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OBJETIVO: el alumno aprendera a utilizar equipo y protocolos
de laboratorio para extraer y analizar acidos nucleicos.

REQUISITOS:

El alumno aprendera protocolos de extraccidon y analisis de ADN,
y el manejo de equipo de laboratorio: micropipetas, camaras
electroforéticas, nitrogeno liquido, centrifugas.
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INTRODUCCION

Uno de los aspectos mas importantes en el aislamiento de acidos nucleicos es la prevencion de su
degradacion durante el procedimiento de extraccion. Esto es aun mas importante cuando se
requiere extraer RNA. Durante el procesamiento y metabolismo de RNA en las células ocurre de
manera normal rompimiento y degradacion de moléculas de RNA gracias a que las células poseen
una amplia variedad de nucleasas con actividad especifica y no especifica. Debido a la amplia
distribucion de nucleasas y al dafio potencial que pueden ocasionar durante el aislamiento de RNA,
es importante asegurar que la actividad de estas enzimas sea inhibida totalmente. Una buena
preparacion de acidos nucleicos totales o RNA es indispensable para su posterior utilizacién en
diversas técnicas de analisis molecular.

l. OBJETIVO
Proporcionar a los estudiantes experiencia en el uso de equipo de laboratorio y de técnicas
de extraccion y analisis de acidos nucleicos de plantas y de patégenos causantes de
enfermedades en plantas.

Il. CONTENIDO PROGRAMATICO:
Teoria: 32 horas.
Practicas de laboratorio y campo: 64 horas.

Unidad 1 (13 horas). Aspectos basicos de los acidos nucleicos.
Objetivo: Que el alumno conozca los conceptos basicos sobre los acidos nucleicos presentes en
plantas y patégenos vegetales.

1. Estructura de los acidos nucleicos.

2. Tipos de acidos nucleicos presentes en virus vegetales.

3. Caracteristicas de acidos nucleicos de hongos.

Unidad 2 (13 horas). Aspectos sobre la preparacion del material de laboratorio para el manejo
de acidos nucleicos de plantas y patégenos vegetales.
Objetivo: Que el alumno conozca los aspectos basicos sobre el manejo de equipo de laboratorio
utilizado en los protocolos de extraccion de acidos nucleicos de plantas y de patégenos vegetales.
Entrenamiento en el uso de micropipetas.
Uso apropiado de balanzas.
Caracteristicas y uso de microcentrifugas.
Manejo de agitadores.
Uso del temociclador.
Calculos de porcentajes, proporciones, molaridad.
Protocolos para esterilizar material de vidrio, plastico y de soluciones amortiguadoras.
. Vestimenta adecuada en un alboratorio de biologia molecular.
Unidad 3 (13 horas). Generalidades de los protocolos empleados en la extraccion de acidos
nucleicos de hongos patégenos de plantas.
Objetivo: Que el alumno conozca los métodos utilizados en la extraccion de acidos nucleicos de
plantas y de patégenos vegetales.

1. Protocolo para la extraccion de ADN genémico de hongos.

2. Extraccién de ADN gendmico de hongos usando un kit comercial.

3. Extraccién de acidos nucleicos totales de plantas.

Unidad 4 (13 horas). Electroforesis.

Objetivo: Que el alumno conozca los diversos tipos de electroforesis de acidos nucleicos.
1. Entrenamiento para usar aparatos de electroforesis.
2. Preparacion de geles de agarosa.
3. Como tefiir geles de agarosa. Cuidados necesarios con el bromuro de etidio.
4. Documentar bandas de ADN en geles de agarosa.
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Unidad 5 (13 horas). Extraccion de ARNs de doble cadena.

Objetivo: Que el alumno conozca las caracteristicas y protocolos de analisis de ARN de doble
cadena.

Caracteristicas de ARN de doble cadena.

Protocolo para la extraccion de ARN de doble cadena.

Preparacion de geles de poliacrilamida.

Electroforesis de geles de poliacrilamida.

Tincion de geles de poliacrilamida.

Unidad 6 (15 horas). Técnica de PCR.

Objetivo: Que el alumno conozca los aspectos basicos de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR).
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Aspectos basicos de PCR.

Usos de PCR.

Amplificacién de genes ribosomales.

Amplificacién de genes nucleares.

Amplificacién usando primers especificos para identificar organismos.
Unldad 7 (16 horas). Analisis ISSRs.

Objetivo: Que el alumno conozca aspectos tedricos y protocolos de analisis ISSR.
Aspectos basicos de ISSRs.

ISSR PCR.

Andlisis de geles.

Generacién de matriz.

Anadlisis de diversidad genética usando ISSRs.
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lll. PRACTICAS DE LABORATORIO.

Manejo de micropipetas, micro centrifugas, agitadores, balanzas.
Calculos para preparar soluciones.

Pulverizacién de material vegetal y micelio de hongos con nitrégeno
liquido.

4. Protocolo | de extraccion de acidos nucleicos de material vegetal.

5. Analisis de ADN gendmico por electroforesis en geles de agarosa.
6. Documentacion de geles de agarosa.
7

8

9

W=

Extraccion de acidos nucleicos totales.
Analisis por geles de agarosa de acidos nucleicos totales.
. Reacciones de PCR para amplificar genes ribosomales y nucleares.
10. Purificacién de fragmentos amplificados con un kit comercial.
11. Obtencién de secuencias consenso.
12. Analisis Blast para identificar hongos patégeno de plantas.
13. Reacciones de PCR para analisis ISSRs.
14. Documentacién de bandas ISSR en geles de agarosa.
15. Generacion de una matriz de datos.
16. Analisis de diversidad genética por ISSRs.

IV. METODOLOGIA Y DESARROLLO GENERAL DEL CURSO.

Este es un curso tedrico — practico. El instructor habra exposiciones orales de los
temas relacionados con las actividades de laboratorio. Los alumnos seran divididos en
equipos en donde cada equipo contara con una estacion de trabajo en las mesas del
laboratorio de Patologia Vegetal (IIAF). Los alumnos llevaran a cabo protocolos de
extraccion y analisis de acidos nucleicos de patégenos vegetales.

Los alumnos deberan registrar sus actividades en una libreta. Es decir, deberan anotar
protocolos, notas, resultados, fotos, comentarios, etc., en una libreta destinada



exclusivamente para tal propdsito, la cual sera entregada al finalizar el curso al
instructor. Esta libreta de notas formara parte de la evaluacion final de los alumnos.

V. SISTEMA GENERAL DE EVALUACION.
EVALUACION DE LA PARTE TEORICA
Numero de examenes parciales:
1ro (unidades 1 ala 3) 50%
2do. (Unidades 4 ala 7). 50%

SUMA TOTAL 100%

EVALUACION DE LA PARTE PRACTICA.

Participacion 10 %
Libreta de practicas 80 %
Seminario 10 %

SUMA 100%
Al final del curso solo se obtendra una calificacion, para que el promedio pueda realizarse es
necesario que ambas partes (teoria y practica) sean aprobatorias.
CALIFICACION FINAL = TEORIA+PRACTICA/2

VL. SALIDA A CAMPO
No se realizaran §a|idas a campo

Vil. CORRELACION CON OTRAS MATERIAS.
Microbiologia, Micologia, Biologia molecular.

VII. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Actividades en aula (Teoria)

Unidad 1 semana 1y 2.
Estructura de los acidos nucleicos.
Tipos de acidos nucleicos presentes en virus vegetales.
Caracteristicas de acidos nucleicos de hongos.
Unidad 2 semana 3y 4.
Aspectos sobre la preparacién del material de laboratorio para el manejo de acidos
nucleicos de plantas y patégenos vegetales.

Unidad 3 semana 5y 6.
Generalidades de los protocolos empleados en la extraccion de acidos nucleicos de
hongos patégenos de plantas.
Extraccion de ARN de doble cadena.
Extraccion de acidos nucleicos totales.
Extraccion de ADN de hongos.

Unidad 4 semana 7 y 8.
Tipos de materiales y equipos utilizados en electroforesis.
Geles de poliacrilamida.
Geles de agarosa.
Unidad 5 semana 9y 10.
Extraccion y analisis de ARNs de doble cadena.
Caracteristicas de ARN de doble cadena.
Protocolo para la extraccion de ARN de doble cadena.
Preparacion de geles de poliacrilamida.
Electroforesis de geles de poliacrilamida.
Tincion de geles de poliacrilamida.
Unidad 6 semana 11 a la 13.
Protocolos para utilizar PCR.
Aspectos basicos de PCR.



Usos de PCR.

Amplificacién de genes ribosomales.

Amplificacién de genes nucleares.

Amplificacién usando primers especificos para identificar organismos.
Unidad 7 semana 14 a la 16.

Teoria y aspectos practicos sobre el uso del analisis por ISSRs.
Aspectos basicos de ISSRs.

ISSR PCR.

Andlisis de geles.

Generacién de matriz.

Analisis de diversidad genética usando ISSRs.

Actividades en laboratorio y campo (Practicas).
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IX.

Preparacion de medio de cultivo liquido para hongos.

Inoculacion de medio de cultivo liquido con aislamientos de Fusarium.
Colecta de material vegetal.

Pulverizacién de material vegetal con nitrégeno liquido.

Extraccion de acidos nucleicos totales de plantas.

Anadlisis por electroforesis de acidos nucleicos totales de plantas.
Extraccion de acidos nucleicos de hongos.
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