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Introduccion

La tecnologia de transformacion genética via
Agrobacterium o biolistica (introduccion de
secuencias de genes mediante el bombardeo de
particulas recubiertas con ADN) ha permitido
obtener variedades transgénicas de los cultivos
mas importantes en la alimentaciéon mundial.

Hoy, las variedades de plantas transgénicas
que se cultivan a gran escala contienen genes
que confieren resistencia a herbicidas y plagas
de insectos (James, 1998; 2000). Estos avances
han sido posibles en cultivos extensivos como
soya, maiz y arroz, en los cuales hay sistemas
eficientes y reproducibles de transformacion y
regeneracion de plantas in vitro.
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En la yuca se cuenta con un sistema de
regeneracion de plantas in vitro y de
transformacion genética. Usando estos sistemas
se han producido las primeras plantas
transgénicas de yuca con genes marcadores de
seleccion y seguimiento de la transformacion
(Schopke et al., 1996; Li et al., 1996;
Raemakers et al., 1996; Gonzalez et al., 1998) y
también con genes de valor comercial (Sarria et
al., 2000).

Entre las caracteristicas comerciales que
justificarian la transformacién del cultivo de la
yuca esta la resistencia a insectos. Ahora bien,
en el caso de Colombia, el barrenador del tallo
(Chilomima clarkei Amsel, Lepidoptera) es una
de las plagas que mas afecta los cultivos de las
diferentes zonas del pais. La transformacion
genética es, por tanto, una herramienta para
controlar este insecto.

Hasta hace poco, la mayor incidencia del
barrenador estaba localizada, principalmente,
en los departamentos de Cesar, Magdalena y
Atlantico (costa norte colombiana) donde se cree
que el insecto penetro proveniente de
Venezuela.

Gracias a su ciclo de vida, el barrenador es
una plaga que se extiende rapidamente en las
plantaciones; la mayor parte de su ciclo
(aproximadamente 43 de los 69 dias) ocurre
dentro del tallo, donde el insecto es poco visible;
por lo tanto, es facilmente transmisible dentro
de las estacas infectadas que se usan como
material de siembra.

Hoy, el barrenador del tallo se encuentra no

s6lo en los departamentos de la costa norte, si
no que ha ido ingresando a los departamentos
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Santander

Santander

Figura 15-1. Departamentos colombianos en que se reporta la presencia del barrenador del tallo de la yuca, Chilomima
clarkei (area oscura), desde su supuesta entrada al pais a finales de los 70. En departamentos como Caldas,
Huila, Santander y Meta, los ataques del barrenador son menos intensos.
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del interior, tal como lo muestra la Figura 15-1.

Aun no se ha identificado, mediante una
busqueda sistematica, la resistencia genética
(varietal) al barrenador del tallo, a pesar de que
se han hecho muestreos para resistencia en
mas de 500 variedades. Los cultivadores de
yuca de la costa norte colombiana, a través de
la Asociacién Nacional de Productores y
Procesadores de Yuca (ANPPY), en su mayoria
campesinos de bajos recursos que cultivan en
pequenas parcelas, han solicitado ayuda para
solucionar este problema.

Como respuesta a esta peticion, el Centro
Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), con
la colaboracion de la Corporacion Colombiana
de Investigacion Agropecuaria (CORPOICA) y
financiados por el gobierno holandés (DGIS), a
través del Programa Colombiano de
Biotecnologia Agricola (PBA) y del Centro de
Estudios Agricolas y Ganaderos (CEGA), se
encuentra desarrollando un proyecto de
transformacion genética de yuca con la variedad
Venezolana (MCOL 2215), seleccionada por los
cultivadores.

El proyecto pretende introducir un gen
(crylAb) proveniente de Bacillus thuringiensis
(Bt), una bacteria del suelo que se utiliza como
insecticida biologico para el control de insectos,
especialmente lepidopteros. El gen original fue
modificado para mejorar su expresion en
plantas y, actualmente, se encuentra clonado
en un vector (plasmido) junto a otros genes de
seleccion y seguimiento (gus-int, nptll, man) de
la transformacion.

En los experimentos de transformacion se
pueden utilizar tanto Agrobacterium tumefaciens
como la pistola genética para introducir un gen.
Los genes del vector pueden ser expresados en
las células de yuca, lo que se infiere por la
expresion de genes marcadores que acompanan
al crylAb. Ha sido posible, por tanto, obtener
plantas que son transgénicas, de una variedad
modelo MNigll (TMS60444), la cual se
comporta bien in vitro por su alta capacidad
para ser transformada y por su regeneracion
relativamente abundante (Figura 15-2).

La transformacion de esta variedad modelo
con genes para el control de insectos permitira
establecer la metodologia para transformar
variedades de importancia comercial, asi como

Figura 15-2. Plantas transgénicas de la variedad de yuca
MNigl1 (TMS60444), que expresan
establemente el gen gus-intron (inserto) de
la construcciéon genética (pBIGCry), el cual
contiene, ademas, un gen para seleccion
(nptll) de células transgénicas y el gen
crylAb que confiere resistencia a
lepidopteros como el barrenador del tallo. El
inserto muestra un acercamiento de las
hojas que expresan el gen gus-int.

adelantar estudios (bioensayos) del efecto del
gen crylAb sobre el barrenador del tallo.

Mejores Sistemas de Cultivo in vitro
para la Transformacion

Aunque la eficiencia de los sistemas in vitro de
regeneracion y transformacion de yuca no son
comparables con aquellos desarrollados para
cultivos como maiz, arroz y soya, han servido
para establecer la tecnologia basica de
transformacion.

Hoy se cuenta, basicamente, con un par de
tecnologias que tienen potencial para producir
yuca transgénica. Una de ellas, la de mayor
potencial, se conoce como el sistema de Callo
Embriogénico Friable (CEF) (Taylor et al., 1996).
En este sistema se produce un callo compuesto
de multiples células embriogénicas que, con los
medios y hormonas adecuados, regenera
plantas. El callo embriogénico puede también
mantenerse en un medio liquido y convertirse
en una suspension celular embriogénica. Ambos
sistemas pueden ser transformados usando
Agrobacterium o biolistica (Figura 15-3); asi, las
plantas transgénicas pueden ser regeneradas,
aplicando métodos de seleccion especificos con
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Microsatélites

AFLP -

Figura 15-3. Marcadores moleculares del ADN utilizados para detectar zonas del genoma de la yuca posiblemente
involucradas en la resistencia a la mosca blanca (arriba izq.). Los marcadores como los AFLP y los
microsatélites (secuencias repetitivas) del ADN sirven para encontrar diferencias (flecha) entre individuos

resistentes (R) y susceptibles (S) a esta plaga.

antibioticos o azucares, segun el gen de
seleccion.

La respuesta al cultivo de tejidos in vitro y,
por ende, el éxito en la transformacion genética,
es altamente dependiente de la variedad de
yuca. Se hace necesario, entonces, seleccionar
las variedades de interés que respondan
adecuadamente a la produccién de CEF. Esto
permitiria estimar la probabilidad de obtener
nuevas variedades comerciales transgénicas,
que incluyan genes de resistencia a insectos. El
CIAT, financiado por el Ministerio de Agricultura
y Desarrollo Rural (MADR), de Colombia, esta
desarrollando un proyecto que pretende estimar
lo siguiente:
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1. Silas variedades de yuca de interés
comercial pueden formar CEF.

2. Si estas mismas variedades son susceptibles
de transformarse genéticamente.

3. Sila probabilidad de éxito en la obtencion
de variedades transgénicas que pueda tener
uso comercial es aceptable.

Este proyecto permitira seleccionar las
variedades comerciales de yuca susceptibles de
ser transformadas para introducir en ellas
genes de resistencia a insectos y a virus
transmitidos por insectos. Actualmente, el CIAT
cuenta con mas de 13 variedades que estan
siendo probadas para su respuesta in vitro. Se
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puede decir que al menos en cuatro de ellas se
ha observado la presencia de CEF en diferentes
grados. En algunas, su proliferacion ha sido
mas sencilla que en otras, una caracteristica
que también parece ser varietal.

Marcadores Moleculares y
Resistencia al Mosaico Africano de
la Yuca y a la Mosca Blanca

Entre los genes de interés importantes en el
control de plagas de yuca estan los que
confieren resistencia al virus del mosaico
africano de la yuca (enfermedad conocida como
CMD, o sea, cassava mosaic disease) y la
resistencia a la mosca blanca (Aleurotrachelus
socialis).

El vector del CMD es Bemicia tabaciy la
plaga es especialmente importante en Africa,
aunque el vector del virus (biotipo B de la
mosca) existe y también se extiende
rapidamente en los continentes americano y
asiatico.

Aleurotrachelus socialis es una plaga que
produce entre 70% a 80% de las pérdidas
economicas del cultivo. Ya se han identificado
genes de origen viral (C. Fauquet, comunicacion
personal) implicados en la resistencia al CMD.

Utilizando los marcadores moleculares, se
ha logrado identificar secuencias en el genoma
de la yuca involucradas en la resistencia al
CMD (CIAT, 1999). Igualmente, se esta
analizando el genoma de variedades
susceptibles y resistentes a Aleurotrachelus
socialis, como se observa en la Figura 15-3
(CIAT, 1999). Una vez se definan claramente las
secuencias del genoma de la yuca, responsables
por la resistencia a CMD o a mosca blanca,
dichas secuencias podrian ser clonadas e
introducidas, mediante transformacion
genética, en las variedades de mayor
importancia para los pequenos y medianos
agricultores.

Propagacion Rapida de Semilla
Certificada

La falta de tecnologia para la produccion de
material de siembra, en cantidad suficiente y en
condiciones fitosanitarias 6ptimas, se ha
convertido en un obstaculo para el desarrollo a
escala comercial del cultivo de la yuca en
Colombia. La propagacion vegetativa
convencional ayuda rapidamente a la
diseminacion de enfermedades de la yuca, lo
cual afecta la calidad y cantidad de la “semilla”
para siembra y, por ende, el rendimiento.

En la actualidad, el CIAT esta desarrollando
dos proyectos encaminados a establecer las
condiciones basicas necesarias para la
multiplicacion masiva in vitro de semilla
certificada de variedades comerciales de yuca.
El proyecto financiado por DGIS-PBA utiliza la
tecnologia de propagacion masiva mediante
biorreactores, también conocida como
Recipiente de Inmersion Temporal
Automatizada (RITA®) (Teisson y Alvard, 1994),
la cual es altamente eficiente en la
multiplicacion, reduciendo, aproximadamente,
en 50% los costos unitarios de propagacion.

En el sistema RITA®, los tejidos son
banados durante los ciclos de inmersion con un
medio liquido que contiene nutrientes y
hormonas; estos ciclos se alternan con periodos
de descanso secos, sin oxigenacion. El
crecimiento de raices, tallos y hojas se acelera,
produciéndose gran cantidad de yemas para los
siguientes ciclos de micropropagacion.

Con esta metodologia se pueden alcanzar
tasas de multiplicacion mayores que 1:10,
dependiendo de la variedad (Escobar et al.,
2001). Los RITA® también se han utilizado
exitosamente para la proliferacion de embriones
somaticos de café (Berthouly, 1991), banano
(Alvard et al., 1993), caucho (Etienne et al.,
1997) y cana de azuicar (Lorenzo et al., 1998),
entre otros cultivos.

El éxito en la utilizacion de biorreactores
con fines de propagacion masiva depende de la
respuesta de la variedad a las condiciones de
manejo in vitro en medios liquidos. Ya el CIAT
ha desarrollado procedimientos eficientes para
la multiplicacion de yuca en RITA® usando las
variedades Venezolana MCOL 2215 y Verdecita
MCOL 1505 (CIAT, 1999). Como segunda fase
del proyecto, se pretende estandarizar las
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condiciones e implementar el sistema RITA® en
clones de interés comercial.

Los costos de desarrollo de la tecnologia
RITA podrian limitar su aplicacion en las
comunidades de agricultores de escasos
recursos. Por esta razon, el CIAT implemento un
segundo proyecto con recursos del PRGA, el
cual hizo posible propagar masivamente semilla
clonal certificada, en sistemas in vitro, con
insumos de bajo costo y de facil consecucion en
los mercados locales para una comunidad de
Santa Ana, Cauca (CIAT, 1999).

El objetivo final de este proyecto es
establecer un sistema de multiplicacion masiva
transferible a las comunidades campesinas
interesadas en crear sus propios “bancos” de
material de siembra libre de patégenos.
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