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• Què podríem fer des de la biotecnologia per 

prevenir/contenir/lluitar contra les malalties

produïdes per virus a les plantes?

• Com creieu que la relació planta-virus 
pot resultar útil per a la investigació?



PLANTAE
• Algues eucariòtiques

• Chlorophyta

• Rhodofhyta

• Plantes terrestres

• Molses

• Falgueres

• Gimnospermes

• Angiospermes

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). 
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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).
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Moderador
Notas de la presentación
Diapo de la 3 a la 13
Com diferenciem les plantes de la resta d'organismes? Per exemple, dels animals? 
Les plantes a diferència dels animals són organismes autòtrofs, és a dir, productors. Gràcies a la llum i aigua i elements que capten per les arrels són capaç de produir la seva pròpia energia. La majoria són immòbils, és a dir, nosaltres podem trobar-nos un llop al mont caminant, apareix i se'n va, però les plantes no tenen aquesta capacitat. No poden desplaçar-se. 
A més aquests organismes creixen àmpliament en superfícies externes, es fan alts i grans, no com els animals que arriba un moment en què paren de créixer. No tenen la mateixa sensibilitat que els animals tot i que són capaços de percebre estímuls i reaccionar cap a ells, a la recerca de llum per exemple, hi ha altres espècies que tenen sensibilitat si els toques i tanquen les seves fulles.  I finalment i en el més molecular, tenen paret cel·lular en les seves cèl·lules, a més d'altres orgànuls que no posseeixen els animals, (per exemple?-cloroplasts).




Les plantes són éssers vius amb capacitat 
fotosintètica, autòtrofs, sense capacitat de 

desplaçament però sí de moviment, les parets 
cel·lulars del qual es componen principalment de 

cel·lulosa i amb creixement continu.
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• Qualsevol tipus de situació ambiental que els afecti tant de manera fisiològica com 
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• ESTRÈS ABIÒTIC

• Causat per factors aviòtics, com el vent, la llum, alt contingut de sals a terra, 
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• Estrès hídric

• Estrès salí

• Estrès per baixes temperatures

• Estrès per falta o excés de llum

• Absència o excés de nutrients

• ESTRÈS BIÒTIC

• Causat per organismes vius

LES PLANTES PODEN PATIR ESTRÈS?

Moderador
Notas de la presentación
Què significa abiòtic
Hi ha molts estressos
Qui seran els responsables de l'estrès biòtic?
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Què pot causar estrès biòtic en plantes?

Organisme que per completar part o tot el seu cicle vital, viuen en o sobre una

planta ocasionant-li un perjudici. Si no ocasiona una malaltia no es considera

patogen, hi ha altres relacions entre éssers vius i plantes que no són

patogèniques, com ara els bacteris amb relacions de simbiosi

ESTRÈS BIÒTIC

PATÒGENS



FONGS

NEMÀTODES
HERBÍVORS (Xupadors i masticadors)

PATÒGENS
DE PLANTES

VIRUS

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
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Sabeu en quin organisme
es va descobrir el primer 

virus? Els virus són éssers vius?

Tots els virus són iguals?

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



https://soclalluna.com/2o-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
Els virus es poden classificar segons el component de material genètic (ADN o ARN). En plantes la majoria són d'ARN. A més en els dos casos pot ser de cadena simple o de doble cadena. I en el cas d'ARN de cadena simple pot ser de polaritat positiva o negativa. Estan coberts per una proteïna (en plantes sempre). I de vegades poden estar segmentats (diversos segments de component genètic)
La mida del genoma sol ser d'unes 3-10 kb, més petit que el de virus animals.
Replicació virus
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Renenberg, Reinhard. 2009. Biotecnología para principiantes. Editorial Reverté.
Classification of plant viruses. From Virus Taxonomy, 8th Report of the National Committee on the Taxonomy of Viruses, Fauquet et al., p. 18, Copyright Elsevier (2005).
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Classification of plant viruses. From Virus Taxonomy, 8th Report of the National Committee on the Taxonomy of Viruses, Fauquet et al., p. 18, Copyright Elsevier (2005).
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Mecanismes de transmissióLlavors

Dany mecànic Pol·len

Vectors
de transmissió

Empelt
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
Els virus només infecten  la planta a través d'un vector o per ferida mecànica
Els mecanismes de transmissió són a través de llavor (la planta expulsa llavors que porten el virus ja), propagació vegetativa (empelt, si hi ha dues plantes i una està infectada amb un virus) transmissió mecànica (dany humà i ambiental, contacte entre dues plantes, amb una que té zones on s'ha produït el trencament de la paret vegetal,  per vectors (bacteris, fongs, nematodes, artròpdodes i principalment insectes) i pel pol·len (el vegetal pateix una infecció i trasllada el virus al pol·len)
A través del sòl
Algú sap que és un vector?
Els vectors són organismes vius que poden transmetre malalties infeccioses entre organismes, en el cas en què estem estudiant, entre plantes
Quins són els més comuns en plantes?

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


VECTORS DE TRANSMISSIÓ

Pugons

Mosca blanca

Whitfield, Anna E., Bryce W. Falk, and Dorith Rotenberg. “Insect Vector-Mediated Transmission of Plant Viruses.” Virology 479–480 (May 2015): 278–89. 
https://doi.org/10.1016/j.virol.2015.03.026.

Moderador
Notas de la presentación
El 70% dels virus vegetals estan transmesos per vectors patògens. Els més comuns són els pugons. Dins d'aquest 70%, el /"% estan transmès per pugons i mosca blanca.

https://doi.org/10.1016/j.virol.2015.03.026
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Whitfield, Anna E., Bryce W. Falk, and Dorith Rotenberg. “Insect Vector-Mediated Transmission of Plant Viruses.” Virology 479–480 (May 2015): 278–89. 
https://doi.org/10.1016/j.virol.2015.03.026.
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Notas de la presentación
El 70% dels virus vegetals estan transmesos per vectors patògens. Els més comuns són els pugons. Dins d'aquest 70%, el /"% estan transmès per pugons i mosca blanca. 
NO PERSISTENT de virus retinguts pel vector menys d'unes poques hores
SEMIPERSISTENT 🡪 virus retinguts pel vector dies i en ocasions setmanes
PERSISTENT 🡪 virus retinguts pel vector de per vida
CIRCULATIUS: el virus ha de ser internalitzat i transportat a través de múltiples membranes cel·lulars
PROPAGATIUS: el virus es replica al vector, a més de a l'hoste. (Això afegeix una amplificació del virus)
Per què els pugons són tan bons vectors de virus?
No tenen quimioreceptors externs amb funcions gustatives i tubs de Malpigi
Tenen vuit papil·les gustatives localitzades a la regió precibarial, es veuen obligats a provar el contingut cel·lular per discriminar la planta i localitzar el floema
Tenen un alt potencial reproductiu i gran capacitat de dispersió. Una de les principals vies de control de virus és controlar la dispersió del vector.

https://doi.org/10.1016/j.virol.2015.03.026
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VECTORS DE TRANSMISSIÓ

Moderador
Notas de la presentación
Els virus es caracteritzen per ser dependents dels seus hospedadors en el seu cicle d'infecció. Són paràsits obligats que necessiten infectar cèl·lules hoste per multiplicar-se (García and Pallás, 2015) i dur a terme el seu cicle infectiu, des de la replicació, encapsidació, moviment de cèl·lula a cèl·lula i transport en llarga distància (Hipper, et al., 2013). 
L'entrada de virions a les cèl·lules de les plantes es pot produir a través de la paret cel·lular mediada per ferides mecàniques a les cèl·lules epidèrmiques, o per insectes, àcars, nemàtodes o fongs que s'alimenten de la planta (Navarro et al., 2019; Scholthof, et al., 2005). 
Una vegada a l'interior cel·lular es produeix la desencapsidació a causa de, entre d'altres, alteracions de pH, canvis de Ca2+ intracel·lular que poden arribar a desestabilitzar la coberta (Hipper et al., 2013). Els virions es desemblen per començar la replicació i traducció del genoma viral. Després de passar pel procés de traducció s' obtenen proteïnes estructurals com la CP i altres no estructurals com la replicasa i la MP, a més d' altres porteïnes virals específiques. Tot aquest procés està catalitzat pel complex replicatiu viral (Choudhary et al., 2020). El transport posterior del material víric des de les cèl·lules inicialment infectades a les adjacents o transport a curta distància, es produeix a través dels plasmodesmes, els quals requereixen ser modificats per part de les proteïnes de moviment virals (Navarro et al., 2019; Scholthof et al., 2005). Després de la infecció de les cèl·lules adjacents, el virus accedeix al sistema vascular per infectar les parts distals de la planta en el que s'anomena transport sistèmic o a llarga distància (Pallás et al., 2011). La sortida del virus des dels teixits vasculars dona lloc de nou a la infecció de les cèl·lules adjacents al teixit vascular mitjançant el transport a curta distància (Scholthof et al., 2005) (Fig. 1 i Fig. 6).   Part del que apareix a la figura 1 no està definit al peu de figura. RdRp, etc
Però el que és cada quadrat, línia, forma també?



QUINS SÓN ELS SÍMPTOMES MÉS COMUNS PER INFECCIÓ VIRAL EN PLANTES?



Virus del mosaic del tabac.
Nanisme en planta de patata. 
Compareu amb la planta normal de
l'esquerra.

Mosaic

Tumors o agalles

Nanisme

QUINS SÓN ELS SÍMPTOMES MÉS COMUNS PER INFECCIÓ VIRAL EN 
PLANTES?



Pansiment tacat del tomàquet

Anells cloròtics en fulles de MorróPansiment

Clorosi

Anells cloròtics

Grogament de la remolatxa per BYV

QUINS SÓN ELS SÍMPTOMES MÉS COMUNS PER INFECCIÓ VIRAL EN 
PLANTES?



Virus del mosaic comú del fesol
Taques anul·lars a les fulles

Deformacions en el fruit

Guerxament de la fulla

Virus del mosaic groc de carbassó

QUINS SÓN ELS SÍMPTOMES MÉS COMUNS PER INFECCIÓ VIRAL EN 
PLANTES?

Moderador
Notas de la presentación
Les infeccions virals: 
Rara vegada maten la planta. 
Donen símptomes localitzats.
Per produir infecció sistèmica han de travessar barreres tissulars.
La infecció és de per vida.




QUINS SÓN ELS MÈTODES DE DETECCIÓ PER A VIRUS EN 
PLANTES?

Moderador
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





• Mètodes de diagnòstic estan basats en els dos components: component proteic i

genòmic.

QUINS SÓN ELS MÈTODES DE DETECCIÓ PER A VIRUS EN 
PLANTES?

Moderador
Notas de la presentación
Bioassaigs: per determinar el component genòmic, ds RNAs, Hibridació molecular (dot-blot), tissue printing (d'alguna manera es basa en el dot-blot però evita el processament de les mostres), PCR
Mètode de detecció específic basat en la hibridació molecular no radioactiva usant sondes d' RNA marcades amb dioxigenina. Per a això se seleccionen regions del genoma del virus que volem detectar i que presenten una major especificitat (regions diferents a les d'altres virus, menys conservades mitjançant un estudi filogenètic). I es generen in vitro sondes d'ARN. 
Tenim llavors una sonda molt específica que detecta un virus. Llavors agafem unes membranes especials i hi posem o ARN de la planta (prèviament extret) o directament fem tissue print amb una fulla de la planta. 
Fins i tot hi ha vegades que es poden posar sondes que reconèixer diferents virus junts, per detectar alhora si n'hi ha un o altre o diversos. 
Es fica la membrana en un liquid amb la sonda durant temps i a certes temperatures. Si la sonda hibrida amb la mostra, és a dir es tenyeix, al final significa que aquesta mostra està infectada amb el virus, o amb algun dels que hem fet la sonda. 





• Mètodes de diagnòstic estan basats en els dos components: component proteic i

genòmic.

• Exemples:

• Dot-blot i tissue-print

QUINS SÓN ELS MÈTODES DE DETECCIÓ PER A VIRUS EN 
PLANTES?
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Notas de la presentación
Bioassaigs: per determinar el component genòmic, ds RNAs, Hibridació molecular (dot-blot), tissue printing (d'alguna manera es basa en el dot-blot però evita el processament de les mostres), PCR
Mètode de detecció específic basat en la hibridació molecular no radioactiva usant sondes d' RNA marcades amb dioxigenina. Per a això se seleccionen regions del genoma del virus que volem detectar i que presenten una major especificitat (regions diferents a les d'altres virus, menys conservades mitjançant un estudi filogenètic). I es generen in vitro sondes d'ARN. 
Tenim llavors una sonda molt específica que detecta un virus. Llavors agafem unes membranes especials i hi posem o ARN de la planta (prèviament extret) o directament fem tissue print amb una fulla de la planta. 
Fins i tot hi ha vegades que es poden posar sondes que reconèixer diferents virus junts, per detectar alhora si n'hi ha un o altre o diversos. 
Es fica la membrana en un liquid amb la sonda durant temps i a certes temperatures. Si la sonda hibrida amb la mostra, és a dir es tenyeix, al final significa que aquesta mostra està infectada amb el virus, o amb algun dels que hem fet la sonda.



• Exemples:

• PCR (Reacció en cadena de la polimerasa)

https://es.khanacademy.org/science/ap-biology/gene-expression-and-regulation/biotechnology/a/polymerase-chain-reaction-pcr

QUINS SÓN ELS MÈTODES DE DETECCIÓ PER A VIRUS EN 
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Moderador
Notas de la presentación
Bioassaigs: per determinar el component genòmic, ds RNAs, Hibridació molecular (dot-blot), tissue printing (d'alguna manera es basa en el dot-blot però evita el processament de les mostres), PCR
 La reacció en cadena de la polimerasa (PCR) és una tècnica de laboratori utilitzada per amplificar seqüències o fragments d'ADN. Aquesta reacció permet que uns pocs fragments d'ADN es repliquin en milions o milers de milions de còpies.
El mètode utilitza seqüències curtes d'ADN anomenats encebadors per seleccionar part del genoma a amplificar. La temperatura de la mostra es puja i es baixa repetidament per ajudar l'enzim de l'ADN a duplicar la seqüència de l'ADN que està sent copiada. 
PCR són les sigles en anglès de Polymerase Chain Reaction o Reacció en Cadena de la Polimerasa. La idea bàsica de la tècnica és sintetitzar moltes vegades un pedaç o fragment d'ADN utilitzant una polimerasa que pot treballar a temperatures molt elevades, ja que prové del bacteri Thermus aquaticus que viu a altes temperatures (79ºC a 85ºC), d'aquí el seu nom comercial més conegut: taq polimerasa. Quan fem una reacció de PCR simulem el que succeeix en una cèl·lula quan se sintetitza l'ADN i al tub es barregen tots els ingredients necessaris per fer-ho: la polimerasa, l'ADN de l'organisme que volem estudiar –on es troba el fragment que volem sintetitzar– , els oligonucleòtids (anomenats també primers, iniciadors, encebadors, "oligos", etc.) necessaris perquè s'iniciï la transcripció,  dinucleòtids (dNTPs), i les condicions perquè l'enzim treballi adequadament (cert pH, determinades quantitats de magnesi en forma de MgCl2 , KCl, i es poden necessitar altres sals o reactius, depenent de cada polimerasa

Però com funciona el PCR? Suposem que ja tenim els tubs llestos amb tot el necessari perquè la síntesi del fragment que ens interessa que es dugui a terme (taq polimerasa, dinucleòtids, ADN, aigua, buffer amb magnesi i altres sals, i oligonucleòtids). El següent pas és col·locar els tubs en una màquina coneguda com a termociclador, que bàsicament serveix per escalfar-los o refredar-los a temperatures molt precises. Com és que s'amplifica el (o els) fragment(s) que volem? El termociclador calfa o refreda els tubs a tres temperatures diferents, que es repeteixen una i altra vegada (el que s'anomena els cicles de reacció), la primera és a 95ºC (i a aquest pas se l'anomena desnaturalització) durant la qual les dobles cadenes de l'ADN s'obren o desnaturalitzen, quedant en forma de cadenes senzilles; després el termociclador ajusta la temperatura en un interval entre 40º i 60ºC (anomenada d'alineament), a aquesta temperatura es formen i es trenquen constantment els ponts d'hidrogen entre els oligonucleòtids i l'ADN, i aquelles unions més estables (les que són complementàries) duraran més temps, quedant els oligonucleòtids "alineats" formant una petita regió de doble cadena. La polimerasa s'uneix a aquest petit pedaç d'ADN de doble cadena i comença a copiar en sentit 5' a 3'; en agregar unes bases més, els ponts d'hidrogen que es formen entre les bases estabilitzen més la unió i l'oligonucleòtid roman en aquest lloc per al següent pas. Després la temperatura puja a 72ºC (pas que es coneix com a extensió), ja que 72ºC és la temperatura en la qual la polimerasa assoleix la seva màxima activitat, i continua la síntesi dels fragments d'ADN a partir dels oligonucleòtids que ja s'havien alineat.
En el primer cicle, amb aquestes tres temperatures, se sintetitzaran els primers fragments a partir de l'ADN genòmic. Aquests primers fragments no tindran la mida esperada, seran una mica més grans ja que la taq copiarà fins on li sigui possible, però com veurem més endavant, s'obtindran en quantitats tan petites que al final no podrem detectar-los. Després es repeteixen una vegada més les tres temperatures, però en aquest segon cicle, els oligonucleòtids, a més d'unir-se a l'ADN que posem a l'inici, també s'uniran als fragments nounats del primer cicle (vegeu segon cicle de la figura 1), per tant en aquest segon pas la polimerasa sintetitzarà 2 fragments llargs copiats directament de l'ADN i 2 fragments de la mida esperada,  que és la mida que hi ha entre els dos oligonucleòtids que hem fet servir. D'aquesta manera amb cada cicle augmentarà el nombre de fragments de la mida que volem. Cal esmentar que abans i després d' aquests cicles es programen dos passos, un de 95ºC durant diversos minuts per iniciar amb desnaturalització, i al final dels cicles, un pas últim d' extensió a 72ºC per permetre que la taq acabi de sintetitzar tots els fragments que poden haver quedat incomplets.
Per a aquest tipus de PCR és necessari que un dels oligonucleòtids tingui la mateixa seqüència que es troba en una de les cadenes de l'ADN, i l'altre haurà de portar la seqüència complementària que estarà al final del fragment que es vol amplificar (per la qual cosa se'ls anomena forward i revers) perquè un sigui complementari a la cadena que forma l'altre; si no és així no es podria amplificar el lloc que es necessita. Com cada pedaç sintetitzat serveix com a base per sintetitzar-ne d' altres en el següent cicle, el nombre de còpies augmentarà en forma exponencial
Per a aquest tipus de PCR és necessari que un dels oligonucleòtids tingui la mateixa seqüència que es troba en una de les cadenes de l'ADN, i l'altre haurà de portar la seqüència complementària que estarà al final del fragment que es vol amplificar (per la qual cosa se'ls anomena forward i revers) perquè un sigui complementari a la cadena que forma l'altre; si no és així no es podria amplificar el lloc que es necessita. Com cada pedaç sintetitzat serveix com a base per sintetitzar-ne d'altres en el següent cicle, el nombre de còpies augmentarà en forma exponencial.



• Exemples:

• PCR (Reacció en cadena de la 

polimerasa)

QUINS SÓN ELS MÈTODES DE DETECCIÓ PER A VIRUS EN PLANTES?

https://es.khanacademy.org/science/ap-biology/gene-expression-and-regulation/biotechnology/a/polymerase-chain-reaction-pcr
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Bioassaigs: per determinar el component genòmic, ds RNAs, Hibridació molecular (dot-blot), tissue printing (d'alguna manera es basa en el dot-blot però evita el processament de les mostres), PCR
 La reacció en cadena de la polimerasa (PCR) és una tècnica de laboratori utilitzada per amplificar seqüències o fragments d'ADN. Aquesta reacció permet que uns pocs fragments d'ADN es repliquin en milions o milers de milions de còpies.
El mètode utilitza seqüències curtes d'ADN anomenats encebadors per seleccionar part del genoma a amplificar. La temperatura de la mostra es puja i es baixa repetidament per ajudar l'enzim de l'ADN a duplicar la seqüència de l'ADN que està sent copiada. 
PCR són les sigles en anglès de Polymerase Chain Reaction o Reacció en Cadena de la Polimerasa. La idea bàsica de la tècnica és sintetitzar moltes vegades un pedaç o fragment d'ADN utilitzant una polimerasa que pot treballar a temperatures molt elevades, ja que prové del bacteri Thermus aquaticus que viu a altes temperatures (79ºC a 85ºC), d'aquí el seu nom comercial més conegut: taq polimerasa. Quan fem una reacció de PCR simulem el que succeeix en una cèl·lula quan se sintetitza l'ADN i al tub es barregen tots els ingredients necessaris per fer-ho: la polimerasa, l'ADN de l'organisme que volem estudiar –on es troba el fragment que volem sintetitzar– , els oligonucleòtids (anomenats també primers, iniciadors, encebadors, "oligos", etc.) necessaris perquè s'iniciï la transcripció,  dinucleòtids (dNTPs), i les condicions perquè l'enzim treballi adequadament (cert pH, determinades quantitats de magnesi en forma de MgCl2 , KCl, i es poden necessitar altres sals o reactius, depenent de cada polimerasa

Però com funciona el PCR? Suposem que ja tenim els tubs llestos amb tot el necessari perquè la síntesi del fragment que ens interessa que es dugui a terme (taq polimerasa, dinucleòtids, ADN, aigua, buffer amb magnesi i altres sals, i oligonucleòtids). El següent pas és col·locar els tubs en una màquina coneguda com a termociclador, que bàsicament serveix per escalfar-los o refredar-los a temperatures molt precises. Com és que s'amplifica el (o els) fragment(s) que volem? El termociclador calfa o refreda els tubs a tres temperatures diferents, que es repeteixen una i altra vegada (el que s'anomena els cicles de reacció), la primera és a 95ºC (i a aquest pas se l'anomena desnaturalització) durant la qual les dobles cadenes de l'ADN s'obren o desnaturalitzen, quedant en forma de cadenes senzilles; després el termociclador ajusta la temperatura en un interval entre 40º i 60ºC (anomenada d'alineament), a aquesta temperatura es formen i es trenquen constantment els ponts d'hidrogen entre els oligonucleòtids i l'ADN, i aquelles unions més estables (les que són complementàries) duraran més temps, quedant els oligonucleòtids "alineats" formant una petita regió de doble cadena. La polimerasa s'uneix a aquest petit pedaç d'ADN de doble cadena i comença a copiar en sentit 5' a 3'; en agregar unes bases més, els ponts d'hidrogen que es formen entre les bases estabilitzen més la unió i l'oligonucleòtid roman en aquest lloc per al següent pas. Després la temperatura puja a 72ºC (pas que es coneix com a extensió), ja que 72ºC és la temperatura en la qual la polimerasa assoleix la seva màxima activitat, i continua la síntesi dels fragments d'ADN a partir dels oligonucleòtids que ja s'havien alineat.
En el primer cicle, amb aquestes tres temperatures, se sintetitzaran els primers fragments a partir de l'ADN genòmic. Aquests primers fragments no tindran la mida esperada, seran una mica més grans ja que la taq copiarà fins on li sigui possible, però com veurem més endavant, s'obtindran en quantitats tan petites que al final no podrem detectar-los. Després es repeteixen una vegada més les tres temperatures, però en aquest segon cicle, els oligonucleòtids, a més d'unir-se a l'ADN que posem a l'inici, també s'uniran als fragments nounats del primer cicle (vegeu segon cicle de la figura 1), per tant en aquest segon pas la polimerasa sintetitzarà 2 fragments llargs copiats directament de l'ADN i 2 fragments de la mida esperada,  que és la mida que hi ha entre els dos oligonucleòtids que hem fet servir. D'aquesta manera amb cada cicle augmentarà el nombre de fragments de la mida que volem. Cal esmentar que abans i després d' aquests cicles es programen dos passos, un de 95ºC durant diversos minuts per iniciar amb desnaturalització, i al final dels cicles, un pas últim d' extensió a 72ºC per permetre que la taq acabi de sintetitzar tots els fragments que poden haver quedat incomplets.
Per a aquest tipus de PCR és necessari que un dels oligonucleòtids tingui la mateixa seqüència que es troba en una de les cadenes de l'ADN, i l'altre haurà de portar la seqüència complementària que estarà al final del fragment que es vol amplificar (per la qual cosa se'ls anomena forward i revers) perquè un sigui complementari a la cadena que forma l'altre; si no és així no es podria amplificar el lloc que es necessita. Com cada pedaç sintetitzat serveix com a base per sintetitzar-ne d' altres en el següent cicle, el nombre de còpies augmentarà en forma exponencial
Per a aquest tipus de PCR és necessari que un dels oligonucleòtids tingui la mateixa seqüència que es troba en una de les cadenes de l'ADN, i l'altre haurà de portar la seqüència complementària que estarà al final del fragment que es vol amplificar (per la qual cosa se'ls anomena forward i revers) perquè un sigui complementari a la cadena que forma l'altre; si no és així no es podria amplificar el lloc que es necessita. Com cada pedaç sintetitzat serveix com a base per sintetitzar-ne d'altres en el següent cicle, el nombre de còpies augmentarà en forma exponencial.




• Exemples:

• PCR (Reacció en cadena de la polimerasa)

ADN planta

ADN planta

ADN planta

ADN planta

ARN planta

ARN virus
ARN planta

ARN planta

ARN virus

ARN virus

ARN virus
ARN virus

Cèl·lula vegetal 
(planta infectada)

Extracció d’ARN
ARN planta i virus

QUINS SÓN ELS MÈTODES DE DETECCIÓ PER A VIRUS EN PLANTES?

https://www.cleanpng.com/png-rna-extraction-trizol-dna-extraction-dna-extractio-5139861/
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Bioassaigs: per determinar el component genòmic, ds RNAs, Hibridació molecular (dot-blot), tissue printing (d'alguna manera es basa en el dot-blot però evita el processament de les mostres), PCR
 La reacció en cadena de la polimerasa (PCR) és una tècnica de laboratori utilitzada per amplificar seqüències o fragments d'ADN. Aquesta reacció permet que uns pocs fragments d'ADN es repliquin en milions o milers de milions de còpies.
El mètode utilitza seqüències curtes d'ADN anomenats encebadors per seleccionar part del genoma a amplificar. La temperatura de la mostra es puja i es baixa repetidament per ajudar l'enzim de l'ADN a duplicar la seqüència de l'ADN que està sent copiada.



• Exemples:

• RT-PCR o PCR (Reacció en cadena de la 

polimerasa)

ARN planta i virus ADNc virus 

https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=32003643

RETROTRANSCRIPCIÓ
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Bioassaigs: per determinar el component genòmic, ds RNAs, Hibridació molecular (dot-blot), tissue printing (d'alguna manera es basa en el dot-blot però evita el processament de les mostres), PCR
 La reacció en cadena de la polimerasa (PCR) és una tècnica de laboratori utilitzada per amplificar seqüències o fragments d'ADN. Aquesta reacció permet que uns pocs fragments d'ADN es repliquin en milions o milers de milions de còpies.
El mètode utilitza seqüències curtes d'ADN anomenats encebadors per seleccionar part del genoma a amplificar. La temperatura de la mostra es puja i es baixa repetidament per ajudar l'enzim de l'ADN a duplicar la seqüència de l'ADN que està sent copiada.



RESULTAT PCR?

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:




https://es.khanacademy.org/science/ap-biology/gene-expression-and-regulation/biotechnology/a/gel-electrophoresis

RESULTAT PCR?

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).




Luz ultravioleta (UV)

RESULTAT PCR?

https://es.khanacademy.org/science/ap-biology/gene-expression-and-regulation/biotechnology/a/gel-electrophoresis

Moderador
Notas de la presentación
L'electroforesi en gel és una tècnica utilitzada per separar fragments d'ADN (o altres macromolècules, com ARN i proteïnes) per la seva mida i càrrega. L'electroforesi consisteix a aplicar un corrent a través d'un gel que conté les molècules d'interès. Sobre la base de la seva mida i càrrega, les molècules es desplaçaran pel gel en diferents direccions o a diferents velocitats, amb la qual cosa se separen unes de les altres. 
Totes les molècules d'ADN tenen la mateixa quantitat de càrrega per massa. A causa d'això, l'electroforesi en gel separa els fragments d'ADN únicament per la seva mida. L'electroforesi ens permet veure quants fragments diferents d'ADN són presents en una mostra i quants són uns respecte a d'altres. També podem determinar la mida absoluta d'un fragment d'ADN examinant-lo al costat d'una "escala" estàndard de fragments de mida coneguda
Com el seu nom ho indica, en l'electroforesi en gel hi participa un gel: un bloc de material similar a la gelatina. Els gels per separar ADN solen estar fets d'un polisacàrid anomenat agarosa, que s'aconsegueix com a foques seques polvoritzades. Quan l'agarosa es calfa en una solució esmorteïdora (aigua barrejada amb algunes sals) i deixa refredar, es forma un gel sòlid lleugerament tou. A nivell molecular, el gel és una matriu de molècules d'agarosa que es mantenen unides per ponts d'hidrogen i que formen petits porus. En un extrem, el gel té osques en forma de ranures anomenades pous, que són on es col·locaran les mostres d'ADN:
Abans d'afegir les mostres d'ADN, el gel s'ha de col·locar en una càmera. Un dels extrems de la càmera es connecta a un elèctrode positiu i l' altre extrem es connecta a un elèctrode negatiu. El cos principal de la càmera, on es col·loca el gel, s'omple amb solució esmorteïdora amb sals que pot conduir el corrent. Encara que tal vegada no puguis veure'l en la imatge superior (gràcies a les meves fabuloses habilitats artístiques), la solució esmorteïdora omple la càmera fins a un nivell en el qual a penes cobreix el gel.
L'extrem del gel que té els pous es col·loca cap a l'electrodomèsia negatiu. L'extrem sense pous (cap a on migraran els fragments d'ADN) es col·loca cap a l'electrodomèstric positiu.
Un cop el gel és a la càmera, cadascuna de les mostres d'ADN que volem analitzar (per exemple, cada reacció de PCR o cada plàsmid digerit amb enzims de restricció) es transfereix acuradament a un dels pous. Un pou es reserva per al marcador de pes molecular, un estàndard de referència que conté fragments d'ADN de longituds conegudes. Els marcadors d'ADN comercials cobreixen diferents intervals de mides, per la qual cosa tractarem d'usar-ne un amb bona "cobertura" en l'interval de mides en què esperem trobar els nostres fragments.
A continuació, s'aplica energia elèctrica a la càmera i comença a fluir corrent a través del gel. Els grups fosfat del seu esquelet de sucres-fosfat li atorguen una càrrega negativa a les molècules d'ADN, per la qual cosa comencen a moure's a través de la matriu de gel cap al pol positiu. Quan el sistema està encès i passa corrent pel gel, es diu que el gel està corrent
Conforme corre el gel, els fragments més curts d'ADN viatjaran més ràpid a través dels porus de la matriu del gel que els fragments més grans. Després d'una estona que ha corregut el gel, els fragments més curts d'ADN estaran més a prop de l'extrem positiu del gel i els més llargs es mantindran a prop dels pous. Els fragments d'ADN molt petits podrien córrer fins a sortir-se del gel si el deixéssim corrent per massa temps
Un cop els fragments s'han separat, podem examinar el gel i saber la mida de les bandes que s'hi troben. Quan un gel es tenyeix amb un pigment que s'uneix a l'ADN i es col·loca sota llum UV, els fragments d'ADN brillaran, la qual cosa ens permet veure l'ADN present en diferents llocs al llarg del gel.
Una "línia" d'ADN ben definida en un gel s'anomena banda. Cada banda conté un gran nombre de fragments d'ADN de la mateixa mida que han viatjat junts a la mateixa posició. Un fragment únic d'ADN (o fins i tot un petit grup de fragments d'ADN) no seria visible per si mateix en un gel.
En comparar una banda en una mostra amb el marcador de pes molecular, podem determinar la seva mida aproximada. Per exemple, la banda brillant del gel anterior té una mida aproximada de 700700700700 parells de bases (pb).



• https://learn.genetics.utah.edu/content/labs/gel

• https://www.youtube.com/watch?v=TYLA4u2J9K0

https://learn.genetics.utah.edu/content/labs/gel
https://www.youtube.com/watch?v=TYLA4u2J9K0
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Nicotiana 
benthamiana

PLANTES HOSTES

Nicotiana tabacum

Sweet potato
(Ipomea batatas)

Whiteflies
(Bemisia tabaci)

VECTORS DE
TRANSMISSIÓ

Aphids
(Myzus persicae)

VIRUS

Sweet potato virus 2
(SPV2)

Sweet potato 
feathery mottle virus 

(SPFMV)

Sweet potato mild 
mottle virus 
(SPMMV)

Sweet potato 
chlorotic stunt virus 

(SPCSV)

PATOSISTEMES 



RECONEIXEMENT PLANTES SANES

N. benthamianaN. tabacumI. batatas



RECONEIXEMENT PLANTES MALALTES

N. benthamianaN. tabacumI. batatas



Família Gènere Estructura Vector

Sweet potato feathery 
mottle virus
(SPFMV)

Potyviridae Potyvirus
Filaments 
flexuosos
830-850 nm 

Pugons

Sweet potato virus 2 
(SPV2) Potyviridae Potyvirus

Filaments 
flexuosos
Partícules

850 nm 

Pugons

Sweet potato mild 
mottle virus 
(SPMMV)

Potyviridae Ipomovirus
Filaments 
flexuosos
800-950 nm 

Mosca blanca

Sweet potato chlorotic 
stunt virus 
(SPCSV)

Closteroviridae Crinivirus
Filaments 
flexuosos
850-950 nm

Mosca blanca

Loebenstein, G. (2015). Control of Sweet Potato Virus Diseases. Control of Plant Virus Diseases - Vegetatively-Propagated Crops, 33–45.
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Hwang, H.-H., Yu, M., & Lai, E.-M. (2017). Agrobacterium-Mediated Plant Transformation: Biology and Applications. The Arabidopsis Book, 15, e0186. doi:10.1199/tab.0186
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• Detectar si hi ha virus en plantes de baates, estudiar com afecten aquests virus a aquestes plantes, 
saber com és la seva transmissió per vectors i intentar buscar el camí per protegir-les

LA MEVA FEINA CONSISTEIX A…

VIRUS
PLANTA DE 

BATATA

PLANTA 
MALALTA



PLANTA MALALTA 
(INFECTADA PER UN VIRUS)

PLANTA SANA 
(SUSCEPTIBLE DE SER INFECTADA PER UN VIRUS)

ASSAIGS DE TRANSMISSIÓ AMB PUGONS



ARA ÉS EL VOSTRE TORN
OBSERVEU ELS PUGONS A LA LUPA I INTENTEU RECONÈIXER LES SEVES 

DIFERENTS PARTS

Fuente: Villacide & Masciocchi, 2014.
Extraído de https://www.intagri.com/articulos/fitosanidad/manejo-integrado-de-pulgones-en-hortalizas?utm_source=Facebook%20Ads&utm_campaign=nitrogeno&fbclid=IwAR3amrj-
kf8rYqTFoioq6l6cmkO4bbgcTAtKLcmZs_vliad43d2GixSULYI - Esta información es propiedad intelectual de INTAGRI S.C., Intagri se reserva el derecho de su publicación y reproducción total o parcial.
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