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orpoGen adelanta actualmente tres proyectos de

investigacion, dos en la linea de Diagndsticos Moleculares y

uno en la linea de Interaccion Hospedero-Patégeno. Dentro
de los proyectos en Diagndésticos Moleculares, se estad trabajando tanto
en Salud animal como en salud Vegetal. A continuacién, esbozaremos
el perfil de estos proyectos y la metodologia con las que se estan
desarrollando.
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En 1993 Colombia exporté 132,000
toneladas de flores cortadas las que
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generaron ingresos por 380 millones de
délares. De este total, el 47%
correspondié a las exportaciones de
clavel y clavel miniatura (Aso-colflores,
1994). El hongo patégeno Fusarium
oxysporum f. sp. dianth ataca este
cultivo, y es una de las enfermedades
gue mayor pérdidas econdémicas causa
en el cultivo de éste tipo de flor. El
hongo en sus etapas iniciales causa un
marchitamiento generalizado que
conduce finalmente a la muerte de la
planta, produciendo unas formas
resistentes que perduran en el suelo
por muchos afios. Debido a esto, los
flo-ricultores se ven en la
necesidad de abandonar
el terreno por sobrein-
festacion, o como ocurre
en la mayoria de los ca-
sos, reemplazar el renta-
ble cultivo del clavel por
otro tipo de cultivo.

El hongo aparecio en
Colombia poco después
de que se iniciara el
cultivo de clavel y se cree
gue su arribo y pro-
pagacién masiva se haya
llevado a cabo en esquejes contaminados
comprados a las casas fabricantes
europeas y norteamericanas. Uno de los
problemas més graves de las infecciones
con Fusarium oxysporum es que una vez
haya sido introducido en un in-
vernadero, es casi imposible eliminarlo.
El control de laenfermedad mediante la
esterilizacion de suelos y la aplicacion
de fungicidas no es una medida
confiable (Arbeldez, 1987). La mejor
solucién que se le podria dar actual-
mente a los cultivadores seria la

"El hongo en sus etapas
iniciales cansa un
marchitamiento
generalizado que conduce
finalmente a la muerte de  tencia de al menos 8
la planta, produciendo
unas formas resistentes
gue perduran en el suelo
por muchos afios.

certificacion de material de propagacion
libre de la enfermedad. Para ello es
necesario contar con un método
diagndstico confiable que permita
detectar la enfermedad en sus etapas
iniciales, antes de que los esquejes del
invernadero sean sembrados en el suelo.

Diagnéstico de la Enfermedad

Existen muchas formas especiales
de Fusarium oxysporum: en 1981,
Armstrong y Armstrong describieron
por lo menos 120 formas especiales del
hongo, de las cuales solo
la forma especial dianthi
ataca el clavel. Para
complicar aun maéas el
panorama, el investi-
gador italiano Garibaldi
reportd en 1987 la exis-

razas diferentes dentro
de la forma especial
dianthi, con diferentes
grados de patogenicidad
para el clavel. Diagnos-
ticar Fusarium oxysporum
f. sp. dianthi es una labor
muy dificil y lenta con los métodos
existentes. El diagnostico es especifico
solamente a nivel de especie (Fusarium
oxysporum), sin poder tener certeza a
nivel de forma especial, lo cual implica
qgue el diagndstico no es certero. Si se
quiere llegar a determinar la forma
especial, es necesario inocular esquejes
de clavel y analizar los resultados
después de 20 semanas, lo que hace
que éste diagnostico sea lento y por lo
tanto costoso y utilizado en muy pocas
ocasiones. Por lo tanto es importante



contar con un diagnostico especifico y
rapido que identifique al hongo a nivel
de forma especial, con el &nimo de
certificar plantas de propagacion libres
de la enfermedad. Esta herramienta
contribuiria en gran medida al control
de esta enfermedad de gran impor-
tancia para el sector floricultor, no solo
de nuestro pais, sino de todos los
paises exportadores de flor cortada.

Los métodos cié diagndstico
molecular, basados en la amplificacion
de secuencias especificas de acidos
nucleicos, en principio parecen ser mas
complejos. Sin embargo, han demos-
trado ser mas rapidos, especificos y
sensibles que los métodos micro-
biolégicos para la deteccién de
organismos patogenos. El presente
proyecto de investigacion tiene como
objetivo desarrollar un método
diagnostico molecular para la
identificacion de este importante
patogeno del clavel a nivel de plantas
madre y esquejes para propagacion.

Hipotesis

Todo organismo debe tener carac-
teristicas genéticas que determinen su
identidad. Por lo tanto, debe poseer
secuencias de ADN especie-especificas
las cuales pueden ser detectadas por
técnicas moleculares.

Aproximacion al problema

El objetivo de este proyecto es
desarrollar un método diagndstico
basado en la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa PCR (Saiki, y col 1988). La

Perfil de los Proyectos en CorfioGen

técnica amplifica «in vitro» un fragmento
de ADN el cual puede ser facilmente
visualizado por métodos bioguimicos.
Sin embargo, para llegar a desarrollar
este método, se requiere identificar y
caracterizar previamente la secuencia
gue se quiere amplificar.

Como se menciona anteriormente,
existen muchas formas especiales de
Fusarium oxysporum. Por lo tanto para
identificar una secuencia de ADN
especie-especifica de la forma especial
dianthi, se utilizard una técnica conocida
como RAPD o Amplificacidon Arbitraria
de Fragmentos Polimérficos de ADN
(Welsh y col,1990), la cual es una
modificacion de la técnica de PCR. El
RAPD permite la amplificacién aleatoria
de diferentes fragmentos de ADN.
Dependiendo de las variaciones
genéticas los fragmentos amplificados
varian en nimero y tamafio, por lo que
esta técnica es muy Util para distinguir
cepas de microorganismos estre-
chamente relacionados (ver Fig. 1). El
resultado esperado es la identificacion
de una secuencia que amplifiqgue una
secuencia especifica de ADN en todos
los aislados de Fusarium oxysporum f. sp.
dianthi y no amplifique en aislados de
otras formas especiales del hongo. Una
vez identificado, este fragmento de
material genético sera caracterizado
molecularmente, y con base en la
informacion obtenida se desarrollara un
sistema de identificacion por PCR.

Estado actual de la Investigacion

Hasta el momento se han logrado
recolectar mas de 50 aislados de
diferentes formas especiales de
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Fusarium oxysporum (en especial de
f.sp. dianthi) provenientes de Colombia
y de diferentes partes del mundo.

Las extracciones de ADN vy los

RAPDs han sido estandarizados y se
tienen resultados muy alentadores. Se
espera concluir con la primera etapa
de ésta investigacion a mediados de
1997.

Amplificacion aleatoria de diferentes formas especiales del hongo Fusarium oxisporum
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