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SALIDAS PROFESIONALES

* Profesor/a (secundaria, universidad, FP medio y superior, cursos formativos. . .)

* Investigador/a en el sector publico (contratos por obra y servicio, garantia juvenil,
doctorado...)

* Investigador/a en el sector privado (departamentos de [+D, técnico de laboratorio,
junior researcher, etc)

 Startup, empresas en el sector de biotecnologia, biologia, energias renovables. ..

* Departamento de medio ambiente en empresas con otro tipo de actividades
(consultoria, auditorfa. . .)

e Asesor/a externo/a

 Marketing y publicdad en empresas de farmacologia, dermocosmetica,
agroalimentarias. ..
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LLAS PLANTAS ENFERMAN?

- ¢/ Por que es importante saber si las
plantas/cosechas estan sanas? ¢ Es necesario
investigar los factores que afectan a las cosechas?
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LLAS PLANTAS ENFERMAN?

¢/ Por qué es importante saber si las
plantas/cosechas estan sanas? ;Es necesario
investigar los factores que afectan a las cosechas?

2" individual
6-8" grupos de 5

* /Qué podriamos hacer desde la biotecnologia
para prevenir/contener/luchar contra las
enfermedades producidas por virus en las

¢ Como creéis que la relacion planta- plantas?
virus puede resultar Util para la
investigacion?



PLANTAE

* Algas eucarioticas
* Chlorophyta
* Rhodofthyta

* Plantas terrestres
* Musgos
* Helechos
* Gimnospermas

* Angiospermas

P
N - D
OBE" angiospermas



Moderador
Notas de la presentación
Diapositivas 1-2

¿Qué son las plantas? 
Vamos a hablar de las plantas que comúnmente vemos en la calle, en el monte, en el prado etc. Nos vamos a centrar en hablar sobre aquellas plantas que están más evolucionadas, las gimnospermas (¿alguna gimnosperma?-pino) y las angiospermas (¿alguna angiosperma?-rosal). 


CARACTERES USADOS TRADICIONALMENTE PARA DIFERENCIAS PLANTAS DE ANIMALES

MODO DE OBTENER ENERGIA o7 e
CAPACIDAD DE DESPLAZAMIENTO o7 e
FORMA DE CRECIMIENTO o7 o7
SENSIBILIDAD o7 e

PARED CELULAR o7 X
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CARACTERES USADOS TRADICIONALMENTE PARA DIFERENCIAS PLANTAS DE ANIMALES
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Moderador
Notas de la presentación
Diapo de la 3 a la 13
¿Cómo diferenciamos a las plantas del resto de organismos? Por ejemplo, ¿de los animales? 
Las plantas a diferencia de los animales son organismos  autótrofos, es decir, productores. Gracias a la luz y agua y elementos que captan por las raíces son capaz de producir su propia energía. La mayoría son inmóviles, es decir, nosotros podemos encontrarnos un lobo en el monte caminando, aparece y se va, sin embargo las plantas no tienen esa capacidad. No pueden desplazarse. 
Además estos organismos crecen ampliamente en superficies externas, se hacen altos y grandes, no como los animales que llega un momento en el que paran de crecer. No tienen la misma sensibilidad que los animales aunque son capaces de percibir estímulos y reaccionar hacia ellos, en busca de luz por ejemplo, hay otras especies que tienen sensibilidad si les tocas y cierran sus hojas.  Y por último y en lo más molecular, tienen pared celular en sus células, además de otros orgánulos que no poseen los animales, (¿por ejemplo?-cloroplastos).





Las plantas son seres vivos con capacidad
fotosintética, autdtrofos, sin capacidad de
desplazamiento pero si de movimiento, cuyas paredes
celulares se componen principalmente de celulosa y
con crecimiento continuo.
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« ESTRES ABIOTICO

 Causado por factores abidticos, como el viento, la luz, alto contenido de
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JLAS PLANTAS PUEDEN SUFRIR ESTRES?

* Cualquier tipo de situacion ambiental que les afecte tanto de modo fisioloégico como
bioguimico.

« ESTRES ABIOTICO

 Causado por factores abidticos, como el viento, la luz, alto contenido de sales
en el suelo, etc., fisicos o quimicos.
 Estrés hidrico
* Estrés salino
* [Estrés por bajas temperaturas
* [Estrés por falta o exceso de luz

e Ausencia o exceso de nutrientes

ESTRES BIOTICO

Causado por organismos Vvivos


Moderador
Notas de la presentación
Qué significa abiótico
Hay muchos estreses

Quien serán los responsables del estrés biótico?


ESTRES BIOTICO

¢ Qué puede causar estrés bidtico en plantas?
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ESTRES BIOTICO

¢ Qué puede causar estrés bidtico en plantas?

PATOGENOS

Organismo que para completar parte o todo su ciclo vital, viven en o sobre una
planta ocasionandole un perjuicio. Si no ocasiona una enfermedad no se
considera patdgeno, hay otras relaciones entre seres vivos y plantas que no
son patogenicas, como las bacterias con relaciones de simbiosis



PATOGENOS
DE PLANTAS

HERBIVOROS
NEMATODOS (Chupadores y masticadores)

— =
T

https://es.wikipedia.org/wiki/Nematoda
https://www.weboryx.com/es/libreria/libros-infantiles-y-juveniles/fauna-y-flora/el-libro-de-las-bacterias-feos-germenes-virus-malos-y-hongos-chungos?product_id=


https://es.wikipedia.org/wiki/Nematoda

VIRUS



Moderador
Notas de la presentación
Historia dHistoria de los virus

Los virus no se descubrieron hasta finales del siglo XIX. Aunque se sabe que ya en tiempos egipcios había virus, hasta 1899 no se descubrió el primer virus. 

¿Sabéis en que organismo se descubrió el primer virus?

Un investigador estaba estudiando una enfermedad que causaba síntomas en las plantas de tabaco. Durante ese año otros investigadores también descubrieron un virus que afectaba a los animales. 


¿Son los virus seres vivos?

Los virus son partículas diminutas, infecciosas y acelulares compuestas de material genético, ADN o ARN, rodeados de una cubierta proteíca llamada cápside y que únicamente se pueden replicar dentro de una célula hospedadoras. Los virus infectan a todo tipo de organismos, desde animales, plantas bacterias e incluso a otros virus.

Es decir los virus no son autosotenibles, necesitan un entorno celular para iniciar sus ciclos de reproducción y evolución: parásitos. Incapaces de perpetuarse en ausencia de un entorno celular. 
Pasan de un estado inerte potencialmente vivo a un estado vivo cuando infectan una estructura viva


VIRUS

¢/ Sabéis en qué
organismo se descubriod
el primer virus?
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Historia dHistoria de los virus
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Notas de la presentación
Historia dHistoria de los virus

Los virus no se descubrieron hasta finales del siglo XIX. Aunque se sabe que ya en tiempos egipcios había virus, hasta 1899 no se descubrió el primer virus. 
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https://soclalluna.com/20-bachillerato/2obach/bloque-iv-herencia-y-genetica/ud14-adn-portador-de-mensaje-genetico/
Helmenstine, Anne Marie, Ph.D. "The Differences Between DNA and RNA." ThoughtCo, Apr. 5, 2023, thoughtco.com/dna-versus-rna-608191.
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Notas de la presentación
Los virus se pueden clasificar según el componente de material genético (ADN o ARN). En plantas la mayoría son de ARN. Además en los dos casos puede ser de cadena simple o de doble cadena. Y en el caso de ARN de cadena simple puede ser de polaridad positiva o negativa. Están cubiertos por una proteína (en plantas siempre). Y  a veces pueden estar segmentados (varios segmentos de componenete genético)
El tamaño del genoma suele ser de unas 3-10 kb, más pequeño que el de virus animmales.

Replicación virus
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Notas de la presentación
Los virus se pueden clasificar según el componente de material genético (ADN o ARN). En plantas la mayoría son de ARN. Además en los dos casos puede ser de cadena simple o de doble cadena. Y en el caso de ARN de cadena simple puede ser de polaridad positiva o negativa. Están cubiertos por una proteína (en plantas siempre). Y  a veces pueden estar segmentados (varios segmentos de componenete genético)
El tamaño del genoma suele ser de unas 3-10 kb, más pequeño que el de virus animales.

Replicación virus
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JCOMO SE TRANSMITEN LOS VIRUS EN PLANTAS?

4

Mecanismos de transmision Vectores
de transmision

Semillas

1 2 3

Injerto Dario mecanico

https://www.agrohuerto.com/como-obtener-tus-propias-semillas/
https://www.rtve.es/noticias/20131102/polen-mecanismo-eficaz-para-predecir-cambio-climatico/781880.shtml
https://www.portalfruticola.com/noticias/2020/10/21/guia-rapida-sobre-como-injertar-arboles-frutales/



Moderador
Notas de la presentación
Los virus solo infectan a la planta a través de un vector o por herida mecánica

Los mecanismos de transmisión son a través de semilla (la planta expulsa semillas que llevan el virus ya), propagación vegetativa (injerto, si unes dos plantas y una está infectada con un virus) transmisión mecánica (daño humano y ambiental, contacto entre dos plantas, con una que tiene zonas donde se ha producido la rotura de la pared vegetal, por vectores (bacterias, hongos, nematodos, artrópdodos y principalmente insectos) y por el polen (el vegetal sufre una infección y traslada el virus al polen)
A través del suelo


¿Alguien sabe que es un vector?

Los vectores son organismos vivos que pueden transmitir enfermedades infecciosas entre organismos, en el caso en el que estamos estudiando, entre plantas

Cuales son los más comunes en plantas?

https://www.agrohuerto.com/como-obtener-tus-propias-semillas/
https://www.rtve.es/noticias/20131102/polen-mecanismo-eficaz-para-predecir-cambio-climatico/781880.shtml

VECTORES DE TRANSMISION

Pulgones

Hindgut

44— Epidermal cells
Mesophyll cells

Mosca blanca

., Bryce W. Falk, and Dorith Rotenberg. “Insect Vector-Mediated Transmission of Plant Viruses.” Virology 479-480
s://doi.org/10.1016/j.virol.2015.03.026.
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Notas de la presentación
El 70% de los virus vegetales están transmitidos por vectores patógenos. Los más comunes son los pulgones. Dentro de este 70%, el /”% están transmitido por pulgones y mosca blanca. 

https://doi.org/10.1016/j.virol.2015.03.026

VECTORES DE TRANSMISION

A B C

Stylet retention Foregut retention

Circulative, propagative movement
through tubules

* No persistente

* Semipersistente

e Persistente
e Circulativos

* Propagativos

Hindgut

Epidermal cells
Mesophyll cells
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Notas de la presentación
El 70% de los virus vegetales están transmitidos por vectores patógenos. Los más comunes son los pulgones. Dentro de este 70%, el /”% están transmitido por pulgones y mosca blanca. 

NO PERSISTENTE 🡪 virus retenidos por el vector menos de unas pocas horas
SEMIPERSISTENTE 🡪 virus retenidos por el vector días y en ocasiones semanas
PERSISTENTE 🡪 virus retenidos por el vector de por vida
CIRCULATIVOS: el virus debe ser internalizado y transportado a través de múltiples membranas celulares
PROPAGATIVOS: el virus se replica en el vector, además de en el huésped. (Esto añade una amplificación del virus)



¿Por qué los pulgones son tan buenos vectores de virus?
Carecen de quimiorreceptores externos con funciones gustativas y tubos de Malpigio
Tienen ocho papilas gustativas localizadas en la región precibarial, se ven obligados a probar el contenido celular para discriminar la planta y localizar el floema
Tienen un alto potencial reproductivo y gran capacidad de dispersión. Una de las principales vías de control de virus es controlar la dispersión del vector.



https://doi.org/10.1016/j.virol.2015.03.026
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Notas de la presentación
Los virus se caracterizan por ser dependientes de sus hospedadores en su ciclo de infección. Son parásitos obligados que necesitan infectar a células huésped para multiplicarse (García and Pallás, 2015) y llevar a cabo su ciclo infectivo, desde la replicación, encapsidación, movimiento de célula a célula y transporte en larga distancia (Hipper, et al., 2013). 
La entrada de viriones en las células de las plantas puede producirse a través de la pared celular mediada por heridas mecánicas en las células epidérmicas, o por insectos, ácaros, nemátodos o hongos que se alimentan de la planta (Navarro et al., 2019; Scholthof, et al., 2005). 
Una vez en el interior celular se produce la desencapsidación debido a, entre otros, alteraciones de pH, cambios de Ca2+ intracelular que pueden llegar a desestabilizar la cubierta (Hipper et al., 2013). Los viriones se desamblan para comenzar la replicación y traducción del genoma viral. Después de pasar por el proceso de traducción se obtienen proteínas estructurales como la CP y otras no estructurales como la replicasa y la MP, además de otras porteínas virales específicas. Todo este proceso está catalizado por el complejo replicativo viral (Choudhary et al., 2020). El transporte posterior del material vírico desde las células inicialmente infectadas a las adyacentes o transporte a corta distancia, se produce a través de los plasmodesmos, los cuales requieren ser modificados por parte de las proteínas de movimiento virales (Navarro et al., 2019; Scholthof et al., 2005). Tras la infección de las células adyacentes, el virus accede al sistema vascular para infectar las partes distales de la planta en lo que se denomina transporte sistémico o a larga distancia (Pallás et al., 2011). La salida del virus desde los tejidos vasculares da lugar de nuevo a la infección de las células adyacentes al tejido vascular mediante el transporte a corta distancia (Scholthof et al., 2005) (Fig. 1 y Fig. 6).   Parte de lo que aparece en la figura 1 no está definido en el pie de figura. RdRp, etc
¿Pero lo que es cada cuadrado, línea, forma también?



SCUALES SON LOS SINTOMAS MAS COMUNES POR INFECCION VIRAL EN
PLANTAS?



JCUALES SON LOS SINTOMAS MAS COMUNES POR INFECCION VIRAL EN
PLANTAS?

Mosaico
Virus del mosaico del tabaco.

Enanismo

Enanismo en planta de patata.
Comparese con la planta normal de la
izquierda.



JCUALES SON LOS SINTOMAS MAS COMUNES POR INFECCION VIRAL EN
PLANTAS?

Anillos cloroticos

. Anillos clordticos en hojas de Morron
Marchitez )

Marchitez manchada del tomate

Clorosis
Amarillamiento de la remolacha por BYV



JCUALES SON LOS SINTOMAS MAS COMUNES POR INFECCION VIRAL EN
PLANTAS?

Virus del mosaico amarillo del zucchini

Manchas anulares en las hojas Abarquillamiento de la hoja

Virus del mosaico comun del frijol

Deformaciones en el fruto
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Notas de la presentación
Las infecciones virales: 
Rara vez matan a la planta. 
Dan síntomas localizados.
Para producir infección sistémica deben atravesar barreras tisulares.
La infección es de por vida.  




JCUALES SON LOS METODOS DE DETECCION PARA VIRUS EN
PLANTAS?
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Notas de la presentación
Efectos macroscópicos que pueden causar pueden confundirse con efectos de estrés… 

Para los virus vegetales no hay un método de control, no tenemos fungicidas, bactericidas, umbiricida… universal más o menos como lo hay para hongos o bacterias. El único control que tenemos es un diagnóstico precoz 🡪 método preventivo. 

Este diagnóstico precoz tiene que estar basado en métodos sensibles, rápidos y económicos. 
Estos métodos de diagnóstico están basados en los dos componentes: componente proteico y genómico. Cualquier procedimiento que se utilizara para purificar RNA de doble cadena era una herramienta para saber si la planta estaba sana o no. 
Hay veces que cuando vemos una planta con síntomas podemos confundirlo con efecto del estrés, como los que hemos visto anteriormente. Para determinar que es por un estrés abiótico y no biótico tenemos que probar a detectar la enfermedad, en este caso los virus. 


¿Qué método de detección pensáis que se puede utilizar?

Estos métodos de diagnóstico están basados en los dos componentes: componente proteico y genómico. Cualquier procedimiento que se utilizara para purificar RNA de doble cadena era una herramienta para saber si la planta estaba sana o no. 


Bioensayos:  para determinar el componente genómico, ds RNAs, Hibridación molecular (dot-blot), tissue printing (de alguna manera se basa en el dot-blot pero evita el procesamiento de las muestras), PCR




JCUALES SON LOS METODOS DE DETECCION PARA VIRUS EN
PLANTAS?

e Métodos de diagnostico estan basados en los dos componentes: componente
proteico y gendmico.
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Bioensayos:  para determinar el componente genómico, ds RNAs, Hibridación molecular (dot-blot), tissue printing (de alguna manera se basa en el dot-blot pero evita el procesamiento de las muestras), PCR

Método de detección específico basado en la hibridación molecular no radiactiva usando sondas de RNA marcadas con dioxigenina. Para ello se seleccionan regiones del genoma del virus que queremos detectar y que presentan una mayor especificidad (regiones diferentes a las de otros virus, menos conservadas mediante un estudio filogenético). Y se generan in vitro sondas de ARN. 

Tenemos entonces una sonda muy específica que detecta un virus. Entonces cogemos unas membranas especiales y en ellas ponemos o ARN de la planta (previamente extraído) o directamente hacemos tissue print con una hoja de la planta. 

Incluso hay veces que se pueden poner sondas que reconocer diferentes virus juntos, para detectar a la misma vez si hay uno u otro o varios. 

Se mete la membrana en un liquido con la sonda durante tiempo y a ciertas temperaturas. Si la sonda hibrida con la muestra, es decir se tiñe, al final significa que esa muestra está infectada con el virus, o con alguno de los que hemos hecho la sonda.  
 
 
 




JCUALES SON LOS METODOS DE DETECCION PARA VIRUS EN
PLANTA?

e Métodos de diagnostico estan basados en los dos componentes: componente
proteico y gendmico.

* Ejlemplos:

* Dot-blot y tissue-print
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Bioensayos:  para determinar el componente genómico, ds RNAs, Hibridación molecular (dot-blot), tissue printing (de alguna manera se basa en el dot-blot pero evita el procesamiento de las muestras), PCR

Método de detección específico basado en la hibridación molecular no radiactiva usando sondas de RNA marcadas con dioxigenina. Para ello se seleccionan regiones del genoma del virus que queremos detectar y que presentan una mayor especificidad (regiones diferentes a las de otros virus, menos conservadas mediante un estudio filogenético). Y se generan in vitro sondas de ARN. 

Tenemos entonces una sonda muy específica que detecta un virus. Entonces cogemos unas membranas especiales y en ellas ponemos o ARN de la planta (previamente extraído) o directamente hacemos tissue print con una hoja de la planta. 

Incluso hay veces que se pueden poner sondas que reconocer diferentes virus juntos, para detectar a la misma vez si hay uno u otro o varios. 

Se mete la membrana en un liquido con la sonda durante tiempo y a ciertas temperaturas. Si la sonda hibrida con la muestra, es decir se tiñe, al final significa que esa muestra está infectada con el virus, o con alguno de los que hemos hecho la sonda.  
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Bioensayos:  para determinar el componente genómico, ds RNAs, Hibridación molecular (dot-blot), tissue printing (de alguna manera se basa en el dot-blot pero evita el procesamiento de las muestras), PCR

 La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica de laboratorio utilizada para amplificar secuencias o fragmentos de ADN. Esta reacción permite que unos pocos fragmentos de ADN se repliquen en millones o miles de millones de copias.

El método utiliza secuencias cortas de ADN llamados cebadores para seleccionar parte del genoma a amplificar. La temperatura de la muestra se sube y se baja repetidamente para ayudar a la enzima de del ADN a duplicar la secuencia del ADN que está siendo copiada. 
 
 
PCR son las siglas en inglés de Polymerase Chain Reaction o Reacción en Cadena de la Polimerasa. La idea básica de la técnica es sintetizar muchas veces un pedazo o fragmento de ADN utilizando una polimerasa que puede trabajar a temperaturas muy elevadas, ya que proviene de la bacteria Thermus aquaticus que vive a altas temperaturas (79ºC a 85ºC), de ahí su nombre comercial más conocido: taq polimerasa. Cuando hacemos una reacción de PCR simulamos lo que sucede en una célula cuando se sintetiza el ADN y en el tubo se mezclan todos los ingredientes necesarios para hacerlo: la polimerasa, el ADN del organismo que queremos estudiar –donde se encuentra el fragmento que queremos sintetizar– , los oligonucleótidos (llamados también primers, iniciadores, cebadores, “oligos”, etc.) necesarios para que se inicie la transcripción, dinucleótidos (dNTPs), y las condiciones para que la enzima trabaje adecuadamente (cierto pH, determinadas cantidades de magnesio en forma de MgCl2 , KCl, y pueden necesitarse otras sales o reactivos, dependiendo de cada polimerasa 

Pero cómo funciona el PCR? Supongamos que ya tenemos los tubos listos con todo lo necesario para que la síntesis del fragmento que nos interesa que se lleve a cabo (taq polimerasa, dinucleótidos, ADN, agua, buffer con magnesio y otras sales, y oligonucleótidos). El siguiente paso es colocar los tubos en una máquina conocida como termociclador, que básicamente sirve para calentarlos o enfriarlos a temperaturas muy precisas. ¿Cómo es que se amplifica el (o los) fragmento(s) que queremos?
El termociclador calienta o enfría los tubos a tres temperaturas distintas, que se repiten una y otra vez (lo que se llama los ciclos de reacción), la primera es a 95ºC (y a este paso se le llama desnaturalización) durante la cual las dobles cadenas del ADN se abren o desnaturalizan, quedando en forma de cadenas sencillas; después el termociclador ajusta la temperatura en un intervalo entre 40º y 60ºC (llamada de alineamiento), a esta temperatura se forman y se rompen constantemente los puentes de hidrógeno entre los oligonucleótidos y el ADN, y aquellas uniones más estables (las que son complementarias) durarán mayor tiempo, quedando los oligonucleótidos “alineados” formando una pequeña región de doble cadena. La polimerasa se une a este pequeño pedazo de ADN de doble cadena y comienza a copiar en sentido 5’ a 3’; al agregar unas bases más, los puentes de hidrógeno que se forman entre las bases estabilizan más la unión y el oligonucleótido permanece en este sitio para el siguiente paso. Después la temperatura sube a 72ºC (paso que se conoce como extensión), ya que 72ºC es la temperatura en la cual la polimerasa alcanza su máxima actividad, y continúa la síntesis de los fragmentos de ADN a partir de los oligonucleótidos que ya se habían alineado.
En el primer ciclo, con estas tres temperaturas, se sintetizarán los primeros fragmentos a partir del ADN genómico. Estos primeros fragmentos no tendrán el tamaño esperado, serán un poco más grandes ya que la taq copiará hasta donde le sea posible, pero como veremos más adelante, se obtendrán en cantidades tan pequeñas que al final no podremos detectarlos. Después se repiten una vez más las tres temperaturas, pero en este segundo ciclo, los oligonucleótidos, además de unirse al ADN que pusimos al inicio, también se unirán a los fragmentos recién sintetizados del primer ciclo (ver segundo ciclo de la figura 1), por lo tanto en este segundo paso la polimerasa sintetizará 2 fragmentos largos copiados directamente del ADN y 2 fragmentos del tamaño esperado, que es el tamaño que hay entre los dos oligonucleótidos que hemos usado. De esta forma con cada ciclo aumentará el número de fragmentos del tamaño que queremos. Cabe mencionar que antes y después de estos ciclos se programan dos pasos, uno de 95ºC durante varios minutos para iniciar con desnaturalización, y al final de los ciclos, un paso último de extensión a 72ºC para permitir que la taq termine de sintetizar todos los fragmentos que pueden haber quedado incompletos.
Para este tipo de PCR es necesario que uno de los oligonucleótidos tenga la misma secuencia que se encuentra en una de las cadenas del ADN, y el otro deberá llevar la secuencia complementaria que estará al final del fragmento que se quiere amplificar (por lo cual se les llama forward y reverse) para que uno sea complementario a la cadena que forma el otro; si no es así no podría amplificarse el sitio que se necesita. Como cada pedazo sintetizado sirve como base para sintetizar otros en el siguiente ciclo, el número de copias aumentará en forma exponencial
Para este tipo de PCR es necesario que uno de los oligonucleótidos tenga la misma secuencia que se encuentra en una de las cadenas del ADN, y el otro deberá llevar la secuencia complementaria que estará al final del fragmento que se quiere amplificar (por lo cual se les llama forward y reverse) para que uno sea complementario a la cadena que forma el otro; si no es así no podría amplificarse el sitio que se necesita. Como cada pedazo sintetizado sirve como base para sintetizar otros en el siguiente ciclo, el número de copias aumentará en forma exponencial.
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Bioensayos:  para determinar el componente genómico, ds RNAs, Hibridación molecular (dot-blot), tissue printing (de alguna manera se basa en el dot-blot pero evita el procesamiento de las muestras), PCR

 La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica de laboratorio utilizada para amplificar secuencias o fragmentos de ADN. Esta reacción permite que unos pocos fragmentos de ADN se repliquen en millones o miles de millones de copias.

El método utiliza secuencias cortas de ADN llamados cebadores para seleccionar parte del genoma a amplificar. La temperatura de la muestra se sube y se baja repetidamente para ayudar a la enzima de del ADN a duplicar la secuencia del ADN que está siendo copiada. 
 
 
PCR son las siglas en inglés de Polymerase Chain Reaction o Reacción en Cadena de la Polimerasa. La idea básica de la técnica es sintetizar muchas veces un pedazo o fragmento de ADN utilizando una polimerasa que puede trabajar a temperaturas muy elevadas, ya que proviene de la bacteria Thermus aquaticus que vive a altas temperaturas (79ºC a 85ºC), de ahí su nombre comercial más conocido: taq polimerasa. Cuando hacemos una reacción de PCR simulamos lo que sucede en una célula cuando se sintetiza el ADN y en el tubo se mezclan todos los ingredientes necesarios para hacerlo: la polimerasa, el ADN del organismo que queremos estudiar –donde se encuentra el fragmento que queremos sintetizar– , los oligonucleótidos (llamados también primers, iniciadores, cebadores, “oligos”, etc.) necesarios para que se inicie la transcripción, dinucleótidos (dNTPs), y las condiciones para que la enzima trabaje adecuadamente (cierto pH, determinadas cantidades de magnesio en forma de MgCl2 , KCl, y pueden necesitarse otras sales o reactivos, dependiendo de cada polimerasa 

Pero cómo funciona el PCR? Supongamos que ya tenemos los tubos listos con todo lo necesario para que la síntesis del fragmento que nos interesa que se lleve a cabo (taq polimerasa, dinucleótidos, ADN, agua, buffer con magnesio y otras sales, y oligonucleótidos). El siguiente paso es colocar los tubos en una máquina conocida como termociclador, que básicamente sirve para calentarlos o enfriarlos a temperaturas muy precisas. ¿Cómo es que se amplifica el (o los) fragmento(s) que queremos?
El termociclador calienta o enfría los tubos a tres temperaturas distintas, que se repiten una y otra vez (lo que se llama los ciclos de reacción), la primera es a 95ºC (y a este paso se le llama desnaturalización) durante la cual las dobles cadenas del ADN se abren o desnaturalizan, quedando en forma de cadenas sencillas; después el termociclador ajusta la temperatura en un intervalo entre 40º y 60ºC (llamada de alineamiento), a esta temperatura se forman y se rompen constantemente los puentes de hidrógeno entre los oligonucleótidos y el ADN, y aquellas uniones más estables (las que son complementarias) durarán mayor tiempo, quedando los oligonucleótidos “alineados” formando una pequeña región de doble cadena. La polimerasa se une a este pequeño pedazo de ADN de doble cadena y comienza a copiar en sentido 5’ a 3’; al agregar unas bases más, los puentes de hidrógeno que se forman entre las bases estabilizan más la unión y el oligonucleótido permanece en este sitio para el siguiente paso. Después la temperatura sube a 72ºC (paso que se conoce como extensión), ya que 72ºC es la temperatura en la cual la polimerasa alcanza su máxima actividad, y continúa la síntesis de los fragmentos de ADN a partir de los oligonucleótidos que ya se habían alineado.
En el primer ciclo, con estas tres temperaturas, se sintetizarán los primeros fragmentos a partir del ADN genómico. Estos primeros fragmentos no tendrán el tamaño esperado, serán un poco más grandes ya que la taq copiará hasta donde le sea posible, pero como veremos más adelante, se obtendrán en cantidades tan pequeñas que al final no podremos detectarlos. Después se repiten una vez más las tres temperaturas, pero en este segundo ciclo, los oligonucleótidos, además de unirse al ADN que pusimos al inicio, también se unirán a los fragmentos recién sintetizados del primer ciclo (ver segundo ciclo de la figura 1), por lo tanto en este segundo paso la polimerasa sintetizará 2 fragmentos largos copiados directamente del ADN y 2 fragmentos del tamaño esperado, que es el tamaño que hay entre los dos oligonucleótidos que hemos usado. De esta forma con cada ciclo aumentará el número de fragmentos del tamaño que queremos. Cabe mencionar que antes y después de estos ciclos se programan dos pasos, uno de 95ºC durante varios minutos para iniciar con desnaturalización, y al final de los ciclos, un paso último de extensión a 72ºC para permitir que la taq termine de sintetizar todos los fragmentos que pueden haber quedado incompletos.
Para este tipo de PCR es necesario que uno de los oligonucleótidos tenga la misma secuencia que se encuentra en una de las cadenas del ADN, y el otro deberá llevar la secuencia complementaria que estará al final del fragmento que se quiere amplificar (por lo cual se les llama forward y reverse) para que uno sea complementario a la cadena que forma el otro; si no es así no podría amplificarse el sitio que se necesita. Como cada pedazo sintetizado sirve como base para sintetizar otros en el siguiente ciclo, el número de copias aumentará en forma exponencial
Para este tipo de PCR es necesario que uno de los oligonucleótidos tenga la misma secuencia que se encuentra en una de las cadenas del ADN, y el otro deberá llevar la secuencia complementaria que estará al final del fragmento que se quiere amplificar (por lo cual se les llama forward y reverse) para que uno sea complementario a la cadena que forma el otro; si no es así no podría amplificarse el sitio que se necesita. Como cada pedazo sintetizado sirve como base para sintetizar otros en el siguiente ciclo, el número de copias aumentará en forma exponencial.
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Bioensayos:  para determinar el componente genómico, ds RNAs, Hibridación molecular (dot-blot), tissue printing (de alguna manera se basa en el dot-blot pero evita el procesamiento de las muestras), PCR

 La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica de laboratorio utilizada para amplificar secuencias o fragmentos de ADN. Esta reacción permite que unos pocos fragmentos de ADN se repliquen en millones o miles de millones de copias.

El método utiliza secuencias cortas de ADN llamados cebadores para seleccionar parte del genoma a amplificar. La temperatura de la muestra se sube y se baja repetidamente para ayudar a la enzima de del ADN a duplicar la secuencia del ADN que está siendo copiada. 
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Bioensayos:  para determinar el componente genómico, ds RNAs, Hibridación molecular (dot-blot), tissue printing (de alguna manera se basa en el dot-blot pero evita el procesamiento de las muestras), PCR

 La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica de laboratorio utilizada para amplificar secuencias o fragmentos de ADN. Esta reacción permite que unos pocos fragmentos de ADN se repliquen en millones o miles de millones de copias.

El método utiliza secuencias cortas de ADN llamados cebadores para seleccionar parte del genoma a amplificar. La temperatura de la muestra se sube y se baja repetidamente para ayudar a la enzima de del ADN a duplicar la secuencia del ADN que está siendo copiada. 
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La electroforesis en gel es una técnica utilizada para separar fragmentos de ADN (u otras macromoléculas, como ARN y proteínas) por su tamaño y carga. La electroforesis consiste en aplicar una corriente a través de un gel que contiene las moléculas de interés. Con base en su tamaño y carga, las moléculas se desplazarán por el gel en diferentes direcciones o a distintas velocidades, con lo que se separan unas de otras. 
Todas las moléculas de ADN tienen la misma cantidad de carga por masa. Debido a esto, la electroforesis en gel separa los fragmentos de ADN únicamente por su tamaño. La electroforesis nos permite ver cuántos fragmentos diferentes de ADN están presentes en una muestra y cuán grandes son unos con respecto a otros. También podemos determinar el tamaño absoluto de un fragmento de ADN examinándolo junto a una "escala" estándar de fragmentos de tamaño conocido
Como su nombre lo indica, en la electroforesis en gel participa un gel: un bloque de material similar a la gelatina. Los geles para separar ADN suelen estar hechos de un polisacárido llamado agarosa, que se consigue como hojuelas secas pulverizadas. Cuando la agarosa se calienta en una solución amortiguadora (agua mezclada con algunas sales) y deja enfriar, se forma un gel sólido ligeramente blando. A nivel molecular, el gel es una matriz de moléculas de agarosa que se mantienen unidas por puentes de hidrógeno y que forman pequeños poros.
En un extremo, el gel tiene muescas en forma de ranuras llamadas pozos, que son donde se colocarán las muestras de ADN:
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Moderador
Notas de la presentación
La electroforesis en gel es una técnica utilizada para separar fragmentos de ADN (u otras macromoléculas, como ARN y proteínas) por su tamaño y carga. La electroforesis consiste en aplicar una corriente a través de un gel que contiene las moléculas de interés. Con base en su tamaño y carga, las moléculas se desplazarán por el gel en diferentes direcciones o a distintas velocidades, con lo que se separan unas de otras. 
Todas las moléculas de ADN tienen la misma cantidad de carga por masa. Debido a esto, la electroforesis en gel separa los fragmentos de ADN únicamente por su tamaño. La electroforesis nos permite ver cuántos fragmentos diferentes de ADN están presentes en una muestra y cuán grandes son unos con respecto a otros. También podemos determinar el tamaño absoluto de un fragmento de ADN examinándolo junto a una "escala" estándar de fragmentos de tamaño conocido
Como su nombre lo indica, en la electroforesis en gel participa un gel: un bloque de material similar a la gelatina. Los geles para separar ADN suelen estar hechos de un polisacárido llamado agarosa, que se consigue como hojuelas secas pulverizadas. Cuando la agarosa se calienta en una solución amortiguadora (agua mezclada con algunas sales) y deja enfriar, se forma un gel sólido ligeramente blando. A nivel molecular, el gel es una matriz de moléculas de agarosa que se mantienen unidas por puentes de hidrógeno y que forman pequeños poros.
En un extremo, el gel tiene muescas en forma de ranuras llamadas pozos, que son donde se colocarán las muestras de ADN:
Antes de agregar las muestras de ADN, el gel debe colocarse en una cámara. Uno de los extremos de la cámara se conecta a un electrodo positivo y el otro extremo se conecta a un electrodo negativo. El cuerpo principal de la cámara, donde se coloca el gel, se llena con solución amortiguadora con sales que puede conducir la corriente. Aunque tal vez no puedas verlo en la imagen superior (gracias a mis fabulosas habilidades artísticas), la solución amortiguadora llena la cámara hasta un nivel en el que apenas cubre el gel.
El extremo del gel que tiene los pozos se coloca hacia el electrodo negativo. El extremo sin pozos (hacia donde migrarán los fragmentos de ADN) se coloca hacia el electrodo positivo.

Una vez que el gel está en la cámara, cada una de las muestras de ADN que queremos analizar (por ejemplo, cada reacción de PCR o cada plásmido digerido con enzimas de restricción) se transfiere cuidadosamente a uno de los pozos. Un pozo se reserva para el marcador de peso molecular, un estándar de referencia que contiene fragmentos de ADN de longitudes conocidas. Los marcadores de ADN comerciales cubren diferentes intervalos de tamaños, por lo que trataremos de usar uno con buena "cobertura" en el intervalo de tamaños en el que esperamos encontrar nuestros fragmentos.
A continuación, se aplica energía eléctrica a la cámara y empieza a fluir corriente a través del gel. Los grupos fosfato de su esqueleto de azúcares-fosfato le otorgan una carga negativa a las moléculas de ADN, por lo que comienzan a moverse a través de la matriz de gel hacia el polo positivo. Cuando el sistema está encendido y pasa corriente por el gel, se dice que el gel está corriendo

Conforme corre el gel, los fragmentos más cortos de ADN viajarán más rápido a través de los poros de la matriz del gel que los fragmentos más grandes. Después de un rato que ha corrido el gel, los fragmentos más cortos de ADN estarán más cerca del extremo positivo del gel y los más largos se mantendrán cerca de los pozos. Los fragmentos de ADN muy pequeños podrían correr hasta salirse del gel si lo dejáramos corriendo por demasiado tiempo

Una vez que los fragmentos se han separado, podemos examinar el gel y saber el tamaño de las bandas que se encuentran en él. Cuando un gel se tiñe con un pigmento que se une al ADN y se coloca bajo luz UV, los fragmentos de ADN brillarán, lo cual nos permite ver el ADN presente en distintos lugares a lo largo del gel.



Una "línea" de ADN bien definida en un gel se llama banda. Cada banda contiene un gran número de fragmentos de ADN del mismo tamaño que han viajado juntos a la misma posición. Un fragmento único de ADN (o incluso un pequeño grupo de fragmentos de ADN) no sería visible por sí mismo en un gel.
Al comparar una banda en una muestra con el marcador de peso molecular, podemos determinar su tamaño aproximado. Por ejemplo, la banda brillante del gel anterior tiene un tamaño aproximado de 700700700700 pares de bases (pb).
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Una vez que los fragmentos se han separado, podemos examinar el gel y saber el tamaño de las bandas que se encuentran en él. Cuando un gel se tiñe con un pigmento que se une al ADN y se coloca bajo luz UV, los fragmentos de ADN brillarán, lo cual nos permite ver el ADN presente en distintos lugares a lo largo del gel.



Una "línea" de ADN bien definida en un gel se llama banda. Cada banda contiene un gran número de fragmentos de ADN del mismo tamaño que han viajado juntos a la misma posición. Un fragmento único de ADN (o incluso un pequeño grupo de fragmentos de ADN) no sería visible por sí mismo en un gel.
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RECONOCIMIENTO PLANTAS SANAS

I. batatas N. tabacum N. benthamiana



RECONOCIMIENTO PLANTAS ENFERMAS

I. batatas N. tabacum N. benthamiana



EXAMPLES OF VIRUS INFECTING SWEET POTATO

Sweet potato feathery
mottle virus
(SPFMV)

Sweet potato virus 2
(SPV2)

Sweet potato mild
mottle virus
(SPMMV)

Sweet potato chlorotic
stunt virus

(SPCSV)

Loebenstein, G. (2015). Control of Sweet Potato Virus Diseases. Control of Plant Virus Diseases - Vegetatively-Propagated Crops, 33—45.

Familia Género Estructura Vector
Filamentos
Fotyvirigae FPotyvirus flexuosos Pulgones
830-850 nm iﬁ
Filamentos
Fotyviricae FPotyvirus flexuosos Pulgones
particles <y
850 nm -
Filamentos Mosca blanca
FPotyviricae lpomovirus flexuosos
800-950 nm
Filamentos Mosca blanca
Closteroviridae Crinivirus flexuosos
850-950 nm
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SINTOMAS MAS COMUNES

Mosaico

Virus del mosaico del tabaco.

Tumores o agallas Anillos clordticos Clorosis Deformaciones en el fruto
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Tumores o agallas
Anillos cloréticos
Clorosis

Deformacion en el fruto

¢;Creéis que todas las plantas estan infectadas?




SINTOMATOLOGIA

Asintomatica Sintomaticas

/. batatas N. tabacum “ /V, benthamiana

Sweet potato feathery mottle virus Sweet potato mild mottle virus Sweet potato virus 2
(SPFMV) (SPMMV) (SPV2)
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MI TRABAJO CONSISTE EN...

* Detectar si hay virus en plantas de batatas, estudiar como afectan estos virus a esas plantas, saber

cOmo es su transmision por vectores e intentar buscar el camino para protegerlas
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ENSAYOS DE TRANSMISION CON PULGONES

PLANTA ENFERMA PLANTA SANA
(INFECTADA POR UN VIRUS) (SUSCEPTIBLE DE SER INFECTADA POR UN VIRUS)
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OBSERVAR LOS PULGONES EN LA LUPA E INTENTAR RECONOCER SUS
DIFERENTES PARTES

succonador

Fuente: Villacide & Masciocchi, 2014.
Extraido de https://www.intagri.com/articulos/fitosanidad/manejo-integrado-de-pulgones-en-hortalizas?utm source=Facebook%20Ads&utm campaign=nitrogeno&fbclid=IwAR3amrj-
kf8rYqTFoiogbl6cmkO4bbgcTAtKLecmZs vliad43d2GixSULYI - Esta informacidon es propiedad intelectual de INTAGRI S.C., Intagri se reserva el derecho de su publicacion v reproduccion total o parcial.
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https://www.intagri.com/articulos/fitosanidad/manejo-integrado-de-pulgones-en-hortalizas?utm_source=Facebook%20Ads&utm_campaign=nitrogeno&fbclid=IwAR3amrj-kf8rYqTFoioq6l6cmkO4bbgcTAtKLcmZs_vliad43d2GixSULYI
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