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Introduccion - PRV

PRV — Cultivo de tejidos vegetales

Caso tubérculos, ornamentales, bananos,
forestales y frutales

Nuevas técnicas para diagnostico
de enfermedades
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Plantas

reproducidas ._.© o

vegetativamente

Seguridad
alimentaria: papa, ,‘
yuca, iame, platanos

PRV: bulbos, rizomas, estolones,
esquejes, sarmientos, tubérculos etc.

Perecibles, voluminosos, se pueden
reproducir in situ.

PRV Riesgos de degeneracion por

@®-

presencia de plagas, enfermedades

Regulacion formal internacional,
nacional (certificacion para garantizar
sanidad, identidad, calidad)

Colombia ICA resol. 3168 del 2015
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Cultivo de tejidos vegetales in vitro

TOTIPOTENCIA: Una Organos determinados: Hojas, flores y frutos.

Organos indeterminados: dpices meristematicos de raicesy brotes no

vision de Haberlandt, e
reproauctivos.

1902

En plantas incluso en células
con alto grado de madurez y
diferenciacién, retienen su
capacidad para regresar a un
estado meristematico,
siempre y cuando tengan un
sistema de  membranas
intacto y un nucleo viable.
(Gautheret 1966)
v '

} —  Apice meristematico

Brote apical
A
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Pasos basicos en micropropagacion

Planta
entera Explante Micropropagacion Enraizamiento Aclimatizacion
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Cultivo in vitro Ex vitro In vivo
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CASO CERTIFICACION
TUBERCULOS SEMILLAS DE PAPA
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Minitubérculos y e

i 1 |n$ﬁ:uclonallen
esquejes obtenidos de ékﬁﬁ;’f/‘
plantas in vitro S

Es la descendencia
de la semilla Basica
o Registrada.

Super élite

Certificada
Esquema de

certificacion de
semilla de papa

Tubérculos obtenidos en

invernadero por la

multiplicacion de esquejes o
ini tubérculos Superélite

Basica
gen. 1y 2

Es la descendencia de la Registrada

semilla Basica.

gen.1ly?2

Es la que resulta de
la multiplicacion de

semilla Elite.
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. PLRV, PVY, PVX, PVS
Meloydogyne spp, Virus YVPV, PSTvd
Globodera spp

Plagas y enfermedades
que afectan la calidad En
de las semillas de papa

Rhizoctonia solani, Phytophthora
infestans, Roselinea sp, Spongospora

Neopacthus spp, Premnotrypes vorax, chizas y subterrranea, Streptomyces scabides,
babosas, Phthorimaea operculella, Tecia Pl 3 gas Ralstonia solanacearum
solanivora




Vo

Proceso in vitro

Indexacion:
Técnicas seroldgicas
Técnicas moleculares
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Meristemo de
papa

Aislamiento de meristemos
en cabina de flujo laminar

Microtubérculos

Induccion micro tubérculos
Seguimos avanzando



Proceso de produccion de minitubérculos

—

Siembra de plantulas en
cultivos aeroponicos

Aclimatizacion de plantas in
vitro o brotacion de
microtubérculos

Formacion de minitubérculos Minitubérculos cosechados
DY $Scguimos avanzando



CASO CERTIFICACION
ORNAMENTALES —
Chrysanthemum morifolium

V-
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Pérdidas ocasionadas por el virus TSWV y el viroide CSVd en el
Oriente Antioqueio

1125
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(WA
[HEY

Frankliniella
occidentalis

500 1.3

0
B TALLOS PRODUCIDOS  ®m TALLOS PERDIDOS = DOLARES

v Area estimada 536 Ha (Datos expresados en millones)
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Candidato a stock

— LT N\ \ &5 )
Cultivo meristemos Planta diagnosticada S ere e
F.v

!

Seleccidn clonal \

Seleccion clonal Propagacion in vitro | | / !

\
|
Material elite

Material prebasico

Invernadero a prueba

stock nuclear de trips y afidos

diagnosticada

Mantenimiento in vitro

-
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Stock de propagacion 1 — tres ciclos en invernadero controlado

/

Diagnosticada -
Inspeccionada

Diagnosticada -
Inspeccionada
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Rasetucion anz3 co o/t
el

Diagnosticada -
Inspeccionada

¥

/

Stock de propagacion 2

Se debera tener precauciones contra:
Nematodos, Frankliniella occidentalis
(y otros thrips, Liriomyza spp.,
Spodoptera spp. Y Trialeurodes
vapos@eiorum

RN

Esqueje
certificado
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Control de calidad fitosanitaria

Patégenos que se deben prevenir y controlar durante el proceso:
= Erwinia chrysanthemi

=  Pseudomonas syringae pv. Syringae

= Verticillium spp.

= Fusarium oxysporum f.sp. chrysanthemi

= Puccinia horiana

=  Aphelenchoides ritzemabosi

= Agrobacterium tumefaciens.

Diagndsticos moleculares y ELISA: RT-PCR

= Tomato spotted wilt tospovirus (TSWV)

" |mpatiens necrotic spot tospovirus (INSV)

=  Chrysanthemum stunt pospiviroid (CSVvd).

= Chrysanthemum virus B (CVB)

= Tomato aspermy virus (TAV)

= Cucumber mosaic virus (CMV)

= Stem necrosis virus (CSNV)

Chrysanthemum chlorotic mottle viroid (CChMVd)
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MANEJO DE LA DEGENERACION
DE RIZOMAS EN BANANOS Y

V-

PLATANOS
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PROBLEMAS FITOSANITARIOS EN BANANO Y DETECCION

Banana bunchy top disease (BBTD
Chen y Hu, 2013)

= 155bp

5S.K. Sharma et al. / Scien E

Banana streak disease (BSVs)

(Sharma, 2014)

DAS-ELISA NCM-ELISA

= Ralstonia and Xanthomona: ELISA, LAMP (amplificacion isotérmica)

=  Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc)1 -4- e
(Inmunodiagnosis)
opholus similis, Pratylenchus goodeyi, Pratylenchus coffeae)

nana weevil (Cosmopolites sordidus)

= Nematodos
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Crecimiento de plantas Fase de proliferacion

Plantaciones en c — Gross Michel en Abejorral .
en vivero
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= |noculacién con HFM i
=  Microorganismos |
(Trichoderma, Bacillus) |
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Induccidn y seleccion de |
|

mutantes |
7 [ . . |
Enddfitos in vitro |

—_—————e—ee e —

Desinfeccién sustratos, |
calidad agua riego |
|
|
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PRODUCCION DE MATERIAL DE
SIEMBRA EN FORESTALES
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Propagacion clonal in vitro de teca

Vo
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Induccion de
brotes
epicormicos
en arboles de
20 anos

Establecimiento in
vitro de apices
meristematicos

Enraizamiento

Reproduccion de
materiales in vitro
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Propagacion en minijardines clonales

==

Plantula enraizada

Miniesqueje enraizado
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Propagacion Vegetativa de Pinos
-Embriogénesis Somatica-

Conos inmaduros Multiplicacién sométicé Criopreservacion
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Micropropagacion de especies forestales nativas
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COMINO (Aniba perutilis) , ABARCO (Cariniana pyriformis) , ROBLE (Tabebuia rosea),
ALMENDRON (Cariocar glabrum), QUIMULA (Citharexylum subflavescens)

Enraizamiento
ex — vitro

oles madres

Proliferacion _
] Seguimos avanzando



Micro propagacion clonal del mortifio (Vaccinium meridionale) con la participacion cientifica
de CORPOICA, CORANTIOQUIA Y EL FINANCIAMIENTO DEL MADR : Como aminorar un riesgo
de erosion genética por el extractivismo en los bosques montanos.
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La biodiversidad en mora de Castilla
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MICROPROPAGACION
At S -~y

SIN TUNAS

Relacionamiento:
Productores de Antioquia,
Pereira, Cundinamarca,
Bucaramanga, Boyaca,

Valle del Cauca. nos avanzando




Propagacion clonal de portainjertos nativos en aguacate
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Arboles criollos % 3
seleccionados de i N
VItro Diferenciacion
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Técnicas para la erradicacion de virus
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Quimioterapia

Ribavirin Tiazofurin

Benzamide

Selenazofurin : :
riboside

Cultivo de meristemos

Crioterapia
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Métodos de deteccidn de virus y viroides
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Pelicula fotografica
I I S N N .

\I/

Sonda %P (NASH)

_y¥
(Plantas indicadoras) Acido et O .
nucleico I S

(Microscopia
electrénica)

Electroforesis

I1IS
PCR
Proteina (PCR)
(ARNd)
STE
EtOH +
al 16% EtOH (16%)
(Sintomatologia)
ARNd
ADN
ARNs
Electroforesis
A . :
8-» Precipitacion (Inmunodiagnosis)
CIP, 1997
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Platforms for identification/detection

r

Strcm(g+ fg;itive Mp(%%;:z YWeak(ec);silive Y Ne%_a)live

. ELISA "_'. A .f.

c I : : :

= <—Control line
B8 IFC % H HAH H«—Tesﬂme

Immunofluorescence colony-staining | |
/; ‘. /
" LFD C/
Lateral flow device iR
® Real-time PCR 4
® Luminex '
—_—

® Next Generation Sequencing

® Isothermal amplification: LAMP

® Phenotyping
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LAMP: Loop-mediated isothermal amplification

During the LAMP reaction, target sequence repeats
of different sizes are produced
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Combined amplification and monitoring
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To simplify the procedure, amplification and detection can be
combined in a single system:

Genie |l Genie lll

- 8/16-well device with touch screen to follow DNA amplification in real-time
- Stand-alone operation without PC
- Internal rechargeable Li-Po battery (OptiGene Ltd.)
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On-site detection procedure

= Sampling

* Symptomatic tissue
* Insects

* Water

* Air

WAGENINGEN 2

LAMP applications

Microbial spores of fungi and bacteria
can be captured with special pore size
filters

Pcrociiaoion.
Institucional en
ALTA/
CALIDAT
R

Combined amplification and monitoring
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Microsieves

With on-site LAMP detection we
demonstrated traces of Botrytis
spores

—
- }7\

wa s v FEEENVGREN

Extraction procedure
Sample preparation

Minimum Performance Parameters (MPP) are
applied to a number of matrices (leaf, insects,
water or air)

DNA / RNA-sampling criteria:
- Easy
- Fast
- Efficient
- Cheap

WAGENINGEN \\-%'

Corioles air sampling: bacteria and fungi spores can be
captured in a solution

Air
Liquid
o® Biological agents

AWAEENINGEN
INIVERSITY & RESEARCH
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LAMP based developments and applications at Wageningen Plant Research

LAMP assay Pathogen

Dev Fusarium oxysporum f.sp. cubense tropical race 4

Dev Detection of most relevant toxigenic fungi (Fusarium/Aspergillus)
Dev Mycogone perniciosa

Dev EHEC food pathogen

Dev Rhexocercosporidium carotae

Dev Guignardia citricarpa

App Xylella fastidiosa

App Chalara fraxinea

Tomato chlorosis virus, (TOCV); Tomato infectious chlorosis virus, (TICV)

Dev Tomato yellow leaf curl virus, (TYLCV); Cotton leaf curl virus (CLCuV)

In dev Strobilurin induced Genotype | en Il resistance in Alternaria solani

Seguimos avanzando




Foc TR4 On-site diagnosis

LAMP run on TR4 infected plant

Cultivar: Grand Naine Cavendich

Age: Sth generation - 4 to 6§ months old

Location: Sitio San Agustin, Pantaron Gellacic Farm Entrep.
GPS reading: N 7-31'21" E 125- 40'17"

Cavendish banana infeced Cornm |

WAGENINGEN

Cox Tra

Foc TR4 infected corm Extraction 1 - Duplo 1 13:30 23:00
Foc TR4 infected corm Extraction 1 - Duplo 2 13:30 19:

Foc TR4 infected corm Extraction 2 - Duplo 1 14:15 18:30
Foc TR4 infected corm Extraction 2 - Duplo 2 14:15 21:45
Foc TR4 infected corm Extraction 3 - Duplo 1 14:00 18:30
Foc TR4 infected corm Extraction 3 - Duplo 2 14:30 19:15
Foc TR4 infected pseudostem  |Extraction 1-Duplo1 | 14:00 | 16:15
Foc TR4 infected pseudostem Extraction 1 - Dupio 2 17:45 17:45
Foc TR4 infected pseudostem Extraction 2 - Duplo 1 15:00 17:15
Foc TR4 infected pseudostem Extraction 2 - Duplo 2 15:00 | 22:15
Foc TR4 infected pseudostem Extraction 3 - Duplo 1 15:00 | 20:15
Foc TR4 infected pseudostem Extraction 3 - Duplo 2 18:00 | 18:45
Foc TR4 positive control none | 11:45
Foc TR4 positive control none | 11:30
Negative control water none | none
I\Iegative control water none | none
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Detection of biotic stress exsx J

Tobacco and CRSV Virus

This tobacco plant is infected with CRSV virus. The plant shows visual sympioms (color picture left side), but quantification of infection sze is difficult. The image
at the center IS the cakulated Fv/iFm Image of the CropReporter, showing the efclency of photosynthests In faise colors. The red and black colors show a

low efficiency of photosynthesis caused by the inleraction between virus and plant. The CropReporter Analysis soflware can easily quantify 1his area, colored in
blue in the right image. This is an objective and fast way 1o guantify the percentage of infected plant area caused by the virus.

- r
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ISin embargo ...... siempre sera fundamental el diagndstico en campo, la V ouco N
observacion, la experiencia del profesional y la correlacion de los resultados del '\é{:g’/
laboratorio con la sintomatologia en campo. No todo se resuelve en el laboratorio!
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