina BAP
(Joersbo y Okkels, 1996), el azúcar xilosa
(Haldrup et al., 1998a; 1998b) o el azúcar
manosa (Joersbo et al., 1998) son compuestos

alternos que se usan para seleccionar material
transformado de yuca. En realidad, la selección
de plantas transgénicas de yuca mediante la
técnica selectora de la manosa ha sido
confirmada con éxito (Zhang y Puonti-Kaerlas,
2000). Sin embargo, el gen que ayuda a
metabolizar la manosa aún no está disponible
para la mayoría de los laboratorios que trabajan
en transformación de yuca.

Aunque los genes marcadores de selección
son necesarios para diferenciar las células
transgénicas de las no-transgénicas, la
tendencia actual es producir plantas
transgénicas que contengan sólo el gen de
interés, las llamadas “transgénicas limpias” que
se obtienen mediante ingeniería genética de
precisión. Hoy en día, las entidades que regulan
el uso de plantas transgénicas empiezan a exigir
que éstas contengan sólo una copia del gen de
interés sin incluir genes de selección. Por tanto,
será necesario aplicar tecnologías de
recombinación específica y dirigida (site-specific
recombination) para eliminar los genes
marcadores de selección durante la regeneración
de las plantas transgénicas o después de ellas.
Algunos ejemplos de la utilidad de estas
tecnologías ya han sido publicados (Qin et al.,
1994; Bayley et al., 1992; Odell et al., 1990).

Promotores específicos y propiedad
intelectual

Otra técnica que se necesita para mejorar la
transformación genética de yuca son los

Figura 21-5. Plantas transgénicas de yuca (variedad MPER 183) que expresan resistencia al herbicida Basta (líneas 53-5.2,
137-3.1 y 207). Las pruebas moleculares confirman la presencia del transgen en la línea 53-5.2 (derecha).

TABACO YUCA
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promotores específicos de tejido o promotores
inducibles, algunos de los cuales, específicos
para raíz de yuca, ya han sido aislados (Liddle et
al., 1997). Estos promotores se usarán para
concentrar y activar la expresión de los genes
introducidos en una parte de la planta (por
ejemplo, raíces u hojas), cuando se requiera
hacerlo. Por ejemplo, sería ideal limitar la
expresión de un gen que expresa una proteína
modificadora del almidón de la raíz o hacer
expresar los genes de resistencia a los insectos
dañinos sólo si éstos están presentes.

Hay promotores inducibles con iones de cobre
o con esteroides (Mett et al., 1993; Schema et al.,
1991) que ya han sido probados en plantas. La
búsqueda de promotores inducibles o específicos
de tejidos de yuca será necesaria si se quiere que
la transformación genética de este cultivo se
mantenga actualizada, sea aceptada por los
consumidores, y sea una herramienta útil en el
mejoramiento.

Los investigadores tienen que enfrentarse, a
menudo, al derecho de propiedad intelectual
(patentes), incluso aquellos que trabajan en
transformación genética. Los que trabajan con
yuca no son la excepción. Por el contrario, todas
las construcciones, genes y promotores hasta
ahora usados en la TG de la yuca están
regulados por patentes; por tanto, el uso que se
da finalmente a los productos derivados de estas
investigaciones estaría restringido.

Los productos derivados de la yuca
transgénica que entren en los mercados europeos
o americanos (p. ej., harina de yuca) estarían
sujetos a las limitaciones que imponen las
patentes reconocidas en los respectivos países.
Por otro lado, limitarse al uso de construcciones
genéticas sólo para investigación y no para la
aplicación comercial no es práctico, pues
limitaría la liberación de plantas transgénicas a
las que requieran los agricultores.

Por consiguiente, la búsqueda de genes y
promotores propios de la yuca es necesaria para
aliviar un poco la presión de la propiedad
intelectual sobre las construcciones genéticas
usadas actualmente en la TG de este cultivo.

TG para lograr resistencia a plagas y
calidad de la raíz

El ciclo de cultivo largo (8 a 14 meses) de la yuca
expone a este cultivo a constantes ataques de
insectos dañinos, bacterias, virus y otras plagas
(Bellotti, 1979; Bellotti et al., 1999). En América
Latina hay insectos lepidópteros, como el
barrenador del tallo (Chilomima clarkei) y el
gusano cachón (Erinnyis ello), dos de las plagas
más comunes del cultivo. El gusano cachón, por
ejemplo, causa pérdidas considerables de
rendimiento en la costa norte de América del Sur
y del Caribe. El barrenador del tallo no sólo
reduce el rendimiento sino que deteriora el
material de siembra (cangres o estacas).

Barrenador del tallo

El barrenador pasa gran parte de su ciclo de
vida dentro del tallo, donde no pueden llegar las
aspersiones de los insecticidas. Durante los
últimos 5 a 10 años, el barrenador ha causado
daños considerables en más de 7000 ha de yuca
en Colombia (Bellotti et al., 1999). Por otro lado,
la bacteria del suelo Bacillus thuringiensis (Bt)
lleva un grupo de genes (cry) que codifican la
síntesis de endotoxinas específicas (toxinas Bt),
muy efectivas para controlar varios tipos de
insectos. Pues bien, la aspersión con soluciones
de Bt fue efectiva como control biológico del
gusano cachón de la yuca (Bellotti y Arias,
1979).

El desarrollo de plantas transgénicas de yuca
que expresen genes cry sería una manera de
reforzar los métodos convencionales de control
de plagas, y de beneficiar, probablemente, al
medio ambiente porque las aplicaciones de
plaguicidas podrían reducirse. Varios grupos
científicos están trabajando en esta área; uno de
ellos, en el CIAT, enfoca su trabajo hacia la
transformación de las variedades adaptadas a
las condiciones de la costa norte, de los valles
interandinos y de los Llanos Orientales de
Colombia; estas variedades son muy apetecidas
por los agricultores, pero son susceptibles al
barrenador del tallo, que ha causado pérdidas
hasta de 100% en el material de plantación en la
costa norte.

La resistencia al barrenador del tallo sería
incorporada mediante Agrobacterium sp., o
mediante el disparo de micropartículas,
empleando un plásmido (pBIGCry) que lleva el
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gen cry1Ab y genes de selección (gus-intrón y
nptII) o el plásmido pSGManCry, que lleva el gen
manA para selección con el azúcar manosa). Los
resultados más recientes confirman que el gen
cry ha sido efectivamente transferido a una
variedad de yuca (TMS60444 o Mnig11), que se
utiliza como variedad modelo para la
transformación genética. Se espera igualmente
la confirmación de la inserción del gen cry en
otras dos variedades, de importancia comercial
en Colombia, las cuales pasaron ya las primeras
etapas de selección in vitro.

Raíces sin cianógenos

La yuca produce dos glucósidos
cianogénicos: linamarina y lutaustralina. Las
variedades amargas se consumen especialmente
en algunos países de Africa y en los grupos
indígenas del Amazonas. Puesto que contienen
concentraciones tóxicas de los compuestos
cianogénicos, estos glucósidos deben ser
removidos de las raíces mediante
procesamientos laboriosos. Es necesario
procesar cuidadosamente la yuca amarga (bitter
cassava) para evitar el efecto tóxico, y en algunos
casos, letal, del cianuro (Akintonwa et al., 1994;
Mlingo et al., 1992; Banea-Mayambu et al.,
1997; Rosling, 1988).

Las cianhidrinas residuales de la yuca
procesada son la mayor fuente de cianuro de la
dieta basada en yuca (Tylleskär et al., 1992). Por
otro lado, las aguas residuales, producto del
procesamiento de las raíces amargas de yuca, a
menudo contienen concentraciones tóxicas de
cianuro. Si no son tratadas apropiadamente,
estas aguas son altamente contaminantes.

Ahora bien, si se bloquea la producción de la
enzima oxidasa del citocromo P-450, en la
síntesis de la linamarina, se podría reducir el
nivel de los compuestos cianogénicos en la raíz
de yuca. Por otro lado, si se expresa
abundantemente en las raíces una enzima
(α-hidroxinitril-liasa) que cataliza la degradación
de las moléculas cianogénicas, se podría lograr
el mismo resultado (Arias-Garzón y Sayre 2000;
Siritunga et al., 2001). En el primer caso, el
bloqueo se haría mediante la tecnología del
‘antisentido’. El gen que controla la oxidasa del
citocromo P-450 en la yuca ha sido
recientemente aislado y caracterizado (Andersen
et al., 2000). Las construcciones antisentido que
bloquean la expresión de este gen se han

insertado en la yuca y se han producido así
plantas en las que se ha reducido hasta en un
80% el contenido de linamarina de las hojas
(Siritunga y Sayre, 2001).

Raíces sin cianógenos y con
carotenos

Una forma novedosa de mejorar las raíces de
yuca es la producción de almidones cerosos, o
sea, que contengan 100% de amilopectina,
mediante la inactivación de la enzima GBSS II
(la sintetasa del almidón, unida a los gránulos
de almidón); para hacerlo, se inserta el gen de la
GBSS II en antisentido (Raemakers et al., 2001).

Las aplicaciones industriales de los
almidones cerosos, como la producción de
espesantes, pastas y pegantes, es un mercado
con gran potencial de crecimiento. Un proyecto
de transformación genética se ha iniciado en el
CIAT, con el apoyo financiero del MADR, para
introducir genes en la yuca que le permitan a
esta especie producir almidón ceroso.

Finalmente, otro objetivo de la ingeniería
genética de la yuca es el incremento de los
β-carotenos o precursores de la vitamina A, la
cual es vital para el desarrollo normal de los
humanos. Las consecuencias de la deficiencia de
vitamina A en el hombre van desde la ceguera
parcial hasta la débil resistencia a varias
enfermedades terminales (Sommer, 1998; West
Jr. et al., 1989).

Las raíces de la yuca tienen la capacidad de
sintetizar β-carotenos, como lo han demostrado
las variedades de raíces amarillas que ya se
identificaron y que contienen carotenoides en
concentraciones hasta de 2 mg/10 g de peso
fresco (Iglesias et al., 1997). Por tanto, los genes
responsables de la síntesis de β-carotenos ya
están presentes en la yuca; falta, entonces,
transferir estos genes a las variedades de más
aceptación entre cultivadores y consumidores,
sin cambiarles las demás características.

Marcadores Moleculares

Desarrollo de un mapa de genes a
escala molecular

Se elaboró un mapa de genes de la yuca a escala
molecular a partir de la segregación de
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marcadores de RFLP, de los microsatélites (o
SSR, repeticiones de secuencia simple, siglas en
inglés), de RAPD y de varias isoenzimas, en un
cruzamiento intraespecífico de 150 individuos de
TMS30572 (una línea mejorada del IITA, Ibadán,
Nigeria) y de CM2177-2 (una línea élite del CIAT,
Cali, Colombia) (Fregene et al., 1997).

En total, 150 RFLP, 30 RAPD, 5
microsatélites y 3 loci de isoenzimas, que
segregaban como fragmentos de restricción de
dosis simple o SDRF (siglas en inglés) (Wu et al.,
1992) en los gametos de la planta progenitora
femenina, definen 20 grupos de ligamientos y
abarcan 950 cM2 , donde la densidad promedio
de marcadores equivale a 1 marcador por cada
6 cM.

Con otros 120 marcadores de dosis simple de
RFLP, 50 de RAPD, 4 de microsatélites y 1 de
isoenzima de la planta progenitora masculina, se
extrajeron 24 grupos de ligamientos que hacen
una distancia total de 1220 cM y dan una
densidad promedio de marcadores equivalente a
1 marcador por cada 8 cM.

Treinta marcadores de RFLP y 2 de
microsatélites detectaron un fragmento
segregante único en cada progenitor y un alelo
común en ambos progenitores; el fragmento y el
alelo se ubicaron en el mapa en posiciones
similares en el grupo de ligamiento derivado del
progenitor masculino y del femenino. Estos
puentes alélicos (Ritter et al., 1991) son
decisivos para identificar los grupos de
ligamiento análogos en los mapas derivados de
los progenitores masculino y femenino, puesto
que detectan el mismo locus en ambos
cromosomas paternos, salvo cuando representan
secuencias duplicadas. La comparación de
intervalos —en los mapas derivados del
progenitor masculino y del femenino— que están
limitados por marcadores heterocigóticos en
ambos progenitores, de un lado, y los puentes
alélicos, de otro (Ritter et al., 1991), reveló una
recombinación meiótica significativamente

menor en los gametos de la progenitora femenina
que en los del progenitor masculino.

En los mapas derivados tanto del progenitor
femenino como del masculino hay más de
300 marcadores que (se ha calculado) abarcan
80% del genoma de la yuca. En consecuencia, el
mapa de la yuca se acerca a la saturación.
Ahora bien, la mayoría de los marcadores del
mapa (o sea, los marcadores de RFLP) no se
prestan fácilmente al análisis —a gran escala y
de alto rendimiento— de poblaciones de plantas
ayudado con marcadores moleculares, que es la
principal aplicación del mapa.

En un esfuerzo por lograr que la tecnología
de los marcadores pueda aplicarse más
ampliamente en la yuca, se intentó hacer un
mapa de segunda generación constituido por
marcadores altamente polimórficos derivados de
la reacción en cadena de la polimerasa (PCR),
tales como los microsatélites y los sitios
marcados (tagged) para indicar secuencias (STS).
Se construyeron dos genotecas de ADN genómico
enriquecido con microsatélites y se seleccionaron
cerca de 6000 clones para detectar la presencia
de las siguientes secuencias de microsatélites:
TC, GT, CAA, CAG, ACG, AAT y CAGA y GATA
(Mba et al., 2000).

Se seleccionó también una genoteca de
ADNc, construida a partir de ARNm proveniente
de hojas y raíces aisladas del clon élite de yuca
TMS30572, para detectar los microsatélites
mencionados anteriormente; se seleccionaron
aquí más de 87,000 clones. Se obtuvieron
330 marcadores de microsatélites de las
genotecas enriquecidas, de los cuales 92 se han
incorporado actualmente al mapa existente de la
yuca (Mba et al., 2000; Fregene et al.,
información sin publicar).

Se obtuvieron otros 160 marcadores de
microsatélites de las genotecas de ADNc, de los
cuales 10 han sido incorporados al mapa (Mba
et al., información sin publicar). El nivel de
polimorfismo de los marcadores de microsatélite
derivados de la genoteca de ADNc, en los
progenitores de la población del mapa de la
yuca, fue menor (40%) que el encontrado en las
genotecas enriquecidas de ADN genómico (60%).

Otra iniciativa para saturar el mapa de la
yuca es la generación de marcadores de
secuencias expresadas o EST. Se ha propuesto el

2.    La unidad con que se mide la proximidad o la lejanía de
dos marcadores (p. ej., RFLP, RAPD, microsatélites,
genes) en un cromosoma se denomina cM (= centi-
Morgan) y equivale, cuantitativamente, a 1% de
recombinacion entre dos marcadores. Por ejemplo, si el
marcador A está a 6 cM del marcador B, quiere decir
que la frecuencia con que A se recombina (o sea, se
mezcle o se separe si está cerca) con B es del 6%.
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aislamiento de genes que se expresen
diferencialmente en los progenitores de una
población que dará origen al mapa, como una
manera de desarrollar EST alrededor de
caracteres específicos; de este modo se enfoca el
locus candidato y se incrementa, al final, la
exactitud del mapa que contiene los caracteres
cuantitativos (Boventius y Weller, 1994; Suárez
et al., 2000). Se aplicó la técnica ADNc/AFLP
(Bachem et al., 1996) al ARNm de los
progenitores de la población que originó el mapa
de genes de la yuca, y se obtuvieron más de
500 fragmentos derivados de la transcripción
(TDF), que fueron únicos en cualquiera de los
progenitores (Suárez et al., 2000). Se clonó luego
y se elaboró la secuencia de un subconjunto de
50 TDF.

La alineación de secuencias de los
marcadores de secuencia expresadas (EST)
reveló, principalmente, genes de función
desconocida. Seis de los TDF han sido incluidos
como marcadores de RFLP en el mapa existente
de genes de la yuca a escala molecular; los TDF,
así como los marcadores de RFLP, fueron más
polimorfos que los ADNc aleatorios. Se
incluyeron también varios genes clonados de
función conocida en el mapa de genes de la yuca
a escala molecular; entre ellos están los
siguientes:

- dos genes del citocromo p450, que convierten
los aminoácidos L-valina y L-isoleucina
durante la biosíntesis de los glucósidos
cianogénicos linamarina y lotaustralina en la
yuca (Andersen et al., 2000);

- la fosforilasa AGPasa;

- el gen de la sintasa del almidón ligada a los
gránulos (GBSSII), que participa en la
biosíntesis del almidón (Munyikwa et al.,
1997).

Desarrollo del mapa de genes que
controlan caracteres agronómicos

Los mapas de genes a escala molecular proveen
un conjunto de puntos de referencia para
obtener el genoma completo; es muy probable,
por ello, que se pueda detectar el ligamiento con
genes de interés en biología básica o con genes
de interés en los trabajos de mejoramiento. Ya se
han visto las aplicaciones prácticas de la
“marcación” (‘tagging’) de genes de interés

agronómico en muchos cultivos; es,
generalmente, un parámetro de selección más
eficaz en el esquema de mejoramiento y permite
analizar minuciosamente la variación genética
cuantitativa de factores mendelianos más
sencillos (Tanksley et al., 1989; Lee, 1995;
Mohan et al., 1997).

Los cruzamientos de clones o de variedades
seleccionados para lograr la construcción de un
mapa de genes de la yuca están diseñados para
que en dichos cuzamientos se separen, o
segreguen, los caracteres considerados como
prioritarios en el desarrollo de los programas de
mejoramiento y selección con ayuda de
marcadores (Fregene et al., 1997). Entre estos
caracteres están la resistencia a la enfermedad
del mosaico de la yuca (CMD), la resistencia a la
bacteriosis común, el engrosamiento precoz de la
raíz, los caracteres de calidad de la raíz
(cianogénesis), el deterioro en poscosecha, la
calidad culinaria y el contenido de almidón.

Resistencia al mosaico de la yuca

La CMD es la enfermedad más importante de
la yuca en Africa y una amenaza potencial para
este cultivo en América Latina: no se conoce aún
en este continente, pero su vector fue
encontrado en él recientemente. La resistencia
de la planta hospedante es el principal método
de control; esta resistencia fue identificada por
primera vez en los derivados del tercer
retrocruzamiento de un cruzamiento
interespecífico entre la yuca y Manihot glaziovii.
Se cree que es poligénica con un componente
recesivo. La planta progenitora femenina
TMS30572 de la población que originó el mapa
de la yuca posee esta fuente de resistencia.

Se identificaron hace poco varias razas
nigerianas de yuca que expresan resistencia
extrema a la CMD. Se desarrollaron entonces
varias poblaciones para el mapa que segregan
respecto a la antigua fuente de resistencia y a la
nueva. Hay en ellas una población de
retrocruzamiento de hermano medio, derivada
del cruzamiento de cinco progenies F1 de la
población del mapa con el progenitor resistente a
la CMD y del cruzamiento de la F1 de las líneas
nativas resistentes con variedades susceptibles.
Los cruzamientos se evaluaron en dos sitios de
Nigeria que tenían alta presión de la
enfermedad, durante 2 años, y el análisis
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genético clásico confirmó la naturaleza poligénica
de la fuente de resistencia, M. glaziovii, y la
presencia de un control del principal gen
dominante de la nueva fuente de resistencia
extrema (Akano et al., 2000).

Se eligió el análisis de segregación masal
(BSA) para identificar rápidamente los
marcadores vinculados a ambas fuentes de
resistencia. Se encontró que un marcador
microsatélite, SSRY40, del grupo de ligamiento D
del mapa de genes de la yuca estaba asociado
con la resistencia a la CMD; este marcador
explica el 48% de la varianza fenotípica de la
resistencia a la CMD (para  P < 0.001). El gen ha
sido designado CMD1.

Dos marcadores de microsatélite, SSRY28 y
NS158, ubicados en el grupo de ligamiento R,
explican 70% y 80%, respectivamente, de la
varianza fenotípica de la nueva fuente de
resistencia (Akano et al., 2000). El gen
dominante de resistencia a la CMD ha sido
designado CMD2 y está rodeado por SSRY28 y
NS158, a 9 y 6 cM, respectivamente. El gen CMD2
y los marcadores asociados con él son
herramientas muy valiosas para el mejoramiento
de la resistencia a la CMD en América Latina, ya
que la ausencia de la enfermedad en este
continente hace imposible el mejoramiento por
resistencia a la CMD. En Africa, donde se
requiere un despliegue rápido de la resistencia
extrema en los acervos de genes de la yuca para
proteger este cultivo de los estragos de la CMD,
puede ser más eficiente la selección por
resistencia extrema mediante un marcador
eficiente que el mejoramiento convencional.

La selección con ayuda de marcadores
moleculares permite al fitogenetista eliminar, en
una etapa temprana y con ventaja, los genotipos
susceptibles a la CMD que llegan al 50% en las
líneas heterocigóticas nativas resistentes a esa
enfermedad. Se reducen así a la mitad los costos
de la evaluación de la enfermedad y se
incrementa la eficiencia de la selección por la
siguiente razón: el fitogenetista puede
concentrarse en un menor número de genotipos
en la etapa de plántula y en la etapa decisiva de
ensayos de hileras sencillas, cuando las
progenies se reducen hasta en 95%.

Resistencia a la bacteriosis

La bacteriosis común de la yuca (o añublo
bacteriano de la yuca, CBB), causada por
Xanthomonas axonopodis pv. manihotis (Xam), es
una enfermedad importante de la yuca en Africa
y en América del Sur. Se evaluó la resistencia al
CBB en individuos F1 del cruzamiento, mediante
inoculaciones controladas en el invernadero.
Los síntomas se evaluaron visualmente a los 7,
15 y 30 días después de la inoculación,
empleando una escala donde 0 = ausencia de
enfermedad y 5 = máxima susceptibilidad (Jorge
et al., 2000). Se usaron las siguientes cinco
cepas de Xam: CIO-84, CIO-1, CIO-136, CIO-295
y ORST X-27.

La zona bajo la curva de progreso de la
enfermedad (AUDPC) se utilizó como una medida
cuantitativa de resistencia en el análisis de los
QTL (loci de caracteres cuantitativos), aplicando
la regresión de marcadores únicos. Partiendo de
los valores de AUDPC, se encontró que 12 QTL,
ubicados en los grupos de ligamiento B, C, D, G,
L, N y X del mapa de referencia derivado de la
progenitora femenina, respondieron por 9% a
27% de la varianza fenotípica de la respuesta a
las cinco cepas de Xam. Se propuso también un
esquema para confirmar la utilidad de estos
marcadores en la evaluación de poblaciones
segregantes respecto a la resistencia a CBB
(Jorge et al., 2000).

Engrosamiento precoz

Otro carácter evaluado en la progenie F1 del
mapa es el engrosamiento precoz. En 1998 se
realizó una evaluación preliminar de este
carácter mediante la cosecha de la población F1
del mapa, 7 meses después de la siembra en
CIAT- Palmira (Fregene et al., 2000b). Se calculó
el rendimiento de materia seca en tres plantas
por genotipo. Partiendo de los resultados de esta
evaluación, se seleccionaron 40 genotipos de
engrosamiento precoz y 40 grupos de
engrosamiento tardío. Los esquejes saludables,
cuidadosamente recogidos, de los 80 genotipos
seleccionados, se sembraron en un nuevo
experimento en diciembre de 1998, en CIAT-
Palmira. Se usó como testigo una línea nativa de
yuca de engrosamiento precoz (Mandioca, de
3 meses de edad) introducida de Brasil. En el
campo se estableció un diseño de bloques
totalmente al azar, con dos repeticiones. Cada
parcela contenía 60 plantas de cada genotipo en
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un arreglo de 6 × 10 (columna por hilera). Las
32 plantas centrales, organizadas como 8 hileras
de 4 plantas, sirvieron para la cosecha en
secuencia, con un intervalo de 3 semanas; se
comenzó a las 6 semanas después de plantar la
yuca y se terminó a las 30 semanas de la
plantación. Se hicieron, en total, nueve cosechas
en un lapso de 7 meses, al cabo de los cuales el
experimento se dio por terminado (julio de
1999).

En cada cosecha se evaluaron cuatro plantas
de una hilera dentro de la parcela, por cada
genotipo, respecto al rendimiento de raíces y a
otros caracteres supuestamente relacionados
con el engrosamiento. Estos últimos fueron los
siguientes: altura de la planta, vigor de la
planta, índice de área foliar, rendimiento de
raíces frescas, follaje fresco, número de raíces
por planta y diámetro de la raíz de las cinco
raíces de almacenamiento más grandes.
También se evaluaron el índice de cosecha
(tomado como relación entre rendimiento de
raíces y biomasa total cosechada), materia seca
de la raíz, y follaje seco.

Los análisis de regresión múltiple de los
caracteres evaluados (variable independiente) y
el rendimiento de materia seca de la raíz
(variable dependiente) revelaron que el
engrosamiento precoz es influido,
principalmente, por el índice de cosecha y por el
follaje seco. Se hizo el análisis de QTL respecto a
los caracteres vinculados de manera significativa
con el engrosamiento precoz, empleando el
programa QGENE (Nelson, 1997).

Se confirmó que los marcadores vinculados
con los caracteres asociados con el
engrosamiento precoz eran significativos a
P < 0.005. Se encontraron tres QTL, cada uno
para el peso del follaje seco, los cuales explican
de 25% a 33% de la varianza fenotípica, en tanto
que se encontraron cinco QTL para el índice de
cosecha, los cuales explican de 18% a 27% de la
varianza fenotípica (Okogbenin, en preparación).

Kawano et al. (1998) indicaron que la
selección por índice de cosecha, en el esquema
de mejoramiento, es un parámetro eficaz de
selección indirecta respecto al rendimiento de la
raíz. Partiendo del análisis de marcadores en el
estudio del engrosamiento precoz, es evidente
que el engrosamiento precoz —y, por extensión,
el rendimiento— puede incrementarse más

eficazmente empleando criterios de selección
basados en los marcadores para el follaje (o sea,
la biomasa total de la planta) y para el índice de
cosecha.

Los siguientes proyectos de marcación de
genes se encuentran en curso en el CIAT:

- resistencia a la mosca blanca de la yuca
(A. socialis) y a la bacteriosis común (CBB),
utilizando diferentes cruzamientos;

- pudrición de las raíces (Phytophthora spp.) y
calidad de la raíz; p. ej., deterioro en
poscosecha (PHD), calidad del almidón y
calidad culinaria.

Clonación de genes de interés
agronómico

La naturaleza heterocigótica de la yuca implica
que cualquier intento de introducir en su
genotipo un carácter vegetal, aun cuando esté
controlado por un gen único, trae consigo la
pérdida de una variedad favorita. Por tanto, un
método más eficaz de introducir en la yuca
caracteres controlados por un solo gen, como la
resistencia a la CMD, es la transformación
genética. Ahora bien, primero es necesario
clonar los genes que controlan este carácter.
Hay diversos enfoques para la clonación de un
gen de interés, conocido solamente por su
fenotipo o por su posición en un mapa de genes;
el primer enfoque sería entonces la clonación por
posición (Martin et al., 1993; Tanksley, 1995) y
la clonación de genes mediante genes
heterólogos (Bothwell et al., 1990).

Clonación por posición

Tres elementos importantes se emplean en
este tipo de clonación:

- un mapa detallado (desarrollado partiendo
de una población grande) de la región
apropiada del genoma;

- una genoteca de cromosomas bacterianos
artificiales (CAS); y

- un protocolo eficaz de transformación para el
análisis de complementación.

Se ha construido una CAS para yuca para la
clonación por posición de los genes identificados
a partir de los mapas de genes correspondientes
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a los caracteres de interés agronómico (Fregene
et al., 2000). Se aisló el ADN de la variedad de
yuca TMS30001 y se incluyó en bloques de
agarosa, tal como lo describen Zhang et al.
(1995).

La variedad TMS30001, desarrollada en el
IITA, presenta resistencia extrema a la CMD y
resistencia a algunas cepas del CBB. Gran parte
del ADN genómico, contenido en un tercio de un
bloque de agarosa, fue parcialmente digerido con
Hind III (1.5U) durante 20 minutos a 37 ºC; los
fragmentos de ADN obtenidos, cuyos tamaños
estaban entre 100 y 300 kb, fueron
seleccionados empleando electroforesis de geles
en campo magnético pulsátil (CHEF MAPPER,
Bio-Rad Corp.).

El ADN seleccionado por tamaño se ligó en el
sitio de clonación Hind III de pBeloBAC11, en
una relación vector:inserción de 10:1, utilizando
14U de ligasa, para un volumen final de 100 ml.
Se transformaron luego 20 microlitros de células
competentes DH10B (GIBCO BRL) con 2 ml de la
reacción de ligación, por electroforación; las
colonias blancas obtenidas se recogieron para la
clasificación por tamaño de la inserción de ADN.
Las colonias se cultivaron durante 14 horas en
LB + 30 mg/ml de cloramfenicol y se aisló el
ADN del plásmido mediante el robot de
aislamiento automático de plásmidos Autogen
(Kurabo Inc.).

El ADN del plásmido fue digerido con 10U de
Not I  para liberar las inserciones, y se separó en
un gel de agarosa al 1%, mediante electroforesis
de geles en campo magnético pulsátil. El resto
de la ‘ligación’ se transformó, se colocó en placas
y se recogieron 55,000 clones, cuyo tamaño
promedio era de 80,000 pares de bases, con el
robot Q-bot (Genetix PLC). La genoteca tiene una
cobertura de cinco veces (5X) el tamaño del
genoma de la yuca.

Descubiertos los marcadores genéticos
vinculados al gen que controla la nueva fuente
de resistencia a la CMD y construida una
genoteca de CAS, se fija la etapa para la
clonación por posición del gen de resistencia a la
CMD. El marcador más cercano al gen
dominante de la resistencia a la CMD está a
6 cM y no es apropiado para la construcción de
contigs (segmentos contiguos de CAS alineados
para representar la zona donde se encuentra el
gen de interés) de CAS con los intervalos del

genoma; de hecho, no son factibles los contigs
con menos de 1 cM. En consecuencia, son
necesarios los mapas detallados, o mapas
densos, de las regiones genómicas que fueron
identificadas como portadoras del gen de
resistencia.

La manera más eficaz de hacer un mapa
detallado de la yuca es empleando una variante
del análisis de segregación masal y los
marcadores de AFLP (Giovanni et al., 1991). El
método aprovecha la capacidad única de las
técnicas RAPD y AFLP de muestrear muchos loci
difundidos en todo el genoma y su capacidad
para encontrar otros marcadores vinculados a
aquellos en cualquier región, mediante la
selección masal de clases genotípicas de
marcadores contiguas a esa región.

Este método se aplica actualmente a una
población grande empleada para desarrollar un
mapa de 700 genotipos, para identificar otros
marcadores en la región del genoma de la yuca
que porta el gen de resistencia CMD2. Una vez
que se hayan obtenido los mapas detallados, se
calculará la relación que hay entre las distancias
genéticas y las distancias físicas en las regiones
pertinentes. Calculada la distancia física que se
requiere para cubrir la región portadora de los
genes de resistencia, se construirá un contig de
CAS, mediante digestión de los clones de CAS y
su dactiloscopia. Finalmente, los clones
candidatos a CAS serán introducidos en
genotipos de yuca susceptibles a la CMD
mediante una transformación genética,
utilizando el sistema BIBAC (Hamilton et al.,
1996).

Evaluación de la diversidad genética
mediante marcadores moleculares

Los recursos genéticos de la yuca y sus
parientes silvestres representan un recurso
decisivo para el futuro de este cultivo. Por tanto,
es comprensible que se hayan hecho
recolecciones y estudios sobre las relaciones
genéticas entre las accesiones de yuca,
utilizando prácticamente todos los marcadores
moleculares disponibles.

Accesiones y parientes silvestres

Los marcadores de minisatélite, o sea,
obtenidos por dactiloscopia de series repetidas
en tándem altamente variables de ADN nuclear
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(Jeffreys et al., 1985), fueron los primeros que se
emplearon para estudiar las relaciones entre las
accesiones de yuca y sus parientes silvestres
(Bertram, 1993; Ocampo et al., 1994).

Las dactiloscopias fueron obtenidas
mediante hibridación Southern de secuencias de
ADN del fago M13 con ADN genómico de yuca
digerido con un panel de enzimas de restricción
(Rogstad et al., 1988). Con ellas se dedujo la
relación existente entre las accesiones de yuca y
las especies de Manihot de América Central, y se
pudieron identificar 29 accesiones duplicadas
posibles en un subconjunto de la colección
internacional de yuca mantenida en el CIAT.

Se aplicaron también los análisis de RFLP
del ADN cloroplástico y las secuencias
ribosómicas nucleares (ADNr), empleando
sondas heterólogas, para evaluar las relaciones
filogenéticas entre las especies de Manihot de
América del Sur y América Central y la yuca
(Bertram, 1993; Fregene et al., 1994). El
análisis molecular refutó la opinión,
ampliamente sostenida y basada en caracteres
morfológicos, de que la yuca puede haberse
originado de una especie mesoamericana de
Manihot, M. aesculifolia (Rogers y Appan, 1973;
Rogers y Fleming, 1973); sugiere, en cambio, ese
análisis una posible domesticación de algunos
parientes silvestres cercanos de Brasil, entre los
que se hallan M. tristis y M. esculenta subsp.
flabellifolia.

Se emplearon también los marcadores de
AFLP para obtener una evaluación cuantitativa
de relaciones genéticas en una muestra
representativa de la diversidad del cultivo y de
seis taxa silvestres (Roa et al., 1997). Una vez
más, este estudio demostró que la especie
brasileña de Manihot, la subespecie M. esculenta
subsp. flabellifolia, M. tristis y M. peruviana son
más similares a la yuca que su pariente
mexicano M. aesculifolia; señaló, además, que la
yuca puede tener su origen en estos parientes
cercanos (Roa et al., 1997).

La prueba concluyente de los orígenes de la
yuca provino de un estudio filogeográfico basado
en la elaboración de secuencias del gen nuclear
de copia simple que codifica para la
deshidrogenasa del gliceraldehido 3-fosfato
(G3pdh) (Olsen y Schaal, 1999). Estos autores
demuestran que la yuca se originó de
poblaciones naturales de M. esculenta subsp.

flabellifolia, en la frontera sur de la cuenca
amazónica de Brasil. Se emplearon también
marcadores para obtener una evaluación
cuantitativa de la semejanza genética de la yuca
(Beeching et al., 1993; Bonierbale et al., 1995;
Second et al., 1997; Elias et al., 1999) y para
estudiar la estructura genética del germoplasma
resistente a la enfermedad (Sánchez et al., 1999;
Fregene et al., 2000a). Otros estudios han
procurado determinar la estructura genética y la
base de la diferenciación genética de las líneas
nativas de la yuca en Africa (Mkumbira et al.,
2000; Fregene et al., en preparación).

Bonierbale et al. (1995) informaron sobre
una comparación del germoplasma élite de yuca
mantenido en el CIAT, que está adaptado a cinco
condiciones edafoclimáticas de producción.
Encontraron los investigadores que el
germoplasma de ciertas zonas edafoclimáticas
(ECZ) tenía una base genética más amplia que el
de otras; las accesiones, por su parte, no podían
asignarse, en general, a un acervo específico de
ECZ partiendo de modelos moleculares, puesto
que había una considerable superposición de
frecuencias de alelos.

Genotipos resistentes o susceptibles

Hay otros enfoques para evaluar la
diversidad genética que se basan en el análisis
de la estructura de los genotipos resistentes a la
enfermedad. Uno de ellos es el análisis de
correspondencias múltiples (MCA) de los datos
de AFLP (con dos combinaciones de iniciadores)
de genotipos de yuca resistentes y susceptibles a
dos cepas del estudio sobre Xanthomonas
axonopodis, que permitió aclarar la estructura
genética del germoplasma de yuca resistente a la
bacteriosis común (CBB) (Sánchez et al., 1999).

Los resultados del análisis de diversidad
entre genotipos resistentes y susceptibles al CBB
revelan una distribución al azar de resistencia y
susceptibilidad, lo que indica que la resistencia
al CBB ha surgido, muchas veces, con
independencia de otros aspectos del
germoplasma de la yuca. Por otra parte, la
evaluación de los análisis AFLP de líneas nativas
y variedades mejoradas de Africa (en número de
29) que eran resistentes o susceptibles a la
enfermedad devastadora del mosaico de la yuca
(CMD), reveló una distribución de variedades
resistente/susceptible que no es casual (Fregene
et al., 2000a). Se encontró también que las
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líneas nativas africanas resistentes a la CMD se
diferenciaban genéticamente de las líneas élite
resistentes y de las líneas nativas susceptibles, lo
que indica dos cosas: la presencia de dos fuentes
diferentes de resistencia a la CMD, y la
posibilidad de que la fuente encontrada en la
línea nativa haya surgido recientemente como un
caso muy especial de mutación.

En otros estudios sobre líneas nativas de
yuca se había evaluado, empleando marcadores
de AFLP, la variabilidad genética de
31 variedades cultivadas tradicionalmente por
los amerindios Makushi de Guyana y de una
muestra representativa de 38 variedades de una
colección mundial ex situ mantenida en el CIAT
(Cali, Colombia) (Elias et al., 1999).

Polimorfismo intravarietal

El estudio dio los siguientes resultados: se
halló polimorfismo intravarietal en
21 variedades, lo que indica que una variedad
podría estar constituida por más de un genotipo.
La diversidad encontrada en los cultivares de
yuca de un sitio único en Guyana fue igual, en
términos cuantitativos, a la encontrada en el
grupo representativo de la colección del CIAT;
además, no se encontró correspondencia entre la
estructura de la diversidad molecular y la
variación observada en los caracteres
agronómicos que son objetivo de la selección que
hacen los cultivadores. Por el contrario, se halló
que la diversidad genética se estructuraba
partiendo del sabor (variedades amargas versus
variedades dulces) en un estudio sobre
microsatélites de variedades de yuca del norte de
Malawi (Mkumbira et al., 2000).

Se hizo otro estudio para evaluar las
relaciones genéticas de 96 líneas nativas
recolectadas en 10 poblaciones en el sur de
Tanzania; en él se emplearon 68 marcadores de
microsatélites en un análisis de componentes
principales para conocer las diferencias genéticas
entre las líneas nativas, sin basarse en el sabor o
en la ubicación (Fregene et al., en preparación).

Aunque no está muy clara la base de la
conglomeración, se cree que representa
diferentes sucesos de introducción. Parece que la
yuca, como ocurre con el maíz, tiene acervos de
genes altamente diferenciados y un alto

porcentaje de loci de genes dominantes/
recesivos activos; estas dos características son
muy importantes en la heterosis. Una vez que se
hayan analizado los numerosos datos y se hayan
probado los cruzamientos entre conglomerados,
es probable que se empleen marcadores
moleculares para predecir la heterosis. Los
marcadores de microsatélites se han empleado
también para buscar duplicados en la colección
central del CIAT (Chavarriaga et al., 1999) y para
analizar el germoplasma de dos regiones: el
litoral y la Amazonia de Brasil (Mueller et al., en
preparación).

Conclusión

La biotecnología de la yuca puede hacer
contribuciones notables a la modernización del
cultivo y crear opciones para que los pequeños
agricultores obtengan ingresos adicionales.
Integrada con el fitomejoramiento y la
agronomía, principalmente, podrá realizar el
potencial de este cultivo y hacer accesibles los
resultados de ese trabajo.
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