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ste articulo expone algunos
E;studios de la bacteria
topatogena que causa la
bacteriosis vascular de la yuca,
Xanthomonas phaseoli pv. mani-
hotis. Se muestran resultados del
seguimiento de sintomas de la
enfermedad en plantas de yuca
adultas en condiciones de inver-
nadero e in vitro.

Resumen

La bacteria fitopatdégena Xanthomonas phaseoli
pv. manihotis (Xpm) es el agente causal de la
bacteriosis vascular de la yuca, enfermedad que
se ha reportado en todas las regiones donde se
cultiva yuca. Xpm se ha considerado un pato-
geno de riesgo medio debido a los altos indices
de diversidad y a las altas tasas de migracion que
presentan sus poblaciones. Tradicionalmente,
parala determinacion del comportamiento pato-
génico de aislamientos de Xpm se han empleado
plantas de yuca obtenidas a partir de estacas y
crecidas en invernadero. En este trabajo se utili-
zaron plantas de yuca crecidas in vitro para la
determinacion de la resistencia o susceptibilidad
a tres aislamientos de Xpm y se compararon
los resultados con el mismo ensayo realizado
con plantas obtenidas a partir de estacas. Los
resultados muestran que el comportamiento
general y sintomas de las plantas crecidas in
vitro inoculadas con Xpm es similar y existe
una correspondencia con la determinacion de
resistencia o susceptibilidad al obtenido con las
plantas provenientes de estacas.

Abstract

TThe phytopathogenic bacterium Xanthomonas
phaseoli pv. manihotis (Xpm) is the causal agent
of cassava bacterial blight, a disease that has
been reported in all regions where cassava is
grown. Xpm has been considered a medium
risk pathogen due to the high diversity indexes
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and the high migration rates of
its populations. Traditionally,
adult cassava plants grown
in the greenhouse have been
used to determine the patho-
genic behavior of Xpm isolates.
In this work in vitro grown
cassava plants were used to
determine the resistance or
susceptibility to three Xpm
isolates and the results were
compared with the same test
with adult cassava plants. The
results show that, although the
values of AUDPC are higher
for in vitro plants, there is a
correspondence regarding the
determination of resistance or
susceptibility compared with
adult plants.

El hospedero: la yuca

La yuca, también Illamada
mandioca o tapioca, es un
alimento basico importante en
Ameérica Latina, principalmente
en Colombia, Brasil y Paraguay.
El alto contenido de almidon
en las raices de la yuca, no s6lo
proporciona calorias para la
poblacion humana de paises
tropicales, sino que también
es utilizado en la industria
para diversos fines, entre ellos
la produccion de bioetanol e
incluso actualmente para la
produccion bolsas libres de
plastico. Adicionalmente, de las
raices de yuca se obtiene harina
libre de gluten, por lo que se ha
popularizado en paises occi-
dentales como una alternativa
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La yuca, también llamada
mandioca o tapioca, es un
alimento basico importante
en América Latina

a las harinas producidas a partir de cereales. En
los Gltimos anos, se ha visto un creciente interés
en el mejoramiento de las variedades de yuca
para América Latina, con el objeto de contribuir
a la seguridad alimentaria en Colombia y otros
paises latinoamericanos productores de yuca
(CIAT, 20164, 2016b).

La planta de yuca se caracteriza por crecer en
suelos acidos, de escasa fertilidad y es capaz
de soportar largos periodos de sequia y altas
temperaturas, por lo que se ha considerado
como un cultivo resiliente al cambio climatico.
Sin embargo, no puede tolerar encharcamientos
ni condiciones de alta salinidad del suelo
(El-sharkawy, 2003). A pesar de las ventajas de
este cultivo, se puede ver afectado por algunas
enfermedades que alteran considerablemente
el crecimiento de la planta y la produccion.
Se han reportado una serie de virus, hongos y
bacterias que limitan la produccion de yuca. Los
virus causantes de la enfermedad del mosaicoy
la raya café de la yuca han sido particularmente
devastadores para la produccion de yuca en
Africa (Owor et al., 2004). Entre las bacterias que
afectan los cultivos de yuca estan: Xanthomonas
campestris pv. cassavae (la mancha angular
de la hoja), Pectobacterium carotovorum (la
pudricion bacteriana del tallo) y Xanthomonas
axonopodis pv. manihotis (Xam), recientemente
re-nombrada Xanthomonas phaseoli pv. mani-
hotis (Xpm), el agente causal de la enfermedad
mas importante de este cultivo, la bacteriosis
vascular o afiublo bacteriano de la yuca (Alvarez
et al., 2002; McCallum, Anjanappa & Gruissem,
2017). Este patogeno se ha reportado en todas
las regiones tropicales y subtropicales donde
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se cultiva la yuca y puede causar pérdidas de
produccion entre el 50% y 75% del cultivo de
yuca, si no se utilizan medidas fitosanitarias de
control (Verdier et al., 2004).

La enfermedad: bacteriosis
vascular de la yuca

La bacteriosis vascular se distribuye exten-
samente tanto en Africa como en América del
Sur, Asia y Oceania. En Colombia, esta enfer-
medad fue muy destructiva en 1971; desde
entonces, se informa de su presencia en las
principales zonas de cultivo de la yuca en el pais
(Lozano & Sequeira, 1974; Trujillo et al., 2014).
Los sintomas caracteristicos de esta enfer-
medad son las manchas angulares de las hojas,
el tizon, quemazon, marchitez, la exudacion y
la necrosis vascular del tallo finalizando con la
muerte descendente de la planta (Lozano, 1973).
La severidad de la enfermedad varia mucho
segun el clima, la fertilidad del suelo, la variedad
empleada y también la cantidad de bacteria
presente en la zona (Verdier, 2002). Dentro de
las medidas fitosanitarias para el control del
anublo bacteriano se encuentra la rotacion de
cultivos y la siembra de estacas al finalizar las
épocas de lluvia para evitar la diseminacion del
patogeno (Xpm) el cual, por las salpicaduras
de las gotas de lluvia se dispersa facilmente
(Lozano, 1973; Verdier, 2002). Debido a que Xpm
no tolera temperaturas superiores a 50°C, otra
medida fitosanitaria de control empleada es el
tratamiento de las estacas con calor (Ramirez,
Alvarez & Marmolejo, 1999). Por otro lado, se ha
observado que los métodos de control biol6-
gico (por antagonistas) y de control quimico
(utilizacion de compuestos cupricos) son inefi-
cientes para controlar la enfermedad (Verdier,
2002). Sin embargo, se ha implementado el uso
de fertilizantes con potasio para aumentar la
resistencia al patogeno. Las estrategias mas
eficientes para controlar la bacteriosis vascular
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son, la siembra de material
vegetal libre de Xpm y el uso
de variedades resistentes.

La bacteria patogena:
Xanthomonas phaseoli
pv. manihotis

Esta bacteria se encuentra en
la posicion seis del top diez
de las bacterias patogenas de
plantas (Mansfield et al., 2012).
Xpm es un patogeno sistémico y
epifito, se introduce en la planta
a traves de los estomas y otras
heridas, principalmente colo-
niza los espacios intercelulares
en el mesofilo de la hoja donde
se multiplica rapidamente por
division celular, esto destruye el
tejido y produce gran cantidad
de exopolisacaridos (Boher
& Verdier, 1994). Esta rapida
multiplicacion de Xpm produce
una colonizacion de la lamina
y conduce a la formacion de
manchas angulares de hojas. Al
penetrar la cuticula de la hoja,
Xpm segrega acido 3-metil-
tiopropionico, una toxina que
provoca la quemazon angular
en la hoja (Verdier, 2002). Por
otro lado, la informacion de la
secuencia del genoma de Xpm
ha permitido encontrar que esta
bacteria cuenta con diversos
sistemas de secrecion que le
permiten enviar proteinas de
patogenicidad al apoplasto y ala
célula vegetal para causar enfer-
medad enlaplanta (Arrieta-Ortiz
et al., 2013; Medina et al., 2017).
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Estudios recientes sobre la diversidad de las
poblaciones de Xpm han encontrado que las
poblaciones son dinamicas, diversas e inesta-
bles a lo largo del tiempo, principalmente en los
cultivos de la Costa Caribe (Trujillo, Arias-Rojas
et al., 2014; Trujillo, Ochoa et al., 2014b). La ines-
tabilidad de los haplotipos de Xpm en la Costa
Caribe, una de las regiones de Colombia con la
mayor produccion de yuca, muestra la nece-
sidad de hacer un constante monitoreo de las
poblaciones de Xpm. Una continua caracteriza-
cion de la estructura poblacional del patogeno
junto con informacion sobre el perfil virulento
de los aislamientos, puede llevar a entender el
impacto del uso de ciertas variedades por los
agricultores sobre las dinamicas poblaciones
del patogeno en esta area, asi como sugerir
nuevas estrategias de manejo de la enfermedad.

El comportamiento
patogénico de Xpm

En Colombia, los primeros estudios que
reportan la caracterizacion de patotipos, es
decir, conjuntos de bacterias que tienen la
misma capacidad patogénica sobre un grupo
definido de variedades de yuca, se realizaron
sobre aislamientos de Xpm en distintas zonas
edafoclimaticas del pais en los afios 90 del siglo
XX. Estos trabajos permitieron la identifica-
cion de cinco patotipos a través de un test de
patogenicidad sobre una coleccion de 10 varie-
dades de yuca, la cual se baso en la severidad
de la enfermedad segin una escala cualitativa
de 0 a 5, en la que O: planta sana y 5: marchita-
miento completo. De acuerdo con la severidad
de la enfermedad, la virulencia de las cepas se
clasifico en tres categorias: 0 a 2.49 (no agresiva),
2.5 a 3.49 (débilmente agresiva) y 3.5 a 5.0 (muy
agresiva) (Restrepo, Vélez & Verdier, 2000). En
este estudio se observd que aproximadamente
el 92% de los aislamientos fueron muy agresivos
sobre las variedades de yuca que se utilizaron.
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Estudios mas recientes han
evaluado el comportamiento
patogénico de aislamientos de
Xpm empleando el area bajo la
curva del progreso de la enfer-
medad (AUDPC, del inglés Area
Under the Disease Progress
Curve). El calculo de AUDPC
permite comparar el progreso
de la enfermedad que causa el
desarrollo y crecimiento del
patogeno sobre su hospedero
a través del tiempo, ademas
proporciona una medida cuan-
titativa de la susceptibilidad o
resistencia al patogeno (Jeger &
Viljanen-Rollinson, 2001; Shaner
& Finney, 1977). El uso de AUDPC
en plantas de yuca adultas
crecidas en invernadero ha
permitido caracterizar del perfil
patogénico de Xpm de dife-
rentes regiones de Colombia.
En un estudio reciente, en el que
se determin6 mediante AUDPC
la agresividad de aislamientos
recientes de Xpm, se encontrd
que la variedad COL2215 fue
muy susceptible a mas de la
mitad de los aislamientos de
Xpm evaluados (Trujillo, Ochoa
et al., 2014a). Esto resulta ser un
riesgo latente para el cultivo,
debido a que es una de las varie-
dades que mas se cultivan en la
Region Caribe. Adicionalmente,
se mostr6 que la mayoria
de aislamientos de Xpm en
Colombia son virulentos cuando
se inoculan sobre una coleccion
de variedades de yuca crecidas
a partir de estacas en condi-
ciones de invernadero (Trujillo,
Ochoa et al., 2014a).
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A pesar de las ventajas que
representa el uso de plantas
de yuca crecidas in vitro, en
cuanto a espacio y continta
disponibilidad de material, en la
actualidad no se ha reportado el
uso de plantas de yuca crecidas
in vitro para la determina-
cion del perfil de virulencia de
aislamientos de Xpm mediante
AUDPC. De esta manera, el
objetivo de este trabajo fue
determinar el perfil de viru-
lencia de tres aislamientos de
Xpm, empleando la herramienta
AUDPC, en dos variedades de
yuca (cv.60444 y COL1505), unas
crecidas a partir de estacas y
otras crecidas in vitro.

Inoculacion de XPM
en plantas de yuca
adultas y en plantas in
vitro y seguimiento de
sintomas

Con el fin de evaluar el uso de
plantasdeyucacrecidasinvitro
para determinar el perfil viru-
lento de Xpm, se seleccionaron
dos variedades de yuca que se
han reportado como suscep-
tibles a diversos aislamientos
de Xpm y que presentan un
rapido crecimiento tanto en
condiciones de invernadero
como in vitro, denominadas
cv.60444 y COL1505. Por otro
lado, se escogieron los aisla-
mientos Xpm668, Xpm436 y
Xpm356, aislamientos que son
representativos de diferentes
haplotipos (Rache et al.) y se

inocularon mediante punciéon en tallo en las
variedades anteriormente mencionadas.

En la Imagen 1 se muestran los fenotipos de
las plantas adultas crecidas a partir de estacas
después de 28 dias post inoculacion. Como
puede notarse la mayoria de las plantas de la
variedad cv.60444 muestran sintomas de mas
de dos hojas marchitas y algunas muestran
marchitamiento del apice al ser inoculadas con
Xpm668 y Xpm556 (Imagen 1b, 1d). Por su parte,
las plantas de la variedad COL1505, muestran
sintomas de hojas marchitas, pero ninguna
planta present6 marchitamiento del apice
(Imagen 1a, 1c, le). Estos resultados muestran
que cv.60444 exhibe mas sintomas de suscep-
tibilidad comparada con COL1505.

Por otro lado, los sintomas en plantas crecidas
in vitro después de 24 dias de la inoculacion se
muestran en la Imagen 2. Las plantas in vitro de
COL1505 muestran sintomas de hojas marchitas
y marchitamiento del apice después de la inocu-
lacion con Xpm668 y Xpm556, pero no muestran
sintomas de enfermedad por la inoculacion
con Xpm436. Por otro lado, la mayoria de las
plantas crecidas in vitro de cv.60444 presen-
taron marchitamiento total al ser inoculadas
con Xpm668 y Xpm556 y solo una planta mostro
marchitamiento al ser inoculada con Xpm436.

Los resultados obtenidos tanto en plantas
crecidas in vitro como en plantas obtenidas
a partir de estacas sugieren que Xpm668 vy
Xpmb556 son aislamientos virulentos compa-
rados con Xpm436. Por otro lado, se observa
que la variedad cv.60444 es mas susceptible que
COLI1505.

Estudios recientes sobre la
diversidad de las poblaciones
de Xpm han encontrado que las
poblaciones son dinamicas
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Imagen 1. Fenotipo de las variedades COL1505 y cv.60444
crecidas en invernadero a los 28 dias después de la inocu-
lacién con tres aislamientos de Xpm. Variedad COL1505
inoculada con Xpm668, (a) Xpm556 (c) y Xpm436 (e).
Variedad cv.60444 inoculada con Xpm668 (b) y Xpm556 (d).

Imagen 2. Fenotipo de las variedades COL1505 y cv.60444
crecidas in vitro a los 24 dias después de la inoculacion con
tres aislamientos de Xpm. Variedad COL1505 inoculada con
Xpm668 (a), Xpmb56 (c) y Xpm436 (e). Variedad cv.60444
inoculada con Xpm668 (b), Xpm556 (d) y Xpm436 (f).
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El valor de AUDPC
se calculo a partir
de la sumatoria
de valores

Determinacion del
area bajo la curva
del progreso de la

enfermedad en plantas
de yuca adultas y en
plantas in vitro

Con el fin de determinar cuan-
titativamente las respuestas
de las plantas a la inoculacion
con los diferente aislamentos
de Xpm se determind el area
bajo al curva del progreso de
la enfermedad (AUDPC). Para
esto, se realiz6 un seguimiento
de sintomas de enfermedad a
los 7, 14, 21 y 28 dias después
de la inoculacién, con base en
la escala de sintomas que se
muestra en la Tabla 1. La inocu-
lacion de las plantas crecidas
in vitro también se realizo por
puncion en tallo y se tomaron
los sintomas a los 3, 6, 9, 12,
15, 18, 21, 24 y 27 dias después
de la inoculacion. El valor de
AUDPC se calcul6 a partir de la
sumatoria de valores desde el
valor obtenido el dia 7 hasta el
dia 28.
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Tabla 1. Escala de sintomas utilizadas para
la determinaciéon del area bajo la curva del
progreso de le enfermedad.

Valor Descripcion

Presencia de necrosis alrededor del

1 . .
punto de inoculacion.

Presencia de exudados a lo largo del

2
tallo.

3 Marchitez (necrosis) de 1 o 2 hojas,
cercanas al punto de inoculacion.

4 Marchitez (necrosis) de 3 o mas hojas.
Estrangulacion del tallo.

5 Muerte total del apice de la planta

inoculada.

Con base en el valor promedio de la suma-
toria de AUDPC (2AUDPC) para las réplicas de
cada variedad, se clasificaron las variedades de
acuerdo a los criterios presentes en la Tabla 2.
Una planta fue considerada susceptible a una
cepa si el valor obtenido de 2>AUDPC fue mayor
o igual a 49. Si el valor de >AUDPC se encontro
entre 49 y 44, la planta se consider6 modera-
damente susceptible y si el valor se encontro
entre 44 y 39 se consider6 moderadamente
resistente. La resistencia se consider6 cuando
el valor de 2>AUDPC fue menor a 39 (Tabla 2).

Tabla 2. Determinacion de resistencia vy
susceptibilidad de acuerdo a los valores de la
sumatoria de AUDPC del primer al tltimo dia
de evaluacion.

Valor de YAUDPC Descripcion

<39 Resistente (R)

39 <YAUDPC <44  Moderadamente resistente (MR)
44 <yAUDPC <49  Moderadamente susceptible (MS)
>49 Susceptible (S)

55

Como se muestra en la Tabla 3,
la variedad cv.60444 fue cate-
gorizada como susceptible (S)
a Xpm668 y Xpm556, indepen-
dientemente del uso de plantas
crecidas in vitro o a partir de
estacas. Por el contrario, la
variedad COL1505 presentod
diferencias en cuanto a su
categorizacion por la inocula-
cion con Xpm668 y Xpmb56
dependiente del tipo de plantas
usadas. La variedad COL1505
fue categorizada como suscep-
tible a estos dos aislamientos
cuando se emplearon plantas
crecidas in vitro, mientras que
se categorizO como moderada-
mente resistente (MR) a Xpm668
y moderadamente  suscep-
tible (MS) a Xpm556 cuando se
emplearon plantas obtenidas
a partir de estacas (Tabla 3).
Por el contrario, esta misma
variedad fue categorizada como
resistente (R) a Xpm436 inde-
pendientemente del tipo de
planta usada.

En cuanto a los valores obte-
nidos de AUDPC, se observan
tendencias similares cuando
se emplean plantas crecidas
in vitro con respecto a las
que provienen de estacas. La
variedad cv.60444 presenta
en ambos casos los valores
de AUDPC mas altos, lo cual
concuerda con estudios
previos (Trujillo, Ochoa, et al.,
2014a). Por su parte, la variedad
COL1505 present6 valores
de AUDPC intermedios para
la inoculacion con Xpm668 y
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Xpmb556, 1o que conllevé a que las plantas crecidas in vitro fuesen categorizadas
como susceptibles a estos aislamientos y las plantas que provienen de estacas
quedaran en las categorias intermedias (MR y MS).

Tabla 3. Determinacion del area bajo la curva del progreso de le enfermedad en
plantas crecidas in vitro y en plantas obtenidas a partir de estacas crecidas en
invernadero inoculadas con tres aislamiento de Xpm. Entre paréntesis se muestra
el valor de YAUDPC al dia 28. N.E., No Evaluado.

Aislamientos Plantas in vitro Plantas adultas

COL1505 cv.60444  COL1505 cv.60444
Xpm668 S(67,5) S(80,7) MR(41,2) S(66,4)
Xpm556 S (54) S(84,9) MS(47,2) S(73,3)
Xpm436 R(14,7) R(38,4) R(0) N.E.

Conclusiones

En este estudio se evaluaron las respuestas de las variedades de yuca, COL1505y
cv. 60444, crecidas in vitro y en invernadero a partir de estacas, a la inoculacion
con Xpm668, Xpm556 y Xpm436. Los resultados obtenidos muestran que tanto
plantas crecidas in vitro como plantas obtenidas a partir de estacas de la variedad
cv.60444 presentaron los valores de AUDPC mas altos a las inoculaciones con
Xpm668 y Xpmb556. Por esta razon, independientemente del uso de plantas esta
variedad fue categorizada como susceptible a Xpm668 y Xpm556. Por el contrario,
la variedad COL1505 fue clasificada en categorias intermedias en respuesta a
Xpm668, Xpmb556, cuando se emplearon plantas obtenidas de estacas, mientras
que fue categorizada como susceptible a estos aislamientos al emplearse plantas
crecidas in vitro. En resumen, estos resultados sugieren que cuando las varie-
dades de yuca son altamente susceptibles o altamente resistente a un aislamiento
de Xpm, el desarrollo de sintomas ocurre de manera similar, independientemente
del tipo de plantas empleadas. Por otro lado, cuando las variedades presentan
respuestas intermedias en cuanto al desarrollo de sintomas, las plantas crecidas
in vitro pueden ser categorizadas como susceptibles y las plantas obtenidas de
estacas pueden ser asigandas a categorias intermedias.
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