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INTRODUCCION

La Moniliasis causada por Moniliophthora
roreri es considerada la  principal
enfermedad que afecta los cultivos de

cacao en Colombia y otros paises de
Ameérica. Los danos ocasionados por esta
enfermedad en Colombia alcanzan desde
el 40 % hasta el 100% de la produccion
anual del pais.

Y
oy

Nuevas alternativas contra la moniliasis,
como las agroinfiltraciones, son altamente
atractivas ya que por este meétodo se
reduce el tiempo de Investigacion
reduciendo asi los costos de produccion a
largo plazo, se realiza en corto tiempo y es
una gran ventaja para posibles
modificaciones genéeticas.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar genes de diferentes especies
vegetales a través de agroinfiltraciones
para determinar las posibles mejoras
genéticas que otorguen resistencia a
Theobroma cacao leiocarpum frente a
Moniliophthora roreri, mediadas por
Agrobacterium tumefaciens.

OBJETIVO ESPECIFICO

e Obtener
tumefaciens LBA4404 transformadas
con el vector pCAMBIA 1302.

cepas de Agrobacterium

e Realizar agroinfiltraciones mediadas
por Agrobacterium tumefaciens para
evaluar los genes que puedan otorgar
clerta resistencia.

e Evaluar la sensibilidad de las plantas de
Theobroma Ccacao leiocarpum
transformadas con  modificaciones
transitorias mediante Agrobacterium
tumefaciens con los genes de interés.

e Alvarez, J. C., Martinez, S.,, & Coy, J. (2014).
Estado de |la moniliasis del cacao causada por
Moniliophthora roreri en Colombia. Acta
Agrondmica, 63(4), 388-399.

e Du, J, Rietman, H. & Vleeshouwers, V. G. A.
(2018). Agroinfiltration and PVX agroinfection
In  potato and Nicotiana benthamiana.
Jove.com.

e Shi J, Wan, H. Zai, W, Xiong, Z, & Wu, W.
(2020). Phylogenetic relationship of plant MLO
genes and transcriptional response of MLO
genes to Ralstonia solanacearum in tomato.
Genes, 11(5), 487.

OLIOX0XOXO),

WWW.COLMAYOR.EDU.CO

VIGILADO Por el Ministenio de Educacién Macional

[ CONSTRUCCION DEL VECTOR Y PREPARACION }

SODODON

Seleccion de genes
Genes “R" reportados como
genes que otorgan resistencia a
clertas plantas frente a
diferentes patdgenos.

Obtencion de las cepas LBA4404
Medio LB liguido suplementado con 50

mglL-1 de higromicina la bacteria
Agrobacterium tumefaciens LBA 4404
es transformada con el vector pCAMBIA
1302 mediante electroporacion.
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Vector pCAMBIA1302
Se obtuvo del repositorio global de plasmidos
‘Addgene” y se ensambld con los genes de interés
mediante “SnhapGene”.
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[ AGROINFILTRACION DE Theobroma cacao leiocarpum }

Agroinfiltracion por inyeccion directa

Analisis de la progresion de la enfermedad

La suspension con cada plasmido se inyecto Se infecto un area de 4cm X 4cm con

en una peqguena incision del fruto y se dejo
durante 5 dias para la insercion de los genes.

Moniliophthora roreri  para evaluar la

resistencia del fruto.

|

ANALISIS }

RT-gPCR

Microscopia de fluorescencia

e Se espera encontrar GFP en las células. Se observara una fluorescencia débil en
frutos no transformadas y una intensa en frutos transformadas bajo el microscopio

de fluorescencia.

e Los resultados de la RT - gPCR confirmaran la presencia de los genes evaluados en

los 20 frutos.

e Se realizard un analisis de |la progresidon de la enfermedad en cada uno de los
frutos, esperando que el hongo no crezca en al menos de un fruto que obtendria

la resistencia por parte del gen.

e Posterior a la evaluacion de cada gen, se construira un banco de genes con los
genes que otorgan la mayor resistencia a Theobroma cacao leiocarpum frente a
Moniliophthora roreri, los cuales podrian ser utilizados en futuras modificaciones

genéticas permanentes.

Investigativos

e Desarrollo de una rapida metodologia de

evaluacion de genes.

e Construccion de banco de genes para

futuras investigaciones.

e Reduccion sobre el
Investigaciones de
genética.

e Mayor conocimiento frente a la técnica
utilizada para su aplicacion en otras

especies vegetales.
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Ambientales
e Desarrollo de plantas genéticamente
mejoradas con resistencia a clertas
enfermedades que perjudican los
en cultivos, evitando pérdidas en las
cosechas.
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