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RESUMEN

La yuca (Manihot esculenta Crantz) es un alimento bésico, esencial en la dieta de los paises en
via de desarrollo y representa la tercera fuente mds importante de calorias para
aproximadamente 750 millones de personas pobres en el mundo; siendo esta producida
principalmente por pequefios agricultores de recursos limitados. La identificacion e
implementacion de nuevos mecanismos de seleccion de lineas mejoradas para incrementar la
produccion de yuca por pequefios agricultores en Africa, Latinoamérica y Asia serian un
importante paso para acabar con el hambre a nivel mundial. Actualmente, los insectos
floemofagos y especificamente las moscas blancas son el mayor estrés bidtico que amenaza la
sostenibilidad de los cultivos bésicos, incluyendo la yuca. En la yuca, la mosca blanca causa
dafo directo por alimentacién y en casos extremos puede acabar un cultivo entero. Altas
densidades poblacionales de moscas blancas son un factor clave en la aparicion de otras
epidemias tal como la del virus del mosaico africano. Por lo tanto, la busqueda de mecanismos
efectivos de defensa para controlar las infestaciones de mosca blanca en yuca disminuiria el
dafio directo y el riesgo o la incidencia de enfermedades virales aumentando asi el rendimiento
de este cultivo a nivel mundial. Entre las especies mas importantes que atacan a la yuca esta
Aleurotrachelus socialis Bondar en el norte de Suramérica y Bemisia tabaci Gennadius en
Africa y algunas zonas del Asia. En CIAT se han identificado varias fuentes de resistencia a
esta plaga principalmente a A. socialis, destacandose la variedad MEcu 72 que ha expresado
altos niveles de resistencia, seguida de otras variedades cultivadas o especies silvestres,
expresando tanto antibiosis como antixenosis. Por lo anterior se plantearon los siguientes
objetivos: 1) Aislar y caracterizar las secuencia de aquellos genes que se expresan
diferencialmente durante la respuesta de defensa al ataque de A. socialis en la yuca. 2)
Determinar las vias de transduccion de sefiales que se activan en respuesta a A. socialis en
yuca. 3) Desarrollar modelos de funciones proteicas con base en herramientas bioinformaticas.
4) Construir un modelo de las respuestas de plantas de yuca a la infestacién con la mosca
blanca A. socialis. Se utilizaron la técnica de microarreglos y las librerias sustractivas para
identificar los genes expresados diferencialmente en la yuca durante el ataque de A. socialis.
Estas metodologias permitieron identificar 405 secuencias inducidas por 4. socialis en todos
los estadios de su ciclo de vida. Estas secuencias estan implicadas en funciones como defensa,
modificacion de pared celular, estrés oxidativo, sefiales de transduccion, transporte,
metabolismo primario y fotosintesis. Algunas de estas secuencias hacen parte de las vias de
sefializacion reguladas por 4cido jasmonico (JA) y etileno (ET), las cuales estan implicadas en
respuesta de defensa a patégenos y herbivoros. Cuando A. socialis se alimenta sobre hojas del
genotipo MEcu 72, introduce su estilete y un inductor derivado del insecto (un/unos
componentes salivares y/o quitina) son reconocidos por un receptor en la planta. En el caso de
la quitina, estd comprobado que la familia de factores de transcripcion AP2/ERF son inducidos
por este oligosacarido componente del exoesqueleto de los insectos. A su vez este factor de
transcripcion es inducido por la cascada de sefalizacion que empieza con la despolarizacion de
la membrana plasmatica y flujo de iones Ca>’, después son activadas las cascadas de
sefializacion por MAP kinasas y la subsecuente induccion de las vias de fitohormonas como
JA/ET. Los factores de transcripcion de la familia AP2/ERF son los potenciales mediadores del
proceso de induccion sinérgica entre JA y ET e inducen genes de defensa como las proteinas
vacuolares basicas PRBI, CHIB (PR-3), ademas de lectinas e inhibidores de proteinasas. Estas



proteinas de defensa pueden tener varios efectos contra el insecto, como envenenamiento,
pueden tener como blanco los componentes del intestino del insecto que contienen
carbohidratos, pueden inhibir la acciéon de sus proteasas impidiendo que digieran bien el
alimento, muriendo de desnutricién. La respuesta de defensa es compleja y abarca todos los
procesos del metabolismo celular, algunos de los cuales en si mismos pueden ser mecanismos
efectores que estan controlando al atacante. Entre estos se encuentra la generacion de ROS, la
cual produce enzimas que pueden afectar la dieta del insecto o inducir las vias de sefializacion
de fitohormonas mencionadas arriba. La modificacion de pared celular, la cual puede dificultar
la alimentacion del insecto y puede también mediar la respuesta de defensa regulada por JA/ET
y por ultimo la maquinaria de degradacion proteica en la cual se encuentran diversas proteasas
con diferentes papeles algunos implicados en defensa contra patdégenos. Al mismo tiempo la
planta reprime su metabolismo primario y la fotosintesis, reasignando los recursos de C y N
hacia la defensa. La aplicacion de gendmica funcional en el estudio de las respuestas de
defensa de la yuca abre una amplia gama de futuras aplicaciones a diferentes niveles, tanto in
silico como experimental. Analisis de la expresion génica, construccion de mapas fisicos y
genéticos, analisis de secuencias gendmicas, silenciamiento de genes y produccion de
organismos genéticamente modificados, son algunos de los proyectos que podran se
desarrollados en un futuro.

Palabras claves: Aleurotrachelus socialis, Manihot esculenta, mosca blanca, yuca, acido
jasmonico (JA), etileno (ET), respuesta de defensa.



SUMMARY

Cassava is an essential food staple of developing countries, is the third most important source
of calories for >700 M of the world’s poorest people, and produced primarily by smallholder
farmers. Identifying and deploying novel mechanisms to increase the quality and quantity of
cassava produced by smallholder farmers in Africa, Latin America and Asia will be an
important step to abolishing worldwide hunger. Currently, phloem-feeding whiteflies are the
major biotic stress that threatens the sustainability of staple crop, including cassava. Whiteflies
cause direct damage due to feeding and can obliterate an entire cassava crop. High whiteflies
population densities are a key factor in cassava mosaic and cassava brownstreak virus
epidemics. Therefore, effective gene-based mechanisms to control whiteflies infestations of
cassava would decrease the direct damage and incidence of viral disease and, thereby, increase
the quality and quantity of cassava produced by smallholder farmers in worldwide. Twelve
whiteflies species are serious pests of cassava including Aleurotrachelus socialis and Bemisia
tabaci. One of the most potent resistance mechanisms to whiteflies was discovered at CIAT,
after screening over 5000 cassava germplasm accessions for resistance to 4. socialis. Wild
cassava and several M. esculenta cultivars originating from Ecuador and Peru display
significant resistance to whiteflies in the field. The resistance cassava expresses both antibiosis
and/or antixenosis. On the resistance line, MEcu 72 whiteflies deposit fewer eggs, establish
fewer feeding sites, nymph development is delayed, and whiteflies mortality is increased. For
the above the following objectives: 1) Isolate and characterize the sequence of genes that are
differentially expressed during the defense response to attack by 4. socialis on cassava. 2)
Determine the signal transduction pathways that are activated in response to A. socialis on
cassava. 3) Develop models of protein functions based on bioinformatics tools. 4) Build a
hypothetical model of the responses of cassava plants to infestation with the whitefly A.
socialis. Microarrays technology and subtractive libraries were used to identify differentially
expressed genes in cassava during A. socialis attack. These methodologies allowed us to
identify 405 sequences induced by A. socialis in all stages of their life cycle. These sequences
are involved in biological process like defense, cell wall modification, oxidative burst, signal
transduction, transport, primary metabolism and photosynthesis. Some of these sequences are
part of the signaling pathways regulated by jasmonic acid (JA) and ethylene (ET), which are
involved in defense response to pathogens and herbivores. When A. socialis feeding on leaves
of genotype MEcu 72, introduce their stylet, and insect-derived elicitor (salivary components
and / or chitin) are recognized by a plant receptor. In the case of chitin, it is proven that the
family of transcription factors AP2/ERF are induced by chitin, which is a component of the
insect exoskeleton. This transcription factor is induced by the signaling cascade that begins
with plasma membrane depolarization and Ca®" flow, then are activated MAPK signaling
cascades and subsequent induction of phytohormones pathways such as JA / ET. AP2/ERF
transcription factors are potential mediators of the synergistically induction process between
JA and ET and induce defense genes such as basic vacuolar proteins PRBI, CHIB (PR-3), as
well as lectins and proteinase inhibitors. These proteins can have several effects against insects,
such as poisoning, may target components of the insect gut that contain carbohydrates, can
inhibit the action of proteases preventing digest their food well, dying of malnutrition. The
defense response is complex and involves all the processes of cellular metabolism, some of
which themselves can be effector mechanisms that are controlling the attacker. Among these
are, the generation of ROS, which produces enzymes that can affect insect diet or inducing



plant hormone signaling pathways mentioned above. Cell wall modification, which may make
it difficult to insect feeding and may also mediate the defense response regulated by JA / ET,
and finally the protein degradation machinery in which are various proteases with different
roles involved in defense against pathogens. At the same time the plant represses its primary
metabolism and photosynthesis, reallocating C and N resources to the defense. The application
of functional genomics approach in the study of cassava defense responses, opens a wide range
of future applications at different levels, both in silico and experimentally. Gene expression
analysis, construction of physical and genetic maps, genomic sequence analysis, gene silencing
and production of genetically modified organisms are some of the projects will be developed in
the future.

Keywords: Aleurotrachelus socialis, Manihot esculenta, white fly, cassava, jasmonic acid
(JA), ethylene (ET), defense response.



INTRODUCCION

La yuca (Manihot esculenta Crantz) es un alimento bésico, esencial en la dieta de los
paises en via de desarrollo y representa la tercera fuente mas importante de calorias para
aproximadamente 750 millones de personas pobres en el mundo; siendo esta producida
principalmente por pequefios agricultores de recursos limitados (Nhassico et al. 2008). La
identificacion e implementacion de nuevos mecanismos de seleccion de lineas mejoradas para
incrementar la produccion de yuca por pequenos agricultores en Africa, Latinoamérica y Asia

serian un importante paso para acabar con el hambre a nivel mundial.

Patogenos, plagas y malezas limitan la produccion de alimentos a nivel mundial; se estima
que las pérdidas pre y post cosechas estan en un total del 40% del suministro mundial de
alimentos (FAO 2010; Lucas 1998). Estrategias de resistencia a los insectos que sean
accesibles y faciles de implementar significativamente incrementarian la calidad y cantidad de
alimentos producidos por pequeios agricultores y la disponibilidad de alimento para la gente
de los paises en via de desarrollo. Para llevar a cabo este objetivo, nuevas estrategias basadas
en los genes de resistencia a la herbivoria deben ser identificados y utilizados por los
pequenios agricultores. Estas estrategias consiste en el uso de mecanismos naturales de
resistencia identificados tanto en especies de plantas cultivadas o silvestres, como en la
utilizacion de estrategias transgénicas (Bellotti & Arias 2001; Chen 2008; Gatehouse 2008;
Kaloshian & Walling 2005). Las inversiones en el mejoramiento de los cultivos resistentes a
los insectos tienen alta rentabilidad para el pequefio agricultor y el medio ambiente. Estos
cultivos pueden mejorar significativamente su calidad y rendimiento, reducir el uso de
pesticidas, disminuir los costos de produccion, mejorar la salud y seguridad del pequeiio

agricultor (Batista & Oliveira 2009; Brookes & Barfoot 2006).

Actualmente, los insectos floemofagos y especificamente las moscas blancas son el
mayor estrés biotico que amenaza la sostenibilidad de los cultivos bésicos, incluyendo la yuca
(Dalton 2006). En la yuca, la mosca blanca causa dafo directo por alimentacién y en casos
extremos puede acabar un cultivo entero. Altas densidades poblacionales de moscas blancas

son un factor clave en la aparicion de otras epidemias tal como la del virus del mosaico



africano (Dalton 2006). Por lo tanto, la busqueda de mecanismos efectivos de defensa para
controlar las infestaciones de mosca blanca en yuca disminuiria el dafio directo y el riesgo o la
incidencia de enfermedades virales aumentando asi el rendimiento de este cultivo a nivel
mundial. Entre las especies mas importantes que atacan a la yuca esta Aleurotrachelus
socialis Bondar en el norte de Suramérica (Colombia, Ecuador, Venezuela) y Bemisia tabaci
Gennadius que predomina en la mayor parte del Africa y algunas zonas del Asia (Bellotti et

al. 2002).

Los resultados de trabajos realizados en CIAT, han permitido identificar varias fuentes de
resistencia a esta plaga principalmente a 4. socialis, destacandose la variedad MEcu 72 que ha
expresado altos niveles de resistencia, seguida de otras variedades cultivadas o especies
silvestres. Entre las especies silvestres estan M. flabellifolia y M. peruviana, y entre las
variedades estan MEcu 64, MPer 335, MPer 415 entre otras. Estas variedades de yuca y

especies de Manihot expresan tanto antibiosis como antixenosis (Bellotti & Arias 2001).

En este proyecto se busca identificar regiones del genoma o genes asociados con la
resistencia a la especie A. socialis, identificada en yuca cultivada (genotipo MEcu 72).
Trabajos previos sugieren que la resistencia en MEcu 72 es de rasgo genéticamente complejo
(Vargas 2005). La resistencia a moscas blancas en MEcu 72 podria ser usada para desarrollar
nuevas variedades de yuca resistente a esta plaga con atributos agronémicos valorados por los
pequenios agricultores en Latinoamérica, Africa y Asia. El acceso a variedades de yuca
resistentes a mosca blanca proveeria un mecanismo eficaz, amigable con el ambiente para
controlar esta plaga, que puede hacerse disponible para el pequefio cultivador de yuca, a

través de variedades mejoradas.

La tecnologia de microarreglos de ADNc ha permitido realizar analisis globales de
patrones de expresion de cientos o miles de genes (Harrington et al. 2000). Otra herramienta
de la gendémica funcional muy utilizada en la actualidad para identificar genes expresados
diferencialmente son las librerias sustractivas. Las técnicas de sustraccion permiten aislar
genes que solo pertenecen a una de las dos poblaciones que se comparan. Estas tecnologias se

utilizaron para identificar las secuencias implicadas en la resistencia a mosca blanca. Se



identificaron 405 secuencias inducidas por Aleurotrachelus socialis, las cuales estan
implicadas en funciones como defensa, modificacion de pared celular, estrés oxidativo,
sefiales de transduccion, transporte, metabolismo primario y fotosintesis. Algunas de estas
secuencias hacen parte de las vias de sefializacion reguladas por acido jasmoénico (JA) y
etileno (ET), las cuales estdn implicadas en respuesta de defensa a patdégenos y herbivoros. A
pesar de conocerse poco acerca de los mecanismos moleculares implicados en resistencia a
insectos, este trabajo pretende acercarse un poco mas a este objetivo. También contribuiria a
entender los mecanismos basicos y tambien podria facilitar nuevos logros en el mejoramiento

y proteccion del cultivo de la yuca.

Por lo anterior se plantearon los siguientes objetivos: 1) Aislar y caracterizar las secuencia
de aquellos genes que se expresan diferencialmente durante la respuesta de defensa al ataque
de la mosca blanca (4leurotrachelus socialis Bondar) en la yuca (Manihot esculenta Crantz).
2) Determinar las vias de transduccion de sefiales que se activan en respuesta a 4. socialis en
yuca. 3) Desarrollar modelos de funciones proteicas con base en herramientas
bioinformaticas. 4) Construir un modelo de las respuestas de plantas de yuca a la infestacion

con la mosca blanca A. socialis.



1 MARCO DE REFERENCIA

1.1 Cultivo de la yuca

Desde su introduccion desde Suramérica a Africa y Asia, la yuca ha contribuido a la
seguridad alimentaria y el mejoramiento del nivel de vida de més de mil millones de personas
alrededor del mundo (Balagopalan 2002; Hillocks 2002; Jennings & Iglesias 2002).
Actualmente, la yuca es el sexto cultivo mas importante del mundo en términos de produccion
y la tercera fuente de calorias para mas de 700 millones de personas mas pobres (Nhassico et
al. 2008). La yuca es un cultivo donde su principal producto son las raices que posee un alto
contenido de almidon y crece muy bien bajo condiciones ambientales marginales, haciéndolo
un cultivo ideal para los medios de vida sostenibles de los pequenos agricultores de escasos
recursos en muchos paises tropicales, especialmente del Africa sub-sahariana. Debido a los
altos rendimientos de almidon, la yuca no solo es considerado un cultivo de subsistencia pero
también un cultivo industrial particularmente en el sureste de Asia y en Latinoamérica (Mann

1997).

Actualmente, los rendimientos de yuca estan afectados por suelos pobres en nutrientes,
extension de las estaciones secas, y dafios por patogenos e insectos (Bellotti et al. 1999). El
calentamiento global probablemente aumentara los retos para los rendimientos en yuca,
particularmente en Africa, por la limitacion en el suministro de agua y el incremento en las
temperaturas, el dafio causado por insectos floemo6fagos se incrementaria (Eke-Okoro et al.

2009).

1.1.1 Principales plagas del cultivo de la yuca: las moscas blancas

Existe una gran variedad de plagas (ej. artropodos) atacando el cultivo de yuca en las
Américas. Entre las plagas mayores, es decir, las que han coevolucionado con el cultivo y que

causan pérdidas en el rendimiento, estdn los acaros, las moscas blancas, los trips, el gusano
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cachon, el piojo harinoso, el chinche de encaje, el chinche subterraneo o la viruela de la yuca 'y
los barrenadores de tallo. Otras plagas, como las escamas, el saltahojas, la chisa blanca, el
gusano trozador, la hormiga cortadora de hojas, la mosca de la fruta, la mosca del cogollo y los
comejenes pueden ocasionar dafos esporadicos o localizados al cultivo y se consideran plagas
menores o generalistas que atacan el cultivo en forma oportunista, especialmente en periodos

de sequia (Bellotti et al. 2002).

Doce especies de mosca blanca (Hemiptera: Aleyrodidae) son plagas importantes en yuca
incluyendo A. socialis y B. tabaci. Grandes poblaciones de moscas blancas pueden reducir
severamente la calidad y masa de las raices de yuca y por lo tanto tienen un impacto sustancial
en la seguridad alimentaria., La especie de mosca blanca de yuca mas importante en el norte de
Suramérica y Brasil, A. socialis que puede causar reduccion en el rendimiento de hasta el 52%

en un solo ano (Bellotti & Arias 2001).

En Africa y Asia, las moscas blancas vectoras de geminiviruses, son la mayor amenaza
para la produccion de yuca (Hillocks 2002). El virus que causa la enfermedad del mosaico en
yuca (CMD por sus siglas en inglés) se encuentra restringido al Africa y partes del Asia
(Ceballos et al. 2004). Para controlar las inmensas pérdidas debidas a CMD, variedades de
yuca resistentes al virus han sido seleccionadas utilizando estrategias de mejoramiento clasico
y transformacion genética; aunque éstas plantas no han sido ampliamente distribuidas en
Africa (Dixon & Ssemakula 2008; Eke-Okoro et al. 2009). Aunque no se reportan casos de B.
tabaci sub-Sahariana que colonizen a la yuca en Latinoamérica, esta yuca es altamente
susceptible a CMD cuando es transferida al Africa (Hillocks 2002). B. tabaci infesta muchos
cultivos (Frijol, garbanzos, batata, tomate, algodon, entre otros) y plantas nativas que crecen
muy proximas a la yuca. Estas plantas son reservorios para B. tabaci y la produccion de estos
importantes cultivos es también limitada por el dafio inducido por B. fabaci y la transmision

de virus (Inbar & Gerling 2008).

1.1.2 Clasificacion taxonomica de las especies de mosca blanca encontradas en yuca
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El mas grande complejo de especies de moscas blancas se encuentra en el neotropico
donde 11 especies han sido reportadas (Bellotti 2002). De las 11 especies, ocho especies de
moscas blancas han sido reportadas alimentandose de yuca en Colombia (Castillo 1996). Las
moscas blancas son insectos de aproximadamente 2 a 3 mm de longitud que se asemejan a
pequenias polillas. Los adultos de ambos sexos son alados y las alas estan cubiertas con un
polvillo blanco (Borror et al. 1992). La clasificacion taxondmica estd basada en las
caracteristicas morfoldgicas del cuarto instar ninfal o “pupa” como orificio vasiforme,
opérculo, lingula, surcos traqueales, setas caudales y setas dorsales (Caballero 1992). Las
moscas blancas pertenecen al orden Hemiptera (anteriormente conocido como Homoptera),
suborden Sternorhincha, familia Aleyrodidae, que se divide en 2 subfamilias: Aleurodicinae y
Aleyrodinae (Borror et al. 1992). Los individuos de la subfamilia Aleurodicinae se
caracterizan por la presencia de secreciones de cera en forma de filamentos dorsales o
algodonosas. Los adultos son grandes, con tres o cuatro venas en las alas, se alimentan
succionando savia elaborada por arboles y arbustos. Las ninfas de la subfamilia Aleyrodinae
se caracterizan por presentar secreciones largas y dorsales, de color transparente, amarillo o
negro y se alimentan principalmente de plantas herbaceas (Caballero 1992). La familia
Aleyrodidae, cuenta con 126 géneros que comprenden 1156 especies y es la mas ampliamente

distribuida en las regiones tropicales del mundo (Castillo 1996).

1.1.3 Descripcion de los estados biologicos de A. socialis

1.1.3.1 Estado de huevo

El huevo es ovipositado por la hembra sobre el envés de las hojas jovenes (cogollo),
rodeado de un polvillo blanco secretado por las glandulas abdominales. El huevo recién
ovipositado es blanco en apariencia y a partir del segundo dia de desarrollo adquiere un color
café brillante que se intensifica a medida que avanza la incubacion. La forma del huevo es
semejante a la de un banano y presenta un pedicelo corto en el extremo mas ancho, mediante

el cual la hembra lo adhiere a la hoja. Se ha reportado una duracién de 10.2 dias para este
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estadio, y una longitud promedio de 0.076 mm por 0.031 mm de ancho sobre el genotipo

susceptible CMC 40 de yuca (Arias 1995).

1.1.3.2 Instares ninfales

La emergencia de las ninfas ocurre a través de una abertura longitudinal en forma de "T"
invertida que se forma en el corion. La mosca blanca A. socialis pasa por cuatro instares
ninfales. La ninfa de primer instar es pequeia, traslicida, de color verde-amarillento, forma
ovalada y aplanada, con antenas largas y tres pares de patas desarrolladas. Este es el tnico
instar ninfal en el cual ocurre desplazamiento (Bellotti & Vargas 1986). Se caracteriza por la
presencia de 8 poros dorsales conectados a igual numero de glandulas de cera localizadas en
el abdomen. A partir del segundo dia, la ninfa inicia la secrecion de cera por dichos poros, la
cual adquiere forma de papilas. Se ha reportado una duracién promedio de 5.1 dias para este
estadio, 0.229 mm de largo por 0.113 mm de ancho, color amarillento, forma ovalada y en

alto relieve con bordes gruesos sobre el genotipo CMC40 (Arias 1995).

El segundo instar, se evidencia por la presencia de la exuvia del primer instar (con poros
dorsales) sobre la nueva cuticula. La nueva ninfa es de color amarillento y tanto por los poros
dorsales como laterales secreta una sustancia cerosa. Se ha reportado una duracion promedio
de 3.5 dias para este instar y un promedio de 0.324 mm de longitud por 0.187 mm de ancho

sobre el genotipo susceptible CMC 40 (Arias 1995).

En el tercer instar el cuerpo de la ninfa se torna negro después de unas horas de ocurrida
la muda, ya que inicialmente es hialino y la capa cerosa que lo rodea es mas abundante. La
exuvia del segundo instar, es liberada mediante movimientos distales quedando sobre o al
lado del insecto en forma de “V” invertida y de color claro o amarillo. Se ha reportado una
duracion promedio de 4.1 dias para este instar y un promedio de 0.413 mm de longitud por
0.245 mm de ancho (Arias 1995). Como en todos los instares, al inicio, el cuerpo se observa

mas plano y al final del estado es mas voluminoso, debido posiblemente al crecimiento y
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desarrollo.

Durante el cuarto instar la ninfa pasa por dos fases: una inicial en la cual se alimenta y
otra en la que deja de hacerlo y sufre cambios (esta es la fase que se conoce como “pupa”). Se
ha reportado a este instar como el de mayor tamaio, con una longitud de 0.620 mm por 0.363
mm de ancho y una duracion promedio de 9.4 dias sobre el genotipo susceptible CMC 40
(Arias 1995). Gold (1987), no encontré6 una caracteristica obvia para diferenciar entre el
tercero y cuarto instar; sin embargo, el tamafio de este ultimo y la presencia de una exuvia
negra en forma de “V” invertida sobre el cuerpo negro y quitinizado cuando ésta no se cae
puede diferenciarlos. Gill (1990), indica que el cuarto instar no es una verdadera pupa, ya que
ocurre alimentacion durante la primera parte de este instar y la formacion del adulto ocurre en

la ultima parte sin una muda “pupal” aparente.

1.1.3.3 Estado adulto

El adulto emerge a través de una abertura en forma de ‘T’ invertida que aparece en la
superficie dorsal anterior de las ninfas de cuarto instar. Los adultos son insectos pequefios,
con dos pares de alas, patas y antenas bien desarrolladas; su cuerpo esta cubierto de un polvo
blanco que le da una apariencia cerosa (Bellotti & Vargas 1986). El cuerpo generalmente es
palido, parcialmente pigmentado o completamente pigmentado. Los dos pares de alas poseen
venacion reducida, son palidas o con manchas café o café grisaceo palidas. El cuerpo esta
totalmente cubierto con minusculas espinulas. Las antenas son elongadas y tienen 7
segmentos. Los ojos compuestos son completamente divididos en ojos dorsales y ventrales o
estan unidos por un omatidio. Las partes de la boca son elongadas y desarrolladas para

perforar y succionar el tejido vegetal (USDA 2001).

En general, los machos son pequefios y activos y las hembras son de mayor tamafio y
menor movilidad, pero el tamafio no es un criterio muy seguro para diferenciar el sexo. El

mejor criterio es observar en el macho 2 apéndices en el extremo abdominal denominados
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“clasper” los cuales hacen ver el abdomen mas alargado y fino que el de la hembra, el cual es
mas grueso y achatado (Bellotti & Vargas 1986). La duracion del ciclo biologico de A.
socialis (huevo a adulto), fluctia entre 34 y 47 dias sobre MCol 112, medido tanto en
condiciones de campo como en confinamiento a una temperatura de 18 a 34°C y humedad
relativa de 19 a 72% (Bellotti & Vargas 1986). Se ha reportado un promedio de duraciéon del
ciclo bioldgico de 32.2 dias sobre el genotipo susceptible CMC 40 en cuarto de cria con
condiciones controladas de temperatura y humedad relativa (28 + 1°C, 70% HR y 12 horas
luz) (Arias 1995). Estudios de oviposicion en A. socialis indican que una hembra puede

colocar hasta 224 huevos (Bellotti 2000).

1.1.4 Daiio ocasionado por la mosca blanca A. socialis

La importancia economica de los dafios causados por el ataque de la mosca blanca A.
socialis en Colombia se refleja directamente en el rendimiento de las raices y la disponibilidad
de estacas para siembras posteriores. Ensayos de campo realizados por CIAT y CORPOICA-
Nataima (Tolima), registraron pérdidas en rendimiento hasta del 79% (Bellotti & Vargas
1986). Estas pérdidas son producidas directamente por la alimentacion tanto del adulto como
de las ninfas, disminuyendo la savia circulante por el floema de la planta e indirectamente por
la mielecilla excretada por el insecto en el proceso de alimentacion, la cual sirve como medio
de crecimiento al hongo conocido como fumagina, que causa un efecto adverso en la

fotosintesis al impedir la llegada de la luz a la superficie foliar (Bellotti & Vargas 1986).

Un ataque por adultos se manifiesta con amarillamiento y encrespamiento de las hojas
apicales. Las hojas del tercio medio de las plantas, donde se encuentran las ninfas, reducen su
tamafio normal, se amarillan desde los bordes hacia el centro y presentan areas corrugadas
verdosas, dando una apariencia de mosaico. Estas hojas generalmente se tornan amarillas,
necrosan y finalmente caen, seglin la intensidad del ataque (Arias 1995). Segtin el mismo autor
en variedades susceptibles cuando los ataques se inician en edad temprana del cultivo y duran
casi todo el periodo vegetativo, las plantas se tornan raquiticas y sus tallos delgados sufren

volcamiento con formacion de rebrotes que son apetecidos por los adultos de la plaga. Para el
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caso de A. socialis, existe una correlacion entre la duracion de su ataque y las pérdidas en
produccion de raices, es decir, infestaciones de 1, 6 y 11 meses, resultaron en un 5, 42 'y 79%

de reduccion en el rendimiento, respectivamente (Bellotti & Vargas 1986).

1.1.5 Manejo de A. socialis en el cultivo de yuca

Hasta el momento el control de las poblaciones de 4. socialis se ha implementado a través
de programas de manejo integrado de plagas, que implica la aplicacion oportuna de diversos
métodos de control tales como: la resistencia varietal, el control bioldgico, el control cultural y

el quimico.

1.1.5.1 Control mediante resistencia varietal

Las evidencias de resistencia planta-hospedera (RPH) a la mosca blanca en especies
cultivadas es rara, esto es debido principalmente a la poca investigacion, al reducido numero de
materiales mejorados y a la escasa seleccion de hibridos y especies silvestres o cultivadas con
niveles de resistencia a la mosca blanca (De Ponti et al. 1990). Ademdas de lo anterior, en
muchos casos el rango del germoplasma evaluado es limitado para obtener la diversidad de

genes que confieren resistencia a la mosca blanca (Bellotti & Arias 2001).

El Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), desde hace mas de 15 afios viene
evaluando la resistencia a la mosca blanca en el cultivo de la yuca (Bellotti & Arias 2001). Los
resultados de este trabajo han permitido identificar varias fuentes de resistencia a esta plaga
principalmente a 4. socialis, destacandose la variedad MEcu 72 que ha expresado altos niveles
de resistencia, seguida de otras variedades cultivadas o especies silvestres con niveles de
resistencia que fluctiian de moderado a alto. Entre las especies silvestres estan M. flabellifolia y
M. peruviana, y entre las variedades estin MEcu 64, MPer 335, MPer 415, MPer 317, MPer
216, MPer 221, MPer 265, MPer 266 y MPer 365. Estas variedades de yuca y especies de
Manihot expresan tanto antibiosis como antixenosis. Cuando 4. socialis ataca a MEcu 72,
MEcu 64 y MPer 415, deposita pocos huevos, establece pocos sitios de alimentacion, el

desarrollo de las ninfas se retarda y su mortalidad se incrementa (Bellotti & Arias 2001;
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Gomez 2004). La mortalidad total de A.socialis sobre MEcu 72 presentd un 72.5%, comparado
con el genotipo susceptible (CMC 40) con un 33%. Este comportamiento indica que existe un
mecanismo de resistencia posiblemente antibiotico sobre el genotipo MEcu 72 y sobre algunas

de sus progenies evaluadas (Arias 1995).

Los resultados anteriores fueron la base para que la Corporacion Colombiana de
Investigacion Agropecuaria (CORPOICA) en cooperacion con el CIAT, continuaran con el
mejoramiento genético de variedades de yuca con resistencia a la mosca blanca A. socialis. Los
genotipos (MEcu 72 madre y MBra 12 padre), agronémicamente deseables y con resistencia en
campo a mosca blanca, se cruzaron y parte de su progenie (CG489-34, CG489-4, CG489-31 y
CG489-23) fue seleccionada mostrando alta produccion y resistencia moderada a alta respecto
a la mosca blanca A. socialis en condiciones de campo (Arias & Guerrero 2000). Después de la
evaluacion en pruebas de eficiencia agronomica y comercial, se encontraron variedades
resistentes adaptadas a la zona, con rendimiento y calidad superior a las variedades regionales
y comerciales. La variedad NATAIMA 31 (Progenie CG 489-31), es la primera en el mundo
que se libera como resistente a la mosca blanca 4. socialis y puede ser usada en la alimentacion

humana y en la agroindustria (Vargas et al. 2002).

Otros estudios de (RPH) se han llevado a cabo con otras especies de mosca blanca como
por ejemplo: Trialeurodes vaporariorum sobre pepino en Europa (Laska et al. 1986);
Aleurotrixus aepim sobre yuca en Brasil (Farias 1994); T. vaporariorum sobre tomate en
Holanda (De Ponti et al. 1990; Van Giessen et al. 1995). Para el complejo de Bemisia tabaci, la
literaratura reporta varios cultivos con genotipos “resistentes”, en la mayoria de los casos no
son cultivares desarrollados si no, lineas mejoradas que se espera tengan resistencia. En varios
de estos casos, los mecanismos que estan operando parecen ser de antixenosis (no preferencia
para alimentacion y oviposicion) o de tolerancia (Bellotti & Arias 2001). De igual manera se
vincula con la resistencia varietal a la pubescencia (Wilson et al. 1993; Lambert et al. 1995); la
densidad de tricomas (Heinz & Zalom 1995; McAuslane et al. 1996; Meagher et al. 1997) y a
los acilazucares (Butler et al. 1992; Liedl et al. 1995).
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1.1.6 Pubescencia en genotipos de yuca

Arias (1995), buscando explicaciones con relacion a las causas de mortalidad de los
estados inmaduros de A. socialis sobre yuca, sin descartar los posibles efectos antibidticos,
realizo observaciones con respecto a la pubescencia existente en algunos genotipos. Utilizando
un microscopio electronico de barrido se tomaron fotografias del envés de la hoja 2 enumerada
en forma descendente para cuantificar y medir la pubescencia presente en los genotipos. El
genotipo MEcu 72 presentd la mayor densidad de pubescencia, por encima de 33.000 tricomas/
cm” sobre la hoja namero 2, mientras que el genotipo susceptible (CMC 40) la densidad mas
baja, por debajo de 189 tricomas/cm”. Arias (1995) sugiere que lo anterior podria indicar que el
levantamiento de las ninfas de la superficie foliar, fendémeno observado en algunos genotipos
de yuca, es causado por la densidad de tricomas. En los testigos susceptibles CMC 40 y MCol
1505, la poca pilosidad encontrada en sus hojas, se clasifico como corta (< 0.1 mm) y con
distancias amplias sobrepasando a 0.7 mm en la mayoria de las observaciones. El genotipo
resistente (MEcu 72), ademas de presentar el mayor nimero tricomas en la hoja 2, mostro el
mayor porcentaje de tricomas cortos (46%), mientras que el genotipo (MBra 12) present6 el
mayor porcentaje de tricomas largos (56%). Se observo que la densidad de tricomas disminuye
drésticamente en las hojas de mayor edad y que tanto su longitud como su separacion
aumentan, indicando que posiblemente la pubescencia continta creciendo y que a medida que

la hoja crece, éstos se separan (Arias 1995).

1.1.7 Pubescencia y grado de dafio por A. socialis

Arias (1995), estableci6 una correlacion entre el grado de dafo ocasionado por A. socialis
y la caracterizacion de la pubescencia hecha por el programa de fitomejoramiénto de yuca
CIAT en 578 genotipos. Se obtuvo una correlacion negativa (r= -0.39) y altamente significativa
(P < 0.01). Lo anterior podria indicar que a mayor pubescencia menor grado de dafio, sin
embargo la relacion no es muy fuerte debido a su valor bajo. Se realizé también una prueba de
independencia (Chi-cuadrado) entre el grado de dafio y la pubescencia, teniendo como base

una escala de 0 a 6 (0= Lampifio y 6= Mucha pubescencia). Se rechaz6 la hipotesis de
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independencia, es decir que a mayor pubescencia no siempre el grado de dafo ocasionado por
la plaga es menor. Esto indica que en un cultivo de yuca con mucha pubescencia puede haber

genotipos sin dafo, con dafio intermedio y con dafio alto.

1.2 Defensas naturales de la yuca contra artropodos-plaga

La literatura general reporta que la yuca, presenta mecanismos fisicos y quimicos contra
las plagas de artropodos. Las defensas naturales de la yuca parecen afectar particularmente el
establecimiento o la alimentacion sostenida (fagorrepulsiva) de la plaga en la planta por
mecanismos de defensa fisica (pilosidad, produccion de callo) o quimica (HCN, rutina)

(Calatayud & Munera 2002).

1.2.1 Mecanismos fisicos

En estudios de resistencia de la yuca contra especies de trips, se encontré que la
pubescencia presente en sus hojas contribuye a la defensa de la planta contra el ataque de estos
insectos. Un aumento de la pubescencia sobre sus hojas incrementa el efecto resistente hacia
los trips, ya que molesta los procesos de establecimiento (Bellotti & Schoonhoven 1978). En el
estudio de las interacciones de la yuca y piojo harinoso Phenacoccus manihoti Matile-Ferrer
(Homoptera: Pseudococcidae), se evidencid la formacion de callo (polimero de B(1,3)-D-
glucopiranosa) al contacto con sus estiletes. Esta reaccion cicatriza el floema y perturba la

alimentacion sostenida del insecto floeméfago (Calatayud et al. 1996).

1.2.2 Mecanismos quimicos

Ha consecuencia del dafio mecénico, los tejidos de yuca emiten el acido cianhidrico
(HCN), proceso llamado cianogénesis que resulta particularmente de la accion de la enzima
endogena (B-glucosidasa) conocida como linamarasa (Conn 1980). La cianogénesis permite la

liberacion de una molécula toxica que constituye un sistema de proteccion para la yuca contra
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las plagas; sin embargo, tal proteccion no ha sido claramente demostrada (Hruska 1988). En
las raices, la cianogénesis constituye una defensa contra el chinche de la viruela Cyrtomenus

bergi Froeschner (Hemiptera: Cydnidae) (Castafio et al. 1985; Bellotti & Riis 1994).

1.3 Resistencia en plantas

Las plantas no pueden moverse para escapar de los retos ambientales. Los estreses
bioticos son el resultado de una bateria de patégenos potenciales como hongos, oomicetos,
bacterias, nematodos e insectos los cuales interceptan los fotosintatos producidos por las
plantas, y los virus utilizan su maquinaria de replicacién a expensas del hospedero. Las
plantas a cambio han desarrollado sofisticados mecanismos para percibir tales ataques y
traducir esa percepcion hacia una respuesta adaptativa (Dangl & Jones 2001). Muchas plantas

son resistentes a la mayoria de patdgenos. Existen tres razones para que el patdogeno o plaga

falle:

1- La planta es incapaz de servir de nicho para un patdégeno o plaga potencial, siendo

asi un No-hospedero.

2- La planta posee barreras estructurales preformadas o componentes toxicos que
confinan las infecciones exitosas a especies de patogenos o plagas especializados

(Defensa Constitutiva).

3- Basado en el reconocimiento del ataque del patégeno o la plaga, los mecanismos de

defensa son elaborados, y la invasion permanece localizada (Defensa Inducida).

Entonces, la enfermedad ocurre cuando las defensas preformadas de las plantas son
inapropiadas, o la planta no detecta al patdogeno o la plaga, o la defensa inducida no es
efectiva (Hammond-Kosack & Jones 1996). En el caso de la defensa inducida en patdgenos,
estd generalmente dada por patrones de reconocimiento, los cuales son los genes de
Resistencia (genes R), que actian como “centinelas” en la puerta. Estos genes R reconocen
efectores codificados por el patdgeno directa o indirectamente. Estos efectores son las
llamadas proteinas de avirulencia (4vr). Los genes R disparan unas sefiales iniciales, llevando

a una efectiva activacion de respuestas de defensa y finalmente a la resistencia al patogeno.
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Defensa Constitutiva o Defensa Pasiva: Son barreras fisicas que impiden el ingreso a los
tejidos de la planta de un patégeno o de un artrépodo. Algunas plantas despliegan quimicos
disuasivos sobre su superficie cuticular (suberinas, callosa, cuticulas), o almacenan
componentes toxicos en vacuolas o tricomas glandulares, (aleloquimicos). Estas estructuras
preformadas y metabolitos proveen una inmediata defensa al ataque del patogeno o del
insecto evitando la colonizaciébn e incremento de las poblaciones, teniendo un efecto
antixendtico. También pueden tener un efecto antibidtico, o sea que evita el crecimiento,

reproduccion, desarrollo y sobrevivencia en el caso de las plagas (Fluhr 2001).

Defensa Inducida o Defensa Activa: Es una respuesta plastica que desvia los recursos de
Carbono y Nitrégeno del crecimiento y reproduccion de la planta hacia una resistencia
sistétmica duradera y que sirve para un amplio espectro de patdégenos y plagas. Las
interacciones planta:patdgeno son gobernadas por interacciones entre genes R de la planta que
reconocen efectores del patdgeno producidas durante la infeccion (Dangl & Jones 2001).
Algunos autores también utilizan el concepto de Defensa Directa (Constitutiva), la cual es
cualquier rasgo de la planta (tricomas, metabolitos primarios, secundarios, espinas), que en si

mismas afectan la susceptibilidad de la planta al artropodo, o la ocurrencia de su ataque.

1.3.1 Inmunidad en plantas a insectos herbivoros

Las plantas terrestres son fuente de alimento para ~1 millén de especies de insectos de
diversos grupos taxonomicos. Los insectos utilizan varias estrategias de alimentacion para
obtener nutrientes a partir de todas las partes de la planta. Aunque todos los insectos fitofagos
ocasionan dafio mecéanico en los tejidos de las plantas, la cantidad y calidad del dafio varia
enormemente, dependiendo de la estrategia de alimentacién. Aproximadamente dos terceras
partes de todas las especies de insectos herbivoros conocidos son escarabajos comedores de
hojas del orden Coleoptera u orugas del género Lepidoptera, entre los cuales se encuentran

masticadores, cortadores o trozadores (Schoonhoven et al. 1998). Los herbivoros perforadores-
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chupadores tales como trips y acaros utilizan estructuras en forma de tubo para succionar el
contenido liquido de las células laceradas; mientras que los minadores de hojas se alimentan

del tejido que se encuentra entre las capas epidermales de la célula.

Los afidos, las moscas blancas y otros insectos del orden Hemiptera, insertan sus
especializados estiletes entre las células para establecer su sitio de alimentacion en el floema.
En cada una de estas relaciones planta-insecto, ambas partes envian y reciben sefiales quimicas
que determinan el resultado de la interaccion. Se ponen en contacto quimiorreceptores
ubicados en las piezas bucales, antenas, tarsos (pies) del insecto, y con esto pueden medir por
ejemplo, la disponibilidad del hospedero como fuente de alimento. Por el contrario, las células
de la planta reconocen y responden al movimiento del insecto, al dafio mecéanico ocasionado

por la alimentacion y a los componentes de las secreciones orales de los insectos.

Los insectos generalistas (6 polifagos) se alimentan de muchos hospederos de muchas
familias de plantas, por el contrario, los insectos especialistas (6 monofagos y oligdfagos) se
alimentan de una o unas pocas especies de plantas de la misma familia. La decision del insecto
de aceptar o rechazar un hospedero es determinada en gran parte por un gran niimero de
quimicos disuasivos o atrayentes (Walling 2000). Algunos cientificos creen que mucha de la
gran diversidad de los componentes de plantas llamados metabolitos secundarios surgi6 de la
coevolucion entre herbivoros y plantas y su eterna lucha (Becerra 2007). Las plantas, como
organismos sésiles dependen en gran medida de las defensas quimicas para frustrar el ataque
de los insectos. Componentes antinutritivos, que disuaden o tienen efectos toxicos sobre los
herbivoros, barreras fisicas tales como la dureza de la hoja y tricomas que incrementan la
adecuacion de la planta en presencia del herbivoro son cominmente conocidos como defensas
directas. Un tipo de proteccion indirecta es la otorgada por compuestos volatiles de plantas
inducidos por herbivoros y néctar que atrae enemigos naturales del herbivoro (Kessler &
Baldwin 2002). Los efectos combinados de defensas directas e indirectas proveen una
resistencia durable a un amplio espectro de artrépodos herbivoros en los ecosistemas naturales

(Gatehouse 2002; Kessler et al. 2004).
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Los rasgos de las plantas que confieren resistencia a plagas pueden también ser
clasificados de acuerdo a la manera en que son regulados. Algunos rasgos son expresados
constitutivamente independientemente si el ataque por el herbivoro ocurre o no. Por ejemplo,
los tejidos reproductivos tipicamente acumulan grandes cantidades de proteinas defensivas y
metabolitos. Contrastando con estas barreras preformadas, las plantas retan a los herbivoros
montando activas respuestas de defensa en el sitio del tejido dafado y, en muchos casos,
sistémicamente en tejidos no dafiados (Bostock 2005); esta altamente dindmica forma de
defensa inducida ha sido documentada en especies a lo largo del reino Plantae (Karban &
Baldwin 1997). La evidencia indica que las defensas inducidas evolucionaron debido a que
¢stas gastan menos recursos que las caracteristicas de resistencia constitutiva (Karban &
Baldwin 1997; Baldwin 1998). Sumado a estos rasgos de defensa inducida, las plantas pueden
minimizar las consecuencias de pérdida de tejido mediante la activacion de procesos
fisioldgicos, tales como la captura de azlcares en los tejidos que se encuentran debajo del

suelo, lo cual permite a la planta tolerar mejor la herbivoria (Schwachtje et al. 2006).

La habilidad de las plantas para reconocer y responder defensivamente al ataque de los
herbivoros constituye una forma de inmunidad. A diferencia del altamente especifico y
adaptativo sistema inmune de los vertebrados, en el cual células moviles defensoras reconocen
y eliminan los patégenos, la inmunidad de las plantas a los insectos se basa en la habilidad
innata de cada célula para percibir las sefiales de peligro, transmitir esta informacion
sistémicamente, prevenir futuros ataques y montar defensas directas e indirectas que reduzcan
la accion del insecto. El actual conocimiento que se tiene de los mecanismos y origenes
evolucionarios del reconocimiento inmune en plantas, viene de estudios de interacciones
planta-patégeno (Jones & Dangl 2006). La resistencia basal a infeccion por patéogenos es
disparada por receptores transmembrana que reconocen los patrones moleculares asociados con
patogenos (PAMPs), estas antiguas moléculas microbianas, las cuales incluyen fragmentos de
pared celular de bacteria, flagelina y EF-Tu (factor de elongacion Tu) alertan al hospedero de
la presencia de microorganismos intrusos (Zipfel et al. 2006). Como segunda linea de defensa,
estan las proteinas de resistencia (R) a enfermedades, las cuales detectan moléculas efectoras
(factores de virulencia) que secretan los patégenos dentro de las células de las plantas para

contrarrestar o debilitar la defensa del hospedero.
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Relativamente poco es lo que se conoce acerca de los eventos moleculares de
reconocimiento que disparan la inmunidad en plantas a insectos herbivoros. Sin embargo, las
plantas parecen utilizar multiples sistemas de sobrevivencia para reconocer insectos con un
amplio rango de estilos de vida y comportamientos alimentarios. Uno de estos sistemas de
reconocimiento es conceptualmente similar a la inmunidad disparada por patégenos, debido a
que involucra la percepcion de moléculas exdgenas que, cuando se liberan hacia las células de
las plantas via secreciones de los insectos, induce una respuesta de defensa del hospedero.
Estos inductores pueden ser moléculas derivadas del insecto o componentes de la planta que
son modificados por el insecto. La nocidon que las plantas reconocen componentes modificados
por el insecto es consistente con la hipdtesis del “gen guardian”, la cual postula que las
proteinas de resistencia, reconocen el dafio en las proteinas enddgenas de las plantas y
subsecuentemente inicia la respuesta de defensa (Jones & Dangl 2006). El hecho que las
plantas activen muchas defensas anti-insectos en respuesta al dafio mecénico del tejido indica
que las senales enddgenas producidas por las células alteradas también juegan un papel critico
en la percepcion de la herbivoria por parte de la planta. La hormona de plantas acido jasmonico
(JA) y componentes de sefializacion relacionadas (colectivamente referidos como jasmonatos)
son sefales ubicuas para el tejido danado y para la subsecuente activacion de respuestas de

defensa a muchos insectos herbivoros (De Vos et al. 2005; Reymond et al. 2004).

1.3.1.1 Eventos tempranos de sefializacion en la interaccion planta-insecto

La implementacion exitosa de una respuesta de defensa inducida requiere que la planta
responda a la herbivoria rapida y adecuadamente. Estos eventos tempranos de sefializacion que
ocurren antes de los cambios en la expresion de los genes de la planta hospedera y del
metabolismo relacionado con defensa, son criticos para el proceso de reconocimiento del
herbivoro (Maffei et al. 2007). Algunos estudios han identificado inductores de insectos que le
permiten a la planta distinguir la herbivoria del dafio mecéanico. En el caso de los herbivoros
hemipteros, hay evidencia que genes R estan involucrados en el control de la resistencia en la

planta (Dogimont et al. 2007; Nombela et al. 2003; Rossi et al. 1998).
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1.3.1.1.1 Daifo mecanico versus herbivoria

Aunque toda herbivoria resulta en tejido de la planta dafiado, el rompimiento del tejido
per se no es siempre un indicador de un ataque de insectos. Por lo tanto para evitar gastar
recursos en defensa, las plantas deben diferenciar la alimentacion por insectos del simple dafio
mecanico, tal como el que es causado por granizo o viento. Algunas respuestas, incluyen la
induccion de genes requeridos para reparacion celular y respuesta a estrés osmotico,

probablemente ocurririan como resultado de si es herbivoria o daflo mecanico.

Sin embargo, la produccion de metabolitos secundarios toxicos y otras respuestas de
defensa probablemente solo beneficiarian a las plantas atacadas por herbivoros. Cambios en la
expresion de los genes estdn bajo la sintesis inducida de muchos metabolitos secundarios
defensivos y proteinas. Experimentos con microarreglos con varias especies, incluyendo
Arabidopsis thaliana (De Vos et al. 2005; Reymond et al. 2004), Nicotiana attenuata
(Voelckel et al. 2004), especies del género Populus (Major & Constabel 2006; Ralph et al.
2006), comparan los patrones de expresion génica inducida por dafio mecanico con la
inducida por la alimentacidon por insectos o herbivoria simulada. Aunque se encontrd un
considerable sobrelapamiento en los patrones de expresion inducida, hay también respuestas
transcripcionales que parecen ser especificas de las respuestas a la herbivoria o a la aplicacion
de secreciones orales de insectos al sitio de dafio. En algunos casos, estas respuestas han sido
asociadas con la produccion de componentes disuasivos especificos de insectos tales como la
nicotina (Hui et al. 2003) y los glucosinolatos (Mewis et al. 2006). Las plantas discriminan la
herbivoria del dafio mecéanico, probablemente porque reconocen los componentes en las
secreciones orales del insecto. Esto es apoyado por la identificacion de varios factores
derivados de insectos que inducen respuestas de defensa cuando se aplican a heridas

artificiales.

1.3.1.1.2 Secreciones orales de insectos
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Una de las repuestas de las plantas a la herbivoria mejor estudiadas, es la elevada
liberacion de compuestos volatiles, los cuales incluyen terpenos, volatiles de hojas verdes,
etileno, entre otros. Estudios realizados con varias interacciones planta-insecto han
demostrado que la alimentacidn por insectos o la aplicacion de secreciones orales a las heridas
inducen diferente 0 mas intensa respuesta de compuestos volatiles que las del dafio mecanico
(Arimura et al. 2004; DeMoraes et al. 2001; Schmelz et al. 2006). Las plantas pueden
beneficiarse de la produccion de volatiles especificos de la herbivoria a través de efectos
directos disuasivos sobre los herbivoros, como son la atraccién de predadores al sitio de
alimentacion del insecto y efecto de sefiales dentro de la planta que llevan al tejido sin infestar

a una induccion de una respuesta de defensa mas rapida.

Han sido identificados inductores derivados de insectos, la N-17-hidroxilinolenoil-I1-
glutamina (volicitin) fue identificada en secreciones orales de Spodoptera exigua, lo que le
permite inducir la liberacion de compuestos volatiles en maiz (Zea mays) (Alborn et al. 1997).
Este compuesto fue el primer ejemplo de lo que parece ser una amplia produccion de
conjugados de acidos grasos y amino-acidos (FACs) por larvas de Lepidopteros (Alborn et al.

2003; Halitschke et al. 2001; Mori et al. 2001).

Respuestas especificas a FACs en secreciones orales de lepidopteros, incluyendo cambios
en expresion génica, alteraciones en el proteoma de la planta y produccion inducida de
nicotina e inhibidores de proteasas, han sido estudiados mas extensivamente en N. attenuata
(Giri et al. 2006; Halitschke et al. 2003). Algunas plantas incluyendo Phaseolus lunatus (frijol
lima) y Gossypium hirsutum (algodon), no responden a los FACs (Spiteller et al. 2001). Sin
embargo, la liberacién de compuestos volatiles por plantas insensibles a FACs en respuesta a
la alimentacion por larvas, indican que otros inductores estan presentes en las secreciones
orales. En un bio-ensayo para la produccion de inductores de etileno en Vigna unguiculata,
llevaron a la identificacion de fragmentos proteoliticos de ATP sintasa subunidad y en las
secreciones orales de Spodoptera frugiperda (Schmelz et al. 2006). Al menos cuatro de estos
péptidos, llamados inceptinas, son producidos a través de la digestion de proteinas de plantas
en el tracto digestivo de S. frugiperda (Schmelz et al. 2007), aunque los receptores para estos

inductores permanecen sin identificar. Secreciones orales de insectos ortopteros también
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utilizan un mecanismo independiente de FACs para inducir la emision de compuestos

volatiles en las plantas hospederas de estos insectos.

Otro tipo de acidos grasos llamados Califerinas, fueron identificadas en las secreciones
orales de Shistocerca americana y otras especies de saltahojas (Alborn et al. 2007). Al igual
que los FACs, las califerinas inducen la liberacion de terpenos voldtiles a partir de plantas de
maiz. No se conoce si estas respuestas funcionan para disuadir al saltahojas de alimentarse
directamente, para atraer predadores, o provee algin otro beneficio a la planta hospedera.
Dados los numerosos insectos herbivoros que disparan respuestas de defensa y el pequenio
nimero de combinaciones planta-insecto que han sido examinados en detalle, el
descubrimiento de componentes adicionales de las secreciones orales que inducen respuestas
de defensa en el hospedero pueden ser anticipadas. Otros tipos de secreciones orales también
inducen respuestas de defensa. Por lo tanto, las plantas pueden responder a los fluidos de
oviposicion de insectos, anticipandose a un inminente herbivoria o para atraer predadores que

se coman los huevos (Hilker et al. 2006).

Las Bruchinas en el fluido oviposicional de Bruchis pisorum (gorgojo de la arveja)
inducen tumores debajo de los huevos sobre la arveja (Pisum sativum), lo cual inhibe la
entrada de las larvas dentro de la vaina. La oviposicion de Pieris brassicae (mariposa blanca
grande) sobre A. thaliana dispara la expresion de genes de defensa (Little et al. 2007). Los
componentes de sefializacion de la planta, acido jasmonico (JA) y acido salicilico (SA)
acumulados en los huevos del insecto pueden contribuir a la induccidon de respuestas de

defensa (Tooker & DeMoraes 2005).

1.3.1.1.3 Resistencia mediada por genes R en afidos

Inductores derivados de insectos no han sido atun identificados en afidos, moscas blancas
y otros floeméfagos hemipteros. Aunque estos insectos causan comparativamente menos dafio
en el tejido cuando se alimentan de la savia del floema, las plantas son capaces de responder
con distintas respuestas metabodlicas y transcripcionales al ataque de estos insectos (De Vos et

al. 2005; Kempema et al. 2007; Mewis et al. 2006; Voelckel et al. 2004). Las enzimas
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salivales de los afidos tales como las peroxidasas y las pectinasas podrian ser inductores de
respuesta de defensa en plantas (Miles 1999), pero esta hipdtesis debe ser probada
rigurosamente. Evidencia de especies cultivadas monocotiledoneas y dicotiledoneas apoyan la
idea que los productos de los genes R median la resistencia a insectos floeméfagos (Smith &
Boyko 2007). En ambos casos, las proteinas NBS-LRR (nucleotide binding site-leucine rich
repeat) especificas de las plantas que contribuyen al reconocimiento de herbivoros hemipteros
han sido identificados. El gen Mi-/ de tomate provee resistencia a algunos aislados de
Macrosiphum euphorbiae (afido de la papa), aunque no a Myzus persicae (4fido del durazno)
(Rossi et al. 1998; Nombela et al. 2003). Otra proteina NBS-LRR, codificada por el gen Vat
de melon confiere resistencia tanto a Aphis gossypii (afido del algodén) como a la transmision
de virus de plantas por esta especie de afido (Dogimont et al. 2007). Por analogia a la defensa
contra patdogenos en plantas, estos estudios sugieren una interaccion gen por gen entre la
planta y el 4fido. Sin embargo, las presuntas proteinas de avirulencia no han sido identificadas

en la saliva del afido.

1.3.1.1.4 Flujo de iones calcio (Ca’"), potencial de membrana y proteinas Kinasas

Mitogen-activated (MAPK)

Relativamente poco es lo que se conoce acerca de las vias de transduccion de sefiales que
conectan los inductores especificos de los insectos a las repuestas de las plantas que ellos
provocan (Walling 2000). El i6n calcio (Ca*") ha sido implicado como un segundo mensajero
en muchas vias de sefializacion en plantas, incluyendo respuestas a la herbivoria (Maffei et al.
2007). Bajo condiciones normales, el contenido de Ca®’ citosdlico es varios ordenes de
magnitud mas bajo que en el fluido apoplastico y en las organelas. Incrementos en los niveles
de Ca®" citosolico activan la calmodulina y otras proteinas sensibles al calcio que
seguidamente promueven eventos de sefalizacion corriente abajo, incluyendo fosforilacion de
proteinas y respuestas transcripcionales. Spodoptera littoralis (gusano egipcio del algodon)
alimentandose sobre P. lunatus causa un incremento en el Ca® citosolico en células
adyacentes al sitio de mordida del insecto (Maffei et al. 2006). En otros experimentos con P.
lunatus, tratamientos con agentes quelantes de Ca®" impiden la inducciéon de los genes de

defensa en respuesta a la alimentacion por Tetranychus urticae (acaro araia) y compuestos
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volatiles de plantas vecinas infestadas con los 4acaros (Arimura et al. 2000). En A4 thaliana, la
proteina nuclear IQD1 se une a calmodulina de un modo dependiente de Ca®" afectando la
transcripcion de genes envueltos en biosintesis de glucosinolatos. La sobre expresion de IQD1
reduce la herbivoria por M. persicae y Trichoplusia ni, sugiriendo que estas proteinas estan
involucradas en percibir sefiales de Ca®" para modular la respuesta de defensa en plantas

(Levy et al. 2005).

Los genes R mediando resistencia a patégenos y a otras respuestas de estreses
ambientales en las plantas envuelven cascadas de sefializacion llamadas mitogen-activated
protein kinase (MAPK) (Hamel et al. 2006). Aunque hasta el momento no ha sido
identificada una via MAPK completa que lleve a resistencia a insectos, existe evidencia que
tales vias juegan un papel en algunas interacciones planta-insecto. En tomate Solanum
lycopersicum, el gen Mi-1 media resistencia que fue atenuada cuando la expresion de ciertas
MAPK y MAPKK fueron reducidas por silenciamiento de genes utilizando el método VIGS
(Virus-induced gene silencing, Li et al. 2006). Los estudios hechos con VIGS en tomate han
mostrado que al menos tres MAPKSs son requeridas para la respuesta de defensa mediada por
sistemin a Manduca sexta (gusano del tabaco) (Kandoth et al. 2007). FACs en secreciones
orales de M. sexta incrementa la expresion de MAPK inducidas por SA y MAPK inducidas
por dafio mecanico en N. attenuata (Wu et al. 2007). En arroz silvestre Oryza minuta, la
expresion de una supuesta MAPKK (OmMKKI1), es inducida por la alimentacion de
Nilaparvata lugens (saltahojas café), asi como también por tratamientos con JA y SA (You et

al. 2007).

1.3.1.2 Regulacion de las respuestas de defensa por Jasmonatos (JA)

Evidencia que se ha acumulado en los ultimos afios indica que la familia de los
componentes de sefializacion jasmonatos (JA) funciona como reguladores endogenos de la

resistencia en plantas a artropodos herbivoros (Howe 2004; Kessler & Baldwin 2002).
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1.3.1.2.1 Funciones de los jasmonatos (JA) en inmunidad de plantas a insectos

Los jasmonatos (JA) juegan un papel central en la regulacion de las respuestas de defensa
a herbivoros los cuales inflingen varios tipos de dafio al tejido. Esta conclusion estd basada en
numerosos estudios en campo y laboratorio que muestran que los mutantes de JA estan
comprometidos en resistencia a un amplio rango de herbivoros artrépodos, incluyendo orugas
(Lepidoptera), escarabajos y gorgojos (Coleoptera), trips (Thysanoptera), saltahojas
(Homoptera), acaros (Acari), ademas insectos de los 6rdenes Diptera y Heteroptera (Bostock
2005; Howe 2004; Kessler & Baldwin 2002). Estudios con microarreglos muestran que la via
de los JA tiene una funciéon dominante en los cambios de regulacion globales de la expresion
de genes en respuesta a dafio mecéanico y herbivoria (De Vos et al. 2005; Devoto et al. 2005;
Halitschke et al, 2003; Major & Constabel 2006; Ralph et al. 2006; Reymond et al. 2004). Los
JA también estan involucrados en interacciones tritroficas (Engelberth et al. 2004; Thaler
1999; van Poecke & Dicke 2002), resistencia en plantas a insectos floemodfagos (Ellis et al.
2002; Gao et al. 2007; Mewis et al. 2005; Zarate et al. 2007), defensas basadas en tricomas
(Boughton et al. 2005; Li et al. 2004), funcién en defensas directas e indirectas (Engelberth et
al. 2004; Ton et al. 2007), resistencia a patogenos (Glazebrook 2005) y transmision sistémica
de senales de defensa (Schilmiller & Howe 2005). Ademas de estos procesos relacionados
con defensa, los JA regulan varios aspectos del desarrollo de las plantas, la hormona
generalmente regula procesos reproductivos y defensivos, mientras inhibe el crecimiento y la
fotosintesis de los tejidos vegetativos (Devoto & Turner 2005; Giri et al. 2006). Estas
actividades cruzadas sugieren un amplio papel de los JA en manejar el dilema de las plantas
“crecer o defenderse” (Herms & Mattson 1992) en ambientes hostiles y cambiantes. El dafio
provocado por insectos masticadores o dafios mecanicos resultan en una rapida (<30 min.)

acumulacion de JA en el sitio de la herida.

En plantas superiores los JA son sintetizados por la via octadecanoide. Todos los genes
que codifican para esta via biosintética han sido identificados (Schaller et al. 2005). Ahora se
sabe que en el metabolismo de las plantas, los JA juegan un papel critico en la regulacion de
las repuestas transcripcionales corriente abajo. Entre las rutas que los JA modulan en

respuesta a estreses bidticos estan: la sintesis del compuesto volatil metil-JA (MeJA) por la
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JA-carboximetil tranferasa (Schaller et al. 2005) y la formacion de Jasmonoil-isoleucina (JA-
Ile) y otros conjugados amino 4cidos-JA (JACs) por el JASMONATE RESISTANT 1 (JAR1)
y enzimas conjugadas relacionadas (Kang et al. 2006; Staswick & Tiryaki 2004). Un estricto
requerimiento para sintesis de JA en defensa anti-insectos fue demostrada por el uso de
mutantes en el estado de B-oxidacion de la via octadecanoide (Li et al. 2005; Schilmiller et al.
2007). Esta conclusion es consistente con el hecho que la conjugacion de JA o isoleucina es
requerida para defensas directas contra orugas (Kang et al. 2006). Otro JA, el acido 12-oxo-
fitodienoico (OPDA) estd implicado como sefial per se para varias respuestas de defensa a

herbivoria directas (Stintzi et al. 2001) e indirectas (Koch et al. 1999).

1.3.1.2.2 Percepcion de los JA

Los analisis de mutantes que fallan en la percepcion de JA y de MeJA han ayudado a
entender el papel de los JA en interacciones planta-insecto (Devoto & Turner 2005). En
particular los mutantes que son defectivos en el gen CORONATINE INSENSITIVE 1 (COI1)
el cual esta implicado en todos los procesos de sefalizacion de los JA y como consecuencia,
estos mutantes son altamente susceptibles a un amplio rango de herbivoros artropodos (Chen
et al. 2005; Li et al. 2004; Mewis et al. 2005; Paschold et al. 2007; Reymond et al. 2004;
Stintzi et al. 2001; Zarate et al. 2007). COI1 es el componente F-box de una multiproteina £3-
ubiquitin ligasa llamada SCFcon (abreviacion de SKPI, cullin y proteinas F-box del
complejo). La sefializacion de los JA involucra la ubiquitinacion mediada por SCFcon de
proteinas regulatorias que controlan la transcripcion de los genes JA (Devoto & Turner 2005).
Un paso mayor hacia la elucidacion de los mecanismos de accion de los JA vino del
descubrimiento de los dominios proteicos JA ZIM (JA4Z) que son el blanco de SCFcorni para su
degradacion durante la sefializacion de los JA (Chini et al. 2007; Thines et al. 2007). Varias
evidencias indican que al menos algunos miembros de la familia J4Z act@ian como represores
de los genes JA. Primero las proteinas J4Z son degradadas en un COI! y el 26S proteasoma
en respuesta al tratamiento con JA. Segundo, las mutaciones en el dominio conservado C-
terminal de las proteinas JAZ se estabilizan contra la degradaciéon mediada por SCFcon vy,
como consecuencia reduce la respuesta de la planta al JA/MeJA (Chini et al. 2007; Thines et

al. 2007; Yan et al. 2007). Finalmente, la interaccion fisica de COIl y JAZI es estimulada de
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una manera dependiente de la dosis de JA-Ile y mucho menos por la JA-Leu (Thines et al.

2007).

Para algunos autores la accion de los JA es andloga a la via de sefalizacion de las
auxinas, en la cual las auxinas se unen al dominio LRR del receptor TRANSPORT
INHIBITOR 1 (TIRI) promoviendo la degradacion de los represores transcripcionales
Aux/TAA (Tan et al. 2007). Seria interesante determinar si el concepto de auxina como
“pegante” molecular que promueve la interaccion 77RI-sustrato se extiende al JA-Ile como

sitio de union para el dominio LRR de COI1.

Los nuevos hallazgos dentro de los mecanismos de accion de los JA sugiere que la
cascada de transduccion de sefiales para la expresion inducida por dafio mecdnico y
herbivoros de genes de defensa estd compuesta de relativamente pocos pasos. En plantas sin
dafo, bajos niveles de JA-Ile probablemente permiten la acumulacion de JAZ, reprimiendo asi
la transcripcion de los genes defensa. Esto involucra la interaccion directa de las proteinas
JAZ con los factores de transcripcion, tales como MYC2, el cual promueve la expresion de los
genes JA (Chini et al. 2007). En respuesta a tejido danado, la acumulacion rapida de JA-Ile
dispararia la degradacion mediada por SCFcon de las proteinas J4Z y la subsecuente
expresion de los genes de defensa. Una caracteristica notable de muchos transcritos J4Z es su
rapida acumulacion en respuesta a tratamiento con JA (Thines et al. 2007). La rapida sintesis
de represores JAZ probablemente produce un mecanismo para restringir la expresion de
demanda energética y procesos defensivos que potencialmente danarian la célula, cuando lo
niveles de JA bajen, por ejemplo cuando el insecto deja de alimentarse. Este mecanismo de
control sugiere que la expresion de las defensas basadas en JA deberian ser vistas mas como

un continuo que como un estadio inducido o no inducido discreto.

1.3.1.2.3 Especificidad de las defensas basadas en JA

Una importante pregunta concerniente a las defensas reguladas por JA es si la respuesta

es especifica para diferentes herbivoros, y si es asi, como esta especificidad es lograda. En un

estudio hecho con un insecto especialista Pieris rapae (mariposa blanca pequefia) y un
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generalista S. littoralis se mostré que el patréon de expresion génica era muy similar en 4.
thaliana (Reymond et al. 2004). Se encontraron patrones muchos mas divergentes en plantas
infestadas con insectos con diferentes formas de alimentacion (De Vos et al. 2005; Heidel &
Baldwin 2004). Por ejemplo, aunque la respuesta transcripcional de 4. thaliana a un insecto
masticador (P. rapae), y a un insecto perforador-chupador (Frankliniella occidentalis, trips de
las flores) estuvieron dominadas por los genes regulados por JA, la mayoria de estos genes
(61%) exhibid un patréon de expresion que fue especifico para cada uno de los dos tipos de

insectos (De Vos et al. 2005).

Los perfiles de transcritos inducidos por insectos floemofagos son marcadamente
diferentes de los inducidos por insectos con otras formas de alimentaciébn y estan
generalmente asociados con la activacion de los genes de respuesta SA y una débil expresion
de los genes de JA (De Vos et al. 2005; Gao et al. 2007; Kempema et al. 2007; Thompson &
Goggin 2006). La induccion de la via de los JA por afidos probablemente refleja el dafio
celular causado por el estilete (Kaloshian & Walling 2005; Thompson & Goggin 2006). El
floemofago mosca blanca B. tabaci, la cual causa mucho menos dafio mecanico que los afidos
no activan los genes de JA (Zarate et al. 2007). Estos estudios indican que los floemofagos
suprimen activamente las defensas basadas en JA (Thompson & Goggin 2006; Zarate et al.
2007). Resumiendo, los insectos con diferentes modos de alimentacion tienden a inducir
distintos (pero sobrelapantes) patrones de expresion de genes, mientras que insectos con el

mismo modo de alimentacién inducen respuestas muy similares.

Debido a que la mayoria de insectos delatan su presencia disparando la sintesis de JA en
tejidos dafiados, estas defensas pueden haber evolucionado como una estrategia no especifica
para disuadir una gran variedad de diferentes herbivoros. Se conoce muy poco acerca de los
eventos tempranos de sefializacion involucrados en la produccion de JA bioactivos inducidas
por herbivoros. Otros tipos de dafo, estreses abidticos y aspectos del desarrollo de las plantas
activan la sintesis de JA y muchas defensas asociadas, indicando que los factores derivados de
insectos no son estrictamente requeridos para estas respuestas. Mas bien pareceria que los
inductores derivados de insectos tales como los FACs e inceptinas, los cuales estimulan la

sintesis de JA cuando son aplicados sobre heridas hechas artificialmente, refuerzan o
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amplifican la via de los JA (Kessler & Baldwin 2002; Schmelz et al. 2006). Sumado a la
regulacion por factores derivados del herbivoro, las defensas reguladas podrian ser positiva o
negativamente moduladas por otras fitohormonas (Bostock 2005). El SA, por ejemplo es bien
conocido por su habilidad para antagonizar respuestas de defensa inducidas por lepidopteros
(Bostock 2005; Cui et al. 2002). El Etileno (ET) también afecta la expresion de proteinas
defensivas y metabolitos secundarios (Harfouche et al. 2006; Hudgins & Franceschi 2004).
Sin embargo, en comparacion con los JA, la produccion de ET durante el ataque de los
herbivoros se considera que juega un papel menor en la respuesta de defensas activas (von
Dahl & Baldwin 2007). La especificidad de las respuestas de defensa inducida a la herbivoria
puede también ser influenciada por interacciones diferenciales entre varios JA bioactivos,
COll, proteinas JAZ y los factores de transcripcion que ellos regulan. Por ejemplo, miembros
especificos de la familia JAZ podrian controlar distintos conjuntos de genes de respuesta a
herbivoros en diferentes tipos de células o en respuesta a diferentes sustratos con que se unen.
La fosforilacion de proteinas JAZ por una MAPK (Katou et al. 2005), sugiere un mecanismo
para modificar la especificidad de las respuestas o integrar la via de los JA con otras sefiales.
Estudios previos (Staswick & Tiryaki 2004) han mostrado que JA estd conjugado al precursor
de ET 1-aminociclopropano-1-acido carboxilico (ACC), esto es interesante porque JA y ET se
acumulan simultdneamente y actian sinérgicamente en respuesta a la herbivoria (Horiuchi et
al. 2001; Schmelz et al. 2003; von Dahl & Baldwin 2007). La hipotesis que dice que JA-ACC
estd involucrada en el control de defensas que son coordinadamente reguladas por JA y ET

debe ser probada.

1.3.1.2.4 Senalizacion sistémica

Muchas defensas inducibles son expresadas rapidamente (en unas pocas horas) en hojas
sin dafiar, de plantas que han sido atacadas por herbivoros. Esta respuesta sistémica, la cual ha
sido documentada en un amplio rango de especies de plantas, provee una resistencia efectiva
para futuros ataques de insectos (Bostock 2005; Karban & Baldwin 1997). Desde su
descubrimiento hace mas de 38 afios (Green & Ryan 1972), se han hecho considerables
esfuerzos en investigacion para identificar las sefiales sistémicas de dano y los mecanismos

subyacentes por los cuales ellas son producidas, transportadas y percibidas. Algunos de estos
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estudios indican que la expresion de los inhibidores de proteinasas sistémicos (PI) en S.
lycopersicum depende de la sintesis de JA en el sitio de la herida y de la percepcion de los JA
en hojas distales sin dafo. Estos y otros estudios apoyan el modelo en el cual los JA actian
como una sefial movil del floema (Schaller et al. 2005). El péptido sistemin, el cual es un
potente inductor de expresion de PI en S. Ilycopersicum, parece reforzar las defensas
sistémicas amplificando la sintesis de JA en plantas dafadas (Schilmiller & Howe 2005). Sin
embargo, el homoélogo de sistemin en Solanum nigrum (hierba mora negra) no media la
expresion de de PI o de otras respuestas de defensa directas (Schmidt & Baldwin 2006). El
divergente papel de sistemin en especies estrechamente relacionadas sugiere que diferentes
plantas pueden emplear distintos mecanismos para regular la sintesis de JA y las respuestas
sistémicas a la herbivoria (Howe 2004). Estudios con N. attenuata indican que los FACs en
secreciones orales de M. sexta inducen una rapida activacion de actividad MAPK y de genes
relacionados con defensa en areas sin dafar de las hojas atacadas (Wu et al. 2007). Esta
respuesta sistémica dentro de la hoja es seguida por la produccion de sehales modviles
secundarias (por ejemplo JA) que inician la expresion de PI en hojas distales sin dafiar. Estos
hallazgos sugieren que las multiples sefiales intercelulares, actan sobre un rango de
distancias, mediando la compleja respuesta espacio-temporal de las plantas a la herbivoria.
Tanto el sistemin de S. lycopersicum y los FAC regulan positivamente la sintesis de JA por
intermedio de la cascada de las MAPK (Kandoth et al. 2007; Wu et al. 2007) sugiriendo que
las vias de sefalizacion paralela iniciadas en la interfase planta-insecto podrian converger en

la via de los JA.

1.3.1.3 Respuestas de defensa directas

1.3.1.3.1 Metabolitos secundarios

Es probable que todas las plantas presenten acumulacion constitutiva o inducida de
metabolitos secundarios toxicos como parte de su defensa contra la herbivoria. Investigaciones
hechas con numerosas especies de plantas han revelado una gran variedad de pequefias

moléculas con efectos tOxicos o anti alimentarios a los insectos herbivoros. Muchos
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terpenoides, la clase metabdlicamente més diversa de metabolitos secundarios de plantas (mas
de 40000 estructuras conocidas), juegan un importante papel en defensa (Aharoni et al. 2005).
Los alcaloides, metabolitos secundarios ampliamente distribuidos, los cuales son mejor
conocidos por sus efectos metabolicos en mamiferos (cafeina, nicotina, morfina, estricnina,
cocaina), probablemente evolucionaron como defensa contra insectos herbivoros. Otra clase de
metabolitos secundarios de plantas bien estudiados con propiedades defensivas incluye a las

furanocumarinas, cardenolidas, taninos, saponinas, glucosinolatos y glucosidos cianogénicos.

Los avances en biologia molecular de plantas han hecho posible la identificacion de las
vias biosintéticas que llevan a la produccion de toxinas defensivas. Un ejemplo de estos, fue el
descubrimiento de las cinco enzimas involucradas en la biosintesis de 2,4-dihidroxi-1,4-
benzoxazin-3-one (DIBOA), una toxina encontrada en maiz, trigo y otras gramineas (Frey et
al. 1997). También han sido identificados casi todos los genes requeridos para la produccion de
glucosinolatos, una diversa clase de metabolitos encontrados en A. thaliana y otras
Brassicaceas (Halkier & Gershenzon 2006). Como un ejemplo de coémo tales conocimientos de
las rutas bioquimicas pueden ser aplicados a cambios en la inmunidad de las plantas a la
herbivoria, A. thaliana fue transformada con tres enzimas de Sorghum bicolor para producir el
glucosido cianogénico dhurrin, el cual realza la resistencia a Phyllotreta nemorum (Tattersall

et al. 2001).

Muchos componentes defensivos son potencialmente toxicos para las plantas que los
producen. Los dos sistemas defensivos anteriormente mencionados incluyen compuestos que
son secuestrados en las plantas, pero no son activados hasta que ocurre la herbivoria. DIBOA
es almacenada como DIBOA-glucésido inactivo, y es enzimaticamente activado durante la
herbivoria. La compleja mezcla de toxinas encontradas en muchas plantas puede producir
efectos sinérgicos en defensa contra herbivoros. Por ejemplo, una combinaciéon de dos
monoterpenoides es casi 10 veces mas toxica para Spodoptera litura (gusano del tabaco) que lo
que habria sido predicho como un simple efecto aditivo (Hummelbrunner & Isman 2001).
Similarmente la exposicion de Callosobruchus maculatus (gorgojo briquido) a PI muestra
efectos sinérgicos, es decir, la inhibicion en el crecimiento por varios PI es mas efectiva que la

suma de los inhibidores individuales (Amirhusin et al. 2007). Aunque algunos herbivoros
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podrian compensar la presencia de PI consumiendo adicionalmente tejido de la planta
(Winterer & Bergelson 2001), el incremento de consumo de alimentos puede verse limitado
por el efecto nocivo del incremento a la exposicion de las toxinas. Sumado a los posibles
efectos sinérgicos, la diversidad metabdlica en produccion de toxinas por plantas individuales
podria también proveer defensa contra multiples herbivoros con diferentes modos de

alimentacion o diferentes mecanismos de resistencia.

Estudios hechos con glucosinolatos han demostrado como la seleccion natural para un
diverso perfil de metabolitos secundarios puede proveer especificidad defensiva. Cerca de 40
diferentes glucosinolatos han sido encontrados en 4. thaliana y mas de 100 productos de
degradacion son probablemente formados después de la activacion por la enzima myrosinasa.
Experimentos con cuatro insectos herbivoros mostraron que el indol derivado de triptéfano, los
glucosinolatos alifaticos derivados de metionina tienen diferentes efectos sobre Hemiptera y
Lepidoptera (Mewis et al. 2005). Los indoles glucosinolatos proveen una mejor defensa contra
M. persicae (Kim & Jander 2007). Los isotiocianatos proveen mejor resistencia a 7. ni, S.
littoralis y P. rapae que los nitrilos (Burow et al. 2006), sin embargo la continua presencia de
proteinas generadas por nitrilos en muchas variedades de A. thaliana (Lambrix et al. 2001)

sugiere que la produccion de nitrilos beneficia a las plantas en la naturaleza.

1.3.1.3.2 Proteinas de defensa

La alimentacion por insectos dispara la expresion de proteinas de defensa en la planta, las
cuales ejercen efectos directos sobre el atacante. Las PI que comprenden varias clases de
proteasa digestivas en el intestino del insecto, han sido estudiadas por su papel en las
respuestas de defensa activas (Green & Ryan 1972; Ryan 1990). La inhibicién de las proteasas
del intestino del insecto por PI resulta en deficiencias en amino &acidos que afectan
negativamente el crecimiento y desarrollo del herbivoro (Lison et al. 2006; Zavala et al. 2004).
La efectividad de PI como defensa es a menudo frustrada por la habilidad adaptativa del
insecto para expresar proteasas digestivas que son insensibles a los PI de la planta hospedera, o
los inactivan (Bayes et al. 2005; Giri et al. 1998; Jongsma et al. 1995). La diversidad y rapida

evolucion de ciertas familias de genes de PI podrian reflejar la evolucion de adaptaciones del
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insecto que ha llevado a la carrera de armas quimicas entre plantas y herbivoros (Talyzina &
Ingvarsson 2006). El arsenal de proteinas defensivas de las plantas también incluye enzimas
que rompen el aparato digestivo del insecto y otros aspectos de la alimentacion. Miembros de
la familia de enzimas cisteina proteasas, por ejemplo, rompen la membrana peritréfica rica en
quitina que protege el epitelio del intestino (Mohan et al. 2006). Lectinas y quitinasas de
plantas pueden tener como blanco los componentes del intestino del insecto que contienen
carbohidratos (Lawrence & Novak 2006; Peumans & Vandamme 1995). Las enzimas
oxidativas tales como las polifenol oxidasas (PPO) y lipoxigenasas (LOX) modifican la
proteina dietaria a través de la produccion de o-quinonas y perdxidos lipidos, respectivamente

(Constabel et al. 1995; Felton et al. 1994; Wang & Constabel 2004).

El descubrimiento de nuevas proteinas de defensa ha sido facilitado por andlisis
protedomicos del contenido del intestino y de las heces de los insectos. Este enfoque esta basado
en la premisa que las proteinas de defensa son relativamente resistentes a las proteasas del
intestino y, como consecuencia, son altamente enriquecidas durante el paso del bolo
alimenticio a través del insecto. Aplicacion de este procedimiento a tomate infestado con larvas
de M. sexta llevé a la identificacion de isoformas de arginasa y treonina desaminasa (TD), las
cuales degradan los aminodcidos esenciales arginina y treonina, respectivamente, en el
intestino del insecto (Chen et al. 2005). Arginasa y TD parecen ser los componentes de un
sistema de defensa de varios niveles que funciona para agotar la disponibilidad de amino
acidos en el ambiente alcalino del intestino del lepiddptero; el bajo contenido de proteina
(amino 4cidos) del tejido de la planta es frecuentemente un factor limitante para el crecimiento
de insectos herbivoros (Mattson 1980). La habilidad de la TD para degradar treonina es
activada durante el ataque del herbivoro por remocion proteolitica del dominio regulatorio C-
terminal de la enzima (Chen et al. 2007). En resumen, las defensas post-ingestacion inducidas
por dafio probablemente involucran interacciones sinérgicas entre PI, enzimas oxidativas,
enzimas que degradan amino 4cidos y metabolitos que ejercen una combinacion de efectos
toxicos y anti alimentarios. El papel protagonico de las proteinas en este proceso amplia el
tradicional punto de vista que los metabolitos secundarios son los mayores determinantes de la
utilizacion de la planta hospedera por los insectos. La expresion inducida de muchas proteinas

anti-insectos esta estrechamente regulada por la via de sefalizacion de los JA. Ejemplo de
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proteinas inducibles por JA que tienen un papel ya establecido o supuesto en defensa directa
incluye PPO, arginasa, TD, leucina amino peptidasa, fosfatasa acida (VSP2), y un amplio
espectro de PI (Chen et al. 2007; Chen et al. 2005; Constabel et al. 1995; Felton et al. 1994;
Lison et al. 2006). La abundancia de muchas de estas proteinas en el intestino del insecto esta
correlacionada con los altos niveles de acumulacion de los correspondientes transcritos en las
hojas dafiadas por insectos (Chen et al. 2007, 2005). La transcripcion inducida por JA y la alta
estabilidad de las proteinas parecen proveer un mecanismo complementario para maximizar la
efectividad de las defensas basadas en proteinas mientras minimizan los altos costos asociados
con la produccion de estas defensas basada en proteinas. La pérdida de expresion en proteinas
inducibles por JA en mutantes coil/ indican que estas proteinas son indispensables para el
crecimiento vegetativo de las plantas en el laboratorio. Esta observacion junto con la
esporadica ocurrencia de proteinas inducibles por JA (como TD) en linajes especificos de
plantas, sugieren que las enzimas defensivas activas en el intestino, evolucionaron a partir de
enzimas del metabolismo basal preexistentes que catabolizan nutrientes esenciales durante el

desarrollo normal de la planta.

1.3.1.4 Compuestos volatiles como mediadores de defensas directas e indirectas

La emision de volatiles en respuesta a la herbivoria puede proveer un beneficio
defensivo directo disuadiendo a una posterior oviposicion (DeMoraes et al. 2001) o
produciendo un beneficio indirecto por atraccion de predadores (Kessler & Baldwin 2001). La
atraccion de avispas parasitoides por volatiles inducidos por dafio es un fendmeno que ha sido
muy bien estudiado en muchas especies de plantas. Los parasitoides asociados con olores
derivados de la planta con presencia de la presa, lo cual provee un beneficio defensivo a la
planta que los emite tan grande como la produccion de volatiles es un signo confiable de
herbivoria. La especificidad de esta interaccion ha sido demostrada con la expresion del TPS10
de Z. mays una terpeno sintasa inducida por herbivoros que forma (E)-B-farneseno, (E)-a-
bergamoteno, y otros sesqui terpenos en A. thaliana (Schnee et al. 2006). Las hembras del
parasitoide Cotesia marginiventris, la cual ha aprendido a asociar este olor con su presa, S.

littoralis, fueron subsecuentemente atraidas a A. thaliana produciendo TPS10. Debido a que
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normalmente A. thaliana no produce cantidades significativas de terpenos volatiles, este
experimento demostré que un solo gen de Z. mays inducido por herbivoros es suficiente para
inducir esta defensa indirecta. Otro trabajo con Z. mays mostr6 que la emision de volatiles
provee una defensa indirecta contra herbivoros del suelo. En respuesta al ataque de Diabrotica
virgifera (gusano de la raiz del maiz), las raices emitian (£)-B-cariofileno, el cual atrae a el
nematodo Heterorhabditis megidis el cual se alimenta de las larvas de D. virgifera (Rassman et

al. 2005).

1.3.1.4.1 Comunicacion entre y dentro de plantas mediada por volatiles

Sumado al papel que cumplen mediando interacciones de herbivoros y predadores, los
volatiles inducidos por dafio pueden producir sefales que permiten a las plantas vecinas
prepararse para una inminente herbivoria. Este proceso conocido como “priming”, resulta en
una mas rapida o mejor repuesta a la subsecuente herbivoria (Arimura et al. 2000; Engelberth
et al. 2004; Karban et al. 2000). Un ejemplo de esto es el estudio hecho con compuestos
volatiles de “hojas verdes” (productos de la degradacion primaria de los acidos linoleico y
linolénico) liberados por Z. mays los cuales alertan a las plantas vecinas a responder mas
vigorosamente al subsecuente dafio mecanico y a la aplicacion de secreciones orales de orugas
(Engelberth et al. 2004). Plantas de N. attenuata sembradas al lado de Artemisia tridentata
(Artemisa) reciben una mezcla de compuestos volatiles orgdnicos que alteran la expresion
génica y causan una mas rapida induccion de PI una vez son atacadas por M. sexta (Kessler et
al. 2006). A primera vista, pareceria como si esta comunicacion con sefales volatiles
produjeran un beneficio defensivo solo a la planta que lo recibe. Sin embargo, en un arbol u
otra planta mas grande, los voldtiles transferidos entre ramas u hojas de un mismo individuo
potencialmente permitiria una comunicacion mas rapida que las sefales sistémicas propagadas
a través del floema (como se describi6 arriba). Estudios hechos con dos sistemas de interaccion
planta-insecto proveen evidencia de tales comunicaciones intra planta mediadas por volatiles.
Experimentos en campo con A. fridentata cortada mecdnicamente mostraron que esta defensa
depende del movimiento de las sefiales a través del aire entre ramas dafiadas y ramas sin dafar
(Karban et al. 2006). Experimentos en laboratorio con Populus deltoides * Populus nigra

(poplar hibrido), mostraron que los volatiles emitidos por hojas atacadas por Lymantria dispar
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(mosca gypsy) inducian a las hojas cercanas en la misma planta a liberar terpenos volatiles mas

rapidamente en respuesta al subsecuente ataque hecho por L. dispar (Frost et al. 2007).

1.3.2 Estudios moleculares de la interaccion Planta-Mosca Blanca

Al igual que los estudios realizados para dilucidar las respuestas mediadas por el JA, en
el caso de la respuesta de defensa a moscas blancas, se ha utilizado como modelo
experimental el tomate, una cucurbiticea, la calabaza y 4. thaliana (Walling 2000; Zarate et
al. 2007). Los genes inducidos durante la respuesta de defensa a mosca blanca (Bemisia

tabaci 'y B. argentifolii) en tomate y calabaza son:

Tomate WfI: es una subunidad grande que pertenece a una multi subunidad de un
complejo de membrana-plasma llamado NADPH Oxidasa, la cual genera especies de oxigeno

reactivo (ROI). Sélo la gp91-phox ha sido clonada en plantas (Walling 2000).

Calabaza SLW1: (Silverleaf whitefly induced 1) codifica para una peptidasa M20b. Su
funcién es desconocida. Es preferencialmente inducido por Bemisia argentifolii y es regulada

por la via del JA/ET (van de Ven et al. 2000).

Calabaza SLW3: (Silverleaf whitefly induced 3) codifica para una proteina similar a una
B-glucosidasa, su funciéon es desconocida. Es preferencialmente inducido por Bemisia

argentifolii y parece estar regulada por una nueva via de sefializacion (van de Ven et al.

2000).

Tanto en calabaza como en tomate, estos genes responden a sefiales generadas por
especies especificas de insectos y estados especificos de desarrollo. Las sefiales generadas por
la alimentacion de afidos y moscas blancas asi como tambien sus estados inmaduros y
adultos, son distintos. Los transcriptos de estos genes se incrementan en respuesta a
alimentacion por ninfas y no por adultos de B. argentifolii. En esta especie los transcriptos de
SLW1 'y SLW3 se acumulan después del deficit hidrico, sugiriendo que las sefales producidas
por la alimentacién de B. argentifolii y las de deficit hidrico podrian compartir algunas

caracteristicas. Transcriptos de SLWI y SLW3 se acumulan en calabaza sistémicamente
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después de la alimentacion de B. argentifolii y no de B. tabaci (van de Ven et al. 2000). Esta
expresion preferencial de estos genes por B. argentifolii sugiere que esta especie genera: 1)
una nueva sefal, ii) grandes cantidades de elicitores sistémicos, o iii) tiene una sefial mas
potente que la producida por B. tabaci. SLWI es regulado por la via del JA/ET, por el
contrario los transcriptos de SLW3 no se acumulan en respuesta a ninguna sefial de defensa o
dafio conocida, sugiriendo que B. argentifolii activa una nueva via de sefializacion que induce

la expresion de SLW3 (van de Ven et al. 2000).

1.3.2.1 El papel de las PR, de los metabolitos secundarios y volatiles en resistencia a

Hemipteros

El papel de las proteinas PR y otros productos de genes cuya expresion es inducida por
herbivoros chupadores es desconocido. La acelerada expresion de los genes PR en plantas
resistentes a herbivoros, sugiere que uno o mas componentes, inducidos por su modo de
alimentacion, podria funcionar en Antixenosis o Antibiosis (Bronner et al. 1991; van der
Westhuizen et al. 1998). En cuanto a los metabolitos secundarios estos parecen influenciar
mucho la alimentacion de herbivoros chupadores. Generalmentes los metabolitos secundarios
pueden ser producidos por tricomas glandulares, los cuales afectan el asentamiento y
sobrevivencia del herbivoro sobre la planta hospedera (Wagner et al. 2004). Estos tricomas
producen toda una gama de metabolitos secundarios volatiles y no volatiles que incluyen acil
azucares, terpenoides, fenil propanoides, flavonoides. La accion de estos metabolitos es
realzada y suprimida por las sefales de defensa del JA y del SA respectivamente (Li et al.
2004). En especies del género Solanum, los tricomas glandulares tipo IV y VI estan asociados
con altos niveles de resistencia a diversas especies de artrépodos como afidos y moscas
blancas (Wagner et al. 2004; Kennedy 2003). Se han mapeado QTLs que controlan la
resistencia mediada por estos tricomas tipo IV y VI, correlacionados con produccion de acil
azicares y compuestos fendlicos toxicos. Los acil azlcares son irritantes y evitan el
asentamiento y alimentacién del insecto. Los tricomas tipo VI contienen peroxidasa,
polifenoloxidasa, rutina, 4cido clorogénico y conjugados de acido cafeico que cuando son

liberados reducen la calidad nutricional de los tejidos de la planta para los insectos. Genes que
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controlan la producciéon de estos componentes han sido utilizados en programas de

mejoramiento para resistencia a insectos. (Kaloshian & Walling 2005).

1.3.2.2 Secreciones orales de Hemipteros: inductores de defensa

Las senales generadas por estos herbivoros que perforan las células de las plantas para
remover liquidos como fuente de nutrientes, son muy complejas. Algunas sefiales, como la
expresion de genes PR, son probablemente compartidas por muchos herbivoros (moscas
blancas, afidos, acaros) (Walling 2000). Algunos inductores parecen regular las respuestas
especie-especificas, tales como cambios en los niveles de ARNs de SLW y Wfl y del
complejo de mezclas volatiles que regulan las interacciones planta - herbivoro - enemigo
natural (van de Ven et al. 2000). Un componente de la saliva de herbivoros es probablemente
el inductor para la expresion de los genes PR, Wf1, SLW (Kaloshian & Walling 2005). Los
afidos y las moscas blancas secretan dos tipos de saliva a lo largo de la via en que penetra el
estilete en el sitio donde se alimentan (Miles 1999): a: Saliva envolvente que rapidamente se
gelifica y envuelve el estilete, compuesta de proteinas, fosfolipidos, carbohidratos
conjugados. No es claro si alguno de estos componentes son inductores de las interacciones
planta-herbivoro. b: Saliva liquida, digestiva, esta es mucho mas compleja, conteniendo una
amplia variedad de enzimas como pectinasas, celulasas, amilasas, proteasas, lipasas,

fosfatasas alcalina y acidica y peroxidasas (Miles 1999).

Los inductores generales y especie-especificos podrian corresponder a uno de estos
constituyentes o algiin constituyente salivar sin caracterizar (Walling 2000). Un ejemplo de
estos constituyentes como inductores estd, el quitosan (aislado de 4caros), los
oligogalacturéonidos (OGAs) producidos por pectinasas, ROS generado por peroxidasas
(Bronner et al. 1989). Los inductores especie especificos y generales, podrian ser
directamente sintetizados por el insecto o podrian ser producto de una bacteria endosimbionte
(Douglas 1998). Estos inductores también podrian generar la produccién por parte de la

planta, de volatiles derivados del SA (Metil Salicilato, MeSA) y lipidos Cs los cuales se
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acumulan en respuesta a la alimentacion por afidos y evitan activamente el asentamiento y la
fecundidad del insecto (Hardie et al. 1994; Shulaev et al. 1997). La produccion de volatiles
puede actuar como un mecanismo de defensa directo, teniendo un efecto disuasivo hacia el
insecto (Antixenosis) o indirecto atrayendo enemigos naturales de la plaga como predadores o
parasitoides. Algunas avispas parasiticas frecuentemente utilizan estos volatiles para ubicar
sus hospederos particulares y aun instares particulares de su hospedero (Pare & Tumlinson

1999).

1.3.2.3 Interaccion A. thaliana-B. tabaci

La interaccion A. thaliana -B. tabaci B es la mejor caracterizada hasta ahora (Kempema et
al. 2007; Zarate et al. 2007). Analisis de expresion de perfiles génicos y la accion de mosca
blanca sobre plantas mutantes con genes de defensa muestra que las moscas blancas suprimen
las respuestas de defensa efectivas reguladas por el 4cido jasmodnico (antibiosis), manipulando
a A. thaliana a ser un mejor hospedero para el crecimiento de las ninfas (Zarate et al. 2007).
Utilizando la estrategia de secuenciacion de ///lumina® llamada RNA-seq, actualmente se
estan identificando los genes de A. thaliana cuya expresion estd estrictamente correlacionada
con el realce (cevl, NahG, nprl) o incapacidad (cimi0, coil) de la resistencia a B. tabaci

(Walling, comunicacion personal).

1.4 Genética y genomica de yuca

La yuca es un alopoliploide con 36 cromosomas (Magoon et al. 1969). Debido a la pobre
produccion de semilla, la heterocigocidad natural del cultivo, la alta carga génica y la alta
susceptibilidad a la depresion endogamica causando pérdida de heterocigocidad, la mayoria
de las variedades de yuca son propagadas por esquejes, preservando asi su naturaleza
heterocigoto (Blair et al. 2007). Esta heterocigocidad no solo representa un reto para los
mejoradores de yuca, sino que también ha permitido la identificacion de cerca de 600

marcadores moleculares (Fregene et al. 1997; Mba et al. 2001). Marcadores de secuencia
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simple repetida (SSR) fueron utilizados para estudiar la estructura y diversidad genética en

una gran coleccion de variedades locales de Africa 'y Latinoamérica

(http://newapp.ciat.cgiar.org/molcas). En CIAT se ha construido el primer mapa de ligamiento
de yuca (Fregene et al. 1997). Los marcadores moleculares se han ligado a genes simples que
confieren resistencia a CMD, acaro verde, la enfermedad CBB (Cassava bacterial bligth),
aumento en el contenido de B-caroteno y rendimiento en produccion de raices (Ferreira et al.
2008; Marin Colorado et al. 2009; Ogunjobi et al. 2006). En CIAT, también se ha
desarrollado un mapa de ligamiento genético con marcadores de tipo microsatélites y AFLPs
a partir de una F1 proveniente del cruce entre el genotipo MEcu 72 (Resistente a mosca
blanca) y el genotipo MCol 2246 (Susceptible) (Vargas 2005). EI mapa de ligamiento posee
132 marcadores, 103 microsatélites, | RGA (Resistance gene analogs) y 57 AFLPs. El mapa
consiste de 20 grupos de ligamiento, lo cual representa aproximadamente el genoma haploide
de yuca. Los datos moleculares fueron analizados con el paquete QTL cartographer para
determinar la asociacion entre los marcadores y la caracterizacion fenotipica para resistencia a

mosca blanca (Vargas 2005).

La version 4 del genoma de yuca (variedad AM560-2) fue publicado por el Department
of Energy’s Joint Genome Institute (JGI-DOE) bajo el programa comunitario de

secuenciacion Community Sequencing Program (http://www.jgi.doe.gov/CSP). Esta

secuencia cubre ~70% de las 760-Megabases del genoma de yuca y virtualmente todas las
regiones génicas de la misma. La Fundacion Gates también ha invertido $1.3 millones de
dolares para refinar la anotacion del genoma y desarrollar una robusta plataforma de
marcadores SNP, con el fin de facilitar el mapeo molecular de yuca y el mejoramiento
utilizando Seleccion Asistida por Marcadores (MAS) (CPG 2009). Sumado a esto, otros tres
genomas secuenciados fueron ensamblados en China (ISSAA 2010). Cerca de 30,000 loci que
codifican proteinas estan actualmente anotados en el genoma de yuca. Cerca de 60,400 ESTs
obtenidos a partir de librerias de ADNc para respuestas a estreses abioticos e infecciones por
virus y bacterias han sido identificadas (Mba et al. 2001; Sakurai et al. 2007). Se han
construido dos librerias a partir de tejido de raices de yuca para bajo y alto contenido de
almidon y a partir de tejido sometido al patégeno Xanthomonas axonopodis pv. manihotis. Se

han secuenciado 11954 clones de ADNc y a partir del andlisis de Cluster, se ha identificado
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un set de genes Unicos con 5700 secuencias (Lopez et al, 2004), con el cual se ha contruido un
microarreglo de unigenes de yuca (Lopez et al, 2004). Dos librerias de ADNc adicionales
obtenidas a partir de 23 tratamientos incluyendo infestacion de hojas de MEcu 72 con 4.

socialis estan siendo actualmente analizadas (CIAT/RIKEN)).

1.4.1 Genomica Funcional

La genomica funcional pretende explicar la funcion de cada gen descubierto en los
estudios de gendémica estructural. La funcion de un gen puede ser considerada desde varios
puntos de vista: la funcién bioquimica de la proteina para la cual este codifica, la funcion
celular determinada por el proceso en el cual este participa, la funcion en el desarrollo del
organismo que lo contiene y, por ultimo, la funcion adaptativa de este, es decir, como influye
la su presencia en la aptitud del individuo (Bouchez & Hofte 1998). Las busquedas de
similitudes en las bases de datos son la forma mas sencilla de obtener informacion funcional
de un gen, aunque éstas provean unicamente de funciones bioquimicas putativas (Bouchez &
Hofte 1998). En general, el patron de expresion espacial y temporal de un gen o su induccion
bajo un estimulo en particular, estan ligados a la funcién que este elemento desempeia en el
organismo, por lo tanto su estudio puede utilizarse como indicador de los procesos en los que
estd involucrado. La habilidad para representar estos perfiles transcripcionales mejora
rapidamente, hecho que promete aumentar nuestra capacidad para comprender los multiples

elementos que determinan los caracteres fenotipicos poligénicos en el futuro (Doerge 2002).

En los ultimos 25 afos con el desarrollo de la gendémica, se han secuenciado genomas
enteros de muchos organismos, entre ellos mas de 200 procariotas y también genomas de
eucariotes como Saccharomyces cerevisiae, Arabidopsis thaliana, Oryza sativa, Manihot

esculenta, Drosophila melanogaster y Homo sapiens entre otros (wWww.genomesonline.org).

Sin embargo, es necesario realizar una conexion entre la informacién de secuencia y la
informacion funcional contenida en el genoma. La gendmica funcional a gran escala que

pueda rendir cuentas, tanto de la proteina especifica que un gen codifica, como del papel de
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ese gen en un sentido funcional méas amplio de sistema, célula y organismo. El término
gendmica funcional se define como “el desarrollo y aplicacion de experimentos a gran escala
(genomas o sistemas completos) para estudiar funciones génicas haciendo uso de la
informacion suministrada por la gendmica estructural” (Hieter & Bogusky 1997). Dado que la
gendmica funcional se aproxima al entendimiento del genoma desde un punto de vista amplio,
todos sus analisis se dirigen a sistemas biologicos en lugar de componentes individuales de
esos sistemas. De esta manera se busca, en teoria, desarrollar métodos que permitan realizar
“en masa y con alta eficiencia” (en inglés, “Highthroughput”) estudios funcionales de un gran
numero de genes (Bouchez & Hofte 1998). La ultima década ha sido testigo del gran avance
de la gendmica estructural y funcional. Respecto a la primera, muchos genomas se han
secuenciado y muchos otros estan en proceso. En cuanto a la gendomica funcional, existen
estudios a diferentes niveles: expresion génica, de proteinas, genética reversa, mutagénesis

etc. que han generado una abrumadora cantidad de datos de una amplia variedad de especies.

1.4.1.1 Librerias sustractivas: herramienta para encontrar genes diferencialmente

expresados

Una de las herramientas mas utilizadas en la ultima década para identificar genes
expresados diferencialmente son las librerias sustractivas (Yang et al. 1999). Las técnicas de
sustracciéon permiten aislar genes que solo pertenecen a una de dos poblaciones que se
comparan. Por ejemplo, genes expresados diferencialmente entre dos tejidos distintos, genes
que pertenecen exclusivamente a ciertos estados de desarrollo ¢ genes expresados
diferencialmente en respuesta al ataque de un patdgeno etc. (Diatchenko et al. 1996; Luo et al.
1999). Diferentes métodos se han desarrollado para construir librerias sustractivas, entre ellos
se encuentran la Hibridacion Sustractiva (Supression Subtractive Hybridization SSH,
Diatchenko et al. 1996), RDA (Representational Difference Analysis) (Hunt & Livesey, Eds.
2000), perfiles diferenciales (Differential Display) (Liang & Pardee 1992), y el DSC
(Diferencial Subtraction Chain) (Luo et al. 1999). Las técnicas de perfiles diferenciales y
SSH poseen frecuentes falsos positivos y significativa amplificacion de secuencias no

deseadas “background”. Por otro lado, el SSH permite s6lo un ciclo de hibridacion. El método
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de RDA ha sido reportado como bastante complicado y laborioso. En contraste, el método de
sustraccion DSC produce un rapido y eficiente aislamiento de secuencias de baja expresion

con minimo “background” (Luo et al. 1999; Soto 2003).

1.4.1.2 La metodologia DSC (Diferencial Subtraction Chain)

El método DSC puede identificar diferencias entre dos poblaciones de ADN. Est4 basado
en una doble eliminacion de las secuencias compartidas entre las dos poblaciones, mientras
preserva las secuencias de una poblacion que no tienen contraparte en la otra (Luo et al.
1999). En principio el ADNc que es usado para sustraer o “driver”’, y el ADNc que estad
siendo sustraido o “tester”, son digeridos con la misma enzima de restriccion. Seguidamente,
el producto de la digestion es ligado con un adaptador/primer diferente para cada poblacion de
ADNCc y el producto de esta ligacion es amplificado con primers especificos. El “driver”
amplificado es digerido con la misma enzima de restriccion para remover los adaptadores,
después se mezclan el “tester” (que aun tiene adaptadores) y “driver” (donde han sido
removidos) y son denaturados e hibridados. Los productos de la hibridacion son tratados con
una nucleasa (en inglés, Mung Bean nuclease) para remover los adaptadores (presentes como
extremos cohesivos de cadena sencilla en las secuencias hibridadas) en la hibridacion entre
las secuencias comunes de las dos poblaciones de ADNc “tester” y “driver”, mientras se
conservan los adaptadores de las secuencias hibridadas propias Unicamente del “tester”.
Finalmente, el ADNc es sometido a denaturacion y rehibridacion el nimero de veces que sea
necesario (Luo et al. 1999). Asi, se conservan las secuencias que estan presentes inicamente
en el “tester”. De esta manera pueden construirse librerias que soélo contienen estas
secuencias. El numero de copias que sobreviven de “tester” después de cada ronda de
sustraccion puede ser predicha a través de la siguiente ecuacion: log Ye = logY + 2nlogA
donde Ye es el numero probable de copias que sobreviven después de n rondas, Y es el
numero total de copias de “tester” y 4 es la probabilidad que las secuencias de “tester” sufran
auto-alineacién antes de la primera ronda de DSC. Segun la ecuacion, 10° copias iniciales de
“tester” seran eliminadas en presencia de 99 veces mas de “driver” con sélo 3 rondas de

hibridacién (Luo et al. 1999).
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1.4.1.3 Microarreglos de ADN

El estudio de la expresion génica con los métodos tradicionales de biologia molecular
generalmente abarcan uno o pocos genes en un solo experimento, lo cual significa que la
obtencion y comprension de una imagen amplia de el funcionamiento génico es limitada. La
tecnologia de microarreglos de ADNc permite realizar un analisis global de patrones de
expresion de cientos o miles de genes (Harrington et al. 2000). Han sido desarrollados dos

tipos de microarreglos de 4cidos nucleicos:

1) Basado en oligonucleotidos: se sintetizan los oligonucledtidos sobre unas pequefias
laminas de vidrio (in situ) aplicando varias estrategias de quimica combinatoria y
fotolitografia, de esta manera pueden escogerse de las bases de datos las secuencias que
se desean poner en el arreglo y sintetizarlas. Requiere conocer la secuencia del genoma
completo para disenar los oligos (Lemieux et al. 1998). La compafiia Affymetrix ha
producido en masa “chips” de ADN a bajo costo (Knudsen 2002).

2) Basado en fragmentos de ADN: se forman los microarreglos organizando fragmentos
del ADN de interés sobre las ldminas de vidrio, las cuales pueden ser obtenidas a partir

de librerias gendmicas o de ADNc y por amplificacién por PCR.

1.4.1.4 Construccion de microarreglos de ADN

En la construccion de microarreglos un robot organiza una matriz con fragmentos de
ADN amplificados por PCR sobre una lamina de vidrio, cada uno de ellos correspondiente a
un unico gen. Estos fragmentos pueden ser clones andénimos de ADNc, clones de ESTs,
clones gendmicos anonimos, o ADN amplificado de marcos de lectura abiertos (ORF)
encontrados en genomas secuenciados (Somerville & Somerville 1999). Pueden organizarse

en un arreglo hasta 10000 clones/3.24 cm” (Kehoe 1999). Una vez organizados los clones en
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la matriz, son hibridados con dos poblaciones de ADNc derivado de dos muestras de ARNm
diferentes: la muestra control y el tratamiento. En el proceso de transcripcion reversa para la
sintesis del ADNc se introducen dos tipos de nucledtidos fluorescentes Cye3-dUTP
(fluorescencia Verde) y Cye5-dUTP (fluorescencia Roja) para marcar diferencialmente cada
poblacion. Luego de remover el exceso de ADNc no hibridado, la matriz del microarreglo es
excitada con luz. Un programa de computador asigna valores cuantitativos a las sefiales de
fluorescencia asociadas con cada elemento del microarreglo que indican su intensidad y dan
un estimativo de la abundancia de los ADNc en la muestra correspondiente, también se
calcula la razon entre la intensidad de las sefiales de cada muestra, de manera que se presenta

una abundancia relativa de ADNc de una muestra con respecto a la otra (Duggan et al. 1999).

Abundantes secuencias de ADNc estan representadas por puntos del microarreglo que
tienen alta fluorescencia, en contraste con las secuencias raras que presentan fluorescencia
débil. La expresion génica usando microarreglos puede ser analizada desde por lo menos tres
niveles de acuerdo a su complejidad (Hatfield et al. 2003). En el primero, se analizan genes
unicos y se estudia el comportamiento en el patron de expresion de cada gen cuando se
compara un tratamiento o condiciéon dada contra un control. En el segundo nivel, se estudian
multiples genes “clusters” determinando posibles funciones comunes, interacciones,
coregulacion, etc. Finalmente, en el tercer nivel, se estudian sistemas biologicos y el objetivo
es entender los genes y sus proteinas desde el punto de vista amplio de sistemas completos y

organismo.

El analisis de la expresion diferencial puede hacerse a través de estadisticos t (Callow et
al. 2000), o estadisticos Z (Quackenbush 2001) o utilizando anélisis de varianza (ANOVA)
(Cui & Churchill 2003). Las imagenes capturadas con el escaner CCD (Charge-Coupled
Device) muestran tres tipos de sefiales fluorescentes diferentes: amarilla, verde y roja. Los
elementos del arreglo que presentan fluorescencia amarilla indican que las dos sefiales han
tenido intensidades similares, es decir, que las poblaciones de ARNm fueron igualmente
expresadas en las dos muestras. Los elementos con fluorescencia roja indican que la

poblacion de ARNm marcada con Cye5-dUTP presenté mayores niveles de expresion. Y en el
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ultimo caso es la poblacion marcada con Cye3-dUTP quien presenta los mayores niveles de
expresion. Diferentes estrategias pueden ser adoptadas para realizar estudios de expresion con

microarreglos, entre ellas:

1) Elegir un grupo de genes cuya secuencia y posible funcidon es conocida y que se cree
participan en el objeto bioldgico de estudio (estrés, resistencia y defensa, alguna via
metabolica etc.) (Seki et al. 2001).

2) Construir grandes microarreglos de clones no conocidos y escoger sélo aquellos que
presenten una expresion diferencial (expresados Unicamente en el control ¢ en el
tratamiento).

3) Generar un gran “Chip” que contenga todos los genes expresados de un organismo
(DeRisi et al. 1997). En yuca existe un Microarreglo con 5700 Unigenes (Lopez et al.
2004).

Utilizando los microarreglos se puede tener informacion cuantitativa de los patrones de
expresion de genes que responden a patdgenos, plagas, sequia, frio, variacion en las
condiciones salinas, fotoperiodo y otras variaciones ambientales. Igualmente, se tiene
informacion acerca de genes que responden a diferentes estados de desarrollo como
germinacion, crecimiento y floracion; o genes que responden a fitohormonas, reguladores de

crecimiento, herbicidas y otros agroquimicos (Somerville & Somerville 1999).

1.4.1.5 Cassava Unigene Microarray

El Cassava Unigene Microarray fue construido a partir de una coleccion de ESTs de yuca
(Lopez et al. 2004), generados de ADNCc de tejido de hojas, raices y tallos de cinco variedades
de esta especie. Estos ESTs fueron aislados de librerias estandar y librerias sustractivas.
Algunas de estas variedades sometidas a la enfermedad vascular (CBB, Cassava Bacterial
Blight) producida por Xanthomonas axonopodis, y las otras evaluadas por su contenido de

almidon. Se secuenciaron 11954 clones de ADNc y por andlisis de clusters se identificaron
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5700 unigenes. A partir de esta libreria de unigenes se construyd el Microarreglo, el cual
consta de 14 placas de 384 pozos. Los ESTs y el microarreglo generado en este estudio
proveen una importante herramienta para entender los mecanismos moleculares envueltos en

dos procesos biologicos, la resistencia a CBB y la biosintesis de almidon (Lopez et al. 2004).

En el presente estudio se decidi6 utilizar el Cassava Unigene Microarray para analizar el
perfil de transcripcion de la yuca cuando es atacada por A. socialis un insecto chupador de
floema, como complemento a las librerias sustractivas que construimos. A. socialis no es un
patégeno como CBB, sin embargo decenas de estudios en la ultima década y gracias al
desarrollo de técnicas como los microarreglos entre otras, se ha demostrado que a pesar que
cada interaccion planta-patdgeno/insecto induce su propio perfil de transcripcion en el
hospedero, las vias de respuesta de defensa en plantas son conservadas (De Vos et al 2005).
Las diferencias en estas respuestas depende de las caracteristicas de la especie de la planta, si
es resistente o susceptible, el modo de alimentacion del insecto atacante, si el patogeno es
biotrofo o necrotrofo, el tiempo que demora la planta en responder, y toda una cascada de
sefializacion que depende de muchos factores que activan o no la respuesta de defensa (De
Vos et al. 2005; Kempema et al. 2007; Mewis et al. 2006; Voelckel et al. 2004; Kessler &
Baldwin, 2002; Glazebrook 1995). Yuca (Manihot esculenta) tiene aproximadamente 34000

genes (http://genome.jgi-psf.org/cassava/cassava.home.html), 5700 unigenes en parte

inducidos por un patégeno, es un numero considerable (la sexta parte) que puede dilucidar
como responde la yuca al ataque de una plaga como 4. socialis en diferentes momentos del
ciclo de vida del insecto y comparando genotipo resistente infestado y sin infestar (EyESI) y
el genotipo resistente y el susceptible ambos infestados (EyC). Muchos de estos genes del
unigene juegan un importante papel en sefiales de transduccion y eventos de regulacion
génica especificos para la respuesta de resistencia y algunos muestran similaridad a genes

previamente identificados en mecanismos de defensa.

1.5 Bioinformatica
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Con el objetivo de explotar y transformar la gran cantidad de datos de secuencia en
conocimiento bioldgico, e interpretar y organizar los datos de gendmica funcional de una
manera amplia y precisa, ha surgido La Bioinformatica como una disciplina con poderosas
herramientas que fusiona los conocimientos en biologia, matemadticas y ciencias de la
computacion (Brown 2000). Puede ser definida como el uso de computadores para la
adquisicion, manejo, almacenamiento y analisis de la informacion bioldgica (Brown 2000).
Ha surgido necesariamente como consecuencia del explosivo crecimiento de las aplicaciones
en biotecnologia y el crecimiento paralelo de las tecnologias en informacion. La
bioinformatica suministra un grupo de herramientas para realizar analisis de secuencias que

pueden clasificarse entre otras:

1. Las que permiten localizar secuencias en bases de datos publicas utilizando un nimero
de accesion o una palabra clave que dirige la busqueda.

2. Las utilizadas para alinear dos o mas secuencias.

3. Las que permiten encontrar secuencias similares a una de interés en una base de datos.

4. Las utilizadas para el analisis de secuencias de ADN, reuniendo cortos segmentos
sobrelapados en secuencias consenso.

5. Las que permiten analizar propiedades fisicas y quimicas de proteinas.

6. Las utilizadas para localizar sitios de restriccion, promotores, dominios de union a

ADN de proteinas.
7. Herramientas para analisis filogenéticos (Brown 2000).

Una de las areas de la bioinformatica que mas se ha desarrollado como consecuencia de la
gran demanda de datos biologicos es la construccion de bases de datos. Un extenso conjunto
de bases de datos se pueden encontrar piblicamente en Internet, con énfasis en diferentes 35

areas (Baxevanis 2003).

1.5.1 Bases de datos
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La bioinformatica busca organizar, almacenar, integrar y analizar ambos tipos de
informacion genomica: estructural y funcional. Grandes reservorios de informacion (millones
de caracteres A, C, G y T que han sido generados en los proyectos de secuenciacion)
requieren decenas de giga bites y sofisticados recursos de informadtica para su manipulacién
(Baxevanis 2003). Para poder llevar a cabo el anélisis de la gran cantidad de informacion de
secuencias disponibles, es necesario reunir estas secuencias en recursos centrales y
compartibles, es decir, en Bases de Datos. En el contexto de andlisis de secuencias, se
encuentran bases de datos primarias, compuestas y secundarias. Las bases de datos primarias
de secuencias de nucledtidos mas conocidas pertenecen a la Colaboracion Internacional de
Bases de Datos en Secuencias de Nucleotidos, conformada por el NCBI (del inglés, National
Center for Biotechnology Information) creada en 1988, la base de datos de Japon DDBJ (del
inglés, DNA Data Bank of Japan) y la base de datos de la unién europea EMBL (del inglés,
European Molecular Biology Laboratory) (Baxevanis 2003).

1.5.1.1 Bases de datos primarias de secuencias de proteinas

PIR (Protein Sequence Database): fue desarrollada por la Fundacion Nacional para la
Investigacion Biomédica (NBRF, National Biomedical Research Foundation). En la
actualidad, PIR mantiene la base de datos de secuencias de proteinas PSD (PSD, Protein 36
Sequence Database) que contiene alrededor de 283.000 secuencias de un rango taxondmico
amplio. También mantiene el NREF (del inglés, Non-redundant Reference Database) una
base de datos con mas de 1.000.000 secuencias de proteinas, e iProclass, una base de datos de

familias de proteinas con informacion sobre estructura y funcién (Wu et al. 2003).

MIPS (Munich Information Center for Protein Sequence): recoge y analiza datos de
secuencia de numerosas fuentes. Actualmente mantiene una seric de bases de datos (1)
PEDANT una base de datos que analiza secuencias de muchos genomas de eucariotas (entre
ellos raton y humanos), (2) MYGD (del inglés, MIPS Yeast Genome Database) una base de
datos para el genoma de levaduras (3) MATD (del inglés, MIPS Arabidopsis thaliana
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Database) encargada de procesar las secuencias del genoma secuenciado de este organismo y
(4) MEST una base de datos con herramientas de informéatica para hacer agrupaciones

“Clusters” de ESTs de humanos.

SWISS-PROT: proporciona informacion de secuencias de alto nivel, incluyendo
descripciones de la funcion de la proteina y de la estructura de sus dominios, modificaciones
post-tradicionales etc. La base de datos 7rEMBL fue creada como un suplemento de SWISS-
PROT, contiene traducciones de todas las secuencias codificantes del EMBL y esta dividida
en SP-TrEMBL (contiene registros que seran incorporados a SWISS-PROT) y REM-
TrEMBL (Contiene secuencias que no va a ser almacenadas en SWISS-PROT)

(http://us.expasy.org/sprot/). Buscando solucionar el gran problema de proliferacion de bases

de datos primarias se pensé en construir bases de datos que reunieran varias de esas bases de

datos.

De las anteriores surgieron las bases de datos compuestas, entre ellas se encuentran:

(1) MIPSX, una base de datos producida en el Instituto Max-Planck que contiene
secuencias de diferentes fuentes (MIPS, PIR, SWISS37 PROT).

(2) SWISS-PROT+TrEMBL, Esta es considerada la mejor base de datos de proteinas en el
mundo, viene de la combinacion de dos bases de datos primarias, contiene baja
redundancia y brinda informacion de alto nivel, y finalmente

(3) NRDB (del inglés, Non-Redundant Data Base) esta construida como parte del NCBI, es
la plataforma sobre las cual se realizan las busquedas de similitud en el GenBank, esta

base de datos es también exhaustiva y contiene informacion actualizada.

1.5.1.2 Bases de datos secundarias

Son el producto del andlisis de las bases de datos primarias y compuestas. SWISS-PROT
se ha radicado como la fuente primaria de la mayoria de bases de datos secundarias. Entre las

mas conocidas se encuentran: PROSITE, PRINTS, puede caracterizar una secuencia dentro de
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una familia en particular de acuerdo con la presencia de varios dominios conservados.

ENZYME, BLOCKS y PROFILES.

Un valioso recurso para la comunidad cientifica que trabaja en plantas lo constituye la
base de datos de TAIR (del inglés, The Arabidopsis Information Resource). Contiene una
variada y amplia cantidad de informacion sobre este organismo modelo que incluye
informacion funcional de genes y proteinas, familias génicas, familias de proteinas, vias
metabolicas, polimorfismos de secuencia, informacién sobre germoplasmas y fenotipos,

experimentos de expresion génica y microarreglos.

1.5.2 Busqueda y comparacion de secuencias en bases de datos

Las alineaciones de secuencias suministran un poderoso método para comparar
secuencias de interés con genes previamente caracterizados o hallar relaciones evolutivas
entre ellos. Altschul et al. (1990) desrrollaron un método para realizar busquedas de similitud
entre secuencias llamado BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). En la préctica
realizar esta busqueda es simple; pueden utilizarse muchos programas para realizarlas, sin
embargo el mas comin es BLAST (Altschul et al. 1990). Las regiones de similitud de una
secuencia de interés con otros genes presentes en la base de datos, NCBI por ejemplo, pueden

ser detectadas con este algoritmo.

El programa BLAST con libre acceso en el GenBank (NCBI) posee una familia de
programas de busqueda para varias combinaciones de secuencias de proteinas y ADN.
Cuando BLAST compara una secuencia de interés con secuencias almacenadas en la base de
datos determina los niveles de similitud basado en una alineacion local o global. Con el
primero, compara cortos segmentos de la secuencia con aquellas disponibles en la base de
datos, con el segundo, busca la mejor alineacion para la secuencia completa (Brown 2000).
Con BLAST los cortos segmentos de la secuencia de interés exploran el espacio de posibles

alineaciones en la base de datos. El algoritmo esta disefiado para introducir huecos (gaps) para
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maximizar el nimero de pares de bases alineadas correctamente. La calidad de la alineacion
puede evaluarse asignando un valor (SCORE) a cada posible alineacion, el SCORE para cada
una de ellas se obtiene sumando cada par de residuos idénticos o similares y restandole
aquellos que son erréneos y los huecos. Adicionalmente, se evalua utilizando un parametro
que describe el numero de alineaciones que pueden ser esperados por azar contra la base de
datos. Un valor Esperado (e-value) alto indica que la probabilidad de encontrar la alineacion
por azar (no por verdadera similitud) es muy alta (Altschul et al. 1998). Para busquedas de
bases de datos de proteinas, se utilizan las matrices de similaridad PAM (point accepted
mutation) (Dayhoff et al. 1978) y BLOSUM (block sum) (Henikoff & Henikoff 1992) las
cuales van incorporando la informacion de cuales residuos han sido satsfactoriamente

reemplazados por otros durante el curso de la evolucion.

Con todo esto, se puede ver que la construccion de plataformas de analisis, publicas y
privadas ha evolucionado rapidamente. En la actualidad existen numerosas bases de datos que
cuentan con poderosos programas de analisis de genomica funcional y estructural (Baxevanis
2003). Bases de datos con secuencias almacenadas (de ADN, y proteinas), donde pueden
hacerse busquedas de similitud entre secuencias, comparaciéon de genomas, andlisis de
expresion génica, estructura e identificacion de genes, mapas génicos, rutas metabolicas,
senales de transduccion, estructura y funciéon de proteinas entre muchos otros. La
disponibilidad de catdlogos de genes de organismos completamente secuenciados puestos
publicamente en bases de datos ha creado grandes oportunidades para estudiar numerosos

aspectos de las funciones génicas a escala gendomica.
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2 MODELO METODOLOGICO

2.1 Sitio de trabajo y Material vegetal

El trabajo de invernadero y de laboratorio se realizo en el CIAT, municipio de Palmira,
Departamento del Valle del Cauca, a 900 m.s.n.m., en el laboratorio de Agrobiodiversidad y

Biotecnologia.

Se utilizaron plantas de 45 dias (clones) de Manihot esculenta Crantz, sembradas en potes
de plastico con suelo estéril. Estos clones pertenecen a dos variedades: MEcu 72, la cual se
utilizard como genotipo resistente a la especie de mosca blanca A. socialis. CMC 40, variedad
susceptible, utilizada en la cria del insecto. Todos estos genotipos han sido evaluados en
ensayos de campo de CORPOICA-Nataima (Tolima), mediante la escala de poblacion y de
dafio para A. socialis de Bellotti & Vargas (1986), modificada por Arias (1995), cuyos rangos
oscilan entre 1 y 6. El genotipo MEcu 72, se ha evaluado por varios afios en el Tolima y en el
CIAT, manifestando en forma constante un alto nivel de resistencia (combinacién de

antibiosis y antixenosis, Gomez, 2004).

2.2 Estrategia

Las poblaciones de ADN comparadas por medio de librerias sustractivas obtenidas con
los métodos DSC y SSH fueron: 1) ADNc proveniente de plantas sin infestar del genotipo
MEcu 72 (resistente a A. socialis) el cual representa las secuencias que nos interesa eliminar,
incluyendo genes que sustentan las funciones de mantenimiento (housekeeping) y genes que
son inducidos por las condiciones de crecimiento y el desarrollo normal de la planta. 2) ADNc
proveniente de plantas infestadas del mismo genotipo, el cual incluye los genes mencionados
anteriormente y un grupo diferencial de secuencias inducidas por el ataque de 4. socialis. 3)

ADNCc proveniente de plantas infestadas del genotipo CMC 40 (suceptible) el cual representa
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las secuencias que nos interesa eliminar. Esta poblacion fue comparada con la poblacion 2,
con esta comparacion se espera obtener los genes de resistencia constitutivos presentes en la
variedad resistente. De esta manera se podrian identificar los genes de resistencia candidatos y
su posible funcion dentro de la ruta metabolica generada durante la respuesta de defensa.
Estas librerias sustractivas se utilizaron para construir los microarreglos donde se ubicaron los

clones expresados diferencialmente.

2.3 Ensayos de invernadero

En un cuarto de cria con condiciones controladas de humedad y temperatura (28 = 1°C,
70 + 10% HR y 12 horas luz), se establecieron nueve jaulas de madera de 1 mt de largo x 1 mt
de ancho, recubiertas de muselina blanca, en las cuales se ubicaron 6 potes con las variedades
de yuca utilizadas en el presente estudio. En seis de las jaulas se ubicé el genotipo MEcu 72, y
en las otras tres el genotipo CMC 40. La infestacion se realizo en tres jaulas de MEcu 72 y en
las tres jaulas de CMC 40, utilizando jaulas-pinza (viales de plastico, cortados en circulo y
cubiertos con tul) (Figura 1), soportadas por pitillos enterrados en el suelo de la matera
plastica (Figura 2). En cada hoja, se seleccionaron tres lobulos para infestar, los cuales se
insertaron en la jaula pinza, ésta presenta un agujero lateral a través del cual se introdujeron
en promedio 20 adultos de mosca blanca, capturados al azar mediante un aspirador bucal, de
la colonia sobre el genotipo susceptible. Se hicieron tres repeticiones por tratamiento, para un
total de nueve jaulas-pinza por tratamiento. Las restantes tres jaulas del genotipo MEcu 72 se
dejaron con las jaulas-pinzas sin infestar, con el objetivo que todas las plantas tuvieran el
dafio mecénico que ocasiona la presion de la jaula-pinza, que aunque es minimo podria llegar

a ser significativo.
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Figura 1. Plantas de yuca de 45 dias de edad infestadas con adultos de A. socialis utilizando

jaulas-pinza.

Figura 2. Plantas de yuca de 45 dias de edad en materas plésticas infestadas con adultos de A.
socialis utilizando jaulas-pinza, ubicadas en las jaulas de madera de 1mt x 1mt cubiertas de

muselina.

Las plantas infestadas se mantuvieron durante 72 horas, pasado este tiempo se retiraron
las jaulas-pinza de los lobulos infestados. Las plantas se dispusieron en un disefio
completamente al azar debido al microclima existente en los cuartos de cria, segiin estudios
reportados por Castrillon & Perlaza (2000), el cual no se puede detectar a través de un
higrotermografo. Se procedio a realizar la colecta de hojas de cada genotipo, tanto de las

jaulas que habian sido infestadas, como de las jaulas sin infestar. Estas plantas de donde se
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colecté fueron marcadas para no volver a ser utilizadas. Este experimento se hizo en tres
épocas diferentes, correspondiendo cada una a una réplica bidlogica. Las colectas se
realizaron en seis tiempos diferentes, de acuerdo al ciclo de vida de la mosca blanca (Figura

3) y se hicieron agrupamientos con el tejido para finalmente quedar con tres tiempos (Tabla

).

Ciclo de vida
Aleurpiracheius socials Boncar

Il nstar

Figura 3. Ciclo de vida de 4. socialis. Tiempos calculados sobre el genotipo susceptible CMC

40. (Tomado de Arias, 1995)

Tabla 1: Tiempos de colecta de material (hojas) infestadas con A. socialis para la
construccion de la libreria sustractiva y los microarreglos, de acuerdo al ciclo de vida del

insecto (una colecta por cada estadio).

Estadio de A. socialis Tiempos de Colecta después de la infestacion Agrupamientos
Adulto Tiempo 1 (5 horas) 1
Huevo Tiempo 2 (7 dias) 1
Ninfa I Tiempo 3 (14 dias) 2
Ninfa II Tiempo 4 (18 dias) 2
Ninfa III Tiempo 5 (20 dias) 3
Ninfa IV Tiempo 6 (27 dias) 3
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Tabla 2: Comparaciones utilizadas para la sustraccion, entre los diferentes tiempos de colecta.

“Ecu” corresponde a MEcu 72 (resistente) infestado, “ESI” corresponde a MEcu 72 sin

infestar y “CMC” corresponde a CMC 40 (suceptible) infestado.

Poblacion 1 ("tester")

Poblacién 2 ("Driver")

Abreviacion

Ecu infestado tiempo 1 y 2 (adulto y huevo)
Ecu infestado tiempo 3 y 4 (ninfa 1 y ninfa 2)
Ecu infestado tiempo 5 y 6 (ninfa 3 y ninfa 4)
Ecu infestado tiempo 1 y 2 (adulto y huevo)
Ecu infestado tiempo 3 y 4 (ninfa 1 y ninfa 2)
Ecu infestado tiempo 5 y 6 (ninfa 3 y ninfa 4)

CMC infestado tiempo 1 y 2 (adulto y huevo)
CMC infestado tiempo 3 y 4 (ninfa 1 y ninfa 2)
CMC infestado tiempo 5 y 6 (ninfa 3 y ninfa 4)
Ecu sin infestar tiempo 1 y 2 (adulto y huevo)
Ecu sin infestar tiempo 3 y 4 (ninfa 1 y ninfa 2)
Ecu sin infestar tiempo 5 y 6 (ninfa 3 y ninfa 4)

E vs C (1y2)
E vs C (3y4)
E vs C (5y6)
E vs ESI (1y2)
E vs ESI (3y4)
E vs ESI (5y6)

2.4 Construccion de librerias sustractivas

2.4.1 Aislamiento de ARN

Para la extraccion del ARN los lobulos de las hojas colectados se almacenaron en

nitrogeno liquido, luego se llevaron al laboratorio y se almacenaron en una nevera a -80°C

hasta el momento de la extraccion del ARN. La extraccion del ARN se hizo con el método de

Cloruro de litio (Chang et al. 1993) con modificaciones (Anexo A). El ARN total se trat6 con
la DNAse I RQI RNAse-free DNAse de PROMEGA siguiendo las especificaciones del

fabricante (Anexo B), el aislamiento del ARNm se realiz6 con el MicroPoly(4) Purist™ de

AMBION siguiendo las especificaciones del fabricante. Para la sintesis del ADNc se utilizo el

SMARTer™ Pico PCR cDNA Synthesis kit de CLONTECH siguiendo las especificaciones del

fabricante.

2.4.2 Hibridacion sustractiva

El método de sustraccion DSC (Differential Subtraction Chain) (Figura 4) se aplicd

siguiendo las especificaciones de Luo et al (1999) de la siguiente manera: los dos pares de

poblaciones de ADNc a comparar (Tabla 2) fueron digeridas con la enzima de restriccion
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Dpnll, la cual deja extremos cohesivos (Figura 4). A tales extremos se ligaron adaptadores
diferentes (Anexo C): adaptador Bam I para el ADNc de plantas infestadas (“fester””) y Bam
IT para el ADNc de plantas sin infestar y para la suceptible infestada (“drivers ”). La secuencia
de los adaptadores sirve como sitio de alineamiento para amplificar por PCR los fragmentos
(i. e. amplicones) en ambas poblaciones (Anexo C.1). Varias reacciones de PCR simultaneas
fueron realizadas para generar la cantidad suficiente de amplicones de los “drivers”, pues
para que la reaccion de hibridacion sea eficiente, éstos deben estar en un exceso de cien veces
respecto a los amplicones del “fester”. Una vez purificados los amplicones de los “drivers”,
se les eliminaron los adaptadores por digestion con Dpnll; 10 pg de estos amplicones fueron
mezclados con 0,1 pg de amplicones del “fester”. La mezcla fue precipitada con etanol y
resuspendida en 32 pl del buffer de hibridizacion 1 o 2 (Anexo C.2). Luego, la muestra fue
denaturada a 98°C durante 5 minutos y renaturada a 67°C por 16 horas. Este largo periodo de

incubacidn es aconsejable para que la renaturacion suceda lentamente.
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j——————————]
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Figura 4. Representacion esquematica del método DSC.
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Una vez sintetizado el ADNc cada conjunto de secuencias es digerido y ligado a adaptadores. Estos se
usan como sitios de alineamiento para realizar una amplificacién por PCR que permite normalizar las
poblaciones y obtener la cantidad de DNA necesaria para la hibridacion. Posteriormente se remueven
los adaptadores de la muestra proveniente de plantas sin infestar. La hibridacion de las dos
poblaciones de ADNc genera cuatro posibles hibridos, pero sélo los transcritos que conservan sus
adaptadores en ambas hebras permanecen intactos despues del tratamiento con la nucleasa. Estas
secuencias, sefialadas en verde, estan presentes Unicamente en plantas infestadas, por lo tanto son
consideradas como transcritos inducidos por la presencia del insecto. La muestra es sometida a varias
rondas de hibridacion por medio de las cuales se sustraen exponencialmente las secuencias comunes,

sefialadas en naranja. Finalmente los transcritos diferenciales son amplificados y clonados.

Para el método SSH (Suppression Subtraction Hybridization) (Figura 5) se utiliz6 el
PCR-Select™ cDNA Subtraction Kit de CLONTECH segun las indicaciones del fabricante.
Primero, el ADNc es sintetizado a partir 0.5-2 ug ARNm de dos poblaciones que se van a
comparar. Tanto “fester” como “driver” son digeridos con Rsal, una enzima de restriccion
que reconoce cuatro pares de bases y que genera extremos romos. El “tester” es subdividido
en dos porciones y cada una es ligada con diferentes adaptadores. Los extremos del adaptador
no contienen grupo fosfato, asi solo una cadena del adaptador se une al extremo 5’ del ADNCc.
Los dos adaptadores tienen secuencia idéntica en sus extensiones lo que permite que el primer
de PCR se alinee, una vez los extremos hayan sido llenados. Luego dos hibridizaciones son
ejecutadas; en la primera, un exceso de “driver” es adicionado a cada muestra del “fester”.
Las muestras son luego denaturadas y se permite que se alineen generando las moléculas tipo
a, b, c y d (Figura 5). La concentracion de secuencias de alta y baja abundancia es equilibrada
entre el tipo de moléculas a debido a que el realineamiento es mas rapido para muchas
moléculas abundantes por la cinética de segundo orden de la hibridizacion. Al mismo tiempo,
las moléculas tipo a son significativamente enriquecidas para las secuencias diferencialmente
expresadas, mientras que los ADNc que no estdn diferencialmente expresados forman las
moléculas tipo ¢ con el “driver”. Durante la segunda hibridizacion, las dos muestras de
hibridizacién primarias son mezcladas juntas sin denaturar. Ahora, solo los ADNc “fester”
sustraidos de cadena simple pueden reasociarse y formar un nuevo tipo de hibridos e. Estos

nuevos hibridos son moléculas “tester” de doble cadena con extremos diferentes, los cuales
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corresponden a las secuencias de los adaptadores 1 y 2R. Se adiciona un tubo nuevo con
ADNCc “driver” denaturado a las moléculas tipo e. Después de llenar los extremos con la
DNA polimerasa, las moléculas tipo e (las secuencias del “fester” diferencialmente
expresadas) tienen diferentes sitios de alineamiento en los extremos 5 y 3’, para los primers

anidados.

La poblaciéon entera de moléculas es sometida a PCR para amplificar las secuencias
diferencialmente expresadas. Durante este PCR, las moléculas tipo a y d pierden los sitios de
alineamiento de los primers, y no son amplificadas. Debido al efecto de supresion del PCR,
muchos tipos de moléculas b forman una estructura que no permite su amplificacion
exponencial. Las moléculas tipo ¢ tienen solo un sitio de alineamiento al primer y amplifica
linealmente. Solo las moléculas tipo e (secuencias diferencialmente expresadas con dos
diferentes adaptadores) amplifican exponencialmente. Luego, una amplificacion por PCR
secundaria es ejecutada utilizando primers anidados para eliminar cualquier producto de PCR

inespecifico y enriquecer las secuencias diferencialmente expresadas.

| ADNc “fester” + Adaptador | I I ADNc “tester” + Adaptador 2R I

l ADNGc “driver” (en exceso) l

Primera hibridizacion
a a
b —( — b
c — c
d { R } d

—
Segunda hibridizacion
Se mezelan las muestras, se adiciona ¢l “driver”
E denaturado fresco. Alincamiento.
e —
" Llenado de los extremos

a

1 [— -
» F—H] —

W
W

E:. Amplifiacion
> exponencial por PCR




Figura 5. Representacion esquematica del método de hibridizacion sustractiva SSH (Adaptado

de PCR-Select cDNA Subtraction kit, User Manual).

Las bandas diferenciales obtenidas fueron visualizadas en geles agarosa al 2% tefiido con
SYBR safe. Estas bandas diferenciales obtenidas a partir de las diferentes comparaciones con
los anteriores métodos, fueron clonadas utilizando el plasmido pGEM®-T Easy Vector System
I de PROMEGA siguiendo las indicaciones del fabricante. Se transformaron células
electrocompetentes de Escherichia coli cepa DH5a con los plasmidos ligados con las bandas
diferenciales. Las bacterias recombinantes fueron sembradas en placas de petri en medio LB-
agar con ampicilina (100 ug/ml), XGal (80 ug/ul) e IPTG (0.5 mM). Se dejaron incubando
toda la noche a 37°C en horno. Al siguiente dia se picaron las colonias blancas las cuales
contienen los plasmidos recombinantes, estas fueron sembradas en placas de cultivo de 384
pozos en medio LB liquido con ampicilina (100 ug/ml). Con el fin de verificar la presencia
del clon y analizar la redundancia, se realizé PCR utilizando primers T7 y Sp6 para amplificar
las bandas clonadas las cuales fueron visualizadas utilizando geles de agarosa al 1.5% en TBE

0.5X y tenidas con SYBR safe.

2.4.3 Amplificacion de insertos de los clones recombinantes por PCR

Las bacterias de la cepa DH-5a de E. coli que poseen los insertos de la sustraccion son
mantenidas en medio de crecimiento LB (Bacto triptona 1%, extracto de levadura 0.5%, NaCl
1%) con ampicilina (0.1 mg/ml). Se hizo la amplificacion por PCR en formato de placa de 96
pozos, utilizando como molde 5 ul del cultivo de la bacteria crecido durante 16 horas 37°C,

bajo las siguientes condiciones: para cada reaccion con volumen final de 50 ul:

Tabla 3: Condiciones de amplificacion por PCR de los clones de las librerias sustractivas.

REACTIVO CONCENTRACION VOLUMEN
FINAL

Agua bidestilada estéril - 342 ul

Buffer Taq (10X) 1X 5ul

MgCl, (25 mM) 1.5 mM 3.0ul

dNTPs (5 mM c/u) 0.2 uM 0.4 ul
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Primer T7 (10 uM) 0.2 uM 1.0 ul

Primer Sp6 (10 uM) 0.2 uM 1.0 ul
Taq polimerasa* - 0.4 ul
Cultivo de la bacteria recombinante - 5.0 ul

*Preparacion No comercial producida en el Laboratorio de Agrobiodiversidad y Biotecnologia

Programa de amplificacion (Anexo D). Se confirm¢ la amplificacion observando 5 ul del

PCR anterior en un gel de agarosa al 1.5% tenido con SYBR safe.

2.5 Secuenciacion y analisis bioinformatico

El 12% de los clones de las librerias sustractivas obtenidas por ambos métodos fueron
purificados y utilizados como molde en la reaccion de secuencia con el kit Big Dye
Terminator® (Applied Biosystems) las cuales fueron resueltas en el secuenciador automatico
AbiPrism 377™. Otra parte de estas secuencias se enviaron a secuenciar a Macrogen Inc.
Korea. Las secuencias obtenidas se editaron utilizando el programa Sequencher 4.1 (Gene
Codes Co.) y sometidas a busquedas de similitud contra la base de datos de proteinas del
GeneBank por medio del algoritmo BLASTX (Altschul et al. 1990). Los ESTs del Cassava
Unigen Microarray (Lopez et al. 2004) fueron anotados en el 2003, el 37% de las secuencias
eran “Unknown function” o proteinas hipotéticas cuya funcion también era desconocida en
ese momento. Por esta razén en los anos 2009-2010 (en los cuales las bases de datos estaban
enriquecidas con muchas mas datos de expresion y funcidn), se hicieron los andlisis con este
microarreglo, decidimos volver a anotarlo (los datos y el analisis de la anotaciéon completa no
son mostrados en este trabajo) utilizando el programa GOMP (Rodriguez et al. Documento en
preparacion). Este programa permite analizar todas las secuencias de estos ESTs y
compararlas a secuencias de proteinas conocidas (The Arabidopsis Information Resource,
TAIR), mapearlas en términos de Gene Ontology (GO) y vias metabdlicas (KEGG) utilizando
BLASTX (Figura 6).
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GOMP: Query Results

[ g(56920651/gb|CK 644988 1/CK 644988

Accession

Gene Ontology Terms

Name

Type

GO0005829 cytosol cC
GO0042409 caffeoyl-CoA O-methyltransferase activity MF
KEGG Orthology (KO)
Accession Name Type
K00588 caffeoyl-CoA O-methyltransferase NA
Enzyme Codes (EC)
Accession Name Type
211104 Caffeoyl-CoA O-methyltransferase NA
KEGG Pathways
Accession Path Name Type
ath00940 Phenvipropancid biosmthesis NA
ath00941 Flavonoid biosynthesis NA
BLAST Report
Best Hit Raw Score e-Value Identity Database  BLAST
NP 849491 138 9e-09 929 GOA See Report
AT4G34050 138 9¢-09 929 KEGG  See Report

Figura 6. Salida del programa GOMP mostrando el resultado de la busqueda de una secuencia
EST (CK643792), se observan los términos de Gene Ontology (GO), Kegg orthology (KO),
Enzyme codes (EC) y el reporte del BLAST donde se muestra la secuencia mas similar en el

Gene Bank y en TAIR.

2.6 RT-PCR

El RT-PCR fue utilizado para analizar la expresion de algunas secuencias supuestamente
envueltas en defensa en plantas. Primers especificos (Anexo E) de las secuencias aqui
obtenidas fueron disefados en los genes mapeados utilizando un script de PERL en el genoma
de yuca, en el cual se tuvo en cuenta que el producto amplificado no tuviera mas de una copia,
tuviera un tamafio menor a 250 bp y un Tm de 60°C. El ADNc de primera cadena fue
obtenido por transcripcion reversa de 3 ug de ARN total tratado con DNAsa (ver Aislmiento
de ARN en esta seccion) utilizando el SMARTer™ Pico PCR cDNA Synthesis kit de
CLONTECH. Las condiciones del RT-PCR fueron estandarizadas utilizando el gen
gliceraldehyde-3-Phosphate dehydrogenase (G3PDH) de yuca. La reaccion de PCR vy el perfil

térmico se utilizé de acuerdo a las condiciones recomendadas por Lopez et al (2004).
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2.7 Construccion y analisis de microarreglos

2.7.1 Construccion del microarreglo

En la construcciéon del microarreglo se utiliz6 un robot SPBIO Microarray Spotting
Station (MiraBio inc.) que organiza una matriz con los fragmentos de ADNc amplificados por
PCR obtenidos de la libreria del Cassava Unigene Microarray (Lopez et al. 2004), sobre una
lamina de vidrio. Luego se hibridizaron utilizando el método indirecto (Anexo F) con dos

poblaciones de ADNc derivado de dos muestras de ARNm diferentes, la muestra control y el

tratamiento marcados diferencialmente con dos tipos fluorocromos (Tabla 4).

Tabla 4: Hibridizaciones realizadas, las cuales fueron 12 por cada una de las tres réplicas

biologicas para un total de 36 en el Cassava Unigene Microarray.

Tratamiento

Control

Fluorocromo

Ecu infestado. ADNc de tiempo 1y 2

Ecu infestado. ADNc de tiempo 3 y 4

Ecu infestado. ADNc de tiempo 5y 6

Ecu infestado. ADNc de tiempo 1y 2

Ecu infestado. ADNc de tiempo 3 y 4

Ecu infestado. ADNc de tiempo 5y 6

CMC infestado. ADNc de tiempo 1y 2

CMC infestado. ADNc de tiempo 3 y 4

CMC infestado. ADNc de tiempo 5y 6

Ecu sin infestar. ADNc de tiempo 1y 2

Ecu sin infestar. ADNc de tiempo 3 y 4

Ecu sin infestar. ADNc de tiempo 5y 6

Total Hibridizaciones

Control Cy3
Tratamiento Cy5
Dye Swap
Control Cy3
Tratamiento Cy5
Dye Swap
Control Cy3
Tratamiento Cy5
Dye Swap
Control Cy3
Tratamiento Cy5
Dye Swap
Control Cy3
Tratamiento Cy5
Dye Swap
Control Cy3
Tratamiento Cy5
Dye Swap
12
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El ADNc se sintetizo utilizando el kit SMART™ PCR ¢DNA synthesis CLONTECH
(Anexo G) a partir de dos poblaciones de ARN de los genotipos MEcu 72 y CMC 40 como se

muestra en la Tabla 4. Se utilizé 1 ng de ADNc para marcar e hibridizar.

2.7.2 Diseiio experimental para microarreglos

Es necesario tener un disefio adecuado antes de empezar el experimento porque es
importante identificar a priori todas las posibles fuentes de variacion. El disefio de
experimentos tiene tres niveles que se deben tener en cuenta, las unidades experimentales
(réplicas bioldgicas), las muestras de ARN y el orden y cantidad de veces que estan los clones
en el microarreglo (réplicas técnicas) (Kerr & Churchill 2001). Las réplicas bioldgicas
permiten establecer significancia estadistica, extrapolar los resultados a la poblacion y derivar
confianza sobre la reproducibilidad de los resultados. Las fuentes de variacion en las unidades
experimentales estan a dos niveles, muestras d¢ ARNm obtenidas de varios especimenes o de
experimentos independientes (variacion biologica). La variacion bioldgica es intrinseca a todos
los organismos y responde a factores genéticos, ambientales, metodologicos, técnicos y
aleatorios (error experimental). Mezclar (pooling) muestras es una estrategia para aumentar la
precision de los tests de tratamientos, reduce la varianza del error al reducir el componente de
varianza de la muestra. Es interesante si la variacion entre muestras es grande (No. de pools).
Las réplicas técnicas (el ARN viene de la misma muestra) incrementan el poder del
experimento y proveen una base para determinar diferencias dentro de tratamientos. La
multiplicacion de clones en un array incrementa la precision y provee un control de calidad y
robustez al experimento (reproducibilidad). En este estudio (Figura 7), se hicieron tres réplicas
bioldgicas (experimentos completos) y dos réplicas técnicas (incluido el “Dye swap”) para

cada comparacion y tiempo.
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Diseiio Experimental Estrategia 1: Resistente infestado vs Suceptible infestado

"
4
2
L Al s \J
& s S
2 MEcu-72 CMC40
N
o
0 Extraccion ARN 1 Extraccion ARN 2 Extraccion ARN 3
S horas +7d 5 horas + 7d 5 horas + 7d
g
g 14d +184d 14d+ 184 14d + 18d
g TR — 1
=1
8
3
=
=9 ] =3 k=3 el B 1
&
= 204 +27d 204 +27d 20d+27d
~_ — 18 Hibridizaciones, en 2
‘ Marcaje reverso (Dye Swap) | Microarreglos, total: 36

Figura 7. Esquema del disefio experimental utilizado para el andlisis de microarreglos. Se
utilizo el mismo esquema para las dos comparaciones, aqui se muestra el caso del resistente

infestado vs. el susceptible infestado.

2.7.3 Analisis de los datos

Para identificar los genes que fueron significativos para mosca blanca, los datos de los

microarreglos fueron procesados de la siguiente manera:
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Deteccién de Fluorescencia

Escaner - ChipReader

l Hibridizacion
no especifica
Construccién de grillas. Correccién de
ruido de fondo || Filtro de puntos
réplicas
Versarray Normalizacién
l espacial

Normalizacidn entre canales
TIGR - MIDAS

l

Identificaciéon de clones diferenciales

SAM (Significance Analysis Microarrays)

Figura 8. flujograma donde se muestra los diferentes pasos como son procesados los datos de

microarreglos.

Estos datos fueron preprocesados utilizando el software Versdrray Analyzer®
ChipReader. Este sistema escanea, guarda y extrae las sefiales luminosas de los microarreglos
y otros especimenes fluorescentes depositados sobre porta objetos u otros sustratos. El
programa ChipReader utiliza esta informacion para generar imagenes electronicas de formato
TIFF que pueden ser luego analizadas con este programa u otros. EI programa hace parte de
un paquete informético e instrumental que incluye un escaner con laser Optico, una parte
electronica y un programa que permite su funcionamiento. En el escéner los rayos de luz
emitidos por el laser excitan los fluorocromos que estan sobre el porta objetos y luego recoge
las emisiones de luz que estos producen con las cuales genera las imagenes mencionadas

anteriormente (Figura 9).
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Figura 9. Ventanas del programa VersArray Analyzer® ChipReader donde se muestra la

forma que se escanean los microarreglos.

(A) el “quicksearch” o vista rapida del microarreglo en el cual se elije una pequefia porcion
del arreglo para optimizar los pardmetros de escaneco. (B) escaneo del arreglo donde se

observan los dos canales rojo y verde separados (arriba) y la unién de los dos colores (abajo).

Para otorgar valores de sefial a cada elemento del arreglo, el programa VersArray
Analyzer® ChipReader ajusta una malla en todo el arreglo, de manera que se fija un circulo a
cada elemento del arreglo. El programa mide la intensidad para ambos colores en cada
elemento y asigna un valor con unidades en pixeles (el elemento més pequefio en una imagen
digitalizada). Se ha estimado que el valor de la intensidad podria ser directamente
proporcional al nimero de moléculas de ARN hibridadas a cada elemento del arreglo. La
razén entre las intensidades roja / verde para cada clon da un estimativo preliminar de los

cambios en la expresion.

VersArray Analyzer® ChipReader ofrece la posibilidad de calcular el “background” local

en las proximidades de cada elemento del arreglo. El “background” es determinado en un area
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definida en los alrededores de cada elemento del arreglo y normalizado al area dentro de cada
elemento (es decir, dentro del circulo que se ha fijado a cada elemento), para ello proyecta el
“background”/area calculado en las proximidades al interior del circulo, de modo que puede
entregar un estimativo corregido de la sefial menos el “background” para cada elemento del
arreglo (Sefial = Intensidad - “background”). Existen varias formas de elegir este
“background” local entre ellas estan por anillo local (“local ring”) y por esquina local (“local
corner”), en este trabajo se eligid el “background” por anillo local. Para poder eliminar el
efecto del “background” se realizd una correccion de los elementos del arreglo, todos los
clones que presentaron un valor de sefial en la fluorescencia verde o roja inferior a dos veces
la desviacion estandar del “background” fueron eliminados (Quackenbush 2001). Para ser
tenidos en cuenta en los andlisis posteriores, la sefal para cada elemento debe ser: Sefial

(Rojo) > 2 d (“background”); Senal (Verde) > 2 d (“background”); d = desviacion estandar

Una vez obtenido el/los archivo(s) de imagenes, se transformaron las intensidades de las
senales obtenidas en datos numéricos, discriminando la sefial informativa del ruido que
pudiera haber en segundo plano. Aunque la razén Rojo / verde da un estimativo inicial de los
cambios en la expresion, tiene la desventaja de presentar estos cambios en una escala no
continua ni homogénea, la alternativa que se ha seguido es transformar los datos de sefial a
escala logaritmica, siguiendo las recomendaciones de Quackenbush (2002). Para un gen dado
(fila) pueden compararse las intensidades entre muestras y generar un reporte que exprese
encendido y apagado de genes o de cuantas veces mas o menos expresado se encuentra en las
diferentes condiciones ensayadas. No deben compararse intensidades entre genes (filas) del
mismo experimento ya que el nivel de expresion es una propiedad de cada gen, se puede
modificar por la expresion de otro gen presente en altos niveles en el mismo experimento y

estéd ligado a complejas vias de control.

2.7.3.1 Normalizacion de los datos
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Para la normalizacion de los datos se utilizo el programa MIDAS®. La normalizacion es
el ajuste a las intensidades de cada muestra para hacerlas comparables entre si y se asegura
que las diferencias en intensidad encontradas son debidas a la expresion diferencial y no a
artefactos incluidos en la experimentacion, como por ejemplo, cantidades iniciales de ARN
diferentes, diferencias en la eficiencia de la reaccion de marcaje con los dos fluorocromos,
diferencias en la eficiencia de la hibridizacion, diferencias en la eficiencia de la deteccion

(Yang et al. 2002).

Para corregir estas tendencias en la intensidad se pueden utilizar varios métodos como
son, la normalizacion global, la normalizacion lineal y la normalizacion global LOWESS (del
inglés, Locally Weighted Scatter Plot Smooth). En todos los casos hay que decidir el conjunto
de genes a usar en la normalizacion, estos pueden ser subconjuntos como los “housekeeping
genes” o todos los genes del microarreglo. En este trabajo se eligié para normalizar todos los
genes del microarreglo y el método de normalizacion de LOWESS. Teniendo en cuenta la
razén T; = logx(R/ G;), este método busca eliminar de la razén T; el sesgo dependiente de la
intensidad de los valores G; y R; (G~= valores del canal verde; R; = valores del canal rojo).
LOWESS utiliza localmente una aproximacion lineal. En esta regresion local se eligen los
puntos mas cercanos para el ajuste de la ecuacion. El porcentaje de puntos a usar los define el
usuario y pueden ser del 20 — 40%. En este estudio se utilizo el programa MIDAS® para la
normalizacion y en este programa esta definido el 33%. Después de aplicar el LOWESS, la
nube de puntos ya normalizada debe ser horizontal, y la mayoria de puntos deberan ubicarse
alrededor de cero, indicando que no hay efecto de la intensidad en la diferenciacion entre R y

G.

2.7.3.2 Identificacion de los genes diferenciales

Para determinar la expresion diferencial de los genes ubicados en el microarreglo fue
utilizado el programa de analisis SAM (del inglés, Significance Analysis of Microarrays)

(Tusher et al. 2001). SAM es una técnica estadistica para encontrar genes significativos en un
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conjunto de experimentos de microarreglos. Los datos de entrada a SAM son las mediciones
de expresion génica de un conjunto de experimentos de microarreglos, asi como también las
variables respuesta de cada experimento. La variable respuesta describe un grupo de datos
basados en condiciones experimentales. En este estudio se realizd6 el SAM con variable
respuesta de Clase Uno (One class) donde se prueba si el promedio de la expresion génica es
diferente a cero. SAM identifica los genes significativos estadisticamente mediante la
realizacion de pruebas-t especificas para cada gen y computa un estadistico d; para cada gen j,
el cual mide la fuerza de la relacion entre la expresion génica y la variable respuesta. Estos
andlisis utilizan estadisticas no paramétricas, ya que los datos no siguen una distribucion
normal. En este método permutaciones repetidas de los datos son usadas para determinar si la
expresion de cualquier gen es significativa en relacion a la variable respuesta. El uso del
analisis basado en permutaciones cuenta para las correlaciones en los genes y evita supuestos
paramétricos acerca de la distribucion de genes individual. Esta es una ventaja sobre otras
técnicas como la ANOVA y Bonferroni, las cuales asumen igual varianza y/o independencia
de los genes. El andlisis estadistico llevado a cabo por SAM es similar a la prueba estadistica
t-student. El estadistico t es una diferencia de medias sobre la desviacion estandar, el puntaje

P es similar en SAM, el cual hace parte de una distribucion P(i):

P@)=SR —-Sv /Si+ So

Donde P(i) es la diferencia relativa en la expresion génica, SR y Sv son el promedio de las
senales en Rojo y verde respectivamente, Si es la desviacion estandar y So es una constante
adicionada para asegurar que la varianza de P(i) es independiente de la intensidad. El problema
con los experimentos de microarreglos es que la distribucion de P(i) no tiene una forma
matematica conocida (como t, normal, chi-cuadrado, distribucion binomial etc.), por lo que
SAM utiliza las permutaciones para determinar esta distribucion. A partir de las permutaciones
se estima la distribucion nula (distribucion de P(i) para los genes que no son diferencialmente
expresados), una vez la distribucion es conocida se calcula el valor de delta (3), el cual es
similar al valor-p del estadistico t, y este es utilizado para encontrar los genes diferencialmente
expresados. Para esto, SAM asigna un valor de la funcién p(i) a cada gen, este valor es llamado
puntaje observado (Po). Este puntaje Po es comparado con un puntaje esperado (Pe) calculado
a partir de las permutaciones con todos los datos, lo que da una estimacion de la aparicion de

expresion diferencial solo por azar y no por factores biologicos. La zona de significancia o en
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los cambios de expresion que determina el resultado de la comparacion Po:Pe puede ser
asignada por el investigador. La asignacion de los valores 0 debe hacerse teniendo en cuenta su
relacion con los FDR (False Discovery Rate), mientras mas pequefio sea & un mayor numero
de genes significativamente diferenciales serdn encontrados, pero el porcentaje de FDR
aumentara, debe entonces hallarse un equilibrio de acuerdo con el criterio del investigador.
Finalmente, durante la comparacién Po:Pe, si Po - Pe > 0, los genes son considerados
significativos positivamente, en cambio si Pe — Po > 0 son considerados significativos
negativamente. El punto de corte para la significancia estd determinado por el pardmetro de
ajuste delta (8), seleccionado por el usuario basado en la tasa de descubrimiento de falsos

positivos (Figura 10).
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Figura 10. gréafico interactivo de SAM donde se observan los puntos del microarreglo

hibridizado con los puntajes observados (eje Y) y los puntajes esperados (eje X).

Los genes significativamente diferenciales se ubican por fuera del valor delta (), estos puntos

rojos y verdes equivalen a los genes inducidos y reprimidos respectivamente. El usuario elije
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en la subventana de la parte inferior-derecha, el valor delta () en el cual el porcentaje de FDR
sea < 10% al igual que la mediana de falsos positivos, dando como resultado el niimero de
genes significativos (parte superior-izquierda). Una vez el usuario elije el valor delta (0) mas
adecuado, presiona los botones de la subventana donde esté la lista de los genes apareciendo

en otro sheet llamado SAM Output.

2.7.3.3 Métodos de agrupamiento y visualizacion de los datos

El andlisis de agrupamiento o Clustering de la matriz de expresion consiste en reunir
genes basandose en la similitud de su perfil de expresion. Existen métodos no supervisados y
supervisados basidndose en datos previos para concentrar los patrones de expresion
relacionados. Entre los métodos no supervisados el méas empleado es “k-media” y es apto para
organizar datos exploratorios exhaustivos. “K-media” es un algoritmo de particion que divide
los items en k-grupos de manera que la suma de las distancias al centro del grupo sea minima.
Por otro lado los métodos supervisados requieren un grupo de experimentos que los entrene
(training set) para generar reglas que puedan hacer predicciones o clasificar datos a testear
(testing set). Entre ellos podemos mencionar a los basados en redes neuronales de

aprendizaje. Los esquemas resultantes son de facil visualizacion y altamente informativos.
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3 RESULTADOS

3.1 Extraccion de ARN total y sintesis de ADN¢

Con el método de extraccion de ARN total de Cloruro de Litio (Chang et al. 1993) se
obtuvieron ARNs de alta calidad y excelente concentracion suficiente para llevar a cabo los

trabajos propuestos en el estudio (Figura 11)

Ety2 E3y4
R1 R2 R3 R1 R2 R3

ESity2 ESi3y4

R3I R1 R2 R3 R1 R2

Figura 11. ARNs extraidos con el método de Cloruro de Litio. “E” corresponde a Ecu 72

infestado y “ESI” a Ecu 72 sin infestar, en cada tiempo y cada réplica biologica.

E3y4 E5y6
R2 R3 R1 R2 R3

Figura 12. ADNc amplificados con el kit SMART™ PCR ¢DNA synthesis CLONTECH. “E”

corresponde a Ecu 72 infestado en cada tiempo y cada réplica biologica.

3.2 Hibridizacion sustractiva
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Con el fin de iniciar la caracterizaciéon molecular del fenémeno de resistencia de la yuca a
la mosca blanca A. socialis se decidi6 realizar un estudio transcripcional de los elementos
expresados por plantas resistentes durante la respuesta de defensa. Se emplearon dos técnicas
de hibridizacion sustractiva: la DSC (Differential Substraction Chain) descrita por Luo et al.
(1999), y la SSH (Suppression Subtraction Hibridization) (Diatchenko et al. 1996) para la

construccion de una libreria sustractiva a partir de la variedad resistente MEcu 72.

Se pretende identificar secuencias Uinicas de ARN mensajero entre dos poblaciones, asi la
generacion de amplicones también es un concepto util para las sustracciones de ADNc por
dos razones: a) Las técnicas de hibridacion sustractiva surgidas a partir del concepto de
Lisitsyn & Wigler (1993) aprovechan los adaptadores de los amplicones como ‘marcas’ que
se pueden utilizar al final del procedimiento para amplificar solo las secuencias diferenciales.
b) Es ampliamente aceptado que el uso de PCR para generar los amplicones tiene un efecto
‘normalizador’ en las representaciones del ADNCc, esto es, que se elimina la amplia variacion
en la abundancia de los ARNm individuales (Luo et al. 1999). Aun con todas las ventajas que
el uso de amplicones puede ofrecer para la realizacion de hibridizaciones sustractivas, es
necesario tener en cuenta que los tratamientos necesarios para su obtencion probablemente
presentan algunas desventajas que no permiten cubrir completamente el transcriptoma. Por
ejemplo, la digestion inicial puede pasar por alto secuencias que no contienen los sitios de
restriccion para la endonucleasa utilizada o, por el contrario, puede que otras secuencias
presenten un exceso de tales sitios de reconocimiento; en el primer caso, nunca se generaria
un amplicén de tal ADNc y, en el segundo, los fragmentos obtenidos serian tan pequefios que
se perderian en las purificaciones y tratamientos subsiguientes. Para evitar dichas situaciones,
el uso de enzimas como Dpnll y Rsal, que reconocen cuatro pares de bases y producen
extremos cohesivos al cortar, parece la mejor eleccion. Estas enzimas cortan, en promedio,
cada 256 pb lo que permite estimar que la mayoria de los ADNc seran cortados al menos dos
veces. Naturalmente, los resultados variaran dependiendo de la composicién de bases del
transcriptoma de cada organismo. La ligacion de adaptadores también puede tener un efecto
critico porque, de no ser efectiva, se perderd el efecto normalizador del PCR; asi, en una
ligacion ineficiente habrd menos moléculas con adaptador de los transcritos poco abundantes

lo que disminuye la probabilidad que se amplifiquen y estén presentes en el conjunto final de
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amplicones. Por ultimo, el PCR mismo también puede influenciar la generacion de las
representaciones; a pesar de ser una técnica robusta es bien conocida la variabilidad de los
resultados cuando se alteran las condiciones. Por lo tanto, se tomé una eleccion cuidadosa de
la Taq polimerasa (se utilizo Taq Advantage, de CLONTECH), las concentraciones de
reactivos y los tiempos y temperaturas de amplificacion adecuadas para generar un barrido
uniforme y repetible. El grado de sustraccion deseado en nuestra aplicacion particular es una
consideracion importante, ya que segun Kempema et al. (2007) en el caso de la interaccion
compatible Arabidopsis-Bemisia tabaci el porcentaje de genes inducidos por esta especie de
mosca blanca en un arreglo de 14815 clones, fue 11.8% (1256 genes) y en el caso de genes
inducidos por afidos (otro floemdfago) en sorgo (Zhu-Salzman et al. 2004) fue de 672 genes,
no se conoce un estimativo del niimero de genes inducidos por un floemo6fago en una
interaccion incompatible como es el caso de MEcu 72-4. socialis. En nuestro caso en cuanto a
la libreria obtenida por DSC, a partir de la tercera ronda de sustraccion se empezaron a notar

diferencias cualitativas (Figura 13).
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Figura 13. Gel de poliacrilamida tefiido con nitrato de plata, donde las flechas muestran las
diferencias en los productos de PCR obtenidos a partir de las tres rondas de hibridaciones

sustractivas con el método DSC.

Resistente infestado vs. el resistente sin infestar (E y ESI) en los tiempos 1y2 (adulto y

huevo), 3y4 (ninfa [ y IT) y 5y6 (ninfa [l y IV).
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En cuanto a la libreria obtenida por SSH, esta técnica solo tiene dos rondas de
hibridizacion y dos PCR, el segundo de los cuales es “anidado” y permite la amplificacion de
los insertos enriquecidos en las rondas de hibridizacion. Se pueden notar las diferencias

cualitativas en la segunda ronda (Figura 14)

Figura 14. PCR “anidado” a partir de dos rondas de hibridizacion sustractiva obtenidos con el

método SSH.

M: marcador de tamafio molecular 1 kb plus (Invitrogen). (1) MEcu 72 (1 y 2) infestado sin
sutraer. (2) MEcu 72 (1 y 2) sustraido con MEcu 72 sin infestar. (3) MEcu 72 (1 y 2)
sustraido con CMC 40 infestado. (4) MEcu 72 sin infestar, sin sutraer. (5) Reversa de la

anterior sustraccion, MEcu 72 sin infestar sustraido con MEcu 72 infestado.

Se obtuvo una libreria de 8 placas de 384 pozos, correspondientes a los dos métodos de
sustraccion (DSC y SSH) y a las diferentes comparaciones, incluyendo sustractivas forward y
reverse (en las cuales el “tester” pasa a ser el “driver” y viceversa) y las librerias sin sustraer,

para un total de 3072 clones, 1152 para DSC y 1920 clones para SSH (Tabla 5).

Tabla 5: Nombre de las librerias sustractivas construidas con los métodos DSC y SSH, cada

una corresponde a una placa de cultivo de 384 pozos, para un total de 3072clones.
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Numero de la libreria Nombre de la libreria

WF 1 Ecu infestado (R) vs. CMC infestado (S) DSC

WF 2 Ecu infestado vs. Ecu Sin Infestar DSC

WEF 3 Ecu infestado, Ecu Sin Infestar, CMC infestado. Sin sustraer DSC
WF 4 Ecu infestado (R) vs. CMC infestado (S) SSH

WF 5 Ecu infestado vs. Ecu Sin Infestar SSH

WF 6 Ecu infestado (R) vs. CMC infestado (S) Reversa

WF 7 Ecu infestado vs. Ecu Sin Infestar Reversa

WF 8 Ecu infestado, Ecu Sin Infestar, CMC infestado. Sin sustraer SSH

3.2.1 Amplificacion de insertos de los clones recombinantes por PCR

Con las metodologias DSC y SSH se obtuvieron fragmentos de 200-800 pares de bases
(Figura 15).
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Figura 15. Gel de agarosa en el que se muestran productos de PCR obtenidos a partir de

algunas librerias Sustractivas, escogidos al azar.

3.2.2 Secuenciacion y analisis bioinformatico de la libreria sustractiva
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Con el objetivo de ubicar las secuencias en el genoma de yuca y conocer cuantas
correspondian a secuencias unicas, 384 clones escogidos al azar de las librerias sustractivas
fueron secuenciados y analizados utilizando un script de PERL, con el cual se mapearon en el

genoma de yuca (version 4.1 http://www.jgi.doe.gov/CSP, la cual cubre ~70% de las 760-

Megabases del genoma de yuca y virtualmente todas las regiones génicas de la misma). Estas
secuencias mapeadas fueron sometidas a una busqueda en Genbank y TAIR utilizando

MEGABLAST (Rodriguez, comunicacién personal).

De los 384 clones secuenciados, 192 correspondian a la libreria DSC y 192 a la SSH. Las
secuencias corresponden aproximadamente al 12% de los clones de la librerias sustractivas,
de estos clones, 38 y 42 (SSH y DSC respectivamente) secuencias fueron descartadas por baja
calidad (datos no mostrados). Trescientas cuatro (304) fueron mapeadas y dieron hit
significativo utilizando MEGABLAST. Finalmente, de estas 304 secuencias se obtuvieron
125 secuencias unicas (32.5% del total de 384), y las 179 restantes fueron redundantes. De
estas 125 secuencias Unicas, 98 correspondieron a la libreria SSH y solo 27 a la libreria DSC.
Esta libreria presentd un porcentaje mayor de redundancia (64%) comparado con la SSH
(29%). Si extrapolamos ese 12% de clones secuenciados al total de clones obtenidos en la
libreria (3072), de los cuales 1152 corresponden a DSC, podriamos tener una idea de cuantos
clones aproximadamente tendrian secuencias Unicas en esta libreria, los cuales serian ~161,
menos las descartadas por baja calidad (~253), el resto (~737 clones) serian redundantes. En
el caso de la libreria SSH, de la cual se tienen 1920 clones, obtendriamos ~979 secuencias

unicas, ~384 no significativas y ~556 redundantes.

Los resultados anteriores nos muestran claramente, que la eficiencia para obtener un
porcentaje alto de secuencias Unicas y un porcentaje bajo de redundancia, fue mejor en las
librerias construidas con el método SSH, esto hace de esta técnica una excelente herramienta
para identificar genes. A pesar que el porcentaje de secuencias de baja calidad fue casi el
mismo en ambas librerias, sorprende la diferencia en el nimero de secuencias Unicas. Esto va
de acuerdo a muchos trabajos reportados donde han utilizado exitosamente esta metodologia

(Lukyanov et al. 1994; Gurskaya et al. 1996; Diatchenko et al. 1996), la cual en este estudio
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se siguid estrictamente segun las indicaciones del fabricante (ver Modelo Metodologico).

El mayor porcentaje de clones redundantes correspondié a secuencias relacionadas con
fotosintesis, resultados que se mostraran mas adelante en este documento. Porcentajes altos de
clones redundantes es un resultado que se ha observado en muchos trabajos que utilizan este
tipo de metodologias, por ejemplo, Lopez et al, (2004) reportaron una redundancia del 80%
con el método DSC. Este es un resultado que demuestra que varias rondas de sustraccion
favorecen el enriquecimiento en las librerias de transcritos especificos. Long-Ling et al.
(2009) utilizando SSH construyeron una libreria sustractiva para detectar diferencias
fisiologicas y morfoldgicas entre gametofitos machos y hembras de Laminaria japonica,
obtuvieron una tasa de redundancia de 69.74%. Jia et al. (2006) utilizando también el método
SSH, contruyeron una libreria sustractiva en Euphorbia esula para identificar genes
diferencialmente expresados en dormancia y crecimiento de yemas, obtuvo una tasa de

redundancia del 85%.

3.2.2.1 Secuencias diferencialmente inducidas por A. socialis en yuca

En las librerias sustractivas fueron encontrados algunas secuencias similares a genes que
hacen parte de las respuestas de defensa de la planta al ataque de patdégenos y plagas, genes
que probablemente actian en el reconocimiento de la plaga, otros que participan en el
desarrollo de estrés oxidativo que muy probablemente activan la HR, otros que pueden activar
vias completas de sefalizacion como la via de JA ET y SA. En la Tabla 2 se muestran las
secuencias con funcion Unica, nimero de accesion en GenBank, descripcion, puntajes y valor
E, todos estos datos arrojados por GenBank utilizando el algoritmo MEGABLAST vy

clasificados en términos de GO (Figura 16).

Tabla 6: Mejores hit encontrados en GenBank utilizando el algoritmo MEGABLAST de las

secuencias obtenidas en las librerias sustractivas y mapeadas en el genoma de yuca.
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Se muestra de cual libreria fue obtenida la secuencia, EyESI y EyC corresponden a las

sustraidas, SS corresponde a las librerias sin sustraer y “reverse” corresponde las librerias

sustractivas reversas. * corresponde a las secuencias ubicadas en mas de una categoria

funcional por GO. En la categoria Defensa se sefialan los genes inducidos o que participan en

la biosintesis y/o sefializacion o induccion por JA, ET y SA.

Proceso Biologici Libreria ~ Aseccion

Ubicacion genoma Yu« Descripcion

Max punE value

Defensa

SA EyESI AT3G01500.3

EyESI AT3G12490.1
JA,ET EyESI AT3G12500.1
JA EyESI AT3G22400.1
JA EyESI AT4G26850.1
JA,ET EyESI AT2G14580.1

JA,ET EyESI AT4G13040.1
EyESI AT5G10530.1
EyESI NP_192237.1
EyESI, SS AT2G03440.1
EyC AT1G47710.1

Estres Oxidativo
EyESI BAD30454.1
EyESI AT4G35090.1
EyESI AT3G22400.1
EyC AAM65092.1
EyC ABZ88803.1
reverse AT4G33010.1
reverse AT1G12900.1
SS AT4G25130.1

Metabolismo de

Carbohidratos y EyESI AT1G61520.1

Fotosintesis EyESI AT3G61470.1
EyESI AT5G54270.1
EyESI AT5G38430.1
EyESI AT5G38410.2
EyESI AT1G79040.1
EyESI AT2G30570.1
EyESI AT1G54780.1
EyESI AT2G39730.2
EyESI, SS AT5G66570.1
Todas AT1G67090.1
EyESI, rev AT2G34430.1
EyESI, rev AT2G39730.2

EyC AT2G20260.1
EyC ATA4G05180.1
EyC, rever AT1G52230.1
Proteolisis
EyESI ATI1G70170.1
EyESI AT3G58040.1
EyC AT5G05740.2
EyC AT1G67690.1
reverse AT2G20580.1
Modificacion y

Biosintesis de ~ EyESI AT3G12500.1
pared celular EyESI AT3G59010.1
EyC AT2G21140.1
EyC AT3G06260.1

cassava4.1_011848m
cassava4.1_019957m

CA1 (CARBONIC ANHYDRASE 1); carbonate dehydratase [Arabid
cysteine protease inhibitor, putative / cystatin,

cassava4.1_011797m* ATHCHIB (ARABIDOPSIS THALIANA BASIC CHITINASE); chi
cassava4.1_001506m* LOXS3; electron carrier/ iron ion binding / lipoxygenase/ metal ion bir

cassava4.1_007450m
cassava4.1_017950m
cassava4.1_015207m
cassava4.l_021217m

cassava4.l_018733m
cassava4.1_009293m

cassava4.1_006302m
cassava4.l_001506m*

cassava4.1_000718m
cassava4.l _008965m
cassava4.l_014167m

cassava4.1_013684m
cassava4.l_013916m
cassava4.1_014117m
cassava4.l 017243m
cassava4.1_018735m
cassava4.l 018756m
cassava4.1_019040m
cassava4.l 012916m
cassava4.1_007872m
cassava4.l 013817m
cassava4.1_017170m
cassava4.l 014040m
cassava4.1_006803m
cassava4.l 018492m
cassava4.1_015521m
cassava4.l 018595m

cassava4.l 012291m
cassava4.1_012440m
cassava4.l_005317m
cassava4.1_014845m
cassava4.1_001470m

cassava4.1_011797m*
cassava4.1_004607m
cassava4.1_008259m
cassava4.l 027013m

VTC2 (vitamin ¢ defective 2); GDP-D-glucose phosphorylase/
ATPRBI;

AP2 domain-containing transcription factor family protein [Arabidop:
lectin protein kinase, putative; KOG3839;

cytochrome b6-f complex iron-sulfur, putative [Arabidopsis thaliana]
nodulin-related;

serpin, putative / serine protease inhibitor, putative;

putative calreticulin interacted protein [Oryza sativa subsp. Japonica]
CAT2 (CATALASE 2); catalase; CAT2;

LOXS5; electron carrier/ iron ion binding / lipoxygenase/ metal ion bir
protein-methionine-S-oxide reductase [Arabidopsis thaliana]
glutaredoxin [Hevea brasiliensis]

AtGLDP1 (Arabidopsis thaliana glycine decarboxylase P-protein 1)
GAPA-2 (GLYCERALDEHYDE 3-PHOSPHATE DEHYDROGEN.
peptide methionine sulfoxide reductase, putative;

LHCAS3; chlorophyll binding; LHCA3; K08909;

LHCAZ2; chlorophyll binding; LHCA2; K08908;

LHCB3 (LIGHT-HARVESTING CHLOROPHYLL B-BINDING PR
ribulose bisphosphate carboxylase small chain 1B /

ribulose bisphosphate carboxylase small chain 3B /

PSBR (photosystem II subunit R); PSBR;

PSBW (PHOTOSYSTEM Il REACTION CENTER W); PSBW;
thylakoid lumen 18.3 kDa protein; PF04536;

RCA (RUBISCO ACTIVASE); ADP binding / ATP binding /
PSBO1 (PS I OXYGEN-EVOLVING COMPLEX 1)[Arabidopsis th
RBCS1A (RIBULOSE BISPHOSPHATE CARBOXYLASE SMALI
LHBI1BI; chlorophyll binding; LHB1B1;

RCA (RUBISCO ACTIVASE); ADP binding / ATP binding / enzym:
PSAE-2 (photosystem I subunit E-2); catalytic; PSAE-2;

PSBQ-2; calcium ion binding; PSBQ-2;

PSAH2 (PHOTOSYSTEM I SUBUNIT H2); PSAH2;

MMP (MATRIX METALLOPROTEINASE); metalloendopeptidase
SINAT2 (SEVEN IN ABSENTIA OF ARABIDOPSIS 2); protein
EGY?2; metalloendopeptidase; EGY?2;

metalloendopeptidase; PACid:17963401

RPNI1A (26S PROTEASOME REGULATORY SUBUNIT S2 1A); t

ATHCHIB (ARABIDOPSIS THALIANA BASIC CHITINASE); chi
pectinesterase family protein;

ATPRP2 (PROLINE-RICH PROTEIN 2); ATPRP2;

GATLA4 (Galacturonosyltransferase-like 4);

442
793
418
424
438
539
811
85.5
56
509
42

84
192
424
242

64
278
856
170

813
176
636
563
226
696
476
617
375
573
735
389
912
640
577
434

385
38
565
34
797

418
404
472

e-124
0
e-116
e-118
e-122
e-153
0
2E-15
1E-06
e-144
0.003

2E-15
1E-48
e-118
3E-94
7E-09
1E-74

4E-42

3E-44

e-160
SE-59

e-134
e-176
e-103
e-163

e-108

e-164
e-121

e-106
0.036
e-161

0.65

e-116
e-112
e-132

0.53
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continuacion tabla 2...

Proceso Biologici Libreria

Aseccion

Ubicacion genoma Yu« Descripcion

Max punE value

Respuesta a

Estres/estimulos EyESI
EyESI
EyESI
EyESI

AT1G07930.1; cassava4.1_007545m
AT1G06040.1 cassava4.l 015258m
AT3G44110.1; cassava4.1_013775m
AT1G32220.1 cassava4.l 032951m

EyESI, SS XP_002519375.1*

SS

SS

SS

SS

SS
reverse
EyC
EyC
EyC

Senales de

Transduccion EyESI
EyESI
EyESI
EyESI
EyESI
EyESI
EyESI

AT4G38970.1; cassava4.l 009143m
AT4G26530.1 cassavad.1_010561m
AT5G63160.1 cassava4.l 018206m
AT5G65430.1 cassavad.1_014556m
AT3G44110.1; cassava4.l 013783m

AT3G62410.1 cassava4.1_019184m
AAX84677.1
AT1G60470.1 cassava4.1_011281m

AT5G50720.1 cassava4.l 018619m

AT4G13040.1 cassava4.1_015207m
AT5G48940.1 cassava4.l 025296m
AT2G02800.1 cassava4.1_008540m

AT2G46500.1
AT3G53570.1
AT3G59440.1
ACH73166

cassava4.l _004256m
cassava4.1_007876m
cassava4.1_018011m

EyESI, Eyt AT1G77280.1; cassava4.1_002273m

EyC
EyC
EyC
reverse
reverse
reverse
reverse
SS

SS

SS

Metabolismo SS
Secundario

Transporte

EyESI, SS AT5G57940.1

EyESI
EyESI
EyESI
EyESI
EyC
EyC
reverse

ACA24496.1.
AT5G02810.1
AT2G26940.1
AT1G32220.1
AT2G27230.1

cassava4.1_002119m
cassava4.l_022792m
cassava4.1_000590m
cassava4.1_002532m
AT2G37520.1 cassava4.l_001456m
AT1G72970.1 cassava4.l_004024m
AT5G47080.1 cassavad.1_013605m
AT5G63160.1 cassava4.l_018206m
NP_564045.1*

AT4G17190.1 cassava4.l_011120m

EyESI, SS XP_002519375.1%

cassava4.1_002441m
cassava4.l_008196m
AT2G01320.1 cassava4.1_002526m
AT1G60030.1 cassava4.l 005046m
YP_001718422.1

AT5G03450.1 cassava4.l 009733m
AT5G38710.1 cassavad.1_028293m
AT1G44750.2 cassava4.l 010312m

AT4G38250.1

elongation factor 1-alpha / EF-1-alpha;

STO (SALT TOLERANCE); DNA binding / protein binding
ATJ3; protein binding; ATJ3;

binding / catalytic/ coenzyme binding;

NAC domain-containing protein [Ricinus communis]
fructose-bisphosphate aldolase, putative;

fructose-bisphosphate aldolase, putative;

BT1 (BTB AND TAZ DOMAIN PROTEIN 1); protein binding /
GRF8 (GENERAL REGULATORY FACTOR 8); protein binding
ATJ3; protein binding; ATJ3;

CP12-2; protein binding; CP12-2;

Auxin-repressed protein-like protein ARP1 - Manihot esculenta
AtGolS4 (Arabidopsis thaliana galactinol synthase 4);
ATHVA22E; HVA22E; PTHR12300; PF03134;

AP2 domain-containing transcription factor family protein [Arabidop:
leucine-rich repeat transmembrane protein kinase,

APK2B (PROTEIN KINASE 2B); ATP binding / kinase/ protein
phosphatidylinositol 3- and 4-kinase family protein /

AFC1 (ARABIDOPSIS FUS3-COMPLEMENTING GENE 1); ATP
calcium-binding protein, putative;

CONSTANS-like protein [Prunus persica]

protein kinase family protein; KOG1187;

putative transcription factor [Cucumis sativus]

PRR7 (PSEUDO-RESPONSE REGULATOR 7); transcription

zinc finger (C2H2 type) family protein;

protein binding / zinc ion binding [Arabidopsis thaliana]

LHW (LONESOME HIGHWAY); protein homodimerization

PHD finger family protein;

HTH (HOTHEAD); FAD binding / aldehyde-lyase/

CKBI; protein kinase regulator; CKB1;

BT1 (BTB AND TAZ DOMAIN PROTEIN 1); protein binding /
protein phosphatase 2C (PP2C), putative [Arabidopsis thaliana]

FPS2 (FARNESYL DIPHOSPHATE SYNTHASE 2)
NAC domain-containing protein [Ricinus communis]

ATCNGCS (CYCLIC NUCLEOTIDE GATED CHANNEL 5); calm¢
amino acid transporter family protein;

ABC transporter family protein; KOG0061;

xanthine/uracil permease family protein; NAT7;

ATP synthase CF1 alpha subunit [Manihot esculenta]

zinc finger (C3HC4-type RING finger) family protein;

proline oxidase, putative / osmotic stress-responsive

ATPUP11; purine transmembrane transporter [Arabidopsis thaliana]

783
325
474
89.4
122
1116
672
74
442
182
533
332
771
32

811
36
40
34
32

628

200
34
63

587
36

418

741

527
34

559
74

179

84
122

34
355
32
34
608
36
36
636

0
9E-89
e-133
2E-16
4E-26

1E-12
e-124
SE-46
e-151
2E-31

1.2

0.32
0.012
0.33
14
e-179
4E-50
0.79
2E-12
e-167
0.24
e-116

e-149

0.54
e-159
1E-12
TE-44

6E-16
4E-26

0.51
1E-97
1.4
0.52
e-172
0.25
0.15
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continuacion tabla 2...

Proceso Biologict Libreria Aseccion Descripcion Max punE value

Metabolismo y

Mantenimiento  EyESI AT5G62310.1 cassava4.1 024039m IRE (INCOMPLETE ROOT HAIR ELONGATION); kinase/ protein 34 073

celular EyESI, Eyt AT4G37300.1 cassava4.1_017664m MEES59 (maternal effect embryo arrest 59); MEES9; 620 e-177
EyESI, Eyt AT5G02380.1 cassava4.1 019963m MT2B (METALLOTHIONEIN 2B); copper ion binding; MT2B; 482 e-135
SS AT3G09390.1 cassava4.l_020537m MT2A (METALLOTHIONEIN 2A); copper ion binding; MT2A; 460 e-129
SS NP_567755.1 glycerophosphodiester phosphodiesterase/ kinase [Arabidopsis thaliar 242 9E-63
reverse  AT1G12900.1 cassava4.1_008965m GAPA-2 (GLYCERALDEHYDE 3-PHOSPHATE DEHYDROGEN. 856 0
reverse  AT3G21160.1 cassava4.1 _011906m mannosyl-oligosaccharide 1,2-alpha-mannosidase, 36 031

Traduccion
EyESI AT2G40435.1 cassava4.l_030263m unknown protein; PACid:17964119 115 2E-24
SS XP_002526873.1 608 acidic ribosomal protein PO, putative [Ricinus communis] 334 1E-89

Estrucura
EyESI AT5G12250.1 cassava4.1_011440m TUBG6 (BETA-6 TUBULIN); structural constituent of 486 e-137
EyESI AT2G30620.1 cassavad4.l_013410m histone H1.2; PTHR11467; PF00538; 68 3E-11

Funcion

desconocida EyESI AT2G18740.1 cassava4.l 020283m small nuclear ribonucleoprotein E, putative / snRNP-E, 254 2E-67
EyESI AT4G17520.1 cassavad.l_009956m nuclear RNA-binding protein, putative; 712 0
EyESI AT5G55660.1 cassava4.l_004030m unknown protein; KOG2266; PTHR13468; 599 e-171
EyESI AT2G15020.1 cassavad4.1_005474m unknown protein; PACid:17963125 640 0
EyESI AT5G06220.1 unknown protein [Arabidopsis thaliana] contain LETM1-like protein
EyESI ATA4GO1150.1 cassavad4.1_017927m unknown protein; PACid:17975688 392 e-109
EyESI cassava4.l 020460m PACid:17961638 32 1.5
EyESI AT3G61050.1 cassava4.l_005819m NTMC2T4; lipid binding; NTMC2T4; PTHR10774; 313 3E-85
EyESI ATI1G76010.1 cassava4.l 014369m nucleic acid binding; KOG2567; PTHR13516; 32 22
EyESI AT3G10260.3 cassava4.l_014754m reticulon family protein; KOG1792; 676 0
EyESI cassava4.l 025353m PACid:17972334 56 1E-07
EyESI, rev AT2G34510.1 cassava4.1_012235m unknown protein; PF04862; PACid:17972257 36 0.14
EyC [INF00491102 nitrite extrusion protein [Amycolatopsis mediterranei]
EyC AT2G01050.1 cassavad4.1_031347m nucleic acid binding / zinc ion binding; 36 0.15
EyC AT4G01150.1 cassava4.l 017773m unknown protein; PACid:17978534 281 1E-75
SS AT3G26935.1 cassavad.l_007455m zinc finger (DHHC type) family protein; 1005 0
SS AT3G01680.1 cassava4.l 002622m unknown protein; ; PTHR13871:SF2; PF11594; 973 0
SS AT1G45688.1 cassava4.l_022075m unknown protein; PACid:17985421 38 0.041
SS Q3HVK6 Drm3-like protein n=1 Tax=Solanum tuberosum 103 1E-20
reverse AT5G25270.1 cassava4.l 011827m unknown protein; KOG0005; PTHR15204; 36 0.075

reverse AT1G60060.1 cassava4.l 029411m unknown protein; PTHR13902:SF3;
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Categorias Funcionales, Libreria Sustractiva
Funcion desconocida
M Defensa

12% Estres Oxidativo
b

21%
2% Respuesta a Estres y estimulos
2%
3% pn
3%

5%>

10%

M Senalizacion

Metabolismo de Carbohidratos y
7% Fotosintesis
\\ M Transporte
\\\ \/7% Traduccion
Proteolisis
..4 Biosintesis y Modificacion de

Pared celular

Metabolismo secundario

Homeostasis y mantenimiento
celular

Figura 16. Diagrama de torta en el que se muestran la clasificacion de los genes por categorias
funcionales inferidas por GO, obtenidos en la libreria sustractiva en respuesta al ataque de A.

socialis.

3.2.2.1.1 Librerias sin sustraer

La libreria sin sustraer es un control que se utiliza para tener la certeza que la sustraccion
funciona y que realmente los genes regulados por A. socialis son sustraidos. En esta libreria
sin sustraer se encuentra toda la poblacion de amplicones obtenidos a partir del ADNc, es
sometida al mismo proceso de las sustraidas, digestion con las enzimas Dpnll y Rsal
(utilizadas por DSC y SSH, respectivamente), adicion de adaptadores, pero sin ser sometida al
proceso de hibridizacion. Sirve para visualizar en los geles de agarosa y acrilamida, como el
proceso de sustraccion va ocurriendo a medida que se realizan las rondas de sustraccion

(Figuras 13 y 14).
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En la libreria sin sustraer se obtuvieron 17 secuencias, 12 de SSH y cinco de DSC. De
estas, seis fueron aisladas también en las sustractivas, las que correspondieron a similar a
NAC domain-containing protein (XP_002519375), protein kinase family protein
(AT1G77280.1), nodulin-related (AT2G03440.1), ATCNGC5 (CYCLIC NUCLEOTIDE
GATED CHANNEL 5), PSBOI, y RBCS1A4 (RIBULOSE BISPHOSPHATE CARBOXYLASE
SMALL CHAIN), las dos ultimas relacionadas con fotosintesis. Esta ultima secuencia fue el
transcrito mas abundante en SSH, (26 veces). Las secuencias obtenidas a partir de las librerias
sin sustraer fueron clasificadas por GO en las categorias funcionales de estrés oxidativo,
metabolismo de carbohidratos y fotosintesis, respuestas a estrés y/o estimulos, sefiales de
transduccion, y mantenimiento celular en general. No se ubicaron en las categorias
relacionadas con defensa [excepto la secuencia nodulin-related (AT2G03440.1), que también
se obtuvo en la sustractiva], prote6lisis y modificacion/biosintesis de pared celular. En estas
ultimas tres categorias se podrian ubicar a los posibles genes candidatos implicados en la

respuesta de defensa de la yuca a A. socialis.

3.2.2.1.2 Librerias reversas

Las librerias reversas son las que corresponden a las sustracciones en las que el “tester”
pasa a ser el “driver”. En este caso MEcu 72 sin infestar y CMC 40 infestado pasan a ser
sustraidos por MEcu 72 infestado. Estas librerias también son utilizadas como control de la
calidad y eficiencia de la sustraccion, ya que se espera que la mayoria de secuencias obtenidas
utilizando ambas estrategias sean diferentes. Es decir, si obtenemos la misma secuencia en la
MEcu 72 infestada y en la sin infestar después de la sustraccion normal y reversa, quiere decir
que muy seguramente este gen no estd implicado en la respuesta de defensa de la yuca contra
A. socialis, y que probablemente por artefactos en la técnica o por su relativa abundancia fue

sustraido.

Diecisiete secuencias se obtuvieron en las librerias sustractivas reversas, de las cuales 13
fueron tnicas y cuatro se compartieron con las sustraidas y las sin sustraer. De nuevo una de

estas secuencias compartidas fue la RBCS14, que en las reversas estuvieron repetidas tres
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veces. Las otras secuencias compartidas fueron RCA (RUBISCO ACTIVASE), la LHBIBI;
chlorophyll binding, la PSAH2 (PHOTOSYSTEM [ SUBUNIT H2), todas relacionadas con
fotosintesis. Fueron clasificadas por GO en todas las categorias funcionales a excepcion de

defensa y modificacion/biosintesis de pared celular.

3.2.2.1.3 Librerias sustractivas

Treinta y nueve secuencias fueron unicas para la sustractiva de la comparacion EyESI, y
para esta comparacion otras 11 secuencias fueron compartidas tanto con la comparaciéon EyC
como con las reversas y las sin sustraer. Con la comparacion EyC se obtuvieron 15 secuencias
unicas y ocho compartidas con las demas librerias. En total fueron 16 secuencias las que se
compartieron entre las sustractivas, reversas y sin sustraer. Entre estas se encuentran algunas
de las mas abundantes en las librerias obtenidas por DSC y por SSH. Entre estas encontramos

algunas de las que participan en fotosintesis y metabolismo celular (Tabla 6).

En la discusion consideraremos solo las secuencias aisladas a partir de las librerias
sustractivas, que son las diferencialmente inducidas por 4. socialis. En la sustraccion
diferencial se observd que la mayor cantidad de secuencias obtenidas provenian de la
comparacion EyESI, comparada con EyC (MEcu 72 resistente infestado vs. CMC 40
suceptible infestado). Esto sugiere que con la sustraccion se pudo obtener un buen resultado
en la obtencién de la cascada de respuesta de defensa, ya que las secuencias aisladas en
EyESI (el “driver” no estaba infestado) es el resultado del asentamiento y alimentacion por A.
socialis. Por el contrario en la comparacion EyC (el “driver” que es suceptible, estaba
infestado) de la cual esperabamos obtener las secuencias que respondian al ataque del insecto
y que solo se encontraban en el genotipo resistente, no fue tan exitosa. Lo que sugiere que la
estrategia empleada con estas técnicas de sustraccion en el caso de la comparacion del

resistente vs. susceptible no fue la mejor.
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Apoyando lo anterior, se puede observar (Tabla 6) que la mayoria de las secuencias
relacionadas con defensa, proteodlisis y modificacion/biosintesis de pared celular fueron
aisladas en la libreria sustractiva de la comparacion EyESI. Entre estas secuencias se
encuentran las que dieron similar a algunos genes que han sido reportados que cumplen un
papel importante en las respuestas de defensa de las plantas a patdégenos y plagas, como son
AP2 domain-containing transcription factor, el cual tiene un papel crucial en la sefializacion y
cruce de las vias de JA 'y ET (Pré et al. 2008), LOX3, la cual es una lipoxigenasa que participa
en la biosintesis de JA (Schaller, 2001), VTC2 (Vitamin C Defective 2), la cual esta
involucrada en respuesta de defensa a bacterias y responde al estimulo por JA (Miiller-Moulé,
2008), ATPRBI (AT2G14580.1) (Basic PRI-like protein,) gen de respuesta de defensa
regulado por JA/ET (Santamaria et al. 2001), CAI (Carbonic Anhydrase I, sinbnimo de
AtSABP3) proteina de ligacion a SA, la cual es requerida contra la infeccién por patogenos
como bacterias e interacciones incompatibles de hongos (Wang et al. 2009). También se
obtuvo una secuencia similar a ATHCHIB (ARABIDOPSIS THALIANA BASIC CHITINASE,
PR-3) la cual es una quitinasa bésica involucrada en vias de sefializacion mediada por JA/ET
durante la resistencia sistémica adquirida, basados en trabajos de expresion (Pulla et al. 2011;
Fan et al. 2007). Pertenece a la Glycoside hydrolase family 19. Las quitinasas son enzimas
que catalizan la hidrdlisis de los ligamientos de la beta-1,4-N-acetyl-D-glucosamina en los

polimeros de quitina.

En la libreria sustractiva se aislaron secuencias similares a cysteine protease inhibitor,
putative / cystatin, otra similar a serpin, putative / serine protease inhibitor, la cual es un
inhibidor de metacaspase-9 cysteine protease y por ultimo una secuencia similar a /lectin
protein kinase, putative (AT5G10530.1). Entre los mecanismos de defensas activas contra
patogenos y plagas se encuentran las proteinas de defensa, las cuales han sido clasificadas en
cinco grupos de acuerdo a su funcion. El primer grupo consiste en proteinas involucradas en
compuestos antimicrobiales y metabolitos secundarios toxicos. El segundo grupo consiste en
carbohidrolasas dentro de las cuales se encuentran las glucanasas y las quitinasas. El tercer
grupo contiene proteinas llamadas Defensinas (Broekaert et al. 1995) y proteinas ricas en
Cisteina como los inhibidores de proteasa (PI). Los PI que comprenden varias clases de

proteasas digestivas en el intestino del insecto, han sido estudiados por su papel en las
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respuestas de defensa activas (Green & Ryan 1972; Ryan 1990). La inhibiciéon de las
proteasas del intestino del insecto por PI resulta en deficiencias en amino 4cidos que afectan
negativamente el crecimiento y desarrollo del herbivoro (Lison et al. 2006; Zabala et al.
2004). Lectinas y quitinasas de plantas pueden tener como blanco los componentes del
intestino del insecto que contienen carbohidratos (Lawrence & Novak 2006; Peumans &
Vandamme 1995). Las enzimas oxidativas tales como las polifenol oxidasas (PPO) y
lipoxigenasas (LOX) modifican la proteina dietaria a través de la produccion de o-quinonas y
peroxidos lipidos, respectivamente (Constabel et al. 1995; Felton et al. 1994; Wang &
Constabel 2004). Estos PI, lectinas y quitinasas podrian jugar un papel importante como
genes efectores, que finalmente ocasionan la muerte de las ninfas de 4. socialis cuando se

alimenta de yuca.

En la categoria de biosintesis y modificacion de pared celular se aislaron dos secuencias
que fueron similares a genes envueltos en este proceso, los cuales se han implicado en
respuesta de defensa contra patdégenos y plagas, estos son, la ATCHIB, mencionada
anteriormente, y la secuencia similar a pectinesterase family protein (AT3G59010.1) la cual
actia en la modificacion de la pared celular mediante la dimetil-esterificacion de la pectina
presente en la pared, estd envuelta en la inhibicion de patdogenos microbianos (Koizumi et al.

2009).

Se aislaron varias secuencias similares a genes que codifican para proteasas, entre estas la
MMP (Matrix Metalloproteinase, NP_177174) la cual es responsable de la proteolisis de la
matriz extracelular y de las moléculas de la superficie celular, jugando un papel crucial en
morfogénesis, migracion celular, reparacion de tejido y apoptosis entre otros. Aunque los
sustratos naturales de las MMP en plantas son desconocidos estos juegan un importante papel
en procesos fisioldgicos como los anteriormente mencionados, asi como también en defensa
contra patoégenos, Liu et al. (2001), aislaron el gen GmMMP?2 en soya y demostraron que es
activado en respuesta a la infeccion de patégenos Oomicetos y bacterianos, y Schiermeyer et
al. (2009), demostraron que una MMPI de tabaco era inducida por patdogenos bacterianos.

Una MMP fue aislada de una libreria sustractiva en yuca en el estudio de la interaccion yuca-
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Xanthomonas (un patogeno bacteriano) (Soto 2003). Este autor sugiere que esta
metaloproteinasa en esa interaccion podria cumplir funciones similares a las propuestas para
GmMMP?2 en soya, sin embargo al igual que en este estudio, es necesario realizar mas

experimentos sobre esta proteina para comprobar esta hipotesis.

Como puede observarse, estos proteinas de defensa se encuentran entre las
frecuentemente implicadas como efectores que finalmente matan al insecto y disminuyen el
dafio que estos inflingen en la planta hospedera, y al ser encontradas en la libreria sustractiva

podrian sugerir un papel importante en la respuesta de defensa de MEcu 72 a 4. socialis.

En cuanto a las secuencias aisladas que fueron similares a genes implicados en estrés
oxidativo, se obtuvieron tres de la comparaciéon EyESI y dos de la comparacion EyC. En
cuanto a las tres de EyESI se encuentran la anteriormente mencionada LOX5, por su
participacion la hidroperoxidacion de lipidos en la via octadecanoide (Schaller et al. 2005).
También encontramos la CAT2 (CATALASE 2) (AT4G35090.1) y en la EyC una
Glutaredoxin (ABZ88803). Con el fin de prevenir dafios ocasionados por ROS los
organismos aerobicos poseen enzimas que rapidamente los degradan, una de ellas es la
catalasa, esta enzima protege la célula del H202 y de otros ROS por conversion del H202 en

agua y oxigeno molecular durante una reaccion catalitica (Apel & Hirt 2004).

Se ha demostrado que la catalasa juega un importante papel en las respuestas de defensa
en plantas en contra de un amplio rango de patdogenos (Yi et al. 1999). Una de las mas rapidas
respuestas de defensa seguidas al reconocimiento del patogeno la constituye la produccion de
ROS, se ha sugerido que el aumento de ROS representa una via de sefializacion para el inicio
de la HR y SAR (Grant & Loake 2000). Para que los compuestos con oxigeno reactivo se
acumulen en la célula es necesaria la inhibicién de la enzima calatasa, la cual mantiene la
homeostasis. El SA es el encargado de inhibir tanto la transcripcion como la actividad
enzimatica de la catalasa (Yi et al. 1999). Asi, la acumulacion de SA inhibe la catalasa, su
dispersion a través de la planta induce SAR y paralelamente se acumula ROS (Ryals et al.

1996), esta evidencia sugiere que la activacion de SAR se realiza por distintas vias de
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senalizacion mediadas por SA y ROS. Plantas transgénicas de tabaco expresando genes con
orientacion antisentido de dos familias de catalasa que se unen a SA (CATI y CAT2)
mostraron el desarrollo de HR, induccion de genes PR de la familia PR/ y el aumento de la
resistencia al Virus del Mosaico del Tabaco (Chamnongpol et al. 1998). Aparentemente la
yuca se protege a si misma del estrés oxidativo generado por la produccion de ROS en la
etapa seguida al reconocimiento del herbivoro, uno de los mecanismos de proteccion lo
constituye la expresion de CAT2, el otro lo hace a través de la sintesis de Glutarredoxina, una
oxido-reductasa que participa, entre otros, en el plegamiento y regulacion de proteinas, y en la

reparacion de proteinas que han sido afectadas por el estrés oxidativo (Apel & Hirt 2004).

3.2.2.2 RT-PCR de genes implicados en defensa

El andlisis in silico de las secuencias permiti6 identificar algunos potenciales genes
candidatos. Sin embargo la expresion de estos genes candidatos debe ser estudiada in vivo
para validar su papel en la respuesta de defensa de la yuca a la alimentacion por 4. socialis.
Para evaluar la relativa adundancia de transcritos en algunos de estos genes supuestamente
involucrados en defensa, el RT-PCR fue llevado a cabo en plantas resistentes y suceptibles
infestadas con A. socialis, y plantas resistentes sin infestar. Se escogieron dos de estos genes,
el ATPRBI y LOX5, ambos regulados por las vias del JA/ET. Como gen enddgeno se utilizd
el G3PDH. Se encontrd que a los 30 ciclos los dos genes estaban incrementados en todos los
tiempos evaluados en el genotipo resistente infestado (Figura 17). LOX5 no se incremento6 en
ninguno de los tiempos del suceptible infestado (CMC 40) ni del resistente sin infestar. Lo
que puede interpretarse como una clara induccion de este gen por la alimentacion por 4.
socialis. En el caso del ATPRBI solo se observa una leve induccion en el tiempo 1y2 del
suceptible (CMC 40). Esto puede indicar que en el genotipo suceptible el insecto puede
inducir la acumulacién de este trancrito pero no lo suficiente, y que es incapaz de hacerlo en

los tiempos siguientes.
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Ecu infestado Ecu sin infestar CMC infestado
1y2 3y4 5y6 1y2 3y4 5y6 1y2 3y4 5y6

PRB1

Loxs

Figura 17. Andlisis RT-PCR de las secuencias de genes implicados en defensa.

ADNCc de los genotipos Ecu infestado, Ecu sin infestar y CMC infestado con 4. socialis a
través de los tiempos 1y2 (5h y 7 dias), 3y4 (14 y 18 d), 5y6 (20 y 27 d). G3PDH (gen
endogeno), PRB1 (ATPRBI1), LOXS.

3.3 Microarreglos

Sobre el Cassava Unigene Microarray se hibridizaron las muestras presentadas en la tabla 2
de la metodologia. Se corrieron tres replicas técnicas (3 slides) por cada tiempo y cada réplica

bioldgica para un total de 54 hibridizaciones.

3.3.1 Normalizacion de los datos

Para identificar los genes que estaban significativamente inducidos por A. socialis, los
datos fueron preprocesados utilizando el software VersArray Analyzer® ChipReader.
Después de hacer la correccion del “background”, la Tabla de datos obtenida con este
software (Figura 18) fue convertida a MsExcel, donde se seleccionan las columnas de los
promedios de intensidad neta (Net Intensity mean). Estas intensidades netas fueron las
utilizadas para normalizar. Después de normalizar con la funcion Locfit (LOWESS),
MIDAS® arrojo los resultados en unos archivos con extension *.tav los cuales pueden ser
abiertos en MsExcel. Estos resultados se expresan como el logaritmo en base 2 (Log) de la
razon entre el valor Ri (rojo, muestra tratamiento) y el valor Gi (verde, muestra control). Estos

son los datos de entrada a SAM para el analisis de genes diferenciales.
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Figura 18. Tabla de datos obtenida del procesamiento de los datos con VersArray Analyzer®

El programa MIDAS® realiza varios analisis para normalizar como se menciond en el
modelo metodoldgico en el capitulo 1 de este documento. Se puede navegar por el panel de
investigacion, el cual permite visualizar los datos antes y después de ser normalizados y arroja
varios tipos de graficas, asi como también los resultados en formato PDF. Con los graficos se
puede ver de manera intuitiva los datos de microarreglos analizados. Uno de estos es el
grafico RI graph (.prc file), el cual grafica el log2 I(B)/I(A) vs. Logio (I(A)XI(B)), donde /(A)
es la intensidad del canal A (Cye5) de cada punto del microarreglo y /(B) es la intensidad del
canal B (Cye3). Otro tipo de grafico es el histograma de frecuencias Z-score. Con estos
graficos se pueden ver en color los puntos correspondientes a los clones del microarreglo
antes y después de normalizar y a simple vista notar la diferencia. A continuacion, se mostrara
este tipo de graficos para una réplica técnica (un slide) escogida al azar de cada uno de los

tiempos analizados en Cassava Unigene Microarray.
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Figura 19. Gréficos Rl a la derecha e Histograma de frecuencias a la izquierda, de las

comparaciones (de arriba hacia abajo) EyESI(1y2), (3y4), (5y6) y EyC(1y2), (3y4), (5y6).

Se observa la distribucion de los puntos antes (azul) y después de normalizar (rojo).

3.3.2 Identificacion de los genes diferenciales en el Cassava Unigene Microarray

Para comparar con los resultados de SAM, se hizo un andlisis t Student (T-test, Welch,
1947; Dudoit et al. 2000) utilizando el software MeV™ (Multi experiment Viewer version
4.4), teniendo en cuenta los siguientes pardmetros: solo se consideraron genes con una
proporcion de expresion > 1.5 y < -1.5 y un P value < 0.05 (Datos no mostrados). Los valores
delta (0) y las resulltados de SAM para cada tiempo son mostrados en los Anexos (I). Para

SAM los criterios de seleccion que se tuvieron en cuenta son:

-Un umbral de expresion (Fold-change) para los genes inducidos =1.5 y para los genes

reprimidos =-1.5

-Una FDR (tasa de descubrimiento de falsos positivos, en inglés False discovery rates) <

10%.

Después de esta comparacion solo se consideraron como diferenciales los genes que

cumplieran con los parametros dados por los dos analisis.

3.3.3 Genes regulados por A. socialis en el Cassava Unigene Microarray

En este estudio cambios en el perfil de transcritos de yuca fueron examinados a través del
ciclo de vida de A. socialis, estos cambios en los ARNs de los genes de defensa ocurren en las
plantas cultivadas en respuesta a adultos y a estadios ninfales. Los resultados obtenidos aqui
provienen de las tres réplicas biologicas las cuales tenian seis plantas por tratamiento y cuyos
ARNSs fueron marcados, unidos e hibridizados en dos réplicas técnicas del Cassava Unigene

Microarray (Lopez et al. 2004), como se explico en el capitulo 1 en el Modelo Metodologico.
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El programa SAM identific6 280 genes significativamente regulados en los seis tiempos
de colecta y en las dos comparaciones EyESI (Ecu infestado vs. Ecu sin infestar) y EyC (Ecu
infestado vs. CMC40 infestado) (Figura 20). De los cuales 204 fueron inducidos y 76

reprimidos.

Comparaciones/tiempo

% 54 EyC(1y2)
M EyC(3y4)
EyC(5y6)
21</ 50 EYESI(1y2)
MW EYyESI(3y4)
40 42 EYESI(5Y6)

Figura 20. Grafico de torta donde se clasifica el nimero de genes regulados en cada

comparacion y tiempo.

Como se puede observar en la Figura 20, ambas comparaciones utilizadas en este estudio
tuvieron aproximadamente el mismo numero de genes regulados. Ciento cuarenta y cuatro
(144) genes fueron regulados en la comparacion EyC (Resistente infestado vs. Susceptible
infestado), lo que corresponde al 51,4% del total de genes regulados por A. socialis. En la
comparacion EyESI (Resistente infestado vs. Resistente sin infestar) fueron regulados los
restantes 136 genes, correspondientes al 48.6%. Sorprende la proporcion de genes inducidos
respecto a los reprimidos, la cual es casi de 3:1. Lo que sugiere que A. socialis induce tres
veces mas genes de los que reprime en el perfil de transcripcion de la yuca. También es
notable la diferencia en el comportamiento de los genes regulados en ambas comparaciones

(Figura 21).
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Figura 21. Genes regulados en las dos comparaciones EyC y EyESI a través de los diferentes

tiempos en que 4. socialis se alimenta sobre yuca.

Se observa que en el caso de EyC a medida que pasa el tiempo en que la planta es atacada
por A. socialis, el nimero de genes inducidos disminuye y por el contrario los reprimidos
aumentan. En el caso de la comparacion EyESI en los tiempos tempranos hay una casi
ausencia de genes reprimidos y hay una disminucion en el nimero de genes inducidos en el
tiempo 3y4 y vuelven a aumentar en el tiempo 5y6. También se encontrd que ambas
comparaciones tenian genes unicos y compartian algunos, como se observa en el diagrama de

Venn, de los 280 genes inducidos, 31 se compartieron entre las dos comparaciones (Figura
22).

Genes compartidos entre las
comparaciones

|[EyESI| |EyC|

85
18

Figura 22. Diagrama de Venn donde se muestran el nimero total de genes regulados para
cada comparacion y los genes que fueron regulados en ambas. Los genes reprimidos se

muestran en letra italica.
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3.3.3.1 Clasificacion de los genes regulados por A. socialis en al Cassava Unigene

Microarray

La anotacion de estas secuencias fue hecha utilizando la herramienta GOMP (Rodriguez
et al, unpublished), la cual toma las secuencias de los ESTs del Cassava Unigene Microarray,
las compara con secuencias de proteinas conocidas (The Arabidopsis Information Resource,
TAIR) y las clasifica en términos de Gene Ontology (GO) y KEGG pathways utilizando el
algoritmo BLASTX (Figura 23).

Funcion desconocida

Categorias Funcionales,
Cassava Unigene Microarray mRespuestaa

estres/estimulos
Senalizacion

Transporte

B Respuesta de Defensa

4°/20% \\‘ :
i"izf/
6% 4 Ao/o

9%
10%

16% Oxidacion_reduccion/Estres

Oxidativo
M Proteolisis

Desarrollo

I Metabolismo de
Carbohidratos

Estructura
Traduccion

Sintesis de Proteinas y
Aminoacidos

modificacion/organizacion/bi
osintesis de pared celular

Metabolismo Secundario

Homeostasis y
mantenimiento celular

Figura 23. Diagrama de torta en el que se muestran la clasificacion de los genes regulados en

el Cassava Unigene Microarray, por categorias funcionales inferidas por GO.



Treinta y ocho genes fueron de funcién desconocida, esto corresponde al 16%; GO los
identifico como genes de funcion desconocida “Unknown function”, como proteinas
expresadas y en algunos casos las identificd pero se desconoce que proceso bioldgico tiene.
En las siguientes secciones se mostraran los resultados obtenidos para cada categoria
funcional, la Tabla 7 muestra la supuesta funcion resultado de la anotacion hecha en los ESTs
que conforman el Cassava Unigene Microarray. Estas proteinas son codificadas por los genes
envueltos en defensa, estrés oxidativo, sefializacion, biosintesis y modificacion de pared
celular, metabolismo de carbohidratos y fotosintesis. Estas respuestas estan frecuentemente
reguladas en respuestas de defensa a insectos (Kempema et al. 2007; Thompson & Goggin,
2006). También se muestran las categorias funcionales que tienen que ver con metabolismo
secundario, transporte, protedlisis, respuesta a estrés y estimulos, biosintesis de proteinas y
aminoacidos, traduccion, estructura, una categoria correspondiente a silenciamiento de genes
(que se discutira mas adelante), categorias correspondientes a la homeostasis y mantenimiento

celular y los genes con funciéon desconocida.

Tabla 7: Listado de genes regulados por A. socialis en yuca, clasificados por categorias

funcionales diferencialmente expresados en el Cassava Unigene Microarray.

Se observa en cual comparacion fue regulado, la funcidon encontrada en TAIR y Genbank, el
puntaje y el porcentaje de FDR (tasa de descubrimiento de falsos positivos) o g-value dados
por SAM. Los genes reprimidos aparecen subrayados. Algunos genes aparecen en mas de una
categoria funcional. En la categoria Defensa se muestra cuales genes participan en la

biosintesis, o son inducidos por las vias de SA, JA, ET y ABA.
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Proceso Biologico Comparacion EST id Supuesta funcion (TAIR y RefSeq)

Puntaje FDR%

Defensa

JA
JA, ABA
JA,ET

JA

JA

JA
ET,JA
SA

SA

Estres Oxidativo

Biosintesis y
modificacion
de Pared Celular

Metabolismo
Secundario

Metabolismo de
Carbohidratos y
Fotosintesis

EyESI, EyC
EyESI
EyC
EyESI
EyESI
EyESI
EyESI, EyC
EyESI
EyC
EyC
EyESI
EyESI
EyESI
EyC
EyESI
EyESI
EyC
EyESI
EyESI
EyESI
EyESI
EyESI

EyC
EyC
EyESI
EyESI
EyC
EyC
EyC
EyESI
EyESI
EyESI
EyESI
EyESI
EyESI
EyESI
EyESI
EyESI
EyC
EyC

EyESI
EyESI
EyESI
EyESI
EyESI
EyESI
EyC

EyESI
EyESI
EyESI
EyC

EyC
EyC
EyC
EyESI
EyC
EyESI
EyESI, EyC
EyESI
EyESI
EyESI
EyC

CK643827 peroxiredoxin type 2, putative [Arabidopsis thaliana]

CK649737 ATP-dependent Clp protease

CK652485 ATP-dependent Clp protease ClpB protein-related

CK643796 CB5-D (CYTOCHROME B5 ISOFORM D);

CK644117 CEV1 (CONSTITUTIVE EXPRESSION OF VSP 1);

CK645183 Myc Transcription factor (Regulation of Defense response to insect)

CK648834 AP2 erf domain-containing transcription factor

CK644493 ATP-dependent Clp protease

CK643217 HSP81-2 (HEAT SHOCK PROTEIN 81-2); ATP binding

CK652060 VTC2 (vitamin c defective 2); GDP-D-glucose phosphorylase

CK650618 DCL2 (DICER-LIKE 2); ATP binding / ATP-dependent helicase/ [Arabidopsis thaliana]
CK652623 ATNSI (NUCLEAR SHUTTLE INTERACTING); N-acetyltransferase

CK644758 galactolipase/ phospholipase [Arabidopsis thaliana]

CK643135 Glucan endo-1,3-beta-glucosidase precursor, putative [Ricinus communis]

CK645537 ATCNGC4 (CYCLIC NUCLEOTIDE-GATED CATION CHANNEL 4); calmodulin
CK641344 EIN2 (ETHYLENE INSENSITIVE 2); transporter

CK642553 NLA (nitrogen limitation adaptation); ubiquitin-protein liga

CK651135 AFB2 (AUXIN SIGNALING F-BOX 2); auxin bindin, iquitin-protein liga:
CK641429 PSBOI (PS I OXYGEN-EVOLVIN MPLEX 1); oxygen evolving/ pol binding
CK645640 ERD15 (EARLY RESPONSIVE TO DEHYDRATION 15)[Arabidopsis thaliana
CK641741 cysteine protease inhibitor, putative / cystatin, putative

CK652300 WHY3 (WHIRLY 3); DNA binding

CK641770 VPS2.3

CK644215 2-oxoglutarate-dependent dioxygenase, putative

CK643765 Cytochrome P450, putative [Ricinus communis]

CK 642445 cytochrome P450 like-TBP [Nicotiana tabacum]

CK647962 oxidoreductase, zinc-binding dehydrogenase family protein

CK645026 NDA1 (ALTERNATIVE NAD(P)H DEHYDROGENASE 1); NADH dehydrogenase
CK652338 Peroxiredoxin. PRX like-2

CK643734 CYP714A1 Cytochrome P450

CK643531 NADPH putative Ricinus

CK643412 DEFECTIVE chloroplast and leaves protein-related [ Arabidopsis thaliana]
CK650853 oxidoreductase, 20G-Fe(II) oxygenase family protein

CK644331 BR60X2 (BRASSINOSTEROID-6-OXIDASE 2) monooxygenase/ [ Arabidopsis thaliana’

CK641577 short-chain dehydrogenase/reductase (SDR) family protein
CK643520 CYP82C2; electron carrier/ heme binding / iron ion binding / monooxygenase

CK645498 MT3 (METALLOTHIONEIN 3); copper ion binding
CK642468 G6PD L E-6-PHOSPHATE DEHYDROGENASE
CK651436 CYP707A1; (+ isic acid 8'-hydroxyl. xygen binding [Ar:

-al i i i i
CK642477 ALDH2B7; 3-chloroallyl aldeh h nase/ aldeh: hydrogenase (NAD

CK647714 ATPMEL; pectinesterase

CK644117 CEV1 (CONSTITUTIVE EXPRESSION OF VSP 1);

CK641892 COB (COBRA) [Arabidopsis thaliana]

CK644988 caffeoyl-CoA 3-O-methyltransferase, putative

CK652711 UGE2 (UDP-D-glucose/UDP-D-galactose 4-epimerase 2) [Arabidopsis thaliana]
CK643857 ATEXPA1 (ARABIDOPSIS THALIANA EXPANSIN A4) [Arabidopsis thaliana]
CK645466 chitinase

CK644310 CYSC1 (CYSTEINE SYNTHASE Cl); L-3-cyanoalanine synthase[ Arabidopsis thaliana]
CK643563 COP1 (CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC [)ubiquitin-protein ligase
CK644988 caffeoyl-CoA 3-O-methyltransferase, putative

CK645466 chitinase

CK644123 beta-glucosidase putative [Ricinus communis]

CK652045 LGT8 (GLUCOSYL TRANSFERASE FAMILY 8);

CK643223 GSA2 (glutamate-1-semialdehyde 2,1-aminomutase 2);

CK642919 Galactokinase

CK650590 BGAL3 (beta-galactosidase 3); beta-galactosidase[ Arabidopsis thaliana]
CK642650 LPA1 (LOW PSII ACCUMULATION 1); binding [Arabidopsis thaliana]
CK641470 LHCB2.1; chlorophyll binding

CK641579 LHCB2.3; chlorophyll binding

CK641429 PSBOI1 (PS I OXYGEN-EVOLVING COMPLEX 1)

CK642795 CABI1 (CHLOROPHYLL A/B BINDING PROTEIN 1); chlorophyll binding
CK643315 alpha-galactosidase, putative / melibiase, putative [Arabidopsis thaliana
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..continuacion Tabla 3

Proceso Biologico Comparacion EST id Supuesta funcion (TAIR y RefSeq)

Puntaje FDR%

Se-ales de
Transduccion

Transporte

EyESI, EyC
EyESI
EyESI, EyC
EyESI, EyC
EyESI
EyESI, EyC
EyESI

EyC

EyESI

EyC

EyC

EyC

EyESI
EyESI, EyC
EyESI
EyESI
EyESI

EyC

EyESI
EyESI
EyESI
EyESI
EyESI

EyC

EyC

EyC

EyC

EyESI

EyC

EyESI
EyESI
EyESI
EyESI, EyC
EyC

EyC

EyC

EyC

EyC

EyC

EyC

EyC

EyESI

EyC

EyESI, EyC
EyC

EyC

EyC

EyESL EyC
EyESI, EyC
EyC

EyC

EyC

EyESI

EyC

EyESI
EyESI

EyC

EyC

EyC

EyC

EyC

CK642250 leucine-rich repeat family protein [Arabidopsis thaliana]

CK652819 14-3-3 protein, putative [Ricinus communis]

CK644209 endonuclease/exonuclease/phosphatase family protein

CK642897 zinc finger (C3HC4-type RING finger) family protein [Arabidopsis thaliana]
CK644304 ATARFAIE (ADP-ribosylation factor A1E); GTP binding / phospholipase activator/
CK651987 ATRANGAP! (RAN GTPASE-ACTIVATING PROTEIN 1)

CK643232 ankyrin repeat

CK651492 ATARFA1B (ADP-ribosylation factor A1B); GTP binding / phospholipase activator
CK649589 C2 domain-containing protein

CK652473 nascent polypeptide associated complex alpha subunit, putative

CK652390 ATP binding protein, putative [Ricinus communis]

CK642786 1AAS; transcription factor

CK646024 ATP binding protein, putative [Ricinus communis]

CK652118 r2r3-myb transcription factor Ricinus

CK643504 PAP3 (PURPLE ACID PHOSPHATASE 3)

CK652352 TAF4 (TBP-ASSOCIATED FACTOR 4); transcription initiation factor

CK646656 NF-YC11 (NUCLEAR FACTOR Y, SUBUNIT C11); transcription factor
CK643633 acid phosphatase class B family protein

CK643815 Conserved hypothetical protein (TFIIIB' DNA-binding domain) [Ricinus communis]
CK652354 RF2A Transcription factor (Autophagy protein 16, bZip) Ricinus

CK652155 Transcription factor putative (CSHC2 zinc finger) Ricinus

CK643552 Transcriptional corepressor LEUNIG

CK643516 AHK2 (ARABIDOPSIS HISTIDINE KINASE 2); cytokinin receptor

CK647939 MIRO! (Miro-related GTP-ase 1)GTP binding [Arabidopsis thaliana]

CK644733 SIP3 (SOS3-INTERACTING PROTEIN 3) [Arabidopsis thaliana]

CK649587 BLH6 (BELL1-LIKE HOMEODOMAIN 6)transcription factor [Arabidopsis thaliana]
CK642921 ARF10 (AUXIN RESPONSE FACTOR 10)transcription factor [Arabidopsis thaliana]
CK652271 ATMPK13; MAP kinase/ kinase

CK644332 CKII1 (CASEIN KINASE I); kinase/ protein serine/threonine kinase

CK645499 GRF2 (GENERAL REGULATORY FACTOR 2)

CK649323 zinc finger (C3HC4-type RING finger) family protein

CK641111 DNA binding putative [Ricinus communis

CK642277 CRK (CDPK-rel kin ; ATP bindin Icium ion bindin
CK647160 Hypothetical protein (AUX/IAA family) [Populus trichocarpa
CK652307 PPCK2; kinase/ protein serine/threonine kin

CK643040 scarecrow transcription factor family protein

CK643768 ARPN (PLANTACYANIN); copper ion binding / electron carrier

CK645033 Chloroplast-targeted COPPER CHAPERONE copper chaperone

CK642331 coatomer protein complex, subunit beta 2 (beta prime), putative [Arabidopsis thaliana]
CK642743 VHS domain-containing protein / GAT domain-containing protein

CK648793 secretory carrier membrane protein (SCAMP) family protein

CK645858 DNAJ heat shock N-terminal domain-containing protein / cell division protein-related
CK641770 VPS2.3

CK649657 transport protein, putative

CK641166 transporter, putative [Ricinus communis]

Ck652244 CCT motif

CK641654 OEP7 OUTER ENVELOPE MEMBRANE OF CHLOROPLASTS 33)
CK642586 ATFD3 (ferredoxin 3); 2 iron, 2 sulfur cluster binding [Arabidopsis thaliana]
CK645056 PIP1A (PLASMA MEMBRANE INTRINSIC PROTEIN 1A); water channel
CK648047 nucleotide-sugar transmembrane transporter/ [ Arabidopsis thaliana]

CK641197 nonchlatrin coat protein zetal-COP [Solanum lycopersicum]

CK642519 MATE efflux family protein [Arabidopsis thaliana]

CK642577 Coatomer subunit epsilon-1

CK641412 PDLP7 (PLASMODESMATA-LOCATED PROTEIN 7) [Arabidopsis thaliana]
CK642456 PIN1 (PIN-FORMED 1) transporter [Arabidopsis thaliana]

CK646329 Vesicle-fusing ATPase

CK642577 Coatomer subunit epsilon-1

CK648563 AVPI; ATPase/ hydrogen-translocating pyrophosphatase

CK642771 transporter, putative [Ricinus communis

CK646135 AVP2; ATPase/ hydrogen-translocating pyrophosphatase

CK643416 NIP1;2 (NOD26-LIKE INTRINSIC PROTEIN 1;2)[Arabidopsis thaliana
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..continuacion Tabla 3

Proceso Biologico Comparacion EST id Supuesta funcion (TAIR y RefSeq)

Puntaje FDR%

Respuesta a estres/estimulos

Respuesta a estres EyC
Respuesta a sal EyESI
Resp. a estimulo por brasinoester EyESI
Respuesta a estimulo por auxina EyESI
Respuesta a estimulo por auxina EyESI, EyC

Respuesta a heridas EyC
Respuesta a estres EyESI, EyC
Respuesta a estimulo por auxina EyC
Respuesta a ion cadmio EyC
Respuesta a frio EyESI

Respuesta a deficiencia de P EyC
Respuesta a estimulo por ABA  EyC

Proteolisis
EyESI, EyC
EyC
EyESI
EyC
EyESI
EyESI, EyC
EyESI
EyESI, EyC
EyC
EyC
EyESI
EyC
EyC
EyESI
Traduccion
EyC
EyESI
EyESI
EyESI
EyC
EyESI, EyC
EyC
EyC
EyESI
EyC
EyC
EyESI, EyC
Estructura
EyC
EyC
EyC
EyESI, EyC
EyESI
EyC
EyESI
EyC
Sintesis de Proteinas
y Aminoacidos EyESI, EyC
EyC
EyESI
EyC

CK649819 ozone-responsive stress-related protein, putative

CK641467 CBS domain-containing protein [Arabidopsis thaliana]

CK645100 BRH1 (BRASSINOSTEROID-RESPONSIVE RING-H2)
CK646145 auxin-responsive family protein [Arabidopsis thaliana]

CK652145 auxin-responsive family protein [Arabidopsis thaliana]

CK651776 wound-responsivefamily protein [Arabidopsis thaliana]

CK649878 DEAD box atp-dependent RNA helicase, putative [Ricinus communis]
CK643381 HBT (HOBBIT); binding

CK653959 glycyl-tRNA synthetase/ glycine--tRNA ligase [Arabidopsis thaliana]
CK651019 SKIP4 (SKP1 INTERACTING PARTNER 4)

CK643153 SQDI1; UDPsulfoquinovose synthase/ sulfotransferase

CK646906 ATDI21 (ARABIDOPSIS THALIANA DROUGHT-INDUCED 21)

CK643831 Protein binding protein (Trypsin-like Serine Protease Ricinus
CK652150 PROTEIN PHOSPHATASE 2A SUBUNIT A2

CK649737 ATP-dependent Clp protease

CK645360 UBP2 (UBIQUITIN-SPECIFIC PROTEASE 2) [Arabidopsis thaliana]
CK645189 WD-40 repeat family protein

CK643792 prolyl oligopeptidase family protein [Arabidopsis thaliana]
CK644493 ATP-dependent Clp protease

CK645194 RHF1A (RING-H2 GROUP F1A); protein binding
CK648698 aspartyl protease family protein [Arabidopsis thaliana]
CK648448 TAAR3 (IAA-ALANINE RESISTANT 3) metallopeptidase
CK646536 UBC10 (UBIQUITIN CONJUGATING ENZYME 10)
CK640893 oligopeptidase A, putative [Ricinus communis]

CK646669 F-box protein AFR

K648 : .

CK650472 40S ribosomal protein S7 (RPS7B)

CK646808 APUMS (Arabidopsis Pumilio 5); RNA binding

CK650002 acidic ribosomal protein PO-related

CK649579 60S ribosomal protein L7A (RPL7aB)

CK644000 Ribosomal protein S12 [Manihot esculenta]

CK643794 translation initiation factor 3 (IF-3) family protein [Arabidopsis thaliana]
CK645425 RPL18 (RIBOSOMAL PROTEIN L18)

CK645426 40S ribosomal S4 protein

CK645535 i mal protein S2 [Manih

CK646300 PABS (POLY(A) BINDING PROTEIN 8) translation initiation factor
CK650776 elongation factor 1B-gamm: ti EF-1B gamm i
CK641421 PABS (POLY(A) BINDING PROTE translation initiation factor

CK641265 HMGB (HIGH MOBILITY GROUP) transcription factor

CK641112 tubulin beta-chain, putative [Ricinus communis]

CK641354 Beta tubulin

CK650643 ADF6 (ACTIN DEPOLYMERIZING FACTOR 6); actin binding
CK641265 histone h1/h5, putative [Ricinus communis]

CK642530 ARPCIA (ACTIN-RELATED PROTEIN C1A) [Arabidopsis thaliana]
CK643545 Conserved hypothetical protein (Forming Homology 2 Domain)
CK649519 HMGB3 (HIGH MOBILITY GROUP B 3) transcription factor

CK645185 inosine-uridine preferring nucleoside hydrolase, putative
CK645116 AT-IE; phosphoribosyl-AMP cyclohydrolase

CK646577 glycosyl transferase family 14 protein [Arabidopsis thaliana]
CK648854 AK3 (ASPARTATE KINASE 3); aspartate kinase
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..continuacion Tabla 3

Proceso Biologico

Comparacion EST id Supuesta funcion (TAIR y RefSeq)

Puntaje FDR%

Metabolismo de N

Silenciamiento de Genes

Homeostasis y
Mantenimiento
celular

Genes de Funcion
desconocida

EyC
EyESI
EyC

EyESI

EyESI, EyC
EyESI, EyC
EyESI, EyC
EyESI
EyESI, EyC
EyESI

EyC

EyESI

EyC

EyC
EyESI, EyC
EyESI

EyC

EyC
EyESI, EyC
EyC

EyESI
EyESI

EyC

EyC

EyESI

EyC
EyC
EyESI
EyESI, EyC
EyC
EyC
EyESI
EyESI
EyC
EyESI
EyESI
EyESI
EyESI
EyC
EyC
EyESI
EyESI
EyESI
EyC
EyC
EyC
EyESI
EyC
EyC
EyC
EyESI
EyESI
EyC
EyC
EyESI
EyC
EyC
EyESI
EyESI
EyC
EyC
EyC

CK642251 Nitrite transporter
CK642844 catalytic/ glutamate-ammonia ligase
CK642553 NLA (nitrogen limitation adaptation); ubiquitin-protein ligase

CK648748 SAS 10, putative [Ricinus communis]

CK649243 ORP3C (OSBP(OXYSTEROL BINDING PROTEIN)-RELATED PROTEIN 3C)
CK645195 long-chain-fatty-acid--CoA ligase family protein (LACSS)

CK646958 GDP-fucose protein O-fucosyltransferase

CK642534 Glucose-6-phosphate isomerase

CK643441 CYCDI;1 (CYCLIN D1;1); cyclin-dependent protein kinase regulator
CK643167 unknown protein [Arabidopsis thaliana]

CK644730 MEES9 (maternal effect embryo arrest 59)

CK643957 ATRZ-1A; RNA binding / nucleotide binding

CK651237 DNA repair ATPase-related [Arabidopsis thaliana]

CK648892 CRL, CRUMPLED LEAF

CK652753 ATAPRL4 (APR-like 4)

CK645762 DNA repair ATPase-related [Arabidopsis thaliana]

CK649653 NAP1;3 (NUCLEOSOME ASSEMBLY PROTEIN 1;3); DNA binding
CK644977 haloacid dehalogenase-like hydrolase familiy protein [Ricinus communis]
CK641558 Bystin

CK651004 PRMT3 (PROTEIN ARGININE METHYLTRANSFERASE 3)

CK641019 GAPA (GLYCERALDEHYDE 3-PHOSPHATE DEHYDROGENASE A SUB
CK641681 aminomethyltransferase, putative

CK650916 PCNA2 (PROLIFERATING CELL NUCLEAR ANTIGEN 2); DNA binding
CK649981 pin2-interacting protein x1, putative [Ricinus communis

K642468 G6PD6 (GLUCOSE-6-PHOSPHATE DEHYDROGENASE 6)

CK644349 dormancy/auxin associated family protein [Arabidopsis thaliana]

CK652664 EXO (EXORDIUM)

CK645594 Unknown protein (DUF789)

CK643829 Conserved hypothetical protein Ricinus comunis

CK650641 smb (small nuclear ribonucleoprotein associated protein b)

CK652611 pentatricopeptide (PPR) repeat-containing protein [Arabidopsis thaliana]

CK652554 Conserved hypothetical protein Ricinus comunis

CK649605 adenosine diphosphatase, putative [Ricinus communis]

CK 642383 small rubber protein [Hevea brasiliensis]

CK644143 Conserved hypothetical protein Ricinus comunis

CK645550 protein N-terminal asparagine amidohydrolase [Arabidopsis thaliana]

CK641540 Protein-L-isoaspartate

CK650438 RNA binding protein putative [Ricinus communis]

CK650863 DIN3/LTA Dark inducible 3

CK652242 Unknown protein [Arabidopsis thaliana]

CK645851 pentatricopeptide (PPR) repeat-containing protein [Arabidopsis thaliana]

CK643963 28 kDa heat- and acid-stable phosphoprotein, putative [Ricinus communis]

CK644119 jacalin lectin family protein [Arabidopsis thaliana]

CK652486 hypothetical protein [Ricinus communis]

CK646247 Conserved hypothetical protein Ricinus comunis

CK648446 hypothetical protein [Populus trichocarpa]

CK646334 Conserved hypothetical protein Ricinus comunis

CK648732 Chloroplast lumen common family protein [Arabidopsis thaliana]

CK650555 conserved hypothetical protein (SNARE) [Ricinus communis]

CK651253 RNA binding protein (Agenet domain) putative [Ricinus communis]

CK646576 ATP binding protein (KIP1-like protein) [Ricinus communis]

CK643560 Conserved hypothetical protein (tic20) [Ricinus comunis]

CK650866 S-adenosylmethionine-dependent methyltransferase, putative [Ricinus communis
. in [Rici is]

CK642374 Arginine serine rich splicing

CK641962 Transmembrane and coiled-coil domains protein [Ricin mmuni:

CK 652494 hypothetical protein [Ricinus communis

CK643402 Hydrolase, hydrolysing O-glucosyl compounds [Ricinus communis

CK641578 pollen ific protein C13 precursor, ive [Ricin mmuni

CK 645546 pentatri tide repeat-containing protein, putative [Ricini mmuni

CK642773 ATP binding protein, putative [Ricinus communis

CK645620 5'-AMP-activated protein kinase-related [Arabidopsis thaliana
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3.3.3.2 Metabolismo de carbohidratos y fotosintesis

Metabolismo de Carbohidratos y Fotosintesis

»
o

IS

M Inducidos
M Reprimidos

Numero de gengs
O N

o

o

m

EyC(1y2) EyC(3yd) EyC(5y6) EyESI(1y2) EYESI(3y4)
Comparaciones/tiempo

VESI(5y6)

Figura 24. Grafico de barras donde se muestra la distribucion de los genes regulados por 4.
socialis a través de las comparaciones y tiempos, implicados en metabolismo de carbohidratos

y fotosintesis.

Se observo una represion general de los genes de fotosintesis en la comparacion EyESI
donde cinco genes fueron fuertemente reprimidos similar a lo que se ha obtenido en
tratamientos con estreses abidticos, bidticos y otras interacciones herbivoro-planta (Figura 24,
Tabla 7; De Vos et al. 2005; Kempema et al. 2007). Por el contrario en la comparacion EyC
solo dos genes fueron reprimidos moderadamente en tiempos tardios (3y4 y S5y6). Es
interesante notar que en esta comparacion en el tiempo temprano EyCly2 los genes
involucrados en esta categoria fueron inducidos. La supresion de la fotosintesis por JA ha sido
establecida (Creelman & Mullet 1997), y una correlacion inversa entre fotosintesis y la
regulacion de genes relacionados con defensa ha sido observada en plantas retadas por
infeccion por hongos, tratamientos con inductores y herbivoria por insectos (Hermsmeier et
al. 2001). Esta respuesta presumiblemente permite una redistribucion de la energia hacia las
respuestas de defensa, con la subsiguiente supresion de funciones menos importantes, durante

el ataque de insectos y patogenos.

3.3.3.3 Metabolismo de Nitrogeno
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En cuanto al metabolismo de Nitrégeno, solo tres genes fueron regulados, dos inducidos,
el que codifica para Nitrite transporter y el catalytic/glutamate ammonia ligase inducidos en
tiempos tardios EyC5y6 y EyESISy6 respectivamente (20 dias post-infestacion Tabla 7). Uno
reprimido NLA (nitrogen limitation adaptation) tanto en tiempo temprano EyCly2 (7 dias
post-infestacion) (FDR 0%) como en tardio EyC5y6 (FDR 5%). Esta modesta respuesta a
nivel de ARN, sorprende un poco por el hecho que estos insectos se alimentan del floema y

una mas profunda regulacion de estos procesos metabolicos era esperada.

3.3.3.4 Genes de defensa

Respuesta de Defensa

Inducidos
M Reprimidos

o ~Nyrgere de geneso

Comparaciones/tiempo

Figura 25. Gréafico de barras donde se muestra la distribucion de los genes regulados por 4.

socialis a través de las comparaciones y tiempos, implicados en respuesta de defensa.

Veintidos genes relacionados con respuesta de defensa en plantas a patdgenos (bacterias,
hongos, virus) y herbivoros, fueron obtenidos a través de las diferentes comparaciones y
tiempos (Figura 25, Tabla 7). Es notable la diferencia entre la induccioén ocurrida entre las
comparaciones como se puede ver. Se encontraron mas genes regulados en la comparacion
EyESI (21 genes) que en la EyC (9 genes) lo que sugiere que con microarreglos pudimos
detectar mejor la induccion de genes relacionados con defensa por alimentacion de los adultos
y las ninfas de A. socialis que los genes inducidos por el genotipo resistente respecto al

suceptible infestados por A. socialis. Entre los genes estan, el que codifica para la proteina
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peroxiredoxin type 2 fuertemente inducido en EyCly2 y EyESI3y4, el cual a pesar de su
implicacion en respuesta de defensa, se discutird en la seccion de estrés oxidativo. Se
encuentran varias proteasas, como dos ATP-dependent Clp protease, fuertemente inducidas
(FDR 0 y 5%) en EyESIly2 y una en EyCS5y6. Se identificaron ademas un CB5-D
(CYTOCHROME B5 ISOFORM D) en EyESI34 y EyESISy6 cuyo proceso biologico es
clasificado en GO como respuesta de defensa a bacterias. También se identifico el gen que
codifica para Glucan endo-1,3-beta-glucosidase precursor, inducido en EyCly2, la cual es
una glicosil hidrolasa, clasificada por GO en respuesta de defensa y modificacién de pared
celular, al igual que el gen que codifica para una HSP81-2 (HEAT SHOCK PROTEIN 81-2),
la cual es una chaperona molecular involucrada en resistencia mediada por el gen RPM1, en el
desarrollo floral y de hojas y respuesta a estreses abioticos como calor, sal y deshidratacion.
Otro gen implicado en defensa fue el que codifica para la DCL2 (DICER-LIKE 2), la cual
juega un papel esencial en el silenciamiento de ARN antiviral (Waterhouse & Fusaro 2006).
En cuanto a los genes reprimidos en EyESI5Sy6 (20 y 27 dias post-infestacion) se encontran
entre otros, el que codifica para AFB2 (AUXIN SIGNALING F-BOX 2), componente del
complejo SCF(SKPI-cullin-Fbox) E3-ubiquitin ligasa la cual media la ubiquitinaciéon y
subsecuente degradacion de las proteinas por el proteasoma; estd implicada en respuesta de
defensa a bacterias y sefializacion mediada por auxinas (Devoto & Turner 2005). El gen que
codifica para la ERDI5 (EARLY RESPONSIVE TO DEHYDRATION 15), la cual es una
proteina hidrofilica que pierde residuos de cisteinas y es expresada en respuesta a estrés por
sequia, luz y bacterias. El gen que codifica para la cysteine protease inhibitor, la cual es una
proteina con actividad de inhibidor de proteinasa cisteina y probablemente este envuelta en
regulacion de procesos enddgenos y defensa contra plagas y patégenos. Por ultimo el gen que
codifica para WHY3 (WHIRLY 3), la cual es un regulador transcripcional implicado en
respuesta de defensa. Se puede observar que a este nivel estos genes importantes en la

respuesta de defensa aparecen reprimidos.

3.3.3.4.1 Regulacion de genes de defensa inducidos por JA, ET y SA
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Se ha demostrado que las vias metabolicas de SA, JA y ET tienen un importante papel en
respuestas de defensa para estreses bidticos en plantas (Kessler & Baldwin 2002; Rojo et al.
2003). El afido Myzus persicae induce ambas vias en Arabidopsis, aunque los ARNs de los
genes de defensa regulados por JA se acumulan en bajos niveles (Moran et al. 2002). La
mosca blanca Bemisia tabaci induce los genes de defensa regulados por SA y reprime los
genes de respuesta a JA en Arabidopsis. En ambos casos se trataba de interacciones planta
susceptible-plaga. En nuestro caso la interaccion es con una planta resistente, por esta razon
es de esperarse que la respuesta varie respecto a las interacciones mencionadas anteriormente.
De hecho se identificaron cuatro genes de defensa inducidos y uno reprimido, regulados por
JA, uno inducido, regulado por JA y acido abscicico (ABA), dos por JA y etileno (ET), y un
gen fuertemente reprimido, regulado por SA. En el caso de los genes inducidos regulados por
JA, los genes que codifican para CEVI (CONSTITUTIVE EXPRESSION OF VSP 1),
galactolipase/ phospholipase, ATCNGC4 (CYCLIC NUCLEOTIDE-GATED CATION
CHANNEL 4) y VTC2 (vitamin c defective 2), fueron inducidos en los tiempos EyC5y6,
EyESIly2 y EyESI3y4, tiempos tardios para la comparacion EyC y tempranos para la EyESI.
Esto es relevante porque se ha demostrado que CEV'] funciona en los tempranos pasos de las
vias del JA y ET, como reguladores de estas vias (Ellis & Turner 2001), este gen codifica para
una celulosa sintasa (CESA3) involucrada en la formacion de pared celular primaria. También
estan los regulados por JA y ET, EIN2 (ETHYLENE INSENSITIVE 2), AP2 erf domain-
containing transcription factor y el gen regulado por JA 'y ABA Myc Transcription factor. El
gen que codifica para EIN2 es el factor central en las vias de sefializacion reguladas por ET y
estd envuelto en muchos procesos incluyendo desarrollo, senesencia y defensa en plantas, esta
ademas implicado en el cruce entre las vias del JA y ET. El AP2/ERF (APETALA?2 y ethylene
responsive element) son activadores transcripcionales de genes de defensa en plantas (Pré et
al. 2008). El MYC2 es un activador transcripcional de ABA y JA. Estos tres genes fueron
regulados en EyCly2, EyESI3y4 y EyESI5Sy6. En el caso del AP2/ERF y el MYC2 fueron
inducidos fuertemente (FDR 5% para ambos) por la alimentacion de las ninfas [ y II, el MYC2
siguid inducido por las ninfas III y IV, pero menos fuerte (FDR 10%) al igual que el EIN2.
AP2/ERF fue inducido moderadamente por adulto y huevos (FDR 8%). Los genes CEVI,
AP2/ERF, MYC2 y EIN2 son eslabones importantes en la via del JA/ET que conduce a
respuestas de defensa contra patogenos y plagas (Ellis & Turner 2001; Pré et al. 2008; Chini
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et al. 2007) y el gen galactolipase/ phospholipase esta involucrado en la biosintesis basal de
JA porque libera los &cidos grasos precursores del JA a partir de los lipidos de la membrana.
En cuanto al gen ATCNGC4 que codifica para una calmodulina, es inducido por tratamientos
con MeJA (metil jasmonato) y ET y produce una repuesta hipersensible (HR) al ataque de
patogenos. El gen NLA (nitrogen limitation adaptation), estd fuertemente reprimido en
EyCly2 yEyC5y6 (FDR 0y 5% respectivamente). Este gen estd implicado en la acumulacion

de SA en plantas con limitacion de nitrogeno (Yaeno & Iba 2008).

3.3.3.5 Estrés oxidativo

Estres Oxidativo

M Inducidos
Reprimidos

Numeroge gepes .

o

Comparaciones/tiempo

Figura 26. Grafico de barras donde se muestra la distribucion de los genes regulados por 4.

socialis a través de las comparaciones y tiempos, implicados en estrés oxidativo.

Todos los organismos aerébicos usan el O2 como aceptor final en la cadena de transporte
de electrones de la respiracion, en este proceso el O2 puede ser reducido para formar especies
con oxigeno reactivo, ROS (del inglés, Reactive Oxygen Species), tales como el radical
superoxido (O -), el 2 peréxido de hidrogeno (H202) y los radicales hidroxilo (OH). Los
principales componentes celulares son susceptibles al dafio por radicales libres ya que estos
tienen gran efecto sobre proteinas, lipidos, carbohidratos y acidos nucleicos (Apel & Hirt
2004). ROS juega un papel central en la defensa de las plantas contra patdgenos. Durante esta
respuesta ROS son producidos por las células de la planta por la via del realce de las

NADPH-oxidasas de la membrana plasmatica, peroxidasas de la pared celular y amino-
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oxidasas en el apoplasto (Hammond-Kosack & Jones 2000). Bajo estas condiciones,
concentraciones superiores a 15 pM de H202 pueden ser producidas directamente o como
resultado de la superoxido dismutasa. En contraste a la accion de la superdxido, el H202
puede difundirse dentro de las células y activar muchas defensas, incluyendo PCD
(Programmed Cell Death, muerte celular programada) (Dangl & Jones 2001). Durante la
interaccion planta-patogeno, la actividad y los niveles de ROS son detoxificados por enzimas
como Catalasas, Ascorbato peroxidasas y Glutaredoxinas las cuales son reprimidas por la
accion de SA y del 6xido nitrico (NO) (Klessig et al. 2000). Debido a que durante la respuesta
de defensa la planta simultdneamente produce mas ROS mientras disminuye su capacidad de
detoxificar, la acumulacion de ROS y la activacion de PCD ocurren. La represion de los
mecanismos de detoxificacion de ROS es crucial para que ocurra PCD. La sola produccion de
ROS en el apoplasto sin la represion de los mecanismos de detoxificacion , no resulta en la
induccion de PCD. Estudios al respecto han indicado un absoluto requerimiento de la
produccion coordinada de ROS y la represion de los mecanismos de detoxificacion de ROS.
La induccién de PCD potencialmente limita la dispersion del patdégeno desde el sitio de la
infeccion. Durante las reacciones incompatibles, cuando un patoégeno es detectado como un
enemigo, las respuestas de defensa son inducidas incluyendo PCD, la produccion de H202
ocurre de una manera bifasica. Una inicial y muy rapida acumulacién de H202 es seguida por
una segunda y prolongada explosion de produccion de H202. Durante las interacciones
compatibles, cuando un patégeno sobrepasa las lineas de defensa y sistémicamente infecta a
la planta hospedera, solo un primer pico de acumulacion de H202 ocurre (Mittler et al.1999).
Se conoce que la saliva de los afidos y de algunos lepidopteros produce enzimas salivares
capaces de generar ROS (Miles 1999; Musser et al. 2002), sin embargo no se conoce
suficiente sobre la composicion de la saliva de las moscas blancas. Estudios han demostrado
que ROS juega un importante papel en defensa debido a su actividad anti-microbiana, es
importante porque altera la calidad de las proteinas de la dieta del insecto, organizacion de la

pared celular y como sefial de defensa (Bi & Felton 1995).

SAM identifico 18 genes significativos para la categoria funcional implicada con ROS y
estrés oxidativo (Tabla 7, Figura 26). Catorce genes fueron inducidos y cuatro reprimidos, con

FDR que van de cero a 10%. Como puede observarse en esta figura, se incrementaron desde
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los tiempos tempranos en la comparacion EyESI y en esta comparacion no hubo represion
sino hasta los tiempos tardios, donde dos genes fueron reprimidos, esto sugiere que hay una
acumulacion y detoxificacion de ROS durante el ataque de 4. socialis. Esto sugiere que la
alimentacion de este insecto podria inducir ROS en yuca y esta acumulacién podria estar

influyendo en el asentamiento y sobrevivencia de 4. socialis en la planta.

Entre los genes regulados implicados en ROS encontramos NADPH oxidasas y
deshidrogenasas, Citocromos P450 relacionados con los complejos de oxidacion-reduccion,
oxidoreductasas, el gen SDR (short-chain dehydrogenase/reductase) y el peroxiredoxin type
2, putative el cual fue inducido en EyCly2 y EyESI3y4. Este gen pertenece a la familia de
antoxidantes Glutaredoxina, las cuales reducen el perdxido de hidrégeno y muchas estan
implicadas en defensa contra bacterias. Su alta expresion empieza en tiempos tempranos (1y2
cuando adulto y huevo estan alimentandose sobre yuca) en la comparaciéon EyC y en tiempos
mas tardios (3y4 cuando ninfas I y II estdn alimentandose sobre yuca) en la comparacion
EyESI. En ambas comparaciones se observa una alta producciéon y respuesta a estrés

oxidativo (Figura 26).

3.3.3.6 Senales de transduccion

Senales de Transduccion
Cassava Unigene Microarray
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Figura 27. Gréafico de barras donde se muestra la distribucion de los genes regulados por 4.

socialis a través de las comparaciones y tiempos, implicados en sefiales de transduccion.
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Los datos de microarreglos indican que un conjunto de genes que codifican potenciales
componentes de sefales de transduccion, incluidas kinasas, fosfatasas, factores de
transcripcion, receptores kinasas, fue regulado después de la infestacion con 4. socialis (Tabla
7, Figura 27). Treinta y nueve genes fueron regulados y como se observa en la Figura y la
Tabla, la mayoria de genes son inducidos. Es importante resaltar el caso del gen que codifica
para la leucine-rich repeat family protein [Arabidopsis thaliana]. Este gen fue
diferencialmente regulado en los tiempos 1y2 y 3y4 de ambas comparaciones, cabe resaltar
que fue fuertemente inducido en la comparacion EyESI3y4 (FDR 0%). Existen
aproximadamente 200 genes de repeticiones ricas en Leucina (Leu-rich repeat LRR) en
Arabidopsis (Dangl & Jones 2001). Mientras que algunos dominios LRR son importantes en
interacciones proteina-proteina, un subconjunto de estos genes funcionan como genes de
resistencia en respuesta a patogenos, nematodos y afidos (Kaloshian 2004). Hasta el presente

muchas de estas proteinas LRR tienen funcion biologica desconocida.

3.3.3.6.1 Factores de transcripcion

El papel de los factores de transcripcion (TF) en las respuestas a estrés biotico y abiodtico
ha sido estudiado desde algunos afios con resultados productivos respecto a su identificacion
en las respuestas de defensa. La induccion de la expresion génica en respuesta a un estrés
ocurre inicialmente a nivel de la transcripcion, regular los patrones de expresion temporal y
espacial de aquellos genes es una de las principales tareas de la planta en la respuesta a un
tipo determinado de estrés (Hammond-Kosack & Parker 2003; Libault et al. 2007). Hasta el

momento en Arabidopsis se han identificado 2290 TF distribuidos en 64 familias

(http://datf.cbi.pku.edu.cn). En la categoria funcional de sefiales de transduccion fueron
incluidos varios TF pertenecientes a varias familias, entre ellas MYB, AP2-EREBP, bHLH,
NAC, Whirly, AUX-IAA, bZIP, GRF, C3H (Zinc Finger), GRAS, ARF entre otros. Algunos
de estos TF estan implicados en defensa como es el caso de AP2/ERF, MYC2 (un bHLH) y
Whirly. Es interesante notar que la alimentacion de A. socialis no reguld algunos de los TF

implicados en resistencia mediada por genes R como el AtWRKY70 que regula las vias de
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sefializacion activadas por SA y reprime las del JA (Li et al. 2006), y otros WRKY implicados
en resistencia contra insectos, tanto masticadores como chupadores (Skibbe et al. 2008; Wang
et al. 2007). Sin embargo, los TF regulados por 4. socialis también fueron regulados por el

afido Acyrthosiphon kondoi en alfalfa (Medicago truncatula) (Gao et al. 2010).

3.3.3.6.2 Flujo de iones calcio (Ca™) y proteinas kinasas Mitogen-activated (MAPK)

Relativamente poco es lo que se conoce acerca de las vias de transduccion de sefales que
conectan los inductores especificos de los insectos a las repuestas de las plantas que ellos
provocan. El ion calcio (Ca®") ha sido implicado como un segundo mensajero en muchas vias
de senalizacion en plantas, incluyendo respuestas a la herbivoria (Maffei et al. 2007). Bajo
condiciones normales, el contenido de Ca®" citosélico es varios 6rdenes de magnitud mas bajo
que en el fluido apoplastico y en las organelas. Incrementos en los niveles de Ca®" citosélico
activan la calmodulina y otras proteinas sensibles al calcio que seguidamente promueven
eventos de sefializacion corriente abajo, incluyendo fosforilacion de proteinas y respuestas
transcripcionales. Existen evidencias de su implicacion en la modulacion de la respuesta a la
herbivoria en trabajos con 4caros y afidos (Arimura et al. 2000; Levy et al. 2005). En este
estudio se identifico el gen que codifica para CRK (CDPK-related kinase calmodulin-like
protein domain kinase), el cual es reprimido en tiempos tardios (EyC5y6 y EyESISy6). Los R
genes mediando resistencia a patdogenos y a otras respuestas de estreses ambientales en las
plantas envuelven cascadas de senalizacion llamadas mitogen-activated protein kinase
(MAPK) (Hamel et al. 2006). Aunque hasta el momento no ha sido identificada una via
MAPK completa que lleve a resistencia a insectos, existe evidencia que tales vias juegan un
papel en algunas interacciones planta-insecto. Trabajos hechos con los insectos Manduca
sexta y Nilaparvata lugens en Nicotiana attenuata y arroz asi lo demuestran, en los cuales las
MAPK son inducidas tanto por alimentacion por estos insectos como por las hormonas JA y
SA (Wu et al. 2007; You et al. 2007). En este estudio se identifico el gen que codifica para
ATMPK13; MAP kinase/ kinase, €l cual es reprimido en tiempo tardio de EyESISy6 (Tabla 7).
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3.3.3.7 Biosintesis y modificacion de pared celular

Biosintesis y Modificacion de pared celular
Cassava Unigene Microarray
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Figura 28. Gréafico de barras donde se muestra la distribucion de los genes regulados por 4.
socialis a través de las comparaciones y tiempos, implicados en biosintesis y modificacion de

pared celular.

La pared celular provee una importante barrera para patogenos y plagas. Los estreses
bioticos inducen genes para reforzar estas barreras de defensa constitutiva por alteracion en la
composicion de pectina y modificacion de las proteinas y constituyentes quimicos de la pared
celular. Después de la alimentacién por A. socialis, fueron regulados algunos genes que
codifican proteinas que modifican la pared celular. Seis genes fueron inducidos y un solo gen
fue reprimido. Esto no se observé de manera fuerte en la comparacion EyC, donde un gen fue
débilmente inducido, el gen que codifica para Glucan endo-1,3-beta-glucosidase precursor,
en el tiempo 1y2. El gen reprimido, el cual codifica para una chitinase fue en esta
comparacion en el tiempo Sy6. Por el contrario en la comparacion EyESI se observaron varios
genes implicados en esta funcion. En EyESI1y2 se inducieron los genes CEVI (mencionado
en Defensa), el cual como se mencioné arriba codifica para una celulosa sintasa; un gen o.-
Expansina, el cual codifica para ATEXPAI (ARABIDOPSIS THALIANA EXPANSIN A4).
Estas a-Expansinas tienen un papel establecido en la rdpida extension o relajacion por estrés
de la pared celular de la planta, asi como importantes funciones en desarrollo (Cosgrove
2000). Sumado a esto se identificé un gen que influencia la integridad y modificacién de la
pectina, este es el ATPME] el cual codifica para una pectinesterasa, la cual puede estar

envuelta en la inhibicion de patdgenos. Esta fuertemente inducida en el tiempo EyESI3y4
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(FDR 0%). En este tiempo también fueron inducidos otros dos genes, uno implicado en la
biogénesis de la pared celular, el UGE2, que codifica para una epimerasa y el otro COB
(COBRA), el cual estd involucrado en la organizacion de las microfibrillas de celulosa y en la
determinacion de la expansion celular. En el tiempo EyESISy6 fue inducido el gen que
codifica para la caffeoyl-CoA 3-O-methyltransferase la cual es una enzima clave de la via de
los Fenil propanoides, en la cual es importante en la biosintesis de coumarinas y lignina. Esta
involucrada en el reforzamiento de la pared celular de las plantas y en la respuesta a dafio
mecanico y patdogenos, incrementando la formacion de polimeros de acido fertlico en la pared

celular (Ye et al. 2001).

3.3.3.8 Metabolismo secundario

Investigaciones hechas con numerosas especies de plantas han revelado una gran
variedad de pequenas moléculas con efectos toxicos o anti-alimentarios a los insectos
herbivoros. Una clase de metabolitos secundarios de plantas bien estudiados con propiedades
defensivas incluye a los glucésidos cianogénicos. En una herida, los tejidos de yuca emiten el
acido cianhidrico (HCN), proceso llamado cianogénesis que resulta particularmente de la
accion de la enzima endogena (B-glucosidasa), linamarasa (Conn 1980). La cianogénesis al
permitir la liberacién de una molécula téxica constituye un sistema de proteccion de la yuca
contra las plagas; sin embargo, tal proteccion no ha sido claramente demostrada (Hruska
1988). En las raices, la cianogénesis constituye una defensa de la yuca contra la chinche de la
viruela Cyrtomenus bergi (Castafo et al. 1985; Bellotti & Riis 1994). En este estudio SAM
encontrd (Tabla 3) cuatro genes significativamente regulados que codifican para proteinas
involucradas en metabolismo secundario, entre estos se identificd el gen que codifica para
CYSCI (CYSTEINE SYNTHASE Cl), fuertemente regulado en EyESI3y4, la cual esta
involucrada en el proceso metabolico del cianuro y en detoxificacion de compuestos de
nitrogeno (Hatzfeld et al. 2000). En la comparaciéon EyESI también fue regulado el gen que
codifica para COP1 (CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1), una ubiquitina ligasa,
esta enzima estd involucrada en la represion del proceso de fotomorfogénesis y en el proceso

metabolico de las antocianinas (Vandenbussche et al. 2007). En la comparacion EyC solo un
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gen fue regulado que codifica una chitinase la cual fue reprimida en el tiempo 5y6 (Tabla 7).
Este gen tiene un dominio conservado que codifica para un hidrolasa glucosida familia 19
dominio quitinasa, fue clasificado tanto en la categoria de Modificacion de pared celular
como en Metabolismo secundario, ya que su funcion bioldgica tiene que ver con catabolismo
de macromoléculas de pared celular y tiene un importante papel en la biosintesis de lignina,
hecho que en estudios recientes ha sido demostrado (Hossain et al. 2010). Estos autores
encontraron que mutaciones en el gen que codifica las quitinasas, ocasiona la acumulacion de

lignina en hipocotilos en Arabidopsis.

3.3.3.9 Proteolisis
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Figura 29. Gréafico de barras donde se muestra la distribucion de los genes regulados por 4.

socialis a través de las comparaciones y tiempos, implicados en protedlisis.

La degradacion selectiva de proteinas es un mecanismo empleado para activar una
variedad de sefiales de transduccién en plantas superiores (Callis &Vierstra 2000). Esta
degradacion de proteinas intracelulares se realiza a través del complejo de ubiquitinas
presentes en los eucariotas. Las ubiquitinas se unen covalente y especificamente a las
proteinas que van a ser destinadas a la degradacion a través de una via dependiente de ATP.
Se ha demostrado que el Proteasoma estd envuelto en respuestas de defensa en algunas
especies de plantas (Ellis et al. 2002; Sun & Callis 1997). El trabajo realizado por Karrer et al.
(1998) demuestra que el sistema de ubiquitinas participa en el desarrollo de HR en tabaco. En

el presente estudio, se encontrd una fuerte induccioén de estos genes en tiempos tempranos y
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una induccion moderada en los demaés tiempos (Tabla 7). Se obtuvieron 13 genes inducidos y
un gen reprimido, este ultimo en EyESI5Sy6 (Figura 29). Entre los genes se encuentran
proteasas ubiquitin especificas, aspartyl proteasas, serina proteasas y metallopeptidasas. La
funcion bioldgica de las Serinas proteasas ha sido descrita para algunas Subtilasas,

carboxipeptidasas y peptidasas tipo DegPs y ClpPs.

3.3.3.10 Traduccion y sintesis de proteinas y aminoacidos
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Figura 30. Grafico de barras donde se muestra la distribucion de los genes regulados por 4.

socialis a través de las comparaciones y tiempos, implicados en traduccion.

Una de las maneras de eliminar las células infectadas e impedir la dispersion del patogeno
consiste en inducir apoptosis. Esta muerte celular programada estd determinada en parte por la
presencia de ROS (Mittler et al. 1998). La inhibicion de la sintesis proteica es un componente
critico para la induccién de la apoptosis. Para esta categoria funcional 10 genes fueron

inducidos y dos reprimidos (Figura 30, Tabla 7).

3.3.3.11 Respuestas a diferentes clases de estrés y estimulos
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Figura 31. Gréafico de barras donde se muestra la distribucion de los genes regulados por 4.
socialis a través de las comparaciones y tiempos, implicados en respuesta a estreses y

estimulos.

En esta categoria se agruparon todos los genes que responden a estimulos por hormonas,
estreses bidticos y abidticos. Se agruparon 43 genes, de los cuales 32 fueron inducidos y 11
reprimidos. Se puede observar que las comparaciones a través de los diferentes tiempos
presentaron un comportamiento similar, alta regulacion en los tiempos tempranos, disminuye
cuando las ninfas empiezan a alimentarse y vuelve a aumentar en los tiempos tardios (Figura
31). La infestacion con 4. socialis regula genes de respuesta a estreses abidticos y respuestas
a estimulos por hormonas como JA, SA, ABA, auxinas y brasinoesteroides. Algunos genes
fueron clasificados por GO con funcidn biologica “respuesta a estrés” en general. Se observo
también que los genes de respuesta a JA fueron inducidos, y un gen de respuesta a SA fue
reprimido (estos genes fueron mencionados en la seccion de defensa, ya que también fueron

clasificados en esa categoria por GO).

Los Brasinosteroides (BRs) son compuestos poli-hidroxilados derivados del esterol que
estdn presentes en todas las plantas y se encuentran ampliamente involucrados en la
regulacion de numerosos genes que controlan los procesos de crecimiento y desarrollo asi
como también estan involucrados en la respuesta a estrés bidtico y abiotico, incluyendo estrés
por salinidad, temperaturas extremas y ataque de patdgenos (Clouse & Sasse 1998). Se ha

demostrado con evidencia experimental el importante papel de los BRs en el desarrollo de
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resistencia a enfermedades en plantas (Nakashita et al. 2003). Plantas silvestres de tabaco
fueron tratadas con un Brasindlido (un tipo de BRs) y mostraron alta resistencia a TMV, al
patogeno bacteriano Pseudomonas syringae pv. tabaci y al hongo Oidium sp. también
demostraron que el desarrollo de la resistencia por BRs no requiere biosintesis de SA y es
independiente SAR y de la resistencia inducida por heridas. También comprobaron la
resistencia inducida por BRs contra Magnaporthe grisea y Xanthomonas oryzae pv. oryzae en
arroz. A. socialis indujo el gen BRHI en la comparacion EyESI, este gen responde a estimulo

por brassinoesteroides y a quitina (Molnar et al. 2002).

3.3.3.11.1 Respuestas a estreses abioticos

La infestacion con A. socialis regula genes de respuesta estreses abioticos como sequia,
sal, temperatura, ion cadmio, deficiencia a fosforo. Esto implica que ABA y genes regulados
por ABA juegan un papel en la respuesta de la yuca al ataque de 4. socialis. Se conoce que
ABA no tiene una funcion directa en sefiales de transduccion de heridas, pero puede ayudar a
mantener las condiciones fisioldgicas saludables cercanas al sitio donde ocurre el dafio
(Birkenmeier & Ryan, 1998). Existe evidencia que la alimentacién por afidos (otro
floemofago) disminuye el potencial de agua de la hoja (Cabrera et al. 1994; Zhu-Salzman et
al. 2004), esa deshidratacion resulta de la alimentacion del floeméfago y puede estar llevando
a forzar la induccion de estos genes de respuesta a sequia. Un estudio hecho con
microarreglos mostré que muchos genes inducidos por heridas, fueron también inducidos por
sequia en Arabidopsis lo que apoya la hipotesis del papel de ABA inducido por daiio es una
respuesta a estrés por sequia (Raymond et al. 2000). Es interesante el caso del gen que
codifica para la CYP70741 es una enzima acido abscicico 8’-hidroxilasa, envuelta en
catabolismo de ABA, esta enzima juega un papel importante en determinar los niveles de
ABA en la planta. Su sobreexpresion lleva a una disminucion en los niveles de ABA. Este gen
estd reprimido en el EyC3y4, cuando las ninfas empiezan a alimentarse, lo que significa que
en este momento para esta comparacion hay induccion de ABA, muy seguramente para
contrarrestar la pérdida de agua por parte de la planta al ser sometida a la alimentacion de este

floemofago chupador. Las auxinas estan involucradas en muchos aspectos del desarrollo y
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crecimiento de las plantas, A. socialis regula la expresion de genes envueltos en la via de estas

hormonas.

3.3.3.12 Transporte y trafico de proteinas
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Figura 32. Gréafico de barras donde se muestra la distribucion de los genes regulados por 4.
socialis a través de las comparaciones y tiempos, implicados en transporte y trafico de

proteinas.

Durante las respuestas de defensa a patégenos y plagas las plantas activan el trafico de
proteinas relacionadas con patogenicidad y fortalecimiento de la pared celular entre otras.
Estas proteinas son sintetizadas en el Reticulo Endoplasmatico Rugoso (RER) y dirigidas via
trafico vesicular a compartimentos especificos intra celulares o a la matriz extracelular
(Jellito-Van Dooren et al. 1999). Esta demostrado que cuando la planta es sometida a estrés o
atacada por un patdégeno se acumulan una serie de proteinas residentes en RER con el fin de
asistir el plegamiento, ensamblaje y formacién de puentes disulfuro en las proteinas recién
sintetizadas (Cunnea et al. 2003; Kurisu et al. 2003). Entre estas proteinas se encuentran las
chaperonas y las proteinas residentes en RER las cuales estan relacionadas con el apropiado
plegamiento proteico y su transporte a través de RER. A. socialis reguld 30 genes
relacionados con transporte, de los cuales 25 fueron inducidos y 5 reprimidos (Figura 32,
Tabla 7). Este diverso conjunto de genes relacionados con transporte, uno de ellos el DnaJ,
sugiere una posible participacion durante la sintesis de proteinas que responden al ataque de

A. socialis con el fin de hacer mas eficiente la respuesta de defensa de la yuca en contra de
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este insecto. Como ya se ha visto, durante la interaccidon yuca-A. socialis son sintetizados un
diverso tipo de proteinas, entre ellas de unioén a calcio, de reforzamiento de la pared, de
degradacion proteica etc., todo esto muestra que durante el ataque por A. socialis la sintesis,
procesamiento y transporte de proteinas se aumenta rapidamente, de alli la necesidad de tener

controladores de estos procesos como las proteinas obtenidas en este estudio.

Otras secuencias relacionadas con el transporte de proteinas, aunque no existe literatura
que las involucre en las respuestas de defensa su presencia en la sustraccion sugieren una
posible participacion en defensa y resistencia. Una de ellas es la Vesicle-fusing ATPase
inducida en el EyESISy6, su papel en la formacion de vesiculas ha sido demostrado (Jin et al.
2001). Otro gen inducido fue el que codifica para la proteina COP1 y otras que hacen parte
del complejo coatomero, que estan involucradas en el transporte vesicular de proteinas hacia
la membrana celular (Harter et al. 1996). La VHS domain-containing protein involucrada en
transporte mediado por vesiculas intra aparato de Golgi, etc. Es interesante el caso del gen
que codifica para ARPN (PLANTACYANIN), una proteina de union al ion cobre, envuelta en
desarrollo de anteras, la cual fue fuertemente inducida en el tiempo EyC5y6, y que
aparentemente no tendria relacion con la respuesta de defensa a A. socialis, sin embargo se
encuentra en el grupo de proteinas relacionadas con ROS/redox que hacen parte del floema y
que potencialmente pueden estar envueltas en reacciones de defensa (Kehr 2006). No
obstante, es necesario realizar experimentos adicionales para confirmar su participacion en las

respuestas de defensa de la yuca.

3.3.3.13 Genes regulados implicados en metabolismo celular, glicélisis, desarrollo,

estructura

Un gran niimero de cambios metabodlicos estdn asociados con las respuesta de defensa, y
muchos de ellos no han sido ain caracterizados (Laxalt et al. 1996). Por ejemplo, se ha
observado la expresion de genes relacionados con la glucoélisis en las respuesta a estrés

abidtico (Yang et al. 1993). También se han demostrado cambios en la expresion de estos
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genes cuando la planta es infectada y su relacion con el aumento en la tasa de respiracion
(Laxalt et al. 1996). Una de las enzimas cuya expresion es modificada durante los procesos de
infeccion es la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). Estudios han mostrado que
GAPDH se acumula durante la infeccion por Phytophthora infestans en papa. En este trabajo
atribuyen dos posibles explicaciones a la acumulacion de GAPDH durante la infeccion
teniendo en cuenta que la acumulacion de ROS (caracteristica de las primeras etapas de
infeccion) inhibe la actividad de GAPDH: (1) puesto que la acumulacion de ROS inactiva a
GAPDH, es necesario incrementar su tasa de transcripcion con el fin de mantener los niveles
de la glicdlisis y (2) la induccion de GAPDH se hace con el objetivo de aumentar la
respiracion en las células infectadas. Aparentemente este aumento en el metabolismo se
presenta con el fin de aumentar la capacidad energética y biosintética para responder
efectivamente al ataque del patdogeno y poder sobrevivir cuando este termina. Scheideler, et
al. (2002) reportaron la expresion de GAPDH 10 min. y 24 horas después de la inoculacion
con una cepa avirulenta de Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst) en Arabidopsis thaliana.
En este trabajo se concluyo6 que existe un cambio en la expresion de los genes constitutivos en
respuesta al ataque del patogeno. A. socialis reguld varios genes implicados en metabolismo
de la glucosa y glicdlisis (Tabla 7), la presencia de estos genes sugiere un posible papel en el

aumento y mantenimiento de la glicolisis durante la interaccion yuca-A. socialis.

3.3.3.14 Silenciamiento de genes

Utilizando la herramienta GOMP, el EST (CK648748) no arrojo hit significativo con la
base de datos de Arabidopsis, entonces se hizo la bisqueda utilizando BLASTX, y el mejor
hit (puntaje 109, valor e 1e-22) fue contra gen que codifica para SAS 10 (something about
silencing protein sas 10, putative [Ricinus communis]), el cual es esencial en el
silenciamiento de genes, contiene elementos que hacen parte del complejo U3

ribonucleoproteinas.
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4 DISCUSION GENERAL

Tomando como base la evidencia bioldgica de la resistencia del genotipo MEcu 72 a
mosca blanca A. socialis probada en trabajos anteriores y los resultados obtenidos en el
presente trabajo, trataremos de explicar la resistencia en la yuca. El modelo presentado en este
trabajo es hipotético y trata de explicar la cascada de eventos que ocurren cuando es atacada

por la plaga mosca blanca.

4.1 Evidencia biologica de la resistencia de MEcu 72 a A. socialis

Arias (1995) y Gomez (2004), reportan una alta mortalidad de las ninfas cuando estas se
alimentan sobre el genotipo MEcu 72. Esta mortalidad se manifiesta casi inmediatamente

emerge la ninfa [ y va aumentando con los dias (Figuras 33 y 34).
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Figura 33. Porcentaje de mortalidad de ninfas y tiempo de desarrollo de A. socialis sobre
diferentes genotipos de yuca, entre estos MEcu 72 y CMC 40. E (Egg, huevo), N1, N2, N3 y
N4 los estadios ninfales. (Tomado de Bellotti & Arias, 2001).

Sumado a esto, Gomez (2004) encontr6é que el mayor porcentaje de mortalidad en ninfa I

se debid a lo que el describe como “muerte por levantamiento in sifu”. Esto debido, talvez, a
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la incapacidad de la ninfa I de encontrar un sitio donde asentarse y alimentarse; posiblemente
por la alta densidad de tricomas que posee el genotipo MEcu 72. Esta alta densidad de
tricomas posiblemente le impide a la ninfa I (Unico estadio ninfal movil) “acomodarse”
adecuadamente para introducir su estilete en la hoja e iniciar su prolongada alimentacion
(Bellotti & Arias, 2001; Arias, 1995). A pesar de esta limitacion, un gran porcentaje de las
ninfas I logran asentarse. El mismo autor también reporta que el porcentaje de ninfas muertas
“adheridas y momificadas” se incrementa a medida que los instares ninfales avanzaban,
siendo por ende, menor en ninfa I y mayor en ninfa IV (NI 3.8%, NII 75%, NIII 28%, NIV
73.3%) (Figura 34). Estos autores, entonces, concluyen que la mortalidad de los instares
ninfales, ademds del alargamiento del ciclo de vida del insecto, observado también en estos
estudios, son manifestaciones de una clara antibiosis, y concluyen que seria de gran
importancia caracterizar los factores responsables esta mortalidad; sobretodo la que se

observa como “adheridas y momificadas” en la figura 34.

(B)

Figura 34. Detalle de las hojas infestadas donde se muestran las diferencias en la poblacion de

ninfas de instar III de A. socialis sobre genotipos de yuca, (A) CMC 40 y (B) MEcu 72.

Las flechas indican las ninfas muertas “adheridas y momificadas”, de estadios anteriores

(Tomado de Gémez, 2004).

Retomando la discusion de los resultados del presente trabajo, surgen las preguntas: ;Qué

puede estar ocasionando esa alta mortalidad en las ninfas? ;Qué es lo que hace antibiotica a
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MEcu 72? En esta discusion trataremos de aproximarnos a contestar esta pregunta biologica.

Con este fin se analizaran las dos comparaciones estudiadas y los resultados obtenidos.

4.2 Regulacion de genes durante la interaccion yuca- Aleurotrachelus socialis

La complejidad de las interacciones planta-insecto hace dificil determinar qué
caracteristicas anatomicas, fisioldgicas o metabolicas limitan la infestacion de la yuca por
moscas blancas y floemo6fagos en general. El campo de la gendmica provee herramientas
poderosas para identificar estos factores involucrados en la respuesta inmunoldgica de la
planta, facilitando el andlisis funcional de genes implicados tanto en resistencia como en
susceptibilidad. Asi como las cascadas de sefializacion y las vias metabdlicas son elucidadas
en las plantas modelo y en especies cultivadas, genes regulatorios claves son el blanco para
estudios del papel de estas vias en las interacciones planta-insecto utilizando silenciamiento y
sobreexpresion. Las técnicas que analizan los perfiles de transcritos permiten un examen
simultdneo de miles de genes y pueden ser utilizadas para estudios de cambios en expresion
génica que son transcripcionalmente regulados. El anélisis de microarreglos esta entre una de
las mas comunes herramientas de analisis de transcritos. Sin embargo, otras técnicas tales
como la hibridizacion sustractiva (SSH) es también muy util para identificar y caracterizar
previamente transcritos desconocidos que son diferencialmente regulados entre grupos de
tratamientos. Estos dos enfoques fueron utilizados en este estudio para identificar los cambios

en el perfil de transcripcion de la yuca cuando es atacada por 4. socialis.

Los insectos floemodfagos son las mayores plagas que afectan la agricultura y horticultura
en el mundo. Sin embargo, aun existe un conocimiento limitado particularmente a nivel
molecular acerca de como las plantas responden al ataque de estos insectos (Macedo et al.
2003; Girousse et al. 2005). El conocimiento que se tiene hasta ahora estd basado
principalmente en estudios con diferentes especies de afidos en interacciones con
Arabidopsis, Nicotiana attenuata, sorgo y tomate (Kaloshian & Walling 2005; Thompson &

Goggin 2006). Muy pocos estudios han examinado interacciones con otros hemipteros a nivel
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molecular, como el caso de Arabidopsis-Bemisia tabaci (Kempema et al. 2007; Zarate et al.
2007). En este estudio presentamos un analisis a nivel de transcriptoma, en el cual estudiamos
la expresion y respuesta de defensa de la yuca al ataque de otro floemofago: la mosca blanca

Aleurotrachelus socialis.

En este estudio se identificaron 405 secuencias asociadas al ataque en todos los estadios
del desarrollo de A. socialis. De las 405 secuencias obtenidas, 280 se mostraron
diferencialmente significativas en el Cassava Unigene Microarray y 125 correspondieron a
secuencias Unicas obtenidas a partir de las librerias sustractivas desarrolladas en este estudio.
Algunos de estos genes tienen funciones bioldgicas que son tipicamente reguladas en
respuesta a estreses bioticos tales como defensa, pared celular, estrés oxidativo, protedlisis,
metabolismo secundario y metabolismo de carbohidratos y fotosintesis. Tanto en el analisis
de microarreglos como en las librerias sustractivas se encontraron diferencias importantes en
el nimero y clase de secuencias obtenidas en las dos comparaciones analizadas, la EyESI y la
EyC, presentandose resultados mas significativos a nivel de respuesta de defensa en la
comparacion EyESI. En microarreglos presentaron casi el mismo niimero de genes regulados
(144 para EyC, 136 para EyESI), sin embargo los genes que por su supuesta funcion estan
relacionados con defensa, fueron expresados mas en la comparacion EyESI (tabla 7). En el
caso de la sustraccion diferencial, se observo una mayor diferencia entre las comparaciones,
de las 125 secuencias Unicas obtenidas, 48 fueron en EyESI y solo 15 fueron aisladas en EyC,

y ambas compartieron 11 secuencias.

Esta seccion es una revision detallada de los procesos en los cuales estan potencialmente
involucradas las secuencias aisladas y analizar su significado bioquimico y fisiologico en el
contexto particular de la resistencia de defensa de la yuca a la alimentacion de 4. socialis. La
metodologia empleada en este trabajo permite en parte hacer distinciones temporales entre
cada uno de los elementos, el orden en el que se llevard a cabo esta revision busca simular la
sucesion hipotética de eventos de las respuestas de defensa (el modelo general se muestra al

final de la discusion en la Figura 38).
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4.2.1 Reconocimiento: ;qué percibe la yuca en la mosca blanca para disparar la respuesta

de defensa?

4.2.1.1 Fuente de inductores en interacciones Planta-Mosca blanca

Los insectos que usan el modo de alimentacion perforando y chupando tienen una intima
y larga interaccion con las células de la planta. Utilizando su estilete para perforar las células,
estos herbivoros consumen grandes cantidades de fluidos como fuente nutricional (Walling
2000). Los sitios de alimentacion varian, muchos afidos y moscas blancas deben atravesar la
cuticula, epidermis y las células del mesoéfilo para establecer los sitios de alimentacion en las
venas del floema (Miles 1999; Raven 1983) (Figura 35). El estilete de los perforadores
chupadores que se alimentan de floema estd en continuo contacto con las células de la planta.
Una vez los sitios de alimentacion son establecidos, estos pueden ser usados por horas o
semanas. En esta larga interaccion pueden existir varios tipos de inductores provenientes del
insecto que estén elicitando la respuesta de defensa en la planta. Entre estos se encuentran los

inductores salivares y otras moléculas provenientes del insecto como los PAMPs.

4.2.1.1.1 Inductores salivares

Las senales generadas por herbivoros, las cuales atraviesan las células de las plantas para
remover liquidos como fuente nutricional, son complejas. Algunas sefales, como las que
activan la expresion de genes PR, son probablemente compartidas por muchos herbivoros
(moscas blancas, afidos y 4acaros). Durante la introduccion del estilete en el sitio de la
alimentacion, los floemo6fagos podrian inadvertidamente dafar las células a lo largo del sitio
por donde entra el estilete y liberar sefiales almacenadas en las plantas que estimulan la
expresion de genes de defensa como los PR. Alternativamente, el movimiento del estilete
entre las células, el cual trastorna el contacto esencial célula-célula, o la perforacion de las
células en el sitio de alimentacién y consumo de liquidos podrian ser percibidos como un

estrés fisico generando sefiales que activan la expresion de genes. Tanto las sefales eléctricas
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como las hidratlicas estan implicadas en la expresion de genes de respuesta a herida (Rhodes
et al. 1999). Un componente de la saliva del herbivoro es probablemente el inductor para
muchos genes PR (Walling 2000). Los insectos que consumen liquidos, como los afidos y las
moscas blancas, secretan dos tipos de saliva a lo largo del canal de entrada del estilete y en el
sitio de alimentacion: una saliva envolvente que rapidamente se gelifica y una saliva liquida
digestiva (Figura 35) (Miles 1999). La composicion de estas salivas ha sido caracterizada en
un pequefio numero de insectos hemipteros. La saliva envolvente estd compuesta
principalmente de proteinas, fosfolipidos y carbohidratos conjugados (Miles 1999). Cuando es
segregada, la saliva envolvente se polimeriza alrededor del flexible estilete para formar una
barrera protectora, limitando asi el contacto directo del estilete con el apoplasto de la planta.
No se sabe si los materiales envolventes no polimerizados podrian ser los inductores de la
respuesta de defensa en la planta. La composicion de la saliva liquida digestiva es mas
compleja y variable, conteniendo una amplia variedad de enzimas que incluyen pectinasas,
celulasas, amilasas, proteasas, lipasas, fosfatasas alcalina y 4cida y peroxidasas (Miles 1999).
Los inductores generales y especie-especificos podrian ser uno de los constituyentes salivares
conocidos o podria ser un constituyente sin caracterizar. El quitosan en acaros (Bronner et al.
1989), los oligogalacturonidos generados por pectinasas y ROS generados por peroxidasas (en
insectos masticadores) son inductores conocidos de vias de sefializacion de defensa y/o
heridas. Estos inductores podrian ser sintetizados directamente por el insecto o podria ser
producto de una bacteria endosimbionte (Douglas 1998). En el presente estudio se aislaron
algunas secuencias similares a genes involucrados en estrés oxidativo y ROS (Tablas 6 y 7).
Esta generacion de ROS puede ser el resultado de la induccion por uno o varios de estos
componentes de la saliva de la mosca blanca, sin embargo, esto es algo meramente hipotético
ya que hasta el momento no se ha comprobado el papel directo de algin componente salivar

en la induccion de respuesta de defensa en floemofagos, siendo un campo aun inexplorado.
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Figura 35. Representacion esquematica de la ingestion de floema por la mosca blanca.

La mosca blanca introduce su estilete a través de la epidermis y el mesofilo hasta alcanzar el
floema en la hoja, Se observa la formacién de saliva envolvente gelificada alrededor del
estilete, lo cual parece protegerlo de la accion de enzimas. Las flechas azules indican saliva
liquida digestiva, la cual entra en contacto con el apoplasto, las células del mesoéfilo y la
epidermis. CC (companion celulas) y SE (elementos de la savia) son partes del floema. Se
sugiere que un/unos componentes de la saliva envolvente o la saliva liquida (1) liberados en la
epidermis, el apoplasto y el floema pueden ser los inductores que disparan la respuesta de

defensa en la planta. (Esquema hipotético basado en el modelo de afidos, Tjallingii 2006).

4.2.1.1.2 Patrones moleculares asociados a patogenos (PAMPs): La quitina

Como parte de su immunidad innata, las plantas reconocen a sus invasores por medio de

patrones moleculares asociados a patéogenos (PAMPs, en inglés). Estas son moléculas
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provenientes del patdgeno, tales como la flagelina (Zipfel et al. 2004) y varios oligosacaridos,
incluyendo quitina. El reconocimiento por parte de la planta de estas moléculas resulta en la
induccion de varias vias de defensa en las plantas. El reconocimiento de tales inductores de
patdgenos y plagas por la planta puede inducir a una muerte celular y de una manera general a
una reaccion hipersensible y a la sintesis de moléculas antimicrobiales como las fitoalexinas
(Heath 2000). Por ejemplo, la volicitina (Schmelz et al. 2003) y la flagelina (Zipfel et al.
2004) activan las vias mediadas por JA y ET. La activacion de estas vias resulta en la sintesis
de una variedad de proteinas PR que tienen un importante papel en respuesta de defensa. Una
de esas PR es la quitinasa, la enzima que cataliza la hidrélisis de los polimeros de quitina,
encontrados en las paredes celulares de hongos patogénicos y en el exoesqueleto de insectos y
nematodos (Shibuya & Minami 2001). En el presente trabajo se aisld una secuencia similar a
quitinasa basica (CHIB 6 PR-3) probablemente inducida por la via del JA/ET. La aplicacion
exogena en plantas de oligomeros de quitina purificados activan los genes PR y la sintesis de
fitoalexinas, y en trabajos con microarreglos se han obtenido un gran niimero de genes de
Arabidopsis inducidos por quitina (Shibuya & Minami 2001; Zhang et al. 2002). Varias
proteinas de ligacion a quitina asociadas a membrana, presumiblemente receptores de quitina
han sido identificados en varias especies de plantas como la soya (Day et al. 2001) y arroz
(Kaku et al. 2006). En nuestro estudio se encontrdé una proteina de ligacion similar al gen
BRHI (BRASSINOSTEROID- RESPONSIVE RING-H2) el cual se ha encontrado que se
acumula por la presencia de quitina en Arabidopsis (Molnar et al. 2002). Libault et al. (2007)
utilizando microarreglos de ADNc y RT-PCR encontraron 118 factores de transcripcion en
Arabidopsis que respondian a la induccion por quitina. Una de las familias de estos factores
de transcripcion mayormente representadas fue la AP2/ERE, lo cual indica que esta familia
estd implicada en la respuesta de defensa de la planta y son especificamente inducidas por
quitina. Una secuencia similar a una isoforma de este factor de transcripcion fue encontrada
en la libreria sustractiva del presente trabajo, y otra fue diferencialmente expresada en el
Cassava Unigene Microarray (Tablas 6 y 7). También se encontr6 diferencialmente expresado
en los microarreglos el activador transcripcional MYC?2 el cual tiene un dominio bHLH (basic
helix-loop-helix Zip). En estudios realizados por Lorenzo et al. (2004) se mostré6 que MYC2
tiene un papel central dentro de la via de sefializacion de JA, regula la respuesta de defensa a

insectos y responde a la induccion por quitina. Sumado a esto, Lyou et al. (2008) demostraron
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que el gen AtLEC de Arabidopsis que codifica para una proteina lectina es inducido por
multiples estimulos incluyendo herida, JA/ET y quitina. En el presente trabajo se aisl6 una
secuencia similar a un receptor kinasa lectin-domain containing receptor kinase IX.1 (LecRK-
IX.1), en la seccion C-terminal pertenece a la superfamilia de proteinas kinasas y familia de
proteinas kinasas Ser/Thr. En la seccion N-terminal pertenece a la familia de las lectinas
leguminosas. A pesar de no haber encontrado un receptor de quitina en el presente trabajo,
talvez debido a que es una expresidon muy temprana, los resultados anteriores sugieren que la
quitina presente en el exoesqueleto de la mosca blanca es probablemente un candidato a

inductor de la respuesta de defensa en yuca.

4.2.2 Después de la induccion es disparada la respuesta de defensa

4.2.2.1 Eventos tempranos: despolarizacion de membrana, flujo de iones calcio y

proteinas kinasas Mitogen-activated (MAPK)

El ion calcio (Ca®) ha sido implicado como un segundo mensajero en muchas vias de
sefializacion en plantas, incluyendo respuestas a la herbivoria (Maffei et al. 2007). Bajo
condiciones normales, el contenido de Ca®" citosélico es varios 6rdenes de magnitud mas bajo
que en el fluido apoplastico y en las organelas. Incrementos en los niveles de Ca®" citosélico
activan la calmodulina y otras proteinas sensibles al calcio que seguidamente promueven
eventos de sefializacion corriente abajo, incluyendo fosforilacion de proteinas y respuestas
transcripcionales. En el presente trabajo en las librerias sustractivas se aislaron secuencias
similares a ATCNGCS5 (CYCLIC NUCLEOTIDE GATED CHANNEL 5) y una proteina de
ligacion a calcio; en los microarreglos una ATCNGC4, y una CRK (CDPK-related kinase)
proteina de ligacion a calcio. Los ATCNGC son canales catidnicos de nucleétidos ciclicos
cerrados que son componentes de sefializacion corriente abajo que llevan a la resistencia, son
permeables a sodio y potasio de una manera dependiente de nucleétidos ciclicos (cAMP o
cGMP). Son inducidos por ET y JA y su funciéon molecular es la de transporte transmembrana

y como proteina de ligaciéon a calmodulina (Balagué et al. 2003). Las calcium-dependent
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protein kinase (CDPKs) y las calmodulinas son sensores de iones calcio que estan
involucrados en muchas vias de sefalizaciébn que tienen que ver con desarrollo y estrés

(DeFalco et al. 2010).

Hasta el momento no ha sido totalmente descrita una via MAPK completa que lleve a la
resistencia a insectos en plantas, existe evidencia que vias como esta juegan un papel en
algunas interacciones planta-insecto. En tomate Solanum Ilycopersicum, el gen Mi-1 media
resistencia que fue atenuada cuando la expresion de ciertas MAPK y MAPKK fueron
reducidas por silenciamiento de genes utilizando el método VIGS (Li et al. 2006). Los
estudios hechos con VIGS en tomate han mostrado que al menos tres MAPKs son requeridas
para la respuesta de defensa mediada por sistemin al gusano del tabaco (Manduca sexta)
(Kandoth et al. 2007). FACs en secreciones orales de M. sexta incrementa la expresion de
MAPK inducidas por SA y MAPK inducidas por dafio mecénico en N. attenuata (Wu et al.
2007). En arroz silvestre Oryza minuta, la expresion de una supuesta MAPKK (OmMKK]I), es
inducida por la alimentacion del saltahojas del café (Nilaparvata lugens), asi como también
por tratamientos con JA y SA (You et al. 2007). En el presente trabajo, en el Cassava Unigene
Microarray se identificod una secuencia similar a una MAPKI3 expresada diferencialmente.
Con los resultados anteriores podemos hipotetizar que después del reconocimiento de A.
socialis por parte de la planta, se activa una despolarizaciéon de la membrana por la apertura
de canales idnicos, se aumentan las concentraciones de Ca®" se inducen los sensores de Ca*’
calmodulina y CDPKs, se activa una MAPK y la fosfolipasa A2, paso inicial de la via de

transduccion de las oxilipinas (Ryan 2000). Este tltimo paso sera explicado posteriormente.

4.2.2.2 Aleurotrachelus socialis induce en yuca, enzimas que estan envueltas en la

generacion y detoxificacion de ROS

Es probable que componentes de las secreciones orales de las moscas blancas generen una
produccion local y sistémica de especies de oxigeno reactivo (ROS) como se ha observado en
otros floemdfagos como los afidos (Tjallingii 2006). Sumado a esto, las plantas responden a

muchas formas de estreses bidticos generando ROS que participan en sefalizacion defensiva
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y potencian una respuesta hipersensible (HR) en el sitio de la infeccion (Lamb & Dixon
1997). Algunas enzimas que participan en ROS pueden romper el equilibrio redox del
artropodo. Perturbaciones en el equilibrio redox del intestino puede causar la proliferacion de
radicales de oxigeno que dafian las proteinas, lipidos y el AND (Walling 2000). Enzimas que
producen radicales superéxido (como la NADPH oxidasa) o perdéxido de hidrogeno
(peroxidasas) pueden funcionar como proteinas defensivas en el intestino del herbivoro
(Moran et al. 2002). En el caso de la interaccion yuca-A. socialis se encontré que la
infestacion indujo la expresion de ciertas enzimas antioxidantes, mientras reprimid otras
(Tablas 6 y 7). Entre los genes regulados implicados en ROS encontrados en las librerias
sustractivas y en los microarreglos, encontramos NADPH oxidasas y deshidrogenasas,
citocromos P450 relacionados con los complejos de oxidacion-reduccion, oxidoreductasas, el
gen SDR (short-chain dehydrogenase/reductase) y el peroxiredoxin type 2 los cuales fueron
inducidos a lo largo de los tiempos de colecta. En general la yuca parece enfrentar el reto de
balancear entre generar ROS como mecanismo de defensa y producir enzimas detoxificantes
para contrarrestar su propio dafio oxidativo, igual a lo observado en otras interacciones con
afidos (Zhu-Salzman et al. 2004). Sin embargo, segun Divol et al. (2005), las respuestas
dentro del floema aparecen a favor de la detoxificacién, como observamos en nuestro estudio.
A. socialis induce la expresion de enzimas antioxidantes glutaredoxinas y catalasas, las cuales

tienen un papel importante en la detoxificacion de ROS.

4.2.2.3 Aleurotrachelus socialis induce las vias de JA/ET en yuca

En los estudios hechos hasta el momento con insectos floemofagos, se hace evidente que
estos inducen las vias del SA y JA/ET. Sin embargo estas pueden variar entre especies de
plantas y entre interacciones compatibles e incompatibles (Ellis et al. 2002; Moran et al. 2002;

Voelckel et al. 2004; Zhu-Salzman et al. 2004; De Vos et al. 2005; Kempema et al. 2007).

Se ha encontrado que a pesar de las diferentes historias de vida de la mosca blanca B.

tabaci y los afidos, las respuestas de defensa de Arabidopsis a estos floemodfagos es similar.
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Los afidos y B. tabaci activan en Arabidopsis las vias dependientes del SA (acido salicilico)
(Ellis et al. 2002; Moran et al. 2002; De Vos et al. 2005; Kempema et al. 2007). Kempema et
al. (2007), encontraron muchos genes de esta via, probablemente debido a la prolongada
interaccion de B. tabaci en la planta (21 dias) que fue en el tiempo en que se realizaron las
colectas de tejido foliar. También encontraron que con respecto a los cambios en expresion
global de los afidos y moscas blancas en Arabidopsis, estos dos tipos de floemofagos solo
compartian el 17% de los genes inducidos. Lo que sugiere que las respuestas de defensa
pueden variar seglin la especie a pesar de estar implicadas las mismas vias de sefializacion.
Los datos encontrados en Arabidopsis muestran que la mosca blanca B. fabaci podria evitar
las defensas efectivas contra insectos inducidas por JA evitando dafo al tejido o
introduciendo efectores que suprimen estas defensas mediadas por JA (Zarate et al. 2007). En
el presente trabajo, se encontraron genes que la literatura reporta como inducidos por SA
como CAI (Carbonic Anhydrase 1) secuencia aislada en la libreria sustractiva, y el NLA
(nitrogen limitation adaptation) y WHY3 (WHIRLY 3) ambos reprimidos y obtenidos
diferencialmente significativos con los microarreglos. Sin embargo, no se encontraron genes
de la via de sefializacion ni de biosintesis de esta fitohormona, a diferencia de estudios hechos
en Arabidopsis-B. tabaci donde esta especie de mosca blanca indujo genes de esta via
(Kempema et al. 2007; Zarate et al. 2007). En general en las plantas la acumulacion de estas
tres hormonas (SA, JA, ET) disparan la activacion de la cascada de respuesta de defensa a
insectos. Sin embargo el resultado final en la respuesta de defensa es influenciado por la
produccion, tiempo y composicion de la mezcla de hormonas (De Vos et al. 2005; Leon-
Reyes et al. 2010). Aunque hay excepciones, en general las defensas dependientes de SA son
activadas en contra de patdgenos biotrofos, mientras que las defensas dependientes de JA/ET
son activadas en contra de patdgenos necrétrofos y contra insectos herbivoros (Norman-
Setterblad et al. 2000; Kessler & Baldwin 2002; Glazebrook 2005). Recientes avances en
investigacion en sefializacion de defensa revelan que SA, JA y ET funcionan como una
compleja red de vias de senalizacion interconectadas (Pieterse et al. 2009). Interacciones entre
estas vias provee a la planta un poderoso potencial regulatorio, que permitiria a la planta tener
una respuesta de defensa a la medida del invasor que la ataque (Reymond & Farmer 1998;
Bostock 2005). Un ejemplo bien estudiado de cruce entre vias, es la interaccién antagoénica

entre la sefalizacion de SA y JA, muchos estudios han demostrado que la acumulacion

152



enddgena de la una, suprime inmediatamente la expresion de la otra (Bostock 1999; Thaler et
al. 2002). La interaccion entre JA y ET es uno de los ejemplos mejor estudiados de
interaccion de senales de defensa sinérgicas (Adie et al. 2007). Estudios previos han indicado
que el JA/ET actian concertadamente para regular la expresion de un gen PR (osmotin) en
tabaco y una defensina (PDF[.2) de Arabidopsis (Xu et al. 1994; Penninckx et al. 1998).
Santamaria et al. (2001) encontraron que la expresion del gen AtPRBI en raices de
Arabidopsis era inducida por JA/ET y reprimida por SA en respuesta a patdogenos necrotrofos,
y Norman-Settlerblad et al. (2000) demostraron que la accion concertada de JA/ET inducia la
expresion de genes de defensa (Hevein, Basic chitanase ATCHIB, PDF1.2 y VSP) contra el
patdégeno necrotrofo Erwinia carotovora en Arabidopsis. Sin embargo, en el caso de la
respuesta a herida en Arabidopsis, una interaccion antagénica entre JA y ET en la activacion
de respuestas locales ha sido descrita (Rojo et al. 1998). Sumado a esto recientemente, Leon-
Reyes et al. (2010) demostraron que la induccidon simultanea de las vias de JA y ET da como
resultado la insensibilidad de la planta a futuras supresiones mediadas por SA, de las defensas
dependientes de JA, lo cual podria priorizar la via JA/ET sobre la via SA durante

interacciones de la planta con multiples atacantes.

En el presente estudio se encontraron evidencias que sugieren un papel central de las
defensas mediadas por JA/ET en la resistencia de la yuca a A. socialis. El hallazgo de
secuencias similares a genes implicados en estas vias tanto en la sustracciéon como en los
microarreglos y los resultados obtenidos en el RT-PCR, son una clara muestra de su
participacion en la respuesta de defensa (tablas 6 y 7, Figura 17). A continuacion se detallaran
paso a paso las secuencias aisladas implicadas en biosintesis, sefializacion, regulacion de JA 'y

ET y su posible papel en la interaccion yuca-A. socialis.

4.2.2.3.1 Secuencias similares a genes implicados en biosintesis de JA

Se aislaron secuencias similares a genes implicados en biosintesis de JA como la
fosfolipasa encontrada como diferencialmente expresada en los microarreglos y LOX5 aislada

en las librerias sustractivas (Tablas 6 y 7). La fosfolipasas estan involucradas en biosintesis
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basal de JA porque liberan los &cidos grasos precursores de la membrana celular (Schaller et
al. 2005). El primer indicio del 4cido linolénico como precursor en la sintesis del JA fue
obtenido por Farmer & Ryan (1992), quienes mostraron que al aplicar este acido graso sobre
hojas de tabaco se iniciaba la respuesta contra herbivoria que induce la sintesis de inhibidores
de proteasas (Creelman & Rao 2002). Todas las unidades de membrana, especialmente las
membranas del cloroplasto, son una fuente rica de acidos linoleico (18:2) y linolénico (18:3)
esterificados en forma de fosfoglicéridos; estos acidos pueden ser liberados de las membranas
a través de la hidrolisis catalizada por fosfolipasas dando asi inicio a la sintesis del JA (Howe
& Schilmiller 2002). En plantas la activacion de la fosfolipasa constituye frecuentemente el
paso inicial en la generacion de mensajeros lipidicos secundarios (Wang & Granados 2001).
Existen cinco clases de fosfolipasas (PL D, PL C, PL A2, PL Al y PL B), divididas segun el
sitio del fosfoglicérido donde realizan la hidrdlisis; estas clases a su vez se dividen en
subfamilias segun la secuencia de los genes que las codifican o diferencias bioquimicas entre
sus proteinas (Wang & Granados 2001). En respuestas a dafio mecéanico se ha reportado
aumento en la actividad de las PL A, PL C y PL D tanto en hojas sometidas a este estimulo
como en hojas sanas bajo induccidon sistémica (Creelman & Rao 2002). La fosfolipasa
encontrada como diferencialmente expresada en este trabajo es similar a la AtPLAI de
Arabidopsis, la cual estd involucrada en biosintesis basal de JA en respuesta al hongo

necrotrofo Botrytis cinerea (Yang et al. 2007).

El paso siguiente en la biosintesis del JA es la oxidacion de los acidos linoleico y
linolénico en hidroperdxidos. Este paso es catalizado por las lipoxigenasas (LOX), las cuales
catalizan preferencialmente la uniéon de oxigeno a los carbonos 9 ¢ 13, respectivamente, de la
cadena de 18 carbonos en estos acidos grasos. La especificidad relativa de estas dos enzimas y
la cascada de reacciones y compuestos que cada una produce permite dividir el metabolismo
de las oxilipinas en las vias LOX 9 y LOX 13, en donde el hidroperdxido correspondiente es
metabolizado por reacciones coordinadas de enzimas pertenecientes a la familia de las
citocromo P450. Las distintas isoformas de lipoxigenasa pueden tener patrones de expresion y
localizacion subcelular diferentes, lo cual puede incidir en la regulacion de la via de las
oxilipinas (Schaller et al. 2005) (Figura 36). El RT-PCR evidenci6 la posible acumulacion de
transcritos de LOXS en las plantas de MEcu 72 infestadas con 4. socialis (Figura 17), lo que
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también sugiere que en estas plantas resistentes infestadas posiblemente hay acumulacion de

JA.
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Figura 36. Esquema que muestra la via metabdlica del 4cido a-linolénico precursor del 4cido

jasmonico.

En la casilla azul se puede observar la enzima LOX (lipoxigenasa) implicada en la
dioxigenacion de estos acidos grasos poliinsaturados, aislada en la libreria sustractiva. Las

casillas verdes corresponden a las enzimas implicadas en el proceso (tomado de KEGG).
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4.2.2.3.2 Secuencias similares a genes involucrados en regulacion y sefializacion de JA y

ET

4.2.2.3.2.1 CEV1 (CONSTITUTIVE EXPRESSION OF VSP 1)

También 4. socialis indujo secuencias similares a genes involucrados en la regulacion y
senalizacion tanto de ET como de JA. Una de estas secuencias, obtenidas en los microarreglos
fue CEVI. Este gen codifica para un isomero de la celulosa sintasa CESA3, la cual es la
subunidad catalitica requerida para la cristalizacion de microfibrillas beta-1,4-glucano, el
mayor mecanismo de formacion de pared celular. Estd involucrada en formacion de pared
celular primaria, sobretodo en raices (Ellis et al. 2002). Ellis & Turner (2001), probaron que
el mutante cev/ en Arabidopsis producia plantas que eran mas pequefias, tenian una expresion
constitutiva de genes relacionados con defensa como VSPI, Thi2.l, PDFI.2 y CHIB y
realzaba la resistencia a enfermedades. Encontraron que este mutante requeria tanto de COI1,
un componente esencial de la via de sefalizacion de JA y de ETRI un receptor de ET.
Concluyendo que el mutante cev/ estimula las vias de sefializacion de JA 'y ET y que CEV1 es
un regulador de los tempranos pasos en las vias de defensa de Arabidopsis. Con esos
resultados estos autores proponen que la pared celular podria estar mediando la respuesta de
defensa dependiente de JA y ET. CEVI podria actuar como regulador de los niveles de JA y
ET o como regulador del flujo a través de sus vias de senalizacion. Esta caracterizacion
incrementaria nuestro entendimiento en los pasos tempranos en respuesta de defensa en
plantas. Esta secuencia se encontr6 en los tiempos tempranos de la comparacion EyESI(1y2)
cuando A. socialis se encuentra en etapa adulta y estd alimentindose y ovipositando,
sugiriendo que la alimentacion por el adulto puede disparar la expresion de CEVI en yuca,
promoviendo la acumulacion de transcritos y la sefializacion de las vias de JA y ET, las cuales

posiblemente son reguladas durante todo el periodo de interaccion entre la yuca y 4. socialis.

4.2.2.3.2.2 EIN2 (ETHYLENE INSENSITIVE 2)
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Con microarreglos se encontr6 una secuencia similar al gen EIN2 diferencialmente
expresado. EIN2 es una proteina integral de membrana con una limitada similaridad en la
porcion N-terminal al transportador de metales NRAMP de mamiferos. Los 850 amnioéacidos
de la porcion C-terminal de EIN2 es conservada en todos sus homoélogos conocidos en las
angiospermas (Varma Penmetsa et al. 2008). Interesantemente, la expresion de una porcion
del C-terminal (EIN2-CEND) es suficiente para activar constitutivamente las respuestas a
estrés y ET en Arabidopsis (Alonso et al. 1999). Actla corriente abajo de los receptores de ET
y corriente arriba de los factores de transcripcion regulados por ET, ademés se ha visto
implicado en el cruce entre las vias de ET y JA (Glazebrook 2005) (Figura 37). Analisis
fenotipicos, epistaticos y bioquimicos ubican a EIN2 como el factor central de las vias de
sefializacion reguladas por ET y estd envuelto en muchos procesos que incluyen desarrollo,
senescencia, tropismos y defensa (Johnson & Ecker 1998; Guo & Ecker 2003).
Recientemente, Qiao et al. (2009), demostraron que EIN2 es una proteina de corta vida media
y acaba rapidamente por la degradacion mediada por el complejo proteasoma. Ellos
identificaron dos proteinas F-Box (ETPI y ETP2) las cuales promovian la degradacion de
EIN2 en ausencia de ET y cuando el ET estaba presente, la expresion de ETPI y ETP2 era
reducida, permitiendo la acumulacion de EIN2. Esos resultados sugieren que las respuestas
mediadas por ET son especificamente moduladas en una manera dependiente de EIN2,
revelando una compleja interaccion entre ET, la regulacion de ETPI/ETP2 y la subsecuente
degradacion de EIN2 como esencial para disparar las respuestas de defensa mediadas por ET.
EIN2 es otro regulador importante que encontramos inducido por A. socialis, que nos sugiere
que a pesar de no haber aislado ninguna secuencia similar a genes que participan en la
biosintesis de ET, su hallazgo nos permite inferir la participacion de esta via en la respuesta

de defensa de la yuca.

4.2.2.3.2.3 La via de sefalizacion de JA tiene dos ramas antagdnicas corriente abajo de
COl1, reguladas por MYC2 y ERF

Lorenzo et al. (2004), demostraron que en Arabidopsis, JINI (JASMONATE
INSENSITIVE 1) codificaba para un factor de transcripcion localizado en el nucleo de la clase

bHLHzip (basic helix-loop-helix-leucine zipper) llamado AtMYC2 que diferencialmente
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regula las dos ramas de la via de sefializacion de JA. Una de esas ramas positivamente
reguladas por MYC?2, induce la expresion de genes envueltos en respuesta a herida (mecénica
o bidtica) como VSPI, TAT, LOX y JRI1. Dombrecht et al. (2007) mostraron que estos genes
respondian y eran efectivos contra insectos herbivoros masticadores como Helicoverpa
armigera, concluyendo que MYC?2 regula positivamente la resistencia a estos herbivoros que
causan dafio mecanico considerable en la planta. La otra rama de la via de sefializacion de JA
es regulada negativamente por MYC2, y es requerida para la expresion de genes de defensa
contra patogenos necrotrofos e insectos (PDF1.2, PRBI). Sumado a esto encontraron que esta
rama era regulada positivamente por ERFI (ETHYLENE RESPONSIVE FACTOR 1) y la
primera rama era negativamente regulada por este mismo factor de transcripcion. Esta
interaccion negativa entre MYC2 y ERF'I podria explicar a nivel molecular, como las plantas
seleccionan la respuesta correcta a diferentes (aunque relacionados estreses) como, ataque de

patogenos, herbivoria por insectos masticadores o por floemofagos y por herida.

MYC?2 también se encuentra mediando el cruce entre la sefializacion de JA-ABA y JA-SA;
a esto se suma un nuevo papel que implica a MYC?2 en transporte de auxinas, indicando que
MYC2 es un punto clave de unién en una amplia red que envuelve multiples vias de
sefnalizacion de hormonas (Dombrecht et al. 2007). Estas regulaciones pueden ser positivas o
negativas, los efectos diferenciales de MYC?2 en las diferentes respuestas de JA pueden ser
debidas al hecho de que una precisa coordinaciéon de estas respuestas son requeridas para
manejar los recursos durante la adaptacion a estreses bidticos y/o abioticos. Por esto, aunque
tanto patdégenos como insectos estimulan la biosintesis de JA, muchos cambios en la
expresion de genes de respuesta a JA ocurren dependiendo del atacante (De Vos et al. 2005),

sugiriendo que las plantas invierten sus limitados recursos de la mejor manera posible.

Leon-Reyes et al. (2010) demostraron que el factor de transcripcion AP2/ERF (gen
llamado ORA59) jugaba un papel dominante en la inhibicion mediada por ET del
antagonismo entre JA y SA, contarrestando ese efecto negativo de SA sobre la expresion de
genes regulados por JA. Esta proteina regulatoria pertenece a un subgrupo, conocido como

ERF family, de la superfamilia mas grande especifica de plantas APETALA2/ETHYLENE
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RESPONSE FACTOR (AP2/ ERF) (Nakano et al. 2006). Se ha demostrado que muchos genes
ERF son regulados por una gran variedad de estimulos relacionados con estreses, tales como
herida, JA, ET, SA o infeccion por diferentes tipos de patogenos (Gutterson & Reuber 2004;
McGrath et al. 2005). Leon-Reyes et al. (2010) también demostraron que AP2/ERF integraba
las senales de JA y ET para regular la expresion de genes de defensa tales como PLANT
DEFENSINI.2 (PDF1.2) y BASIC CHITINASE (CHIB) que confieren resistencia a patogenos

necrotrofos como Botrytis cinerea 'y Alternaria brassisicola en Arabidopsis.

En el presente estudio se encontré6 una secuencia diferencialmente expresada en los
microarreglos, en respuesta a A. socialis, similar a MYC2 (AT1G32640.1). Segin Gene
Ontology (GO), este gen estd involucrado en 13 procesos bioldgicos que incluyen entre otros,
via de sefializacion mediada por JA, regulacion de la transcripcion, regulacion de la respuesta
de defensa a insectos, respuesta a estimulo por ABA y respuesta a quitina. También con
microarreglos encontramos una secuencia diferencialmente expresada similar a un factor de
transcripcion AP2/ERF (AT2G33710.1). Segun la base de datos de TAIR, este gen codifica
para un miembro de ERF’ (ethylene responsive factor) subfamilia B-4 de la familia de factores
de transcripcion AP2/ERF. La proteina contiene un dominio 4P2 y hay 7 miembros en la
subfamilia. Participa en los procesos biologicos de regulacion de la transcripcion y respuesta a
quitina. En la libreria sustractiva se aisld una secuencia similar a otro miembro de la misma
familia AP2/ERF (AT4G13040.1) la cual actia como activador transcripcional al ligarse al
elemento promotor GCC-box relacionado con patogénesis. Estd involucrado en la regulacion
de expresion de genes por factores de estrés y por componentes de sefiales de transduccion de

estrés. Contiene un dominio de ligacion a ADN AP2/ERF.

En nuestro estudio tanto MYC2 como AP2/ERF estuvieron inducidos diferencialmente en
los microarreglos a pesar de ser antagonistas en la sefializacion de JA/ET. Esta contradiccion
aparentemente seria dificil de explicar, sin embargo, podriamos aproximarnos teniendo en
cuenta los genes de defensa que finalmente fueron aislados en la libreria sustractiva y los
tiempos en los cuales todas estas secuencias fueron encontradas durante la interaccion yuca-A.

socialis. Con microarreglos se encontr6 MYC2 diferencialmente expresado en la comparacion
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EyESI en los tiempos (3y4) y (5y6) es decir durante la alimentacion de los cuatro estadios
ninfales. AP2/ERF fue encontrado diferencialmente expresado en la comparacion EyC
tiempos 1y2 (adulto y huevo) y en la comparacion EyESI tiempos 3y4. En la libreria
sustractiva AP2/ERF fue aislado en la comparacion EyESI durante la alimentacién de los
cuatro estadios ninfales. Esto sugiere que la induccion de AP2/ERF puede estar ocurriendo en
etapas tempranas de la interaccion, y es una respuesta del genotipo resistente (MEcu 72), ya
que se indujo en la comparacion EyC cuando tanto el resistente como el suceptible estaban
infestados por A. socialis. Se desconoce si esta induccion ocurre durante la alimentacion del
adulto o la oviposicion. Durante los estadios ninfales es probable que la alimentacion
sostenida induzca constantemente tanto a MYC2 como a AP2/ERF, y su mutua regulacion
negativa dependa de las necesidades de la planta al momento de responder al estrés
ocasionado por A. socialis. Esto dependeria de los niveles de produccion, tiempo y
composicion de la mezcla de hormonas como ocurre en otras interacciones (De Vos et al.
2005; Leon-Reyes et al. 2010). Sin embargo, las secuencias similares a genes de defensa
aisladas de la libreria sustractiva, apuntan a una induccion preferentemente hacia AP2/ERF,
ya que los genes PRBI, CHIB son activados por factores de transcripcion pertenecientes a

esta familia.

4.2.2.4 Activacion de genes de defensa

4.2.2.4.1 Proteinas inducibles por artropodos: ataque directo al intestino del insecto

El intestino del insecto estd frecuentemente cubierto por una capa protectora conocida
como matriz peritrofica, la cual estd compuesta de quitina y una proteina matriz. Esta matriz
peritrofica protege el epitelio del intestino del insecto contra alimentos abrasivos, toxinas,
estrés oxidativo y microorganismos y ademds mantiene la compartimentalizacion de las
enzimas digestivas. La ruptura de la matriz peritréfica podria interferir con las funciones
digestivas y de absorcion normales y predisponer al insecto a patdogenos y toxinas (Zhu-

Salzman et al. 2008). Las lectinas son un importante grupo de proteinas que se unen a ciertos
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dominios de azucares con alta especificidad. Las lectinas que son resistentes a protedlisis y
poseen un sitio de uniéon GIcNAc, frecuentemente tienen actividad anti insectos (Zhu-Salzman
et al. 1998). Estas lectinas pueden unirse a componentes de quitina de la matriz peritrofica y
romper su morfologia (Fitches & Gatehouse 1998; Zhu-Salzman et al. 1998). Por ejemplo, la
ingestion de aglutinina de trigo por el insecto Ostrinia nubilalis, causa hipersecrecion de una
matriz peritrofica desorganizada en el interior del lumen del intestino, desintegracion del
microvilli del epitelio y cese de la alimentacion (Hopkins & Harper 2001). Sumado a esto, la
ruptura de la matriz peritréfica permitiria el paso de particulas de alimento dentro del espacio
ectoperitrofico y penetraria también dentro de los bordes microvilli amenazando la integridad
del epitelio. En nuestro estudio, se encontré en los microarreglos una secuencia similar a
Jjacalin lectin family protein (AT1G19715.3) de Arabidopsis, que pertenece a la superfamilia
de lectinas de unién a mannosa. Este dominio se ha encontrado en proteinas inducidas por
estrés por salinidad en arroz. En las librerias sustractivas se aislo un receptor kinasa como
lectina (LecRKs). Estos receptores kinasas como lectinas (LecRKs) son una clase de proteinas
originalmente descritas en Arabidopsis (Hervé et al. 1996). Tienen una estructura similar a
otros receptores kinasas (RLKs; Cock et al. 2002) con un dominio N-terminal para la senal
blanco, un dominio extracelular, un dominio transmembrana (7M-spanning helix) y un
dominio kinasa citosolico. Los RLKs de plantas pueden ser agrupados dentro de mas de 21
clases estructurales basados en sus dominios extracelulares (Shiu & Bleecker 2001). Las
LecRKs representan una de tales clases en la cual el dominio extracelular esta relacionado con
lectinas de leguminosas. El genoma de Arabidopsis contiene al menos 42 secuencias LecRK
que han sido agrupadas en tres clases (A-C) mas nueve secuencias adicionales de lectinas
solubles relacionadas (Barre et al. 2002). Las lectinas de leguminosas tienen un dominio de
union a carbohidratos no catalitico. Los ligandos de las lectinas no se conocen in vivo, pero
podrian ser glicanos mas complejos sumados a los azlicares simples (Navarro-Gochicoa et al.
2003). Debido a su homologia a lectinas de leguminosas, es razonable suponer que LecRKs
pueden estar envueltos en el reconocimiento y transduccion de sefiales de sacaridos. Las
plantas reconocen y responden a una gran variedad de glicanos de origen tanto enddgeno
(moléculas derivadas de la pared celular) como exogeno (patogenos de plantas, insectos
herbivoros y simbiontes). Estas sefiales han sido denominadas oligosacéridos, que incluyen

fragmentos de quitina e inductores de glucanos derivados de patégenos y oligosacaridos de
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pectina y xiloglucanos derivados de pared celular (Creelman & Mullet 1997). Hasta la fecha,
los receptores de muy pocas de estas moléculas han sido clonados. Estudios de la regulacion
de uno de estos genes de Arabidopsis, sugiere que estd involucrado en el desarrollo de plantas

y también en procesos adaptativos tales como heridas (Riou et al. 2002).

4.2.2.4.1.1 Cysteine proteinase inhibitor 6 (CYS6)

La alimentacion por insectos dispara la expresion de proteinas de defensa en la planta, las
cuales ejercen efectos directos sobre el atacante. Los inhibidores de proteasas (PI) que
comprenden varias clases de proteasas digestivas en el intestino del insecto, han sido
estudiadas por su papel en las respuestas de defensa activas (Green & Ryan 1972; Ryan
1990). La inhibicion de las proteasas del intestino del insecto por PI resulta en deficiencias en
amino acidos que afectan negativamente el crecimiento y desarrollo del herbivoro (Lison et
al. 2006; Zavala et al. 2004). La efectividad de PI como defensa es a menudo frustrada por la
habilidad adaptativa del insecto para expresar proteasas digestivas que son insensibles a los PI
de la planta hospedera, o los inactivan (Bayes et al. 2005). La diversidad y répida evolucion
de ciertas familias de genes de PI podrian reflejar la evolucion de adaptaciones del insecto
que ha llevado a la carrera de armas quimicas entre plantas y herbivoros (Talyzina &
Ingvarsson 2006). Las cisteinas proteinasas papain-like son inhibidas por Cystatin. Estudios
han mostrado que la sobreexpresion de Cystatin en cultivos celulares de Arabidopsis bloquean
la muerte celular en respuesta a bacterias avirulentas y 6xido nitrico (Belengui et al. 2003).
Todo esto apunta que Cystatin tiene un papel clave en la defensa de las plantas no solo por su
actividad de cisteina proteasa sino también por los inhibidores de proteasa enddgenos que
contrabalancean la accion de las proteasas. Kiggundu et al. (2009) realizaron unos bioensayos
de tejido de banano (Musa spp.) infiltrados con Cystatin, produciendo una disminucion del
crecimiento larval del gorgojo del banano Cosmopolites sordidus. Un numero de proteinas
recombinantes con propiedades pesticidas, antidigestivas o antialimentarias han sido
identificadas los ultimos afos para el desarrollo de cultivos resistentes a insectos plaga por
medio de la transformacion genética (Gatehouse 2008; Zhu-Salzman et al. 2008). Lineas de
banano transformado con el gen de arroz inhibidor de proteasa cisteina oryzacystatin I (OC-I),

mostraron una alta resistencia a nematodos (Atkinson et al. 2004). Muchos trabajos
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publicados han evaluado la efectividad de las Cystatin de plantas contra insectos herbivoros,
como los de la familia Coleoptera, con resultados conclusivos en algunos casos (Alvarez-
Alfageme et al. 2007; Ninkovic et al. 2007), pero algunos resultados no son los esperados
debido a la habilidad de los insectos blanco para eludir y contrarrestar los efectos

antidigestivos de los PI (Zhu-Salzman et al. 2003; Koo et al. 2008).

En el presente trabajo en la libreria sustractiva se aisl6 una secuencia similar a un
inhibidor de proteinasa Cisteina 6 (CYS6, AT3G12490.1), y en los microarreglos una
secuencia diferencialmente expresada que correspondié al mismo gen de Arabidopsis
Cystatin. E1 CYS6 probablemente estd involucrado en la regulacion de procesos endogenos y
en defensa contra plagas y patogenos. Pertenece a la familia Cystatin, subfamilia
Phytocystatin. Recientemente, una isoforma de CYS6 ha sido implicada en regulacion de la

germinacion de semilla y crecimiento en Arabidopsis (Hwang et al. 2009).

Es razonable sugerir que el papel de las lectinas y del PI (Cystatin) en la respuesta de
defensa de la yuca a A. socialis, dada la evidencia que existe, es la de actiar directamente
sobre el intestino de la mosca, perturbando su morfologia (en el caso de la lectina) o
inhibiendo las proteasas del insecto, impidiendo que este digiera el alimento, causando
desnutricion y finalmente la muerte. Sin embargo, se desconoce si las moscas blancas han
desarrollado mecanismos que contrarresten estos PI, como se ha observado en los trabajos
discutidos arriba, donde muchos tipos de insectos herbivoros han desarrollado mecanismos
para eludir y contrarrestar estos efectos antidigestivos. Estudios en gendmica funcional y
protedmica podrian revelar las identidades de estas proteinas que contrarrestan la respuesta de
defensa y que facilitan la adaptacion del insecto a los cambios en la dieta. Factores de
transcripcion que interactuan con los elementos cis de estas proteinas contrarrestantes podria
ser un adecuado enfoque en control de insectos basado en biotecnologia. La inhibicion de
estos reguladores corriente arriba podrian potencialmente ser mas efectivos, ya que controlan
la expresion de un gran subconjunto de genes envueltos en contrarrestar la defensa en el

insecto (Zhu-Salzman et al. 2008).
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4.2.2.4.2 Proteinas relacionadas con Patogenicidad (PR)

Varias especies de artropodos no masticadores como los acaros y los insectos floemo6fagos
incrementan los niveles de proteinas PR (Proteinas relacionadas con patogenicidad).
Incrementos en la actividad de 1,3-glucanasas o quitinasas han sido observados después de
infestaciones con moscas blancas, afidos y acaros (Broderick et al. 1997; Bronner et al. 1991;
Mayer et al. 1996; van der Westhuizen et al. 1998; Antony & Palaniswani 2006). El
incremento en la actividad de estas enzimas esta correlacionada con el incremento en estas
proteinas, también incrementos en proteinas PR-2, PR-4 y PR-10 son detectados (Broderick et
al. 1997; Mayer et al. 1996). Al igual que en las interacciones incompatibles de las
interacciones planta-patdgeno, las proteinas PR y sus actividades se incrementan mas
rapidamente cuando los insectos se alimentan sobre los genotipos resistentes (Bronner et al.
1991; van der Westhuizen et al. 1998). La alimentacion por ninfas de la mosca blanca de
invernadero Trialeurodes vaporarorium 'y de B. tabaci biotipo B activan las vias dependientes
de SA y JA/ET en tomate (Walling 2000), sin embargo los ARNs de los genes PR no se
incrementan local ni sistémicamente en respuesta a adultos. Transcritos de genes PR
regulados por JA/ET, isoformas vacuolares basicas de 1,3- glucanasa basica, quitinasa basica
(CHIB), y PR-1 bésico (PRBI), se acumulan en tomate, en mas altos niveles que los ARNs
regulados por SA (1,3- glucanasa acida, quitinasa acida, y PR-1 é4cido) (Chao et al. 1999;
Walling 2000; van Kan et al. 1995). Antony & Palaniswani (2006) demostraron que la
alimentacion de B. fabaci induce PR con actividades -1, 3 glucanasa, peroxidasa y quitinasa
en yuca, utilizando ensayos colorimétricos para determinacion de proteinas totales midiendo

la actividad de cada una de estas enzimas en plantas infestadas y sin infestar con B. tabaci.

En nuestro estudio fueron aisladas secuencias similares a dos PR: PRBI y PR3 (CHIB) en
sus isoformas basicas. Como se menciond arriba, su ubicacion celular es en la vacuola, lo que
sugiere que durante la interaccion yuca-A. socialis hay actividad de trafico de proteinas y
protones dentro de la célula y entre las organelas y compartimentos celulares. Esto es
soportado por el hallazgo de varias secuencias identificadas en los microarreglos, similares a

genes que codifican proteinas de transporte en Arabidopsis, (segin la base de datos de TAIR),
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como el AVP2 (Vacuolar H+ pyrophosphatase 2) involucrado en transporte de protones y
ubicado en el aparato de Golgi y en la vacuola; varias proteinas del complejo coatomero y el
VHS domain-containing protein, implicados en transporte de proteinas intracelulares y
transporte mediado por vesiculas. La proteina SCAMP (secretory carrier membrane family
protein) involucradas en trafico de membranas. La protein transport Sec23, que media el
transporte de vesiculas del Reticulo Endoplasmatico al aparato de Golgi. La proteina VPS2.3
(Vacuolar Protein Sorting-Associated Protein 2.3), la cual esta involucrada en transporte
mediado por vesiculas. Este gen contiene un dominio Snf7 que pertenece a una familia
involucrada en clasificacion y transporte de proteinas del endosoma hacia las
vacuolas/lisosomas. Estas organelas juegan un importante papel en la degradacion de lipidos
y proteinas de la célula, conteniendo numerosas hidrolasas. Como ya se ha visto, durante la
interacciodn yuca-A. socialis son sintetizadas proteinas PR, de union a calcio, de reforzamiento
de la pared, de degradacion proteica etc. Todo esto muestra que durante el ataque por A.
socialis la sintesis, procesamiento y transporte de proteinas se aumenta rapidamente, de alli la

necesidad de tener controladores de estos procesos como las proteinas mencionadas arriba.

4.2.2.4.2.1 Quitinasa basica (CHIB o PR-3)

En el presente estudio se aislaron de las librerias sustractivas secuencias similares a PRs
como ATCHIB, también conocida como Endoquitinasa B 6 PR-3 de Arabidopsis. Segiin GO
pertenece a la familia glycosy! hydrolase 19y a la subfamilia Chitinase class I. Esta implicada
en defensa contra hongos e insectos, hidrolizando los enlaces (1-4)-beta-D-glucosamina de la
quitina de la pared celular de hongos y la matriz peritrofica del intestino de insectos. Se ha
visto implicada particularmente en resistencia a patégenos inducida por JA, tales como A.
brassisicola en Arabidopsis. Estd ubicada en la vacuola y estd constitutivamente expresada en
raices, donde se encuentra en altos niveles. El ET induce altos niveles de expresion sistémica
de esta quitinasa basica y la expresion se incrementa con la edad de la planta. Es inducida
local y sist¢émicamente por JA y patdégenos. No es inducida por herida. Esta PR ha sido muy
bien caracterizada tanto en su funcién como en su sefializacion. El papel de las quitinasas en
defensa contra herbivoros no ha sido bien establecido, sin embargo, plantas de tomate

transformadas con una quitinasa inducible de Populus spp. WIN6, mostraron actividad contra
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el escarabajo Leptinotarsa decemlineata (Lawrence & Novak 2006), posiblemente por accion
directa sobre la matriz peritrofica del intestino del insecto. En nuestro estudio CHIB fue
aislada en la comparacion EyESI en el tiempo 3y4, cuando las ninfas en estadio I y II estaban
alimentandose sobre yuca. En estos estadios empieza la mortalidad cuando se alimenta sobre
MEcu 72, siendo el estadio de ninfa II el que presenta el mas alto porcentaje de mortalidad
(75%) (Gomez 2004). Esa mortalidad podria ser explicada por la accion de esta quitinasa, la
cual podria tener un efecto sobre las ninfas similar al caso anterior (actua sobre la matriz
peritrofica del intestino de 4. socialis). Puede considerarse como un potencial candidato a gen
de defensa efector contra A. socialis, a pesar de no haber sido probada aun en insectos

floemofagos.

4.2.2.4.2.2 PR-1 basica (PRBI)

En las librerias sustractivas también fue aislada una secuencia similar a A¢PRBI de
Arabidopsis, cuyo dominio SCP_PR-1 _like: SCP-like extracellular protein domain podria
tener funcion endopeptidasa. También tiene un dominio CRISPs, una proteina secretora rica
en cisteinas y un dominio similar a el alergeno 5 de veneno de avispa. Es acumulada después
de la infeccion con patdgenos, y puede actuar como un agente anti-fungal o estar envuelta en
pérdida de pared celular. Esta isoforma basica responde a estimulos por JA y ET. La
estructura de un miembro de la familia PR-/ (PRI-b de tomate) fue resuelto por resonancia
magnética nuclear y se encontré que presenta una arquitectura molecular Uinica. La proteina
contiene 4 a-hélices y 4 cadenas B, tienen un arreglo antiparalelo entre las hélices. Esta
estructura en forma de sandwich (a—f—a) resulta en una estructura molecular compacta,
bipartita, la cual es estabilizada por interacciones hidrofobicas y multiples puentes de
hidrégeno (Ferndndez et al. 1997). Esta estructura compacta probablemente determina la alta
estabilidad de los PRs y su insensibilidad a las proteasas (Edreva 2005). Hasta ahora se
desconoce la funcidn de la familia PR-1, la mas abundante de los PRs. Se han demostrado con
experimentos in vitro e in vivo los efectos inhibitorios directos de la PR-/ basica de tomate y
miembros de la familia PR-/ en frijol contra oomicetos y hongos (Phytophthora infestans y
Uromyces fabae, respectivamente) (Niderman et al. 1995; Rauscher et al. 1999), pero el modo

de accidn asi como también los blancos moleculares y celulares de las proteinas PR-/ son aiin
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desconocidos. Estudios filogenéticos de proteinas tipo PR-/ en varios taxa de plantas, indican
que esta familia es altamente conservada en plantas (Van Loon 2001). Mas aun, esta
relacionada a secuencias presentes en levadura, insectos y vertebrados. Las proteinas
correspondientes en insectos (mencionado arriba) son el mayor alergeno venenoso dirigido a
otro organismo. Se ha especulado que el dominio relacionado con la secuencia en
vertebrados, codifica para enzimas liticas y tiene actividad antimicrobial. La amplia
ocurrencia de la familia PR-1 sugiere que estas proteinas comparten un origen evolucionario y
poseen actividades esenciales para el funcionamiento y sobrevivencia de los organismos
vivientes (Van Loon 2001). Recientemente se encontr6 que entre los alergenos de plantas
identificados, 23% pertenecian al grupo de los PRs. Alergenos derivados de plantas han sido
identificados con similaridades a familias PR 2, 3, 4, 5, 10 y 14 (Hoffmann-Sommergruber
2001). Esta propiedad podria conferir funciones defensivas desplegadas por las plantas en

ambientes hostiles.

A pesar de no haber sido probado directamente el efecto inhibitorio de estos genes en
insectos, es interesante el hecho que se registre su actividad enzimatica en plantas de yuca
infestadas con B. tabaci, como se mencion6 en el trabajo de Antony & Palaniswani (2006) y
se acumulen en tomate infestado con B. fabaci, transcritos de estos genes en los trabajos
reportados por Chao et al. (1999), Walling (2000) y van Kan et al. (1995). El hallazgo de las
secuencias similares a estos genes y a genes que participan en las vias de sefalizacion que los
producen en la libreria sustractiva y microarreglos, y el resultado del RT-PCR, nos sugiere
que estos genes de defensa son probablemente los implicados en la mortalidad de las ninfas.
Ademas las secuencias fueron aisladas en la comparacion EyESI en los tiempos (3y4, 5y6)
cuando las ninfas estdn alimentdndose sobre MEcu 72, y que Bellotti & Arias (2001)
registraron con un porcentaje tan alto de mortalidad (Figura 33). Ademas podria explicar la
causa de muerte de lo que se observo como “adherida y momificada” por Gomez (2004)

(Figura 34).

Tanto en las librerias sustractivas como en los microarreglos se obtuvieron secuencias

similares a genes implicados en todos los procesos bioldgicos del metabolismo de la planta,
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sin embargo, es interesante el hecho que algunos de los genes de defensa efectores (PRBI,
CHIB) solo fueron detectados en las librerias y no en los microarreglos. Esto podria deberse al
hecho que las secuencias de ESTs del Cassava Unigene Microarray fueron obtenidas a partir
de la interaccion yuca-Xanthomonas axonopodis pv. manihotis (CBB) ademas de otros
genotipos relacionados con contenido de almidon (Lopez et al. 2004). Se conoce que en
general los patdogenos y los insectos disparan las vias de respuesta relacionadas con SA, JA 'y
ET como se mencion6 arriba, pero estas respuestas varian dependiendo del atacante (Vos et
al. 2005). Es muy probable que los genes de defensa efectores que finalmente responden al
ataque de CBB sean diferentes o pertenezcan a isoformas distintas (PR-/ y PR-3 acidos) mas
relacionados con defensa a patégenos, que las que responden al ataque del floemdfago A.
socialis en yuca, a pesar de estar implicadas las mismas vias de sefializacion, y por esto estas
secuencias no se encuentren en el Cassava Unigene Microarray. Todas las secuencias aisladas
de las librerias sustractivas y las diferencialmente expresadas en el Cassava Unigene
Microarray, de la interaccion yuca-A. socialis fueron ubicadas en el genoma de yuca, se hizo
prediccion de los genes y ademaés se disefiaron primers especificos (Rodriguez, comunicacion
personal) para la posterior validacion de estos genes utilizando PCR en tiempo real. Para este

tiempo se estd adelantando la ubicacion y prediccion en el genoma de yuca (http://genome.jgi-

psf.org/cassava/cassava.home.html) de los ~13000 ESTs que generaron los 5700 unigenes del

Cassava Unigene Microarray.

Basado en los resultados obtenidos en el presente trabajo, en la figura 37 se esquematiza
la sucecion hipotética de eventos que desencadenan la induccion de las vias hormonales de JA

y ET, cuando 4. socialis se desarrolla y se alimenta sobre el genotipo MEcu 72 .
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Figura 37. Modelo hipotético del papel de las vias metabdlicas JA/ET en la respuesta de

defensa de la yuca a A. socialis.

Este modelo esta basado en la similaridad de las secuencias encontradas en yuca utilizando
librerias sustractivas y Microarreglos, a genes de Arabidopsis analizados funcionalmente
(excepto Lectinas en alfalfa y Cystatin en tomate). Las casillas rojas corresponden a las
secuencias encontradas en la interaccion yuca-A. socialis. Las flechas indican induccion
positiva, las barras indican regulacion negativa. CEVI (Ellis & Turner, 2001). LOX5
(Schaller, 2005). AP2/ERF (Lorenzo et al, 2002; Pré et al, 2008; Leon-Reyes et al. 2010).
MYC?2 (Lorenzo et al. 2004; Chini et al. 2007). PRB1 (Santamaria et al. 2001). CHIB (PR-3,
Norman-Setterblad et al. 2000; Ellis & Turner, 2001). Lectinas (Navarro-Gochicoa et al.
2003). Cystatin (Lison et al. 2006). Las secuencias similares a los genes COIl y JAZ en
casilla verde no fueron aisladas ni significativamente expresadas. En el modelo J4Z es un
regulador negativo de MYC?2 y este a su vez se regula negativamente con AP2/ERF (Chini et
al. 2007; Leon-Reyes et al. 2010).
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4.2.2.5 Aleurotrachelus socialis induce remodelacion de pared celular en yuca?

Una caracteristica comun entre los perfiles de transcritos estudiados hasta el momento fue
la identificacion de genes que codifican proteinas que alteran la estructura de la pared celular.
Genes que codifican para pectin metilesterasas fueron tipicamente inducidos en plantas
infestadas con afidos (Moran et al. 2002; Voelckel et al. 2004; Divol et al. 2005; Qubbaj et al.
2005). En la interaccion yuca-A. socialis hubo una fuerte induccion de este gen a los 14 y 18
dias de infestacion cuando los estadios ninfales I y II estaban alimentandose. También fue
aislado de la libreria sustractiva EyESI en estos tiempos. La pectinestarasa puede contribuir a
la rigidez de la pared celular ensamblando y desensamblando la red de pectina (Willats et al.
2001). También se encontr6 induccion de genes que codifican celulosa sintasa y expansinas
(CEVI y ATEXPAI) y una proteina COBRA que tiene que ver con organizacion de
microfibrillas de celulosa, en tiempos tempranos de la interaccion (entre las 5 horas y 7 dias
post-infestacion, cuando son adulto y huevo), y la induccion de genes como GALTY, caffeoyl-
CoA 3-O-methyltransferase, proline-rich protein, muestran claros indicios de modificacion
estructural de la pared celular, que disuaden la herbivoria por el reforzamiento de barreras que
probablemente le impiden o dificultan a la mosca introducir su estilete dentro de los tejidos de

la planta.

4.2.2.6 El metabolismo primario de la yuca es influenciado por A. socialis

Aun en bajas poblaciones, los floemofagos en general pueden reducir significativamente
las tasas fotosintéticas de sus hospederos (Macedo et al. 2003). Los perfiles de transcritos han
revelado que la infestacion por floemofagos reprime la expresion de genes relacionados con
metabolismo de carbohidratos y fotosintesis, tales como los requeridos para la sintesis de
Rubisco (Zhu-Salzman et al. 2004; Voelckel et al. 2004; Qubbaj et al. 2005; Kempema et al.
2007). Respuestas similares son inducidas por insectos con otros tipos de alimentacion, esto

representa un cambio en la asignacion de recursos del crecimiento hacia defensa (Heidel &
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Baldwin 2004). Esto va de acuerdo con los resultados obtenidos en la interaccion yuca-A4.

socialis en los cuales se observa una clara represion de estos genes (Tablas 6y 7).

Los floemofagos también modifican los contenidos de agua dentro de la planta, debido a
que extraen grandes volumenes de la savia del floema para obtener adecuadas cantidades de
nitrogeno (Douglas 2006). La baja en los niveles de azlcar en los sitios de alimentacion del
floemofago crean un debilitamiento metabolico induciendo genes envueltos en asimilacion y
movilizacion de carbono (Moran & Thompson 2001; Moran et al. 2002; Zhu-Salzman et al.
2004). A. socialis regula metabolismo de azucares y asimilacion de carbono con induccion de
genes como G3PDH, Glucose 6 phosphate isomerase,y Carbonic Anhydrase 1 (ver tablas 6 y
7), y genes de respuesta estrés osmoético como la prolina oxidasa. La infestacion con afidos
reduce el potencial de agua foliar (Cabrera et al. 1994) e inducen genes que codifican para
Acuaporinas, proteinas intrinsecas de membrana y otros transcritos asociados con estrés por
agua. Es muy probable que 4. socialis al tener el mismo modo de alimentacion ocasione este
mismo estrés en yuca, al regular genes de este tipo, como PIP1A4 (Plasma membrane intrinsec

protein 14), NIP1;2 (NODZ26-like Intrinsec Protein 1;2) encontrados en este trabajo (tablas 6
y 7).

Los floemodfagos también modifican la asignacion del nitrégeno disponible en sus
hospederos, compitiendo con la planta y alterando la composicion de aminoacidos de la savia
del floema (Heidel & Baldwin 2004; Voelckel et al. 2004; Girousse et al. 2005). 4. socialis
indujo y reprimi6 varios genes relacionados con metabolismo de nitrogeno, Nitrite
transporter 'y el catalytic/glutamate ammonia ligase y el NLA (nitrogen limitation
adaptation). También al igual que los afidos (Moran et al. 2002; Divol et al. 2005) induce
genes que codifican para enzimas requeridas en la sintesis de aminoacidos, como AK3,
Inosine-uridine nucleoside hydrolase, AT-IE phosphoribosyldiphosphatase envuelto en
biosintesis de histidina (tabla 7). Estas respuestas pueden beneficiar a 4. socialis al realzar los
contenidos de aminoacidos en la savia del floema. Sin embargo, a diferencia de los trabajos
de Moran et al. (2002) y Divol et al. (2005) en afidos, no se observo la induccion de genes

requeridos para la sintesis de aminodcidos esenciales como triptéfano, lo que sugiere que la
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dieta de A. socialis puede ser reducida en el contenido de estos aminoacidos y esto puede
contribuir al reducido tamafio observado en las ninfas alimentadas sobre el genotipo resistente
y al alargamiento de su ciclo de vida (Bellotti & Arias 2001; Gémez 2004). Por esto es
necesario con trabajos posteriores, determinar si los cambios inducidos por A. socialis, en
asimilacion y asignacion de Carbono y Nitrogeno, induccion de aminoacidos esenciales y el
balance de agua contribuyen a la suceptibilidad del hospedero, o la represion es un
mecanismo de defensa, o es un mecanismo de la planta para compensar el dano producido por

el insecto.

4.2.2.7 Degradacion de proteinas en las respuestas de defensa

Las plantas estan equipadas con cientos de genes que codifican proteasas y una gran
maquinaria proteolitica que irreversiblemente regula el destino de las proteinas. Esta
magquinaria generalmente ha sido vista con un papel constitutivo y de mantenimiento celular,
que sirve para remover proteinas no-funcionales y libera aminodcidos para reciclaje. Sin
embargo, las proteasas también parecen tener un papel clave en la regulacion de procesos
biologicos en las plantas, tales como el reconocimiento de patégenos y plagas y la induccion
de respuestas de defensa efectivas. Indicaciones del papel de las proteasas de plantas en
defensa vienen de las observaciones con subtilisin-like proteases P69 las cuales se acumulan
en plantas de tomate infectadas con virus (Tornero et al. 1996), y el incremento de la
actividad de la acidic leucine aminopeptidase (LapA) durante la alimentacién por insectos
(Pautot et al. 1993). Asociaciones entre la induccién de genes de proteasas en defensa también
han sido encontradas para genes que codifican para metallo, aspartica y cisteina proteasas
(Liu et al. 2001). La degradacion selectiva de proteinas es un mecanismo empleado para
activar una variedad de sefales de transduccion en plantas superiores (Callis & Vierstra
2000). Esta degradacion de proteinas intracelulares se realiza a través del complejo de
ubiquitinas presentes en los eucariotas. Las ubiquitinas se unen covalente y especificamente a
las proteinas que van a ser destinadas a la degradacion a través de una via dependiente de
ATP. Fuertes evidencias sugieren que muchas respuestas a estrés abidtico y resistencia a

patdgenos son activadas y mediadas por degradacion proteica (Ellis et al. 2002; Sun & Callis
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1997). El trabajo realizado por Karrer et al. (1998) demuestra que el sistema de ubiquitinas

participa en el desarrollo de HR en tabaco.

En los microarreglos de encontraron diferencialemente expresadas dos secuencias que
codifican para la poliubiquitina 10 (UBCI10 UBIQUITIN CONJUGATING ENZYME 10) y la
poliubiquitina 12 (UBP2 UBIQUITIN SPECIFIC-PROTEASE 2), y en las librerias sutractivas
una RPNIA (26S Proteasome regulatory subunit S214). UBQI(0 se expresa en respuesta a
cambios ambientales (Sun & Callis 1997). RPNIA actia como subunidad reguladora del
Proteasoma 26S, el cual estd envuelto en la degradacion de proteinas ubiquitinadas
dependientes de ATP. Es requerido para el crecimiento 6ptimo de la planta y respuesta a
estrés (Wang et al. 2009). El resultado sugiere que el sistema ubiquitina podria estar
involucrado en la activacion de vias de sefializacion mediadas por lisis proteica para
responder al ataque por A. socialis. Probablemente la planta utiliza simultdneamente las vias
de sefializacion mediadas por ROS y la degradacion de proteinas por ubiquitinas. Sin
embargo, es necesario adicionar a estos analisis genéticos, estudios a nivel post-
transcripcional de interaccion entre componentes proteicos con el fin identificar sustratos

especificos de ubiquitinas y poder comprobar esta hipotesis.

Estudios han mostrado el papel de las proteinasas como un activo mecanismo de defensa
en contra del ataque por hongos, virus y bacterias, y la induccidon de su expresion en respuesta
a estrés abidtico (Liu et al. 2001). Los mecanismos utilizados por las proteinasas para impedir
el ataque del patdogeno son muy diversos, por ejemplo, la activacion de algunas senales de
transduccion para responder a la infeccion es trabajo de las ubiquitinas. Sin embargo, la planta
puede expresar proteinasas como compuestos antimicrobianos que atacan de manera directa al
patdgeno, a este grupo pertenecen las proteinasas defensinas como tioninas e inhibidores de
proteinasas (PI, discutidas en una seccion anterior) que causan lisis a la membrana plasmatica
de hongos invasores impidiendo su crecimiento (Thomma et al. 2002). Aparte de las
defensinas otras proteinas proteoliticas participan en las respuestas de defensa, entre estas
estan las Metaloproteinasas (Liu et al. 2001). Delorme et al. (2000) clonaron la secuencia

completa de ADNc de una metaloproteinasa (Cs/-MMP) en pepino (Cucumis sativus),
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sugirieron que Cs/-MMP estaba involucrada en el desarrollo de senescencia y muerte celular
programada y que podria participar en la degradacion de la matriz extracelular. En el estudio
realizado por Liu et al. (2001) proponen que la metaloproteinasa GmMMP2 aislada en soya
estd involucrada en un nuevo mecanismo de defensa de la planta en contra de la infeccion por
patdgenos. Los niveles de transcripcion de GmMMP?2 incrementan rapidamente durante la
interaccion compatible (desarrollo de la enfermedad) o incompatible (produccion de
resistencia) con el oomiceto Phytophthora sojae y la bacteria Pseudomonas syringae, sin
embargo GmMMP?2 también se acumula durante el estrés por deshidratacion y herida, ademas
su expresion es independiente de la presencia de los SA y JA y no esté correlacionada con la
induccion de HR. Varias funciones fueron sugeridas para GmMMP2: (1) regular
indirectamente la biosintesis de fitoalexinas una proteina relacionada a patogenicidad, (2)
liberar una serie de sustancias antimicrobianas que retardan el crecimiento del patdégeno y (3)
regular vias de sefalizacion diferentes a las reguladas por SA y JA. En la libreria sustractiva
fueron aisladas secuencias similares a varias Metaloproteinasas. Entre estas estan la EGY2 la
cual pertenece a la familia M50, los cuales clivan dominios transmembrana de proteinas
sustratos, regulando la protedlisis intramembrana de diversos mecanismos de sefiales de
transduccion. Miembros de proteasas de esta familia M50 utilizan su actividad proteolitica
dentro de la membrana para transferir informacion a través de las membranas para integrar la
expresion génica con estreses fisioldgicos que ocurren en otro compartimiento celular. En
células eucariotas ellas regulan procesos tales como metabolismo de lipidos y esteroles y
respuestas a estrés en el reticulo endoplasmatico. Otra secuencia aislada fue la MATRIX
METALLOPROTEINASE, la cual es responsable de la proteolisis de la matriz extracelular y
de las moléculas de la superficie celular, jugando un papel crucial en morfogénesis, migracion
celular, reparacion de tejido y apoptosis entre otros. Esta secuencia fue reportada por Soto
(2003) expresandose en la interaccion yuca-Xanthomonas. Su papel en la interaccion yuca-A.
socialis se desconoce pero esta metaloproteinasa podria cumplir funciones similares a las
propuestas para GmMMP2 en soya, sin embargo, es necesario realizar mas experimentos

sobre esta proteina para comprobar esta hipotesis.
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4.3 Modelo hipotetico propuesto (Figura 38)

Cuando la mosca blanca A4. socialis se alimenta sobre hojas del genotipo MEcu 72,
introduce su estilete y un inductor derivado del insecto (un/unos componentes salivares y/o
quitina) son reconocidos por un receptor en la planta. En el caso de la quitina, esta
comprobado que la familia de factores de transcripcion (TF) AP2/ERF son inducidos por este
oligosacarido componente del exoesqueleto de los insectos. A su vez este TF es inducido por
la cascada de sefializacion que empieza con la despolarizacion de la membrana plasmatica y
flujo de iones Ca>", después son activadas las cascadas de sefializacion por MAP kinasas y la
subsecuente induccion de las vias de fitohormonas como JA/ET. Se ha probado que TF de la
familia AP2/ERF son los potenciales mediadores del proceso de induccion sinérgica entre JA
y ET, los cuales a su vez inducen genes de defensa como las proteinas vacuolares bésicas
PRBI1, CHIB (PR-3), ademas de lectinas e inhibidores de proteinasas, los cuales envenenan al
insecto, pueden tener como blanco los componentes del intestino del insecto que contienen
carbohidratos, inhiben la accion de sus proteasas impidiendo que digieran bien el alimento,
muriendo de desnutricion. La respuesta de defensa es compleja y abarca todos los procesos
del metabolismo celular, algunos de los cuales en si mismos pueden ser mecanismos efectores
que estén controlando al atacante. Entre estos se encuentra la generacion de ROS, la cual
produce enzimas que pueden afectar la dieta del insecto o inducir las vias de sefializacion de
fitohormonas mencionadas arriba. La modificacion de pared celular, la cual puede dificultar la
alimentacion del insecto y puede también mediar la respuesta de defensa regulada por JA/ET
y por ultimo la maquinaria de degradacion proteica en la cual se encuentran diversas proteasas
con diferentes papeles algunos implicados en defensa contra patégenos. Al mismo tiempo la
planta reprime (flechas punteadas) su metabolismo primario y la fotosintesis, reasignando los

recursos de C y N hacia la defensa.
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Figura 38. Modelo hipotético de la respuesta de defensa de MEcu 72 cuando es atacada por 4.
socialis, basado en los transcritos aislados en las librerias sustractivas e identificados en los

microarreglos.
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5 CONCLUSIONES

5.1

En el pasado, las interacciones planta-herbivoro han sido ampliamente estudiadas desde
diversas perspectivas de la biologia (ecologia, entomologia, evolucidon) pero sélo en tiempos
recientes se han incorporado estudios de biologia molecular que investiguen los mecanismos
determinantes en el fenotipo de resistencia. La mayoria de las aproximaciones genomicas
sobre estas interacciones han sido realizados en el ataque de insectos masticadores. Hasta el
momento los trabajos de perfiles de expresion en plantas después del ataque por moscas
blancas son muy escasos y aunque realizados en la planta modelo Arabidopsis (Kempema et
al. 2007) cuyos recursos gendmicos son abundantes, el conocimiento que se tiene de estas
respuestas de defensa es incompleto. El presente estudio aporta nuevo conocimiento al
entendimiento de estas interacciones, en una planta cultivada y de importancia econémica, es
un sistema de interaccidon incompatible y real (yuca es un hospedero natural de A. socialis) no
artificial, ni es una interaccion compatible como Arabidopsis-B. tabaci. Conocer los cambios
en el transcriptoma causados por el ataque de A. socialis en el genotipo resistente MEcu 72
constituye una aproximacion molecular global que permite acercarnos a los procesos celulares
y bioquimicos que conllevan al fenotipo de resistencia. Los microarreglos y la construccion
de librerias sustractivas son estrategias rapidas y eficientes para detectar este tipo de
alteraciones. En este trabajo se utilizaron estas estrategias para detectar transcritos Unicamente
expresados en plantas expuestas a A. socialis por medio de la eliminacion exponencial de
secuencias expresadas en comun con plantas no infestadas. También se pretendié detectar los
transcritos expresados en el genotipo resistente infestado por medio de la eliminacion
exponencial de secuencias expresadas en comuin con plantas del genotipo suceptible
infestado. Dada la ausencia completa de datos experimentales sobre los procesos fisiologicos,
celulares o bioquimicos que se llevan a cabo en la yuca durante su interaccion con la mosca
blanca, se optd por colectar muestras a través de todo el periodo en el que, en condiciones
naturales, la planta y el insecto permanecen en contacto. El tnico indicio fenotipico sobre los

procesos que median esta interaccion consistia en los tiempos en que las ninfas presentan una
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mayor mortalidad al alimentarse de la variedad resistente (Arias 1995; Gomez 2004). Debido
a que MEcu 72 presenta mecanismos de resistencia tanto de antibiosis (afectacion de la
biologia del insecto), como de antixenosis (afectacion de la conducta del insecto, el adulto no
prefiere ni alimentarse, ni ovipositar en ese genotipo) se decidio hacer las colectas de tejido de
hojas durante todo el ciclo de vida de A. socialis, desde adulto hasta ninfa IV.
Adicionalmente, la ausencia de una pauta fenotipica en la planta, que indique la ejecucion de
una respuesta de defensa, como la HR en el ataque de patdégenos, nos impidid establecer un
rango mas pequeno para la coleccion. Pese al largo periodo de muestreo (desde las 5 horas
hasta 27 dias post-infestacion), los resultados indican que la respuesta de la yuca a 4. socialis
incluye elementos que en otros sistemas se expresan en tiempos mucho mas cortos, como en
afidos (Zhu-Salzman et al. 2004; De Vos et al. 2005), en los cuales van desde las primeras
horas de dafo hasta tres dias después. Nuestro sistema experimental permitié conocer con
exactitud cuantas horas han transcurrido desde que los dos organismos entran en contacto, por
tanto la abundancia de secuencias de expresion temprana podria interpretarse como la
activacion de respuestas de defensa independientes por los multiples ataques locales de los
adultos y de las ninfas en la zona de la hoja donde se ubicd la jaula-pinza, a lo largo del
periodo de infestacion. Adicionalmente, es importante notar que la sustraccidon y los
microarreglos fueron realizados a partir de diferentes pools de los ARN correspondientes a los
distintos tiempos, lo cual permite realizar consideraciones sobre la cinética de expresion de
los elementos aislados en MEcu 72. El diagnéstico de la funcion proteica por medio de
técnicas de gendmica funcional, proporciona un vehiculo para la comparacion de los sistemas
metabodlicos entre organismos diferentes. La comparacion de los elementos aislados en la
interaccion yuca-A. socialis con otros sistemas planta-patdogeno y planta-insecto permitieron
formular hipotesis acerca de los posibles sucesos que hacen parte de la respuesta de defensa.
En el proceso de asignacion de funciones putativas en yuca se escogieron secuencias con un
umbral exigente de similitud estructural utilizando algoritmos como MEGABLAST,
utilizando la base de datos de Arabidopsis (TAIR), ademas de herramientas de bioinformética
que permitieron ubicar las secuencias aisladas y las diferencialmente expresadas en el genoma
de yuca (como script de PERL) y que permitieron asignar su funcion en términos de Gene
Ontology, como GOMP. Esta tltima herramienta particularmente fue de gran utilidad porque

permitié la asignacion de las funciones a cientos de secuencias de una manera répida y
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eficiente, y a su vez el resultado que arroja para cada secuencia tiene links a varias bases de

datos ademas de TAIR, como KEGG.

Durante la discusion de este capitulo se prestd especial atencion a las evidencia de
silenciamiento o mutagénesis, con el fin de poder pronosticar el efecto de la ausencia de estos
elementos sobre la capacidad de resistencia contra A. socialis. La modulacion de los
elementos que componen las vias de defensa puede suceder tanto por regulacion
transcripcional como por modificaciones postranscripcionales (p.ej. alteraciones en su
concentracion, vida media, localizacion y fosforilacion, entre otros); sin embargo, la técnica
empleada en este estudio s6lo permite aislar secuencias cuya expresion sea inducida durante

el fendmeno de resistencia.

5.2

Con las secuencias aisladas de la sustraccion y los microarreglos podemos proponer una
hipotesis de la manera como el genotipo resistente MEcu 72 responde al ataque de la mosca
blanca Aleurotrachelus socialis. Es posible que durante la interaccion de yuca-A. socialis, el
reconocimiento se dé a través de un inductor proveniente del insecto, puede ser un/unos
componentes de la saliva o un PAMP como la quitina. Receptores en la yuca reconocerian
estos inductores y dispararian la respuesta de defensa. Las secuencias que obuvimos nos
permiten sugerir la participacion de cascadas de MAPK y flujo de iones a través de la
membrana plasmatica, la generacion y detoxificacion de ROS, el cual como ya se menciono,
genera productos que pueden actliar como agentes anti-microbianos. Posteriormente la
respuesta de defensa sigue con la induccion de biosintesis de las fitohormonas JA y ET las
cuales act@lan sinérgicamente y son reguladas y sefalizadas corriente arriba por CEVI y
corriente abajo por factores de transcripcion como AP2/ERF. Finalmente este factor de
transcripcion activa los genes de defensa, proteinas relacionadas con patogenicidad como las
isoformas basicas de PR-1 y PR-3 (quitinasa), asi como lectinas. La hormona JA induce la
expresion de PI como Cystatin, el cual también puede ser uno de los posibles efectores que
disminuyen la alimentacion de la mosca y finalmente causan su muerte. La remodelacion de

pared celular surge como potencial respuesta de defensa contra A. socialis, ademds de su
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posible papel en mediar esta respuesta regulada por JA/ET (Ellis & Turner 2001). El hallazgo
de genes como la celulosa sintasa CEVI, las expansinas, la caffeoyl, y las pectin

metilesterasas apoyan esta hipotesis.

5.3

La estrategia empleada en la sustraccion y en los microarreglos, de comparar el genotipo
resistente infestado contra el mismo sin infestar, arrojé los mejores resultados, ya que con esta
estrategia se encontraron la mayoria de secuencias envueltas en procesos bioldgicos
relacionados con respuesta de defensa, incluidos los genes envueltos en biosintesis,
regulacion y sefalizacion de JA y ET. Lo que nos indica que en este estudio estas estrategias
gendmicas pueden detectar los cambios en la fisiologia de la planta ante la alimentacion por la
mosca y detectan menos los cambios cuando la comparacion es a nivel del genotipo

(resistente contra el susceptible, ambos infestados).
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6 PERSPECTIVAS

6.1 Validacion de los genes diferencialmente expresados

Existen varios caminos para validar la expresion diferencial de los genes encontrados en
la libreria y en los microarreglos. La metodologia convencional son los “Northern blots”, una
técnica ampliamente conocida y aplicada. Se utilizarian ESTs de la libreria sustractiva o
aquellos identificados con lo microarreglos para hibridarlos contra el ARN total de plantas
sanas e infestadas con 4. socialis. Otro método de validacion de la expresion diferencial que
requiere menos cantidades de ARN, el cual se ha utilizado ampliamente es el RT-PCR (del
inglés, Reverse Transcriptase PCR), en el presente estudio se disefiaron primers especificos
para los genes de interés con algunos de los cuales se amplificd por PCR el ADNc sintetizado
de plantas infestadas y sin infestar. Ya vimos como en el resultado inicial (Figura 17), los
genes de defensa amplificaron s6lo en las plantas infestadas con A. socialis. También se
aplicara la técnica de PCR en tiempo real para validacion de estos genes candidatos. Estas
técnicas son altamente sensibles y pueden hacerse andlisis cuantitativos de forma que seria

posible estudiar la expresion de los genes diferencialmente expresados a través tiempo.

6.2 Identificacion y caracterizacion de inductores en la mosca blanca

Aunque los cambios a nivel molecular y fisioldgico que ocurren en las interacciones yuca-
A. socialis estan empezando a ser revelados, es claro que nuestro conocimiento de este
fenémeno es muy poco. Hasta la fecha, no se conoce si todos los herbivoros inducen una o
multiples respuestas de sus hospederos. Hoy en dia es clara la importancia de las proteinas
salivares de los hemipteros en inducir o suprimir las respuestas de defensa de las plantas, pero
se desconoce la naturaleza bioquimica de los inductores de estos insectos floemofagos. Se
podrian emplear tecnologias actuales de protedmica y metabolémica en la caracterizacion

bioquimica de la saliva de moscas blancas, estas tecnologias permitirian la identificacion de
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los componentes de la saliva que estimulan desérdenes en desarrollo, sintomas de infestacion
e inducen la resistencia. También se podrian identificar en la planta los receptores de union a

estos inductores provenientes del insecto.

6.3 Identificacion y caracterizacion funcional de la sefializacion de defensa en la yuca

Complementario a los estudios anteriores, estarian los tendientes a explorar la
complejidad de toda la red de sefializacion de defensa en la planta. Aunque se conoce que
existe una oscilacion entre las vias reguladas por SA y JA, los mecanismos integrativos con
otras vias de sefializacién durante la interaccion planta-insecto no han sido atn identificados.
Los enfoques como el de Systems Biology que unirian nuestro conocimiento de la
sefializacion de patdgenos y plagas, serian criticos para entender las similaridades y
distinciones entre patogenos e insectos. Los recursos de gendmica hacia las plantas cultivadas
ha aumentado en los ultimos cinco afios después del surgimiento de secuenciadores de
segunda generacion. Esto ha hecho que la secuenciacion de genomas completos sea cada vez
mas rapida y econdmica, como el caso del genoma de yuca. El acceso a tecnologias de ultima
generacion como RNA-sequencing que son mas precisas y confiables que los microarreglos,
podrian revelar la dindmica de la sefializacion en defensa contra otras especies como B. tabaci
en yuca. Como complemento a esos recursos genoémicos, otros enfoques genéticos, como el
uso de mutantes, silenciamiento de genes, estrategias de RNA de interferencia y expresiones
ectopicas de productos de genes de defensa, revelarian las redes de sefializacion y los factores
especificos de la resistencia en cultivos como yuca. Estos datos junto con adecuados y
coordinados bioensayos que midan la ejecucion del insecto sobre la planta, permitirian el

desarrollo de estrategias para obtener materiales resistentes a mosca blanca.

6.3.1 Aplicacion de genética reversa

Una vez se hayan identificado genes candidatos relacionados con defensa, podrian

realizarse estudios para asignar sus funciones, determinar el punto exacto en las cascadas de
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sefializacion en donde son determinantes y reconocer algun tipo de modificacion fenotipica en
su ausencia (disminucion o pérdida de la resistencia). Algunos genes encontrados en las
librerias sustractivas y en los microarreglos prometen ser futuros candidatos en estos analisis.
Los genes relacionados con patogenicidad PR-I y PR-3, las lectinas, el gen de la
pectinesterasa, la celulosa sintasa CEV1, los factores de transcripcion AP2/ERF y MYC2 entre
otros, pueden ser sometidos a una mas detallada caracterizacion de sus patrones de expresion
y asignacion de funciones especificas a través de genética reversa. Los recursos de genética
reversa pueden resultar muy utiles en estudios futuros para la caracterizacion funcional de los
genes diferencialmente expresados. Aprovechando los avances en transformacion genética de
yuca, podrian generarse lineas mutantes empleando la técnica de “Knockout”. En principio, se
realiza una transformacion con transposones o secuencias de T-DNA mediada por
Agrobacterium. Cuando se tiene una poblacion grande de plantas transformadas la
probabilidad de que se haya insertado el fragmento en un gen de interés es alta y puede ser
medida. Lo que se hace es ejecutar PCR usando primers especificos del gen, el T-DNA o el
transposon para identificar la insercion en el gen. Luego deben ser incluido algunos pasos de
caracterizacion y aislamiento de un unico mutante (identificacion del gen por Southern blot y
comprobacion de su segregacion), finalmente se establece una relacion entre el genotipo y
fenotipo de lineas mutantes y silvestres. De esta forma puede tenerse el gen aislado y
caracterizado, y se pueden realizar sobre ¢l cualquier tipo de comparaciones control v.s
tratamiento teniendo en cuenta la linea mutante y las silvestres. Sin embargo, este enfoque
aunque representa una gran utilidad y ha sido ampliamente aplicado en plantas modelo como

Arabidopsis, maiz y arroz es una aplicacion a largo plazo en yuca.

6.3.2 Silenciamiento del ARN

Existe, sin embargo, una aplicacion de genética reversa que puede llevarse a cabo en mas
corto plazo en el estudio de las respuestas de defensa de la yuca. Esta es la técnica de
silenciamiento del ARN. En las dos tltimas décadas han sido aprovechados los avances en el
conocimiento de los procesos de infeccidon por virus en plantas para realizar sofisticados

andlisis de funciones génicas utilizando técnicas de silenciamiento de ARN (Covey & Al-Kaff
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2000; Tijsterman et al. 2002). La infeccion por virus en plantas activa un mecanismo de
defensa mediado por ARN, lo que resulta en una progresiva disminucion del virus en las
células. Este mecanismo est4 relacionado con un silenciamiento génico post- transcripcional
(SGPT) en el cual, la célula detecta la presencia de ARN de cadena doble (ARNdc) y activa
su degradacion. No se conocen a ciencia cierta los dcARN especificos que activan SGPT en el
proceso de infeccion por virus. Sin embargo, la activacion de SGPT por ARNdc es
aprovechada para realizar silenciamiento génico. En principio, se inserta un gen de interés en
el virus (por ejemplo, un gen relacionado con defensa), de forma que el ARN cargado al virus
puede inducir silenciamiento de genes homologos a través de SGPT en la célula hospedera. El
procedimiento para construir virus vector ha sido ampliamente estudiado (Tijsterman et al,
2002). Angell & Baulcombe (1997) emplearon un VIGS (del inglés, virus-induced gene
silencing) para hacer silenciamiento en papa, la produccion de VIGS para estudiar la funcion
de genes que han sido secuenciados pero no caracterizados ha sido muy empleada en los
ultimos afios. La utilizacion de VIGS a corto plazo para realizar estudios de silenciamiento de
genes que responden al ataque de A. socialis en yuca es una alternativa bastante posible
actualmente. Podrian seleccionarse (después de realizar la respectiva validacion) algunos
clones diferencialmente expresados hallados en la libreria sustractiva o en los microarreglos,
se podria como primera medida enfocar el estudio en los factores de transcripcion ya que es
probable que estén regulando genes corriente abajo en las cascadas de sefalizacion que
generan la respuesta de defensa, convirtiéndolos en candidatos determinantes para realizar

estudios de silenciamiento.

6.3.3 Identificacion de marcadores moleculares y construccion de mapas genéticos

Para revelar los mecanismos genéticos de la resistencia a mosca blanca en yuca se
utilizaria mapeo de QTLs y mapeo por asociacion. Ya se ha establecido en campo una
poblacion F1 segregante, de mapeo para la resistencia a mosca blanca. Datos fenotipicos y
genotipicos de esta poblacion seria usado para identificar QTLs que confieren resistencia a
mosca blanca. Con el conjunto de genes encontrado en el presente trabajo, se pretende

identificar marcadores de tipo SSR (microsatélites) y SNP (single-nucleotide polymorphism,
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polimorfismos de un solo nucle6tido). En CIAT existe la plataforma para desarrollar este tipo
de tecnologias ya que se cuenta con el BeadXpress® de ILLUMINA. Con estos marcadores
se pretende construir un mapa de ligamiento robusto de 10-cM. Este mapa permitiria utilizar
software de QTLs para determinar la ubicacion de los genes implicados en la resistencia a
mosca blanca y encontrar marcadores asociados a esta resistencia. Estos marcadores podrian
ser utilizados para buscar en otras variedades y especies silvestres relacionadas con yuca,
potenciales materiales para mejoramiento. Estos marcadores también podrian ser utilizados en
programas de mejoramiento en seleccion asistida por marcadores (SAM) para obtener

variedades de yuca agronémicamente mejoradas con resistencia a mosca blanca.

6.3.4 Transformacion genética

Evidentemente, uno de los objetivos a alcanzar con el estudio de las bases moleculares del
cultivo de la yuca es conseguir su mejoramiento a través de la transformacidon genética.
Aprovechando los avances recientes en este campo para el cultivo, una vez se hayan
identificado, usando las herramientas de la genomica funcional, genes candidatos
determinantes en las respuestas de defensa de yuca, pueden ser utilizados para producir

variedades transformadas y evaluar su comportamiento en campo.

La aplicacion de gendmica funcional en el estudio de las respuestas de defensa de la yuca
abre una amplia gama de futuras aplicaciones a diferentes niveles, tanto in silico como
experimental. Analisis de la expresion génica, construccion de mapas fisicos y genéticos,
analisis de secuencias gendmicas, silenciamiento de genes y producciéon de organismos
genéticamente modificados, son algunos de los proyectos que podran se desarrollados en un

futuro.
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Anexo A: Extraccion de ARN total a partir de hojas de yuca (Chang et al. 1993).

1) Dia 1: Ponga el buffer de extraccion con el mercaptoetanol (2% concentracion final)
agregado, a precalentar a 60°C.

2) Macere el tejido utilizando nitrégeno liquido en un mortero, hasta lograr un polvo fino.
Utilice una cantidad generosa de nitrogeno liquido para prevenir que se humedezca y
empiecen a actuar las ARNasas.

3) A un tubo estéril de 15 ml, adicionar 1 gr de tejido congelado. Guarde el tubo en
nitrogeno liquido para prevenir que se humedezca.

4) Adicione 7,5 ml del buffer de extraccion precalentado. Mezcle por vortex.

5) Adicione 7,5 ml de cloroformo y vuelva a mezclar por vortex y pase a un tubo estéril de
30 ml de centrifuga.

6) Centrifugue a 5000 rpm por 20 min a 4°C.

7) Transfiera el sobrenadante a un nuevo tubo y repita la extraccion con cloroformo dos
veces mas.

8) Transfiera el sobrenadante a tubos de 2 ml, alicuotando 1.5 ml en cada uno. Trate de
dejar un poco del sobrenadante para asegurarse de no tomar algo de las fases de abajo
que contienen cloroformo.

9) Adicione 0.33 volumenes de cloruro de litio (LiCI) 8M (0.5 ml por 1.5 ml de la
muestra) e incube a 4°C toda la noche.

10) Dia 2: Centrifugue a 12000 rpm a 4°C por 5 — 10 min.

11) Descarte el sobrenadante y disuelva el precipitado en 500 ml de agua tratada con DEPC
(Dietil piro carbonato). Es buena sefial si el precipitado es dificil de disolver.

12) Extraiga una vez con 1 volumen de fenol:cloroformo: isoamilalcohol (25:24:1), y una
vez con cloroformo: isoamilalcohol (24:1) .

13) Transfiera el sobrenadante a un tubo nuevo y precipite con 0.25 volimenes de NaCl 5SM

y 2 volumenes de etanol absoluto por lo menos 30 min. a —80°C (por ejemplo: por cada
500 ml de muestra use 125 ml de NaCl 5M y 1250 ml de etanol).

14) Centrifugue a 13000 rpm por 20 min. a 4°C.
15) Descarte el sobrenadante, lave el precipitado con etanol al 70%, seque en el “speed
vac” aproximadamente 5 min. Resuspenda el precipitado en 50-200 ml de agua

destilada estéril libre de nucleasas y almacene a —80°C.
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16) Chequear la calidad del ARN en un gel de agarosa y la concentracion en el

espectrofotometro Nanodrop 1000 a una absorbancia de Azeo/Axso.

Reactivos:

Buffer de Extraccion: para 500 ml
TrisHCI (pH 7.5) 100mM
NaCl 100mM
EDTA 25mM

SDS 1%

PVP K30 (360,000) 2%
mercaptoethanol 2%

70% etanol — preparado con agua DEPC. Fenol acido (pH 4.3)
Anexo B: Tratamiento con DNAse I

Los ARNSs extraidos son tratados con DNAse I para eliminar el ADN que puedan contener.

Tratamiento utilizando la RO RNAse-free DNAse de PROMEGA:

Reactivo Volumen (ul)
ARN (diluido a 1 ug/ul)
RQ1 buffer 10X 1ul
RQI1 DNAse 1ul
Agua destilada
Total 10 ul
Mezcle por pipeteo.
Incube a 37°C por 30 min.

Adicione 1 ul de Stop.
Incube a 65 °C por 5 min. para inactivar la enzima.
Almacene a —80°C.
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Anexo C: Hibridizacion sustractiva de ADNc por el método de DSC
Digestion-ligacion

1. Mezclar por cada reaccion para un volumen final de 12.5 pl:

REACTIVO Volumen (ul)
Bufer One-Phor-all 10X (Amersham) 1.25

Dpnii (10 Ulul) 0.2

ADNCc (300 ng) X

Agua bi-destilada hasta 12.5

2.Incubar a 37°C por 2 horas.
3.Inactivar la enzima por incubacion a 65°C durante 20 min.

4.Adicionar directamente a la reaccion (para un volumen final de 25 ul):

REACTIVO Volumen (ul)
Agua bi-destilada 6.25

Bufer One-Phor-all (10X) 1.25

ATP (5 mM) 1
Adaptadores (Baml 6 Bamll)* (SuM) 3

T4 DNA ligasa (2U/ul) 1

*Baml para ARN de plantas infestadas, Bamll para el de plantas no
infestadas

5.Incubar a 20°C durante 2 horas.

6.Diluir la reaccioén con 225 ul de TE, pH 8.0 (Dilucion 1:10).

Generacion de amplicones

Usar la ligacion diluida como molde en la siguiente reaccion de PCR:

223



REACTIVO Concentracién Inicial Volumen (ul)

Agua bi-destilada - 38.3

Bufer Advantage 2 10X 5

DNTPs 20mM 0.5

Primer Baml| 6 Bamll 10 uM 1

AQVantage 2 Polymerase 0.2

Mix (CLONTECH) ’

Productos de ligacion - 5

*‘Baml para ARN de plantas infestadas, Bamll para el de plantas no
infestadas

Revisar 5 ul de cada reaccion en un gel de agarosa al 1.2 %. Limpiar el producto de PCR con
el kit QIAquick PCR purification (QIAGEN).
Condiciones de Hibridacion

1. Eliminar los adaptadores de los amplicones provenientes de plantas sin infestar por
digestion con Dpnll. Mezclar 10 pg de estos amplicones con 0,1 ug de amplicones

provenientes de plantas infestadas y co-precipitar la muestra con etanol.

2. Resuspender en 32 ul del buffer de hibridacion 1 (50 mM Hepes y | mM CTAB) o del
buffer de hibridacion 2 (3mM EDTA y 30mM EPPS).

3. Denaturar durante 5 minutos a 98 °C y adicionar 8 ul de NaCl 5M.

4. Incubar a 67°C por 16 h.

Digestion de cadenas sencillas con la exonucleasa de Mung Bean 1.

1.Limpiar el ADN hibridizado con las columnas QIAquick (Qiagen) y eluirlo con 50 ul
de agua bi-destilada.

2. Anadir 5.8 ul de Bufer 10X para la exonucleasa de Mung Bean (New England
Biolabs) y 1 ul (10U) de la exonucleasa.

3.Incubar a 30°C por 30 minutos.

4.Inactivar la exonucleasa purificando de nuevo la muestra con el kit QIAquick PCR

purification (QIAGEN)
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Anexo D: Programa de amplificacion de insertos de los clones recombinantes por PCR

1- 95°C por 10 min.

2- 95°C por 30 seg.

3- 54°C por 30 seg.

4- 72°C por 1 min.

5- 95°C por 30 seg.

6- 52°C por 30 seg.

7- 72°C por 1 min.

8- 35 veces desde el ciclo 5
9- 72°C por 10 min.
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Anexo E: Listado de primers especificos para el RT-PCR

Secuencia Nombre del primer
TCTCGGAGACCACCAGAACT [Metallothionein
GGATCCATGTCCATGTTCAG
AAGTCTGTTTGCTCCAAGGC |Matrixin Metalloproteinase
GGGCAGGTACTCCAATTCTC
CCTCCCCATCTCTATGTCCA zinc finger (DHHC type) family protein
GATTAGCCGACCCATTTGAC
GCACCCAGGCATACTTGAAT [EF1 alpha
CGCGAGGTTCTCGTAGATTT
CGGTGATTTCCTCAGAGAGTG [EGY2
CCCTCTTGTGATATGGGCTT
ATTGATCAGGCTTCACCACC |ATJ3

GTCCTACAGCAAAAGGAGCA

CCCATCAGAGGCAAGAAAAC

Amino-acid transporter

GCCGAGGAGGATCATACAGT

CAACCCTCTTGGGTTTGGTA chlorophyll binding; LHCA3
GCTGTCCCTATCCCCAAATA
CAAACCTTGACAGGGGAAGT |CKBI
GGCCGAGGTACTTAACAAAC

GGACTGGTTGTAGCATTAGCA(Q

zinc finger (C3HC4-type RING finger) family proteir

GGACTAAGAAGGGGGAAGGA

AGGACTCCTCACCCAATGTG

GRF8 (GENERAL REGULATORY FACTOR 8)

AGCTGCTGCTGAGGATACAA

CGCTGGAAACACAGAGATCA

protein kinase family protein

GCCACCGTTTCTCCTCTAAA

TCGCATAACAACAGTCCTGG

Pectinesterase

GGAATTCGATTAGCGTGGTC

AATCCACTTGGGGACTGTTG

AP2

CAGATCTCTTCTGCAACCCC

GCTGATGCTAATGGAGATGG

Calcium-binding protein

TCCATGAGGGGAAAACGTAG

TATCCTTCGCCCGTTATCTC

proline oxidase, putative / osmotic stress-responsive

GCAGGTACATGGGCTTTGAT

ACAGGCAAGAGTTCCAGCAT

LOXS

AATGGAAGGACAGAGTTGGG

GCGTAACTCGGTTCGCTTAG

ATPRBI1

GCGGCCGAGGTACTTTTT

CAATCTTTCTTGGGCGAAAC

ATP-depndent Clp protease

CCCGGGCAGGTACTTAATTT
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Anexo F: Marcaje Indirecto de sondas para microarreglos

Sintesis de sonda (Marcaje Indirecto)

Marcar una fraccion de ADNc (el ADNc que se sintetizé con el método SMART) asi:

1.

10.

Denaturar 3 min. a 95° C, 1 ug de la muestra de ADNc (maximo volumen de 5.4 ul)
mezclado con 2.0 ul de primer aleatorio (Nonamero) 2.0 ul.

Conservar en hielo 2 min.

Adicionar, 1.2 ul de buffer Exo-nuclease free klenow 10X, 1.2 ul de dNTPs marcados
con aminoalil, 1.2 ul de enzima Exo-nuclease free klenow.

Centrifugar para llevar contenido al fondo e incubar a 37° C por 1 hora.

. Limpiar el producto con columnas (Wizard SV de Promega), resuspender en 50 ul de

agua bi-destilada, concentrar en Speed vac hasta alcanzar 10 ul.

Acoplamiento: adicionar 0,5 ul de Carbonato de Sodio 1M pH: 9.0

Adicionar el ADNc con aminoalil anterior a una alicuota del NHS-ester Cy(5 o 3)-
dUTP.

Incubar 2 horas a temperatura ambiente en oscuridad.

Limpiar con columnas (PROMEGA), uniendo las muestras que se van a hibridizar,
resuspender en 50 ul.

Adicionar 20 ug de ADN de esperma de salmén (1ul de 20 ug/ul) y 10 ug de Poly A*
(2 wl de 10 ug/ul). Reducir el volumen de la anterior mezcla a menos de 25 ul en el
“speed vac”. (Mientras se marca la sonda y se reduce el volumen se debe prehibridizar

los microarreglos que se van a utilizar).

Preparacion y espoteo de las laminas de vidrio de Microarreglos

1.

Ubique las ldminas de vidrio cubiertas con poli-L-lisina (ERIE SCIENTIFIC
COMPANY No.:C40-5257-M20) en el robot SPBIO II (Hitachi).

Marque las laminas de vidrio con un l&piz con punta de diamante en el extremo.

Inicie el espoteo de las sondas, las cuales son los PCR de las librerias sustractivas.

Grabe la informacién con el software del SPBIO II.

Después de espotear todo el microarreglo, realice el siguiente tratamiento a las laminas de

vidrio:
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2.
3.

. Denaturelas 10 min a 95°C (precalentar una 1amina metalica sobre un termociclador 10

min antes).
Haga un cross-link de rayos ultravioleta a 410 milijulios en un Stratalinker.

Caliente las laminas por 2 horas a 70°C, para secarlas.

Almacenar los microarreglos en lugar seco hasta la hibridizacion (los microarreglos pueden

ser almacenados por un afio sin que la hibridizacion pierda calidad).

Pre-hibridizacion

Preparar cada microarreglo para hibridizacion como sigue:

1.

Lavar las ldminas en SDS al 0.2%, sumergiendo y sacando vigorosamente las laminas,

esto ayuda a remover moléculas que no han sido fijadas a la lamina.

2. Incubar las ldminas a 55°C durante 45 min en una solucidén que contiene BSA 1%, SSC
5X, SDS 0.1%.

3. Ubicar las laminas en una canastilla metéalica y sumergirla en agua destilada sacudiendo
vigorosamente hasta 20 veces, repetir esto 5 veces usando agua nueva cada vez.

4. Lavar las laminas una vez en isopropanol.

5. Secar las laminas centrifugando a 850 rpm por 5 min.

6. Hibridizar inmediatamente. La sefial de la hibridizacion disminuye si las laminas son
dejadas por mas de una hora.

Hibridizacion

1. Preparar el buffer de hibridizacion 2X, que contiene formamida al 50%, SSC 10X,
SDS 0.2%.

2. El ADNc que se ha marcado debe estar a 25 ul de volumen, adicionarle 25 ul de buffer
2X.

3. Incubar por 3 min a 95°C. Ponga en hielo y dar una centrifugada rapida. Homogenizar
la solucion mezclando con pipeta sin producir burbujas.

4. Ubique la lamina del microarreglo en una camara de hibridizacion Corning® (Product

#2551). Cubra la ldmina con un cubreobjetos.
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5. Adicionar la muestra denaturada suavemente en el borde del cubreobjetos, la solucion
debe entrar por capilaridad. Colocar una gota del buffer de hibridizacion 1X en el sitio
sefialado en la cdmara, para mantener la humedad. Cerrar la cdmara.

6. Incubar 14-16 horas a 42°C.

Lavados

Lavar las laminas durante 5 min con constante agitacion rapida (protegiendo todo el tiempo
las ldminas de la luz) en una solucién precalentada a 55°C que contiene SDS 1%, SSC 2X,
luego otros 5 min en una solucidon que contiene SSC 1% y por ultimo 5 min en una solucién
que contiene SSC 0.1%. Seque las laminas centrifugando 5 min a 850 rpm. Escanear tan
pronto como sea posible (los microarreglos pueden ser escaneados después de dos semanas,

sin que pierdan sefial significativamente).
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Anexo G: Sintesis de ADNc¢

Para un volumen final de reaccion de 100 ul, mezclar,

Reactivo Concentracion Final ~ Volumen x reaccion
Agua deionizada 64 ul

Buffer Advantage™ 2 PCR 10X  1X 10 pl

dNTP’s 10 mM 0.2 mM 2 ul

5’ PCR Primer IIA 10 uM 0.2 uM 2 ul

Advantage™ 2 polymerase Mix 1 ul

Reaccion de First-Strand 20 ul

Programa de amplificacion

1-95°C por 1 min.
2-95°C por 15 seg.
3-65°C por 30 seg
4-68°C por 6 min.
5-X ciclos desde el 2
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ANEXO H: Listados de genes diferencialmente expresados en el Cassava Unigene

Microarray en cada uno de los tiempos y comparaciones estudiadas, y valor delta.

Anexo H.1: Comparacion/tiempo EyC (1y2)

List of Significant Genes for Delta = 1.005

Funcion Biologica EST id Supuesta funcion (TAIR y RefSeq) Puntaje FDR%
Estres, Proteolisis CK643831 Protein binding protein (Trypsin-like Serine Protease) Ricinus communis 6 0
Biosintesis de Esteroides CK649243 ORP3C (OSBP(OXYSTEROL BINDING PROTEIN)-RELATED PROTEIN 3C) 55 0
Estres, Proteolisis CK652150 PROTEIN PHOSPHATASE 2A SUBUNIT A2 protein phosphatase type 2A regulator 5 0
Estructura CK649519 HMGB3 (HIGH MOBILITY GROUP B 3); DNA binding / chromatin binding 5 0
Biosintesis de Glicanos CK646958 GDP-fucose protein O-fucosyltransferase 4 0
Defensa, Oxida CK643827 peroxiredoxin type 2, putative [Arabidopsis thaliana] 4 0
Estres CK649819 ozone-responsive stress-related protein, putative 4 0
Funcion desconocida CK650641 smb (small nuclear ribonucleoprotein associated protein b) 4 0
Funcion desconocida CK648732 Chloroplast lumen common family protein [Arabidopsis thaliana] 4 0
Metab. Acidos Grasos CK645195  long-chain-fatty-acid--CoA ligase family protein / long-chain acyl-CoA synthetase family protein 4 0
Senalizacion CK642897 zinc finger (C3HC4-type RING finger) family protein [Arabidopsis thaliana] 4 0
Metab. Carbohidratos CK650590 BGAL3 (beta-galactosidase 3); beta-galactosidase/ catalytic/ cation binding / sugar binding 3.7 0
Proteolisis CK645360 UBP2 (UBIQUITIN-SPECIFIC PROTEASE 2); ubiquitin-specific protease [Arabidopsis thaliana] 3.7 0
Transporte CK648793  secretory carrier membrane protein (SCAMP) family protein 3.7 0
Transporte CK642586 ATFD3 (ferredoxin 3); 2 iron, 2 sulfur cluster binding / electron carrier 3.6 7
Proteolisis CK648448 TAAR3 (IAA-ALANINE RESISTANT 3); IAA-Ala conjugate hydrolase/ metallopeptidase 3.4 8
Senalizacion CK652390 ATP binding protein, putative [Ricinus communis] 32 6
Senalizacion CK642250 leucine-rich repeat family protein [Arabidopsis thaliana] 32 6
Defensa, Desarrollo CK643217 HSP81-2 (HEAT SHOCK PROTEIN 81-2); ATP binding 3 8
Defensa, Pared celular CK643135  Glucan endo-1,3-beta-glucosidase precursor, putative [Ricinus communis] 3 10
Defensa, Senalizacion CK648834 AP2 erf domain-containing transcription factor 3 8
Estructura CK641354 Beta tubulin 3 0
Estructura CK650643 ADF6 (ACTIN DEPOLYMERIZING FACTOR 6); actin binding 3 0
Funcion desconocida CK643829 Conserved hypothetical protein Ricinus comunis 3 0
Funcion desconocida CK652611 pentatricopeptide (PPR) repeat-containing protein [Arabidopsis thaliana] 3 8
Metab. Carbohidratos CK643223 GSA2 (glutamate-1-semialdehyde 2,1-aminomutase 2); 3 0
Proteolisis CK648698 aspartyl protease family protein [Arabidopsis thaliana] 3 6
Senalizacion CK652473 nascent polypeptide associated complex alpha subunit, putative 3 5
Senalizacion CK642786 1AAS; transcription factor 3 7
Traduccion CK644000 Ribosomal protein S12 [Manihot esculenta] 3 8
Transporte CK649657 transport protein, putative 3 6
Transporte CK645056 PIP1A (PLASMA MEMBRANE INTRINSIC PROTEIN 1A); water channel 3 8
Desarrollo CK648892 CRL, CRUMPLED LEAF 2.8 8
Funcion desconocida CK650555 conserved hypothetical protein (SNARE) [Ricinus communis] 2.8 8
Proteolisis CK643792 prolyl oligopeptidase family protein [Arabidopsis thaliana] 2.8 8
Proteolisis, Regulacion Ciclo celular ~ CK645194 RHF1A (RING-H2 GROUP F1A); protein binding / ubiquitin-protein ligase/ zinc ion binding 2.8 8
Senalizacion CK649587 BLH6 (BELL1-LIKE HOMEODOMAIN 6); DNA binding / transcription factor 2.8 10
Desarrollo, Senalizacion CK642921 ARF10 (AUXIN RESPONSE FACTOR 10); miRNA binding / transcription factor 2.7 10
Metab. Carbohidratos CK652045 LGT8 (GLUCOSYL TRANSFERASE FAMILY 8); 2.7 8
Traduccion CK643794 translation initiation factor 3 (IF-3) family protein [Arabidopsis thaliana] 2.7 8
Traduccion CK645425 RPL18 (RIBOSOMAL PROTEIN L18); structural constituent of ribosome 2.7 8
Traduccion CK645426 408 ribosomal S4 protein 2.7 8
Biosintesis de Proteinas y aminoacidos CK645116 AT-IE; phosphoribosyl-AMP cyclohydrolase/ phosphoribosyl-ATP diphosphatase 2.6 8
Regulacion Ciclo celular CK643381 HBT (HOBBIT); binding 2.6 8
Senalizacion CK643633  acid phosphatase class B family protein 2.6 8
Senalizacion CK652118 r2r3-myb transcription factor Ricinus 2.6 8
Biosintesis de Proteinas y aminoacidos CK645185 inosine-uridine preferring nucleoside hydrolase, putative [Ricinus communis] 25 8
Defensa, Metabolismo de N CK642553 NLA (nitrogen limitation adaptation); ubiquitin-protein ligase -6 0
Estructura CK641265 HMGB (HIGH MOBILITY GROUP); DNA binding / chromatin binding -4 7
Funcion desconocida CK645620 5'-AMP-activated protein kinase-related [Arabidopsis thaliana] -3 10
Estres Oxidativo CK642477 ALDH2B7: 3-chloroallyl aldehyde dehydrogenase/ aldehyde dehydrogenase (NAD) -3 10
Respuesta a estimulo por ABA CK646906 ATDI21 (ARABIDOPSIS THALIANA DROUGHT-INDUCED 21) [Arabidopsis thaliana, -3 10
Transporte CK641412 PDLP7 (PLASMODESMATA-LOCATED PROTEIN 7) [Arabidopsis thaliana -3 10

231



Anexo H.2: Comparacion/tiempo EyC (3y4)

Funcion Biologica EST id Supuesta funcion (TAIR y RefSeq) Puntaje FDR%
Funcion desconocida CK644349  dormancy/auxin associated family protein [Arabidopsis thaliana] 8 0
Metab. Carbohidratos CK644123  beta-glucosidase putative [Ricinus communis] 6.8 0
Estres CK649819  ozone-responsive stress-related protein, putative 5 0
Estres Oxidativo CK641770  VPS2.3 5 0
Estres Oxidativo CK644215 2-oxoglutarate-dependent dioxygenase, putative 5 0
Estres Oxidativo CK647962  oxidoreductase, zinc-binding dehydrogenase family protein 5 3
Estructura CK641112  tubulin beta-chain, putative [Ricinus communis] 5 0
Transporte CK645033  Chloroplast-targeted COPPER CHAPERONE copper chaperone 5 0
Transporte CK642331  coatomer protein complex, subunit beta 2 (beta prime), putative [Arabidopsis thaliana] 5 0
Transporte CK641654 OEP7 OUTER ENVELOPE MEMBRANE OF CHLOROPLASTS 33); GTP binding 5 7
Funcion desconocida CK652664 EXO (EXORDIUM) 5 0
Senalizacion CK644209 endonuclease/exonuclease/phosphatase family protein 49 0
Metabolismo CK643441 CYCDI;1 (CYCLIN DI;1); cyclin-dependent protein kinase regulator 4.6 2
Transporte CK642022  secretory carrier membrane protein (SCAMP) family protein 4.6 2
Biosintesis de Acidos grasos CK645195  long-chain-fatty-acid--CoA ligase family protein / long-chain acyl-CoA synthetase family protein (LACSS8) 4 9
Proteolisis CK645194 RHFIA (RING-H2 GROUP F1A); protein binding / ubiquitin-protein ligase/ zinc ion binding 4 10
Senalizacion CK642250  leucine-rich repeat family protein [Arabidopsis thaliana] 4 9
Senalizacion CK652473  nascent polypeptide associated complex alpha subunit, putative 4 10
Estructura CK642530 ARPCIA (ACTIN-RELATED PROTEIN C1A); actin binding / nucleotide binding [Arabidopsis thaliana] 4 8
Traduccion CK650472  40S ribosomal protein S7 (RPS7B) 4 2
Metabolismo CK644730 MEES9 (maternal effect embryo arrest 59) 4 6
Metabolismo CK651237  DNA repair ATPase-related [Arabidopsis thaliana] 4 8
Transporte CK641166  transporter, putative [Ricinus communis] 4 5
Transporte Ck652244  CCT motif 4 6
Estres CK651776  wound-responsivefamily protein [Arabidopsis thaliana] 38 8
Metabolismo CK649653  NAPI:3 (NUCLEOSOME ASSEMBLY PROTEIN 1:3); DNA binding 3.8 9
Senalizacion CK647939  MIROI (Miro-related GTP-ase 1)GTP binding [Arabidopsis thaliana] 3.7 10
Transporte CK648047 nucleotide-sugar transmembrane transporter/ sugar:hydrogen symporter [Arabidopsis thaliana] 37 9
Transporte CK641197  nonchlatrin coat protein zetal-COP [Solanum lycopersicum] 37 9
Metabolismo CK644977  haloacid dehalogenase-like hydrolase familiy protein [Ricinus communis] 3.6 9
Estres CK653959  glycyl-tRNA synthetase/ glycine--tRNA ligase [Arabidopsis thaliana) 35 9
Senalizacion, Estres CK644733  SIP3 (SOS3-INTERACTING PROTEIN 3); ATP binding / kinase/ protein kinase 35 10
Proteolisis CK640893  oligopeptidase A, putative [Ricinus communis] 34 9
Transporte CK642519 MATE efflux family protein [Arabidopsis thaliana] 34 9
Funcion desconocida CK642383  small rubber protein [Hevea brasiliensis] 34 10
Metab. Carbohidratos CK643315  alpha-galactosidase, putative / melibiase, putative / alpha-D-galactoside galactohydrolase -3.7 10
Estres Oxidativo CK651436  CYP707AL; (+)-abscisic acid 8'-hydroxylase/ oxygen binding [Arabidopsis thaliana] -3.8 8
Transporte CK643416 NIP1;2 (NOD26-LIKE INTRINSIC PROTEIN 1:2); arsenite transmembrane transporter/ water channel -3.8 8
Transporte CK642577  Coatomer subunit epsilon-1 -8 0
Metabolismo CK649981  pin2-interacting protein X1, putative [Ricinus communis -7.6 0
Transporte CK648563  AVPI: ATPase/ hydrogen-translocating pyrophosphatase -6 0
Funcion desconocida CK646308 Conserved hypothetical protein [Ricinus communis -5 0
Senalizacion CK644332 CKII (CASEIN KINASE I): kinase/ protein serine/threonine kinase -4.8 0
Funcion desconocida CK645546  pentatricopeptide repeat-containing protein, putative [Ricinus communis -4.4 8
Funcion desconocida CK642773  ATP binding protein, putative [Ricinus communis 44 8
Defensa CK641592  VTC2 (vitamin ¢ defective 2): GDP-D-glucose phosphorylase -4 0
Estres CK643153  SQDI:; UDPsulfoquinovose synthase/ sulfotransferase [ Arabidopsis thaliana] -4 8
Transporte CK642771  transporter, putative [Ricinus communis] -4 6
Funcion desconocida CK650866  S-adenosylmethionine-dependent methyltransferase, putative [Ricinus communis -4 8

232



Anexo H.3: Comparacion/tiempo EyC (5y6)

Funcion Biologica EST id Supuesta funcion (TAIR y RefSeq) Puntaje FDR%
Transporte CK643768 ARPN (PLANTACYANIN); copper ion binding / electron carrier 6 0
Estres CK649819  ozone-responsive stress-related protein, putative 4 0
Senalizacion CK651987 ATRANGAPI1 (RAN GTPASE-ACTIVATING PROTEIN 1); nucleic acid binding 4 0
Transporte CK642743  VHS domain-containing protein / GAT domain-containing protein 4 0
Defensa, Estres, proteolisis CK652485  ATP-dependent Clp protease ClpB protein-related 3.8 0
Senalizacion CK644209 endonuclease/exonuclease/phosphatase family protein 3.8 0
Metabo. N, Transporte CK642251  Nitrite transporter 34 0
Estres Oxidativo CK644215  2-oxoglutarate-dependent dioxygenase, putative 3 2
Funcion desconocida CK642383  small rubber protein [Hevea brasiliensis] 3 0
Senalizacion CK651492  ATARFAI1B (ADP-ribosylation factor A1B); GTP binding / phospholipase activator 2.8 2
Funcion desconocida CK650863  DIN3/LTA Dark inducible 3 2.6 5
Estres CK652145  auxin-responsive family protein [Arabidopsis thaliana] 2.4 7
Estres Oxidativo CK652338  Peroxiredoxin. PRX like-2 2.4 5
Estres Oxidativo CK645026 NDAI1 (ALTERNATIVE NAD(P)H DEHYDROGENASE 1); NADH dehydrogenase 2.4 5
Funcion desconocida CK652242  Unknown protein [Arabidopsis thaliana] 2.4 5
Funcion desconocida CK652486  hypothetical protein [Ricinus communis] 2.4 7
Funcion desconocida CK646247  Conserved hypothetical protein Ricinus comunis 2.3 7
Funcion desconocida CK648446  hypothetical protein [Populus trichocarpa] 2.3 7
Defensa CK652060 VTC2 (vitamin ¢ defective 2); GDP-D-glucose phosphorylase 2.2 8
Metabolismo de Carbohidratos CK652045 LGT8 (GLUCOSYL TRANSFERASE FAMILY 8); 22 8
Estres CK649878 DEAD box atp-dependent RNA helicase, putative [Ricinus communis] 2 10
Proteolisis CK646669  F-box protein AFR 2 10
Metabolismo CK652753  ATAPRL4 (APR-like 4) 2 8
Funcion desconocida CK651253  RNA binding protein (Agenet domain) putative [Ricinus communis] 2 8
Funcion desconocida CK641962 Transmembrane and coiled-coil domains protein [Ricinus communis] -4 0
Funcion desconocida CK652494  hypothetical protein [Ricinus communis] -3.8 0
Funcion desconocida CK643402 Hydrolase, hydrolysing O-glucosyl compounds (Carbohydrate BINDING X8 domain) -3.5 0
Senalizacion CK647160 Hypothetical protein (AUX/IAA family) [Populus trichocarpa] -3.4 3
Biosintesis proteinas CK648854 AK3 (ASPARTATE KINASE 3); aspartate kinase -3 3
Senalizacion CK652307 PPCK2; kinase/ protein serine/threonine kinase -3 3
Metabolismo Ck641558  Bystin -3 3
Metabolismo CK651004 PRMT3 (PROTEIN ARGININE METHYLTRANSFERASE 3); methyltransferase 2.8 4
Defensa, Metab. N CK642553  NLA (nitrogen limitation adaptation); ubiquitin-protein ligase -2.6 5
Pared celular CK645466  chitinase 2.5 6
Traduccion CK646300 PABS (POLY(A) BINDING PROTEIN 8); RNA binding / translation initiation factor 2.5 5
Traduccion CK650776  elongation factor 1B-gamma, putative / eEF-1B gamma, putative -2.5 6
Transporte CK646135 AVP2; ATPase/ hydrogen-translocating pyrophosphatase -2.5 7
Metabolismo CK650916 PCNA2 (PROLIFERATING CELL NUCLEAR ANTIGEN 2); DNA binding 2.4 8
Senalizacion CK643040  scarecrow transcription factor family protein 2.3 8
Fotosintesis CK641470 LHCB2.1; chlorophyll binding 2.3 8
Senalizacion CK642277 CRK (CDPK-related kinase); ATP binding / calcium ion binding 2.2 8
Traduccion CK641421 PAB8 (POLY(A) BINDING PROTEIN 8); RNA binding / translation initiation factor -2 4
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Anexo H.4: Comparacion/tiempo EyESI (1y2)

List of Significant Genes for Delta = 1.04

Funcion Biologica EST id Supuesta funcion (TAIR y RefSeq) Puntaje  FDR%
Estres, Senalizacion CK652819  14-3-3 protein, putative [Ricinus communis] 6 0
Estres Oxidativo CK643734 CYP714A1 Cytochrome P450 4.4 8
Defensa, Proteolisis CK649737  ATP-dependent Clp protease 4 0
Estres Oxidativo CK643765 Cytochrome P450, putative [Ricinus communis] 4 0
Estres Oxidativo CK642445  cytochrome P450 like-TBP [Nicotiana tabacum] 4 0
Senalizacion CK644304 ATARFAIE (ADP-ribosylation factor A1E); GTP binding / phospholipase activator/ 4 0
Funcion desconocida CK652554  Conserved hypothetical protein Ricinus comunis 4 0
Funcion desconocida CK646334 Conserved hypothetical protein Ricinus comunis 4 8
Metabolismo Glucosa CK642534  Glucose-6-phosphate isomerase 4 0
Defensa, Pared celular ~ CK644117 CEV1 (CONSTITUTIVE EXPRESSION OF VSP 1); 3.8 4
Estres CK652145  auxin-responsive family protein [Arabidopsis thaliana] 3.8 0
Estres Oxidativo CK643531 NADPH putative Ricinus 3.8 8
Funcion desconocida CK649605 adenosine diphosphatase, putative [Ricinus communis] 3.7 0
Estructura CK643545 Conserved hypothetical protein (Forming Homology 2 Domain) [Ricinus comunis] 3.7 8
Metabolismo Secundario CK643563 COP1 (CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1); protein binding / ubiquitin-protein ligase 3.7 0
Biosintesis de Proteinas CK645185 inosine-uridine preferring nucleoside hydrolase, putative [Ricinus communis] 3.5 0
Funcion desconocida CK641540 Protein-L-isoaspartate 35 4
Proteolisis CK645189 WD-40 repeat family protein 34 0
Pared celular, Estres CK641892 COB (COBRA) [Arabidopsis thaliana] 34 8
Estres CK649878 DEAD box atp-dependent RNA helicase, putative [Ricinus communis] 33 8
Estres Oxidativo CK643412 DEFECTIVE chloroplast and leaves protein-related / DCL protein related [Arabidopsis thaliana] 33 8
Defensa, Proteolisis CK644493  ATP-dependent Clp protease 32 5
Senalizacion CK643815 Conserved hypothetical protein (SW13, ADA2, N-CoR and TFIIIB' DNA-binding domain) 32 8
Biosintesis de Proteinas CK646577  glycosyl transferase family 14 protein / core-2/I-branching enzyme family protein 3 10
Traduccion CK650002 acidic ribosomal protein PO-related 3 5
Pared celular CK643857 ATEXPA1 (ARABIDOPSIS THALIANA EXPANSIN A4) [Arabidopsis thaliana] 3 10
Estres CK641467 CBS domain-containing protein [Arabidopsis thaliana] 3 0
Funcion desconocida CK645851  pentatricopeptide (PPR) repeat-containing protein [Arabidopsis thaliana] 3 7
Funcion desconocida CK646576  ATP binding protein (KIP1-like protein) [Ricinus communis] 3 10
Transporte CK645858 DNALI heat shock N-terminal domain-containing protein / cell division protein-related 3 0
Transporte CK645056 PIP1A (PLASMA MEMBRANE INTRINSIC PROTEIN 1A); water channel [Arabidopsis thaliana] 3 7
Estres CK646145  auxin-responsive family protein [Arabidopsis thaliana] 2.8 7
Funcion desconocida CK643963 28 kDa heat- and acid-stable phosphoprotein, putative [Ricinus communis] 2.8 7
Transporte CK645456 PIN1 (PIN-FORMED 1) transporter [Arabidopsis thaliana] 2.8 10
Senalizacion CK642250 leucine-rich repeat family protein [Arabidopsis thaliana] 2.7 7
Senalizacion CK646024 ATP binding protein, putative [Ricinus communis] 2.7 7
Funcion desconocida CK644119 jacalin lectin family protein [Arabidopsis thaliana] 2.7 7
Funcion desconocida CK642374  Arginine serine rich splicing -4 0
Fotosintesis CK642795 CABI (CHLOROPHYLL A/B BINDING PROTEIN 1); chlorophyll bindin, -4 4
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Anexo H.5: Comparacion/tiempo EyESI (3y4)

List of Significant Genes for Delta = 1.055

Funcion Biologica EST id Supuesta funcion (TAIR y RefSeq) Puntaje FDR%
Senalizacion CK642250 leucine-rich repeat family protein [Arabidopsis thaliana] 7.7 0
Pared celular CK647714 ATPMEI; pectinesterase 7 0
Defensa, Estres Oxidativo CK643827 peroxiredoxin type 2, putative [Arabidopsis thaliana] 5 0
Metabolism Secundario CK644310 CYSCI (CYSTEINE SYNTHASE Cl1); L-3-cyanoalanine synthase/ cysteine synthase [Arabidopsis thaliana] 5 0
Funcion desconocida CK645594  Unknown protein (DUF789) 5 0
Proteolisis CK643792 prolyl oligopeptidase family protein [Arabidopsis thaliana] 4.5 5
Funcion desconocida CK643829 Conserved hypothetical protein Ricinus comunis 4.5 0
Defensa CK643796 CBS5-D (CYTOCHROME BS5 ISOFORM D); 43 5
Silenciamiento CK648748 SAS 10, putative [Ricinus communis] 4.3 5
Defensa JA, ABA CK645183 Myc Transcription factor 4.2 5
Defensa JA, ET CK648834 AP2 erf domain-containing transcription factor 4 5
Funcion desconocida CK650438 RNA binding protein putative [Ricinus communis] 4 5
Biosintesis de Glicanos CK646958 GDP-fucose protein O-fucosyltransferase 4 5
Fotosintesis CK642650 LPA1 (LOW PSII ACCUMULATION 1); binding [Arabidopsis thaliana] 3.9 9
Defensa CK650618 DCL2 (DICER-LIKE 2); ATP binding / ATP-dependent helicase/ RNA binding / double-stranded RNA binding 3.8 9
Defensa JA CK644758 galactolipase/ phospholipase [Arabidopsis thaliana] 33 10
Metabolismo CK652711 UGE2 (UDP-D-glucose/UDP-D-galactose 4-epimerase 2) [Arabidopsis thaliana] 32 10
Defensa JA CK645537 ATCNGC4 (CYCLIC NUCLEOTIDE-GATED CATION CHANNEL 4); calmodulin binding / cation channel 3 10
Estres Oxidativo CK644331 BR60X2 (BRASSINOSTEROID-6-OXIDASE 2) monooxygenase/ oxygen binding [Arabidopsis thaliana] 3 10
Senalizacion CK643232  ankyrin repeat 3 10
Traduccion CK643794 translation initiation factor 3 (IF-3) family protein [Arabidopsis thaliana] 3 10
Fotosintesis CK641579 LHCB2.3: chlorophyll binding -2.3 0
Fotosintesis CK641470 LHCB2.1; chlorophyll binding -2 0
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Anexo H.6: Comparacion/tiempo EyESI (5y6)

List of Significant Genes for Delta = 0.594

Funcion Biologica EST id Supuesta funcion (TAIR y RefSeq) Puntaje FDR%
Senalizacion CK643232  ankyrin repeat 34 0
Metabolism Secundario CK643563 COP1 (CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1); protein binding / ubiquitin-protein ligase 2.6 0
Silenciamiento CK648748  SAS 10, putative [Ricinus communis] 24 0
Defensa CK643796 CB5-D (CYTOCHROME B5 ISOFORM D); 2.3 0
Transporte CK649657  transport protein, putative 22 4
Estres CK645100 BRHI (BRASSINOSTEROID-RESPONSIVE RING-H2); protein binding / zinc ion binding 2 4
Estres Oxidativo CK650853  oxidoreductase, 20G-Fe(II) oxygenase family protein 2 8
Estres, Proteolisis CK643831  Protein binding protein (Trypsin-like Serine Protease Ricinus 2 35
Proteolisis CK645194 RHFIA (RING-H2 GROUP F1A); protein binding / ubiquitin-protein ligase/ zinc ion binding 2 5
Senalizacion CK643516 AHK2 (ARABIDOPSIS HISTIDINE KINASE 2); cytokinin receptor/ osmosensor 2 8
Senalizacion CK652354 RF2A Transcription factor (Autophagy protein 16, bZip) Ricinus 2 8
Senalizacion CK652155  Transcription factor putative (CSHC2 zinc finger) Ricinus 2 8
Senalizacion CK643552  Transcriptional corepressor LEUNIG 2 8
Metabolismo CK649243  ORP3C (OSBP(OXYSTEROL BINDING PROTEIN)-RELATED PROTEIN 3C); oxysterol binding 2 0
Metabolismo CK642468 G6PD6 (GLUCOSE-6-PHOSPHATE DEHYDROGENASE 6); glucose-6-phosphate dehydrogenase 2 7
Metabolismo de Carbohidratos ~ CK642919  Galactokinase 2 0
Metabolismo de Carbohidratos ~ CK643223  GSA2 (glutamate-1-semialdehyde 2,1-aminomutase 2); 2 5
Traduccion CK646808 APUMS (Arabidopsis Pumilio 5); RNA binding 2 35
Pared celular, Metab. Secundario CK644988  caffeoyl-CoA 3-O-methyltransferase, putative 1.8 8
Senalizacion CK649589  C2 domain-containing protein 1.8 35
Senalizacion CK643504 PAP3 (PURPLE ACID PHOSPHATASE 3); acid phosphatase/ protein serine/threonine phosphatase 1.8 7
Senalizacion CK652118  r2r3-myb transcription factor Ricinus 1.8 7
Estructura CK641265 HMGB (HIGH MOBILITY GROUP); DNA binding / chromatin binding 1.8 7
Metabolismo CK643167  unknown protein [Arabidopsis thaliana] 1.8 35
Metabolismo CK643957 ATRZ-1A; RNA binding / nucleotide binding 1.8 7
Metabolismo de acidos grasos CK645195  long-chain-fatty-acid--CoA ligase family protein / long-chain acyl-CoA synthetase family protein (LACS8) 1.8 7
Traduccion CK649579  60S ribosomal protein L7A (RPL7aB) 1.8 7
Proteolisis CK646536  UBC10 (UBIQUITIN CONJUGATING ENZYME 10); ubiquitin-protein ligase [Arabidopsis thaliana] 1.7 8
Metabolismo CK645762  DNA repair ATPase-related [Arabidopsis thaliana] 1.7 8
Transporte CK642577  Coatomer subunit epsilon-2 1.7 9
Proteolisis CK645189  WD-40 repeat family protein 1.6 9
Senalizacion CK652352 TAF4 (TBP-ASSOCIATED FACTOR 4); transcription initiation factor 1.6 7
Senalizacion CK642898  zinc finger (C3HC4-type RING finger) family protein [Arabidopsis thaliana] 1.6 10
Estructura CK650643  ADF6 (ACTIN DEPOLYMERIZING FACTOR 6); actin binding 1.6 7
Defensa CK652623  ATNSI (NUCLEAR SHUTTLE INTERACTING); N-acetyltransferase (interaction host-virus) 1.5 9
Defensa CK645183  Myc Transcription factor 1.5 10
Defensa, Senalizacion CK641344 EIN2 (ETHYLENE INSENSITIVE 2); transporter 1.5 10
Estres CK646145  auxin-responsive family protein [Arabidopsis thaliana] 1.5 7
Estres Oxidativo CK641577  short-chain dehydrogenase/reductase (SDR) family protein 1.5 10
Estres Oxidativo CK643520 CYP82C2; electron carrier/ heme binding / iron ion binding / monooxygenase/ oxygen binding 1.5 10
Senalizacion CK646656 NF-YC11 (NUCLEAR FACTOR Y, SUBUNIT C11); DNA binding / transcription factor 1.5 7
Senalizacion CK652271 ATMPKI13; MAP kinase/ kinase 1.5 10
Senalizacion CK644209  endonuclease/exonuclease/phosphatase family protein 1.5 10
Senalizacion CK651987 ATRANGAPI (RAN GTPASE-ACTIVATING PROTEIN 1); nucleic acid binding 1.5 10
Metabolismo CK643441 CYCDI;1 (CYCLIN DI;1); cyclin-dependent protein kinase regulator 1.5 10
Metabolismo CK652753  ATAPRL4 (APR-like 4) 1.5 10
Metabolismo de N CK642844  catalytic/ glutamate-ammonia ligase 1.5 10
Transporte CK642586  ATFD3 (ferredoxin 3); 2 iron, 2 sulfur cluster binding / electron carrier/ 1.5 10
Transporte CK646329  Vesicle-fusing ATPase 1.5 10
Fotosintesis CK641470 LHCB2.1; chlorophyll binding -3.8 0
Defensa CK651135  AFB2 (AUXIN SIGNALING F-BOX 2); auxin binding / ubiquitin-protein ligase -3.6 0
Estres Oxidativo CK645498 MT3 (METALLOTHIONEIN 3); copper ion binding -3 0
Senalizacion CK649323  zinc finger (C3HC4-type RING finger) family protein -3 0
Proteolisis CK648516  scpl20 (serine carboxypeptidase-like 20); serine-type carboxypeptidase -2.8 0
Fotosintesis CK641579  LHCB2.3; chlorophyll binding -2.8 0
Metabolismo Ck641558  Bystin -2.8 0
Senalizacion CK645499  GRF2 (GENERAL REGULATORY FACTOR 2); protein binding -2.7 0
Defensa CK641429  PSBOI1 (PS I OXYGEN-EVOLVING COMPLEX 1); oxygen evolving/ poly(U) binding -2.5 1.8
Senalizacion CK642277 CRK (CDPK-related kinase); ATP binding / calcium ion binding -2.5 1.8
Traduccion CK645535  ribosomal protein S2 [Manihot esculenta] 24 1.8
Metabolismo CK641019  GAPA (GLYCERALDEHYDE 3-PHOSPHATE DEHYDROGENASE A SUBUNIT) -2.2 5
Defensa CK641741  cysteine protease inhibitor, putative / cystatin, putative -2 7
Defensa CK652300 WHY3 (WHIRLY 3); DNA binding -2 8
Estres CK651019  SKIP4 (SKP1 INTERACTING PARTNER 4) -2 5
Senalizacion CK641111  DNA binding putative [Ricinus communis] -2 0
Metabolismo CK641681 aminomethyltransferase, putative -2 7
Defensa CK645640 ERDI5 (EARLY RESPONSIVE TO DEHYDRATION 15); protein binding [Arabidopsis thaliana] -1.8 3.6
Estres CK641421 PABS8 (POLY(A) BINDING PROTEIN 8); RNA binding / translation initiation factor -1.8 7
Estres Oxidativo CK642468 G6PD6 (GLUCOSE-6-PHOSPHATE DEHYDROGENASE 6); glucose-6-phosphate dehydrogenase -1.8 10
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