Descifrando la resistencia a mosca blanca en yuca (Manihot esculenta)
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METODOLOGIA

Estudios de Expresion Génica: Microarreglos

INTRODUCCION

Las moscas blancas son el mayor estrés biotico que amenaza la sostenibilidad de cultivos basicos, incluyendo la
yuca, causando dano directo por alimentacion pudiendo arrasar un cultivo entero de yuca. Once especies de

Mapeo genético

|

mosca blanca son plagas importantes en yuca, siendo las mas importantes Aleurotrachelus socialis (LAC) y et N ——
Bemisia tabaci (Africa). Generalmente, las fuentes naturales de resistencia a mosca blanca son muy raras o - L % e
inexistentes; sin embargo, en el género Manihot, tanto silvestres (M. flabellifolia) como cultivadas (M. esculenta = oA |~ Pt tmenl UMK
. . . 0 : T Nonnfested TV Ecu 72 (madre) x Col 2246 (padre)
MEcu72 y MPer415) la yuca despliega resistencia a A. socialis, tanto en invernadero como en campo. Sobre las ; A O ormemdls AEIGSTS l
variedades de yuca resistentes, A. socialis tiene bajas oviposiciones, establece pocos sitios de alimentacion, hay 'abeled mRNA - o
D ol P er— F1 (Familia CM8996, 105 individuos)

retraso en el desarrollo de las ninfas e incremento en la mortalidad. Varios enfoques han sido propuestos para
descifrar los mecanismos genéticos de la resistencia a mosca blanca, entre estos, perfiles de expresion génica
utiizando Microarreglos, librerias sustractivas, mapeo genético y analisis de QTL's. El objetivo fue capturar los
genes que estan diferencialmente inducidos durante el ataque de la mosca blanca. Para esto se utilizo la
tecnologia de Microarreglos y librerias sustractivas de plantas resistentes y suceptibles infestadas y no infestadas
con mosca blanca y el Cassava Unigene Microarray (Lopez et al, 2004). También se construyé un mapa de
ligamiento geneético de un cruzamiento entre la variedad Resistente y una variedad suceptible a A. socialis,

utilizando marcadores AFLP y SSR.
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RESULTADOS

Estudios de Expresion Génica: En este estudio, cambios en el perfil del transcriptoma de la yuca, fueron examinados a traves del ciclo de vida de A. socialis, en respuesta a estadios ninfales y adultos. El software Significant Analysis of Microarray (SAM)
identifico 550 genes como significativamente regulados en los seis tiempos de colecta y en las dos comparaciones (resistente infestado vs resistente no infestado & resistente infestado vs susceptible infestado), de los cuales 310 fueron inducidos y 240
reprimidos. Categorias funcionales fueron definidas utilizando el esquema de clasificacion de GO. De funcion desconocida, sin resultados o “expressed proteins” correspondieron al 21% de las secuencias encontradas. GO identifico genes envueltos en
respuesta de Defensa, modificacion de pared celular, estrés oxidativo, fotosintesis, transporte celular, respuesta a estimulos, protedlisis, etc. (Fig. 1). Algunos de estos genes son parte de las vias de sefalizacion reguladas por el acido jasmoénico (JA) y
Etileno (ET), los cuales estan implicados en la respuesta de defensa durante el ataque de patdégenos y herbivoros a las plantas (Fig. 2). Mapeo genético: Un mapa base integrado a partir de dos mapas de ligamiento en el la familia CM8996 fue construido

(Fig. 4). Para genotipificacion se utilzaron marcadores dominantes AFLP (233) y marcadores codominantes SSR (150). Para mapear se utilzo el programa JoinMap y el multipoint-likelihood maximization. Todos los tipos de marcadores se corrieron primero
en los parentales ylos polimorficos se corrieron en la progenie, con el fin de identificar los mas informativos. Los parentales se corrieron siempre junto a la progenie para obtener resultados reproducibles de los alelos parentales. La prueba de X-cuadrado
integrada en el software JoinMap 4.0 fue utilizada para la evaluacion de la discrepancia a partir de las proporciones de segregacion esperados en la progenie. Los marcadores que mostraron distorsion en la segregacion a partir de las proporciones
Mendelianas esperadas con una probabilidad mas alta de p = 0.0001 fueron excluidos de los analisis. Los marcadores con proporciones que tenian probabilidades entre p = 0.1 y p = 0.005 fueron utilizados en el analisi pero con precaucion. Los marcadores
fueron clasificados dentro de diferentes clases de segregacion dependiendo de los patrones alélicos de los parentales. En total, seis clases de marcadores fueron definidos, utilizando el esquema par Cross pollinator: (1) <ImxIl>, (2) <nnxnp>, (3) <efxeg>,
(4) <abxcd>, (5) <hkxhk>y (6) <hkxhk> (hh, k-). Los marcadores Dominantes (AFLP) pertenecian a la clase 6 mientras que los codominantes (SSR e EST) fueron incorparados en las clases 1 al 5. Las proporciones de segregacion esperadas fueron 1:1
para las clase 1y 2, 1:1:1:1 para las clases 3y 4, 1:2:1 para la clase 5 y 1:3 para la clase 6. Se construyeron los mapas de cada parental y se combinaron utilizando la herramienta de JoinMap “Combine Group for Map Integration”, teniendo en cuenta en
cada alelo los marcadores de anclaje para formar el mapa concenso (Fig. 4). Nuestros resultados sugieren que la resistencia a mosca blanca es un rasgo complejo, en el cual mas de una region génica esta involucrada. Esta Resistencia puede ser utilizada

en mejoramiento molecular para acelerar el desarrollo de variedades de yuca resistentes a A. socialis con buenas caracteristicas agronomicas utiles para los pequenos campesinos en Latinoamerica.
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Figura 3: Analisis de RT-PCR de RNA aislado de las variedades de yuca Ecu72
(Resistente) y CMC40 (susceptible). EI RNA total fue extraido tanto hojas

-Analisis de QTL’s para encontrar las regiones gendmicas asociadas con la resistencia a mosca blanca.

-Genoatipificacion utilizando marcadores SNPs obtenidos a partir de secuenciacion de ultima generacion GBS (Genotyping by Sequencing).

-Validar datos de expresion genica utilizando RNA-seq.

unigene catalogue of 5700 expressed genes in cassava. Plant Molecular Biology 56: 541-554
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