UEVAS TECNOLOGIAS Y
CONCEPTOS UTILIZADOS EN
FITOPATOLOGIA

™
TEMAS A DISCUTIR

Nuevos tecnologias y conceptos
 Narices y lenguas electronicas
« Nanotecnologia
» Fitobiomas

 Leaf doctor - Aplicacion interactiva para
cuantificar intensidad de la enfermedad

e Biosensores

« Otros ensayos inmunoldgicos o seroldgicos
 “Dip Stick”
* Inmunofluorescencia
* Marcado con oro

« Ensayos que utilizan dcidos nucleicos (DNA o RNA)

« Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y sus
variaciones

« RLFP's

» Reverse Transcriptase — PCR
* Mulfiplex PCR

» Real-Time PCR

* Microarreglos

5/26/2017
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EVAS TECNOLOGIAS Y CONCEPTOS

° quice’s y Ienguqs ScenTrak, Cogniscent®
electronicas
» Son multisensores electrénicos
disenados para examinar ciertos
compuestos que sirven de
marcadores de calidad, detectan
impurezas o infeccion de plantas y
alimentos (i.e.micotoxinas).

» Tecnologia de sensores que
detectan:

* Mezclas complejas en el aire
(aromas) o en un alimento b

. Compug,-s’ros vol%’riles producidos , :
por maderas en descomposicion ~ "y ——

. N. Myung de la Universidad

o plOﬂTOS enfermas. de California en Riverside

* Levaduras que descomponen el
vino (lenguas electrénicas).

—

» Se refiere a escalas

supramoleculares, Frt —
« un nanometro (nm) es10~? de -
un metro. :-"‘i:;;?"-
- En fitopatologia se han B -
utilizado: b '@ '
* nanoparticulas de plata e
sintetizadas con extractos de e oo
plantas para inhibir bacterias, 4s
hongos y oomicetos (i.e. e - %
Phytophthora) fitopatdgenos. . B o 8
« nanoemulsiones enlazadas a &, ...

ampicilina resulfando exitosas
en el control del HLB o "citrus
greening”.

en.wikipedia.org/wiki/Nanotechnology




The Leaf Doctor

——

“LEAF DOCTOR"

+ Aplicacién para teléfonos
inteligentes y iPads.

+ Distingue entre hojas
enfermas y sanas.

» Calcula el % de severidad
de la enfermedad.

* Ventajas
» Rdpido en el

procesamiento de
imagenes

* Preciso
» Facil de usar
» Gratis

and host
Pt or Peatmert. Data may be deieled by sicng e indvicual ool 10 e e & reveal

e
rven s, and e e Aok sk g2y cid) 0 ceine e s

Pethybridge and Nelson, 2015. Plant Disease

Se promueve con el estudio de los
fitobiomas decifrar las interacciones

de las plantas con microorganismos.

Estas interacciones podrian
explotarse en beneficio de las
plantas.

Las comunidades microbianas
juegan un rol crucial e importante
en el funcionamiento de las plantas
ya gue influyen en su fisiologia y
desarrollo.

Los microbiomas pueden promover,
la germinacion de semillas, vigor,
nutricion, productividad,
crecimiento y reaccién a
enfermedades.

FITOBIOMAS

——

L A
[Growth & development ] [ Nutrient acquisition )

A -9
[Tolerance to abiotic stress | [Pretection against pathogens |

The

GOOD

[Physiology/metabolism | [ Immune response ]
-

The rhizosphere
MICROBIOME

The e

BAD LY

[Plant diseases]
-

[Food contamination]
-

From: Mendes et al., 2013. FEMS

5/26/2017



N
BIOSENSORES

* Las cianobacterias bioluminiscentes son
utilizadas en la deteccion de yerbicidas y ofros
contaminantes de aire.

* Responden a estos reduciendo su .
crecimiento por ende su bioluminiscencia.

« Hongos (liguenes) son indicadores de salud en
el bosque.

* Insectos acudticos indicadores de pureza en
cuerpos de agua.

et “ﬂ
SAYOS INMU OLOGICOS’

* ELISA = Enzyme-Linked Immunosorbent Assoy

* Factores que afectan la técnica de ELISA ’ y
« Su aplicacién, si es a nivel de campo o laboratorio (> Con?'thSI
* Muestra: suelo, agua, tejido vegetal.

* Aungue no distingue entre células viables y muertas, es una
ventaja cuando la condiciéon de las muestras es pobre para
aislar el patégeno.

*Nivel de sensitividad que se requiere

» La necesidad de resultados rdpidos y de cuantificar

« El técnico

* “Immunostrips”
« Limitante: Detectan un limitado nuUmero de especig

de virus, bacterias y oomicetos.

5/26/2017
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[

Fig 21.2. Dipsticks incubated in an extract from A melleaintected wood.

Armillaria mellea en
tejido de un arbol

color verde amarillo
fluorescein) o rojos
rhodamine).

« Dificil de estandarizar e
interpretar.

* Requiere equipo
sofisticado y experiencia
para ver y cuantificar la
reaccion.

* Mds sensitiva que la ELISA.
» De uso en investigacion.

—~
CIA

A. Espiroplasma (verde fluorescente) en
sistema digestivo del vector
(saltamontes)

B. Control

Tomado de: Ammar y Hogenhout, 2005. Ann.

Entomol. Soc. Am. 98(6): 820-826.
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MARCADO CON ORO
(IMMUNOGOLD LABELING)

« Se utilizd por primera vez :
con el microscopio gt SRR
electronico, actualmente X
se utiliza con otros
sistemas.

« Se requiere de equipo y
conocimiento técnico.

Inmunolocalizacion de lacasas en
arbol de Betulainfectada con un
basidiomiceto (Rigidoporus lignosus)

=—ENSAYOS QUE UTILIZAN )

ACIDOS NUCLEICOS

» Dependen de:

« la extraccion del dcido nucleico (i.e.
DNA o RNA).
. R?:occién en cadena de la polimerasa o
PCR
« Utiliza iniciadores (primers)
dependiendo de la regidon o gen a
amplificar.
+ Enlaidentificacion de hongos la
region genética mas utilizada es ITS
del DNA (ej. ITS1 y ITS4).




——

lagndstico de Phytophthora en
raices de frambuesas

ﬁ:FMn#*Q:

jd Fig 19.3. Agarose gel electrophoresis of PCR products from DNA from a . fragariae var. rubi

R culture (P), healthy raspberry roots (H), and raspberry roots infected with 2. fagariae var. rubi(l),

il kb = size marker (1 kb-ladder, Life Technologies).

Stammler y Seemdller, 1994. Modern Assays for Plant
Pathogenic Fungi. CAB International, UK

——

vignardia mangiferae: hongo endéfito
en tejidos de rambutan

Figura 39. Gel de electroforesis del producto de PCR de los aislados 147.01 y 220.11
uviilizando los primers CITRICIITS4 y CAMEL2ITS4. Primera fosa. marcador
molecular de 1 kb: Segunda y tercera fosa, controles negativos con aislado 147.11 de C.
gloeosporioides: cuana y quinta fosa. aislado 220.I1 G. mangiferae con los primers
CITRICL/ ITS4 y quinta y sexta fosa, aislado 220,11 con los primers CAMEL2 / ITS4.

Serrato Diaz, 2010

“Baayen et al,. 2002. Phytopathology 92:464-477.
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NOSTICO DE AISLADOS VIRULENTOS (A) Y NO
VIRULENTOS (NA) DEL HONGO, LEPTOSPHAERIA
- MACULANS, UTILIZANDO RAPD-PCR*

Leptosphaeria maculans
A

I/bp %123 I/kb

e e e O

S e B b e

3 v o T - D

Pata negra del col de bruselas (Brassica) j

*d@bs primers se escogen al azar T Yy

Fig 1.1. Differentiation between aggressive and non-aggressive strains of L. maculans using primer
17 (5'-GGCATCGGCC-3"). Left-hand markers: 123 bp-ladder; right-hand marker 1 kb-ladder; lanes
1-3 and 5-7: aggressive isolates; lanes 8~17: non-aggressive isolates.

4. M dem Assays. for

ernational, UK |

LP - Restriction Fragment Length Polymorphism

- . S ...AG'C T... 37
e Utiliza enzimas de Alul 37 .7 c‘ﬁ A... 5°

restriccion (RE) H
..6 GYC C... 3~

2
o Aluly Hae III (4 cutter) ™' 3- ...ce66... 5
producen terminales , ¥, .
5" ...6¥6ATCC... 3
obtusos BamHl 5. ...c"r':"'i"'ﬁ"'i;lﬁ... 5°
e BamHI, HindIII y EcoRI s> ...afecTT... 3
(6 cutter) terminales Hindll 3 TSN, s
pegajosos (desiguales) 5” ---5!'.‘...‘1..!..1.9--- 37
Ecol 5. L CTTRRS. . 57

Alul and Haelll produce blunt ends

BamHI Hindlll and EcoRl produce “sticky” ends
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RFLP para

diferenciar especies
de Phoma spp.
aisladas del suelo

Phoma putaminum y
Phoma macrostoma

Badillo et a/. 2008. J. Agric. UPR

EcoR1 Clal HindII1 Scal MM

RFLP: Polymorphic patterns of the ITS region from the rDNA obtained with

five restriction enzymes (left to right: Alul, EcoRl, Clal, Hindlll and Scal). Legend:
Molecular markers (M1) ; arrows show Phoma macrostoma (—) isolates, the other
isolates belongs to Phoma putaminum (Badillo et al. 2008. J. Agric. UPR)
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MM1 MM2 Hindi1l

RFLP: Polymorphic patterns of the ITS region from the rDNA obtained with the restriction
enzyme HindIll. Legend: Molecular markers (MM); arrow shows Phoma macrsotoma (—)
isolate, the other isolates belongs to Phoma putaminum (Badillo et a/. 2008. J. Agric. UPR).

REVERSE TRANSCRIPTION - PCR

« Para deteccion de Virus  Reverse Transciption
a base de RNA. N NN Ny
» Extraccion de RNA viral. RNA Virus J »
P er

* EI RNA se frata con

DNAsas para eliminar nn
toda posible T e . -

COﬂTOminOCién con DNA. Jmcrsel‘mscrtpuon

« Se genera una copida
DNA del RNA con la NN -

enzima transcriptasa en

revers O. reverse iransciplase e
+ Se corre el PCR con g\//\\/\\//\/-n-a—m
primers especificos. NN AN

5/26/2017
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MULTIPLEX RT-PCR

M1 2 3 45 6 7 8 91011N

185 »
GLRaV-2 4
Gve >
AMY >
GLRaV-3
GVA >
GLRaV-1 %
GFKV &

RSPaV
GRV

Fig. 2. Agarose gel electrophoretic analysis of DNA fragments amplified from
infected and healthy grapevines by multiplex reverse transcription-polyn ¢
chain reaction (mRT-PCR) and single RT-PCR (sRT-PCR). Details on primers
are provided in Table 1. Lane 1: positive control, all primers; lane 2: healthy
control, primers for 188 rRNA (844 bp): lane 3: Vermentino, primers for
Grapevine leafroll-associated virus-2 (GLRaV-2: 543 bp): lanc 4: Albarossa,
primers for Grapevine virus B (GVB: 460 bp): oir, primers for
Arabis mosaic virus (ArMV: 402 bp); lane 6: Bruciapagliaio, primers for
GLRaV-3 (336 bp): lane 7: Bruciap o, primers for Grapevine virus A
(GVA: 272 bp): lane 8: Bruciapagliaio. primers for GLRaV-1 (232 bp):
lane 9: Moscato, primers for Grapevine fleck virus (GFKV: 179 bp); lane 10:
Moscato, primers for Rupestris stem pitting-associated virus (RSPaV; 155 bp):
lane 11: Kober SBB. primers for Grapevine fanleaf virus (GFLV: 118 bp): lane
N: water with all the primers: and lane M: 100-bp DNA ladder.

ectaron 9 virus diferen
ino, G., and Gribaudo,

REAL TIME - PCR

@ Reporter
+ Especifica, sensitiva 'y G ® Quecher
reproducible. B 8 o ®
+ Monitorea la fluorescencia emitida T — i

STRAND DISPLACEMENT

durante la reaccidn, es un e
indicador de la produccién del BE e @

fragmento de DNA de interés —
durante cada ciclo de PCR. CLEAVAGE

@
» Detectay cuantifica una B D
molécula reportera fluorescente EE——
(Tagman®).

* La senal aumenta en proporciéon
directa ala canfidad del
producto de PCR en la reaccion.

v
EET

Probe .)_

11



» No requiere correr

una electroforesis
para detectar el
producto de PCR.

Schaad et al., 2003. Annu.
Rev. Phytopathol. 41:305-24.

~
REAL TIME - PCR

T
0246 81012141618202242 2%3032W%W4H0 Reperter:[_an v ]

Yiewer: _—Aﬂn (B.w

TITT T T I T T TT TITTTTT

ct Std Dev
15.18 0002 |
33063 0006 =
12

Figure 4
bean rust

ABI Prism
Ppa 2 were used with a 5"-FAM-labele

(ARQ

the bottom axis is the PCR cycling stage.

Real-time polymerase chain reaction (PCR) amplification of DNA from the soy-
pathogens Phakoy pachyrhizi and P. meibomiae by TaqMan PCR using an
)0 Sequence Detection System. P. pach specific primers Ppml and
lernal probe (Frederick etal. 2002). The left axis
the change in fluorescence that is a measure of probe cleavage efficiency, and

ETECCION DE FITOPLASMAS EN CULTIVOS DE
PR UTILIZANDO REAL TIME-PCR

—

Negative samples

(Nonspecific
amplifications) ? L7

o< Positive
les and
lo samp
. standard
dilutions Tm of
823C.

Fig. 2. gPCR amplification of phytoplasma DNA using SYBR® green assay and universal primers
for phytoplasma detection designed in this study. A. Component Melt (Melting Temperature
82.3°C) from positive sample PP (JD) 33 and the DNA standard dilutions. B. Electrophoresis on
1% agarose gel of gPCR products. Lanes 1. pigeon pea (JD) 33: 2. pigeon pea (Is) 43 3. pigeon
pea (Is) 44: 4. pigeon pea (Is) 45: §. periwinkle (Ma) 5: 6. periwinkle (Ma) 6: 7. periwinkle (Ma)
7. 8. orange (JD) 32. Negative control (molecular water). First and last lane: 100bp DNA ladder.
Locations: Ad = Adjuntas: JD = Juana Diaz: Is = [sabela and Ma = Mayagiiez. Similarly, melting
and component curves differed in fluorescence levels compared to those obtained with positive

Caicedo, 2015.

5/26/2017
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MICROARREGLO‘Sq
(MICROARRAY

Py

ASSAYS

» Se puede estudiar la expresién
de muchos genes a la vez.

+ Se utiliza robdtica para colocar
el DNA en las laminillas
modificadas.

» Las sonda utilizadas son
fluorescentes y el cambio en
color indica el nivel de
expresion del gen.

» Es una técnica muy costosa,
es utilizada en medicina.

MICROARREGLOS PARA
DETECCION DE VIROIDES

(A) (B) (©)
000 ssjsee | escecos0e ecscscsee -
HEXSEPCRENG

! Hostuviroid Probes (Y1)
"ece 00 eee®co e

Hostuviroid Probes | Hostuviroid Probes |

Zhang et al., 2013. PLOS
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