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Centrifugar las muestras a 14,000 RPM por 1 min (3
min si se desean muestras mas limpias), para

10. Practica # 2. Extraccion de ADN. Protocolo de
Extraccion de ADN, adaptado al LBA, Skroch et al. (1998)

Cosechar tejido fresco de plantas (6-8 mitades de
hojas jovenes).

Agregar 50 ul del buffer de extraccion (PEX) en un
tubo para microcentrifuga eppendorf de 1.5 ml.
Macerar el tejido en el tubo usando una barra (pestle)
de plexiglass de laboratorio. Agregar 450 ul adiciona-
les de buffer PEX y agitar el tubo en el vortex.

Antes de 1 hora, colocar los tubos con las muestras
de tejido en bafo maria a 65 °C durante 30-60 min.

Centrifugar la muestra durante 10 min a 14,000 RPM
(alta velocidad) usando una microcentrifuga, para
concentrar los residuos de tejido (pellet).

Transferir el sobrenadante a un tubo eppendorf de 1.5
ml limpio. Precipitar los acidos nucleicos llenando los
tubos con una mezcla 6:1 de etanol:acetato de
amonio 7.5 M. Mezclar invirtiendo los tubos y dejar
precipitar por 30 min a temperatura ambiente.

Agitar los tubos manualmente para romper el precipi-
tado.

Peletear los acidos nucleicos precipitados, centrifu-
gando las muestras a 3,000 RPM (baja velocidad)
durante 10 min en una microcentrifuga.

Eliminar el sobrenadante.
Agregar a los tubos con los pellets 300 ul de RNAasa
A (concentracion de 100 ug/ml) + buffer TEa 0.1X

(juntas).

Agitar los tubos manualmente y colocarlos a incubar
en bafno maria a 37 °C por 1 hora.
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peletizar los residuos de tejidos remanentes.

Transferir el sobrenadante a un tubo limpio de
microcentrifuga de 1.5 ml.

Precipitar el ADN llenando los tubos con una mezcla
10:1 de etanol:acetato de sodio 3 M.

Mezclar invirtiendo los tubos y permitir que se
precipiten a temperatura ambiente por un tiempo no
mayor a 30 min.

Agitar bien los tubos manualmente para romper el
precipitado, antes de proceder a peletearlo.

Centrifugar las muestras por 5 min a 3,000 RPM para
peletizar el ADN.

Vaciar el etanol/acetato de sodio y lavar los pellets
llenando los tubos con 70% etanol; agitar manual-
mente.

Colectar los pellets centrifugando por 15 segundos a
14,000 RPM.

Vaciar el etanol y secar los pellets invirtiendo los
tubos sobre papel toalla (2-3 horas o de un dia para el
otro).

Rehidratar los pellets agregando 100-200 ul de buffer
TE 0.1X (dependiendo de su tamano). Ayudar a
disolverlos colocando los tubos en bafio maria a 65
°C durante 15 minutos.

Almacenar las muestras de ADN en un congelador a
-20 °C. A partir de este paso es necesario medir la
concentracién de ADN (ng/ml), con el fin de preparar
las diluciones necesarias para efectuar las reacciones
para su amplificacion.
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Biodiversidad:

Bio = vida, Diversitas = diversidad. Es la totalidad
de genes, especies y ecosistemas que posee una
region determinada. Se denomina también diver-
sidad biologica.

Bidtico - bancos de genes:

Son bancos que conservan genes o fragmentos
de ellos. Son colecciones de moléculas de ADN
recombinante en donde hay inserciones que re-
presentan un genoma completo de un organismo.

Caracter (caracteres), caracteristica (caracteristicas):

Es un atributo fenotipico estructural o funcional de
un organismo, que es producto de la interaccion
de uno o varios genes con el ambiente en el cual
éste se desarrolla.

Caracteristica cualitativa:

Caracter de variacion discontinua, que se muestra
en varios estados, generalmente es controlada
por mas de un gen y que es poco o nada afectada
por el ambiente.

Caracteristica cuantitativa:

Caracter de variacion continua, cuya expresion es
controlada por varios genes y es afectada por el
ambiente.

Caracterizacion:

Medidas o evaluaciones de la presencia/ausencia
o grado de especificidad de los genes, polimorfis-
mos o caracteres, cuya expresion no es afectada
por el ambiente.

Caracterizacion fenotipica:

Evaluaciones dirigidas a uno o varios caracteres,
de un organismo, que son de alta heredabilidad,
que se pueden observar y medir, que se expresan
de igual manera bajo cualquier condicién ambien-
tal y que permiten distinguir a los individuos de
manera fenotipica.

Caracterizacion molecular:

Evaluaciones dirigidas a uno o varios genes espe-
cificos, o a polimorfismos de ADN, que se encuen-
tran en un organismo, por medio del uso de mar-
cadores moleculares de ADN, ARN o proteinas.

Cistron:
es la unidad minima de la informacion genética.
Son fragmentos de ADN codificante (exones) pre-

sentes en un gen. Un gen puede tener uno o va-
rios cistrones.

Clon - clones:

Poblaciones de molécuias de ADN recombinante
que poseen la misma secuencia. Se atribuye el
término a células u organismos que poseen exac-
tamente el mismo genotipo.

Coevolucion:

Es la evolucion simultanea o conjunta de dos o
mas organismos que se interrelacionan de mane-
ra positiva o negativa. Situacion en la cual dos o
mas organismos actian como agentes selectivos
entre ellos. Ejemplo: Phaseolus vulgaris y Rhizo-
bium leguminosarum.
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Coleccion activa:

Es el total de accesiones 0 muestras de un germo-
plasma que se almacenan a corto, mediano o lar-
go plazo y que son mantenidas por fines de estu-
dio o investigaciones.

Coleccion base:

Coleccion mas amplia y completa de accesiones
de germoplasma almacenada durante uno o va-
rios periodos largos, con fines de conservacion.
Es usada para suplir vacios en la coleccion acti-
va.

Coleccion nucleo:

Coleccion céntrica que agrupa dentro de un na-
mero minimo de accesiones la mayor variabilidad
existente en una coleccion base.

Colonia bacteriana:

Se refiere a la agrupacion masal de células micro-
bianas que provienen de una sola célula progeni-
tora.

Contaminacion:

Ingreso de microorganismos no deseables en un
ser vivo, medio de cultivo u objeto.

Cromatosoma o en inglés Chromatosome:

Es la subunidad del cromosoma que esta formada
de 166 pares de bases enrrolladas al octamero de
histonas y mantienen su posicién por medio de un
conector que es la Histona Uno H1. khrom(at)-
XP®-Ha/-patog gr. ‘color’ + -o- gr. + sdm(a) ow-
pa/patog gr. cient. corpusculo celular, cromoso-
ma.

Cromosomas artificiales de bacterias:

Plasmidos modificados, de una sola copia, que se
usan para clonar un mayor numero de pares de
bases en comparacién a otros métodos. Contie-
nen genes con resistencia a antibidticos.

Cultivo:

Es el crecimiento de microorganismos o entes bio-
l6gicos bajo condiciones controladas.

Cultivo mixto:

Contiene mas de un tipo de microorganismo o
ente bioldgico.

Cultivo puro:
Contiene so6lo un tipo de microorganismo o ente
biologico.

Descriptores:
Son las caracteristicas cualitativas o cuantitativas
que se usan para identificar a un organismo a di-
ferentes niveles taxonomicos, mediante caracte-
res morfolégicos (marcadores morfologicos),
agronomicos y ecogeograficos.

Distancia genética:
Es el grado de relacion o parentesco entre orga-

nismos, subgrupos o poblaciones que fueron me-
didas por variables estadisticas.
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Diversidad genética:

Se refiere a la variacion en la composicion geneti-
ca (pool genético) entre individuos, de fa misma
especie o fuera de ella.
Diploide:

Se refiere al juego completo del material genético
de un organismo, el cual consiste de un par de
cromosomas, uno proveniente del padre y el otro
de la madre. Las células somaticas poseen nume-
ro diploide de cromosomas, mientras que las célu-
las de reproduccion o gametos son haploides.

Enzima de restriccion:

Enzimas de tipo nucleasas que cortan al ADN en
regiones de secuencia especifica.

Entrada:

Es una muestra de un germoplasma que repre-
senta la variacion genética de una determinada
poblacion.

Espora:

Es una unidad simple de propagacion, carece de
embrion (reproduccion sexual), tiene la capacidad
de germinar cuando las condiciones son adecua-
das y generar un organismo de la misma especie
de la cual fue generada.

Esterilizacion:

Es la eliminacion total de toda forma de vida de un
objeto o medio de cultivo.

Fago:
Proviene del griego phagein, que significa comer.
Fenotipo:

Es la apariencia fisica de un individuo la cual re-
sulta de la interaccion de su genotipo con un am-
biente determinado. Se atribuye el término tam-
bién a las caracteristicas medibles u observables
de un organismo.

Flujo genético:

Es el intercambio de material genético entre po-
blaciones.

Gen:

Es la unidad fisica y funcional de la herencia. Pasa
la informacion genética de generacion en genera-
cién. Es un fragmento de una molécula de ADN
que posee regiones de transcripcion (exones), re-
giones que no transcriben (intrones) y un elemen-
to regulatorio, las regiones de transcripcion codifi-
can para la sintesis de polipéptidos, los cuales se
especializan en el aparato de Golgi para formar
proteinas con funcion especificas y ayudan a la
expresion de un caracter determinado.

Gen clonado:

Gen copiado o multiplicado a partir de uno inicial,
que se inserta en una molécula vector mediante
técnicas de recombinacion in vitro.
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Genotipo:

Es la constituciéon genética total de un organismo.
Es el conjunto de todos los factores hereditarios
que dirigen las formas de irritabilidad de un orga-
nismo hacia estimulos externos.

Heterocigoto:
Es una condicion genética en la cual un individuo
presenta dos alelos diferentes para el mismo lo-
cus.

Hibrido:
Individuo heterocigoto que es el resultado de la
cruza de dos progenitores que se diferencian en
una o mas caracteristicas.

Hifa:
Filamento tubular, érgano de propagacién asexual
de los hongos.

Infeccion:

Es una condiciéon patoldégica de un organismo,
provocada por el ingreso, de otro organismo o
ente bioldgico indeseable (patégeno o parasito)
en él.

Inmunidad:

Es la resistencia natural o adquirida a una enfer-
medad o sindrome.

Inmunizacion artificial = Vacunacion:
Acto de administrar vacuna a un individuo.
Inoculacion:

Término que se usa cuando de manera artificial se
introduce microbios en un ser vivo o medio de cul-
tivo.

Inéculo:

Material o medio en al cual se encuentran los mi-
crobios que seran usados en la inoculacion.

Intrén - gen silencioso:

Es la secuencia de ADN que se encuentra dentro
de un gen eucaribtico que no se expresa en el pro-
ducto proteinico de ese gen. Las secuencias de
los genes silenciosos se transcriben a ARN, pero
se eliminan en el proceso de especializacion de
ARN mensajero, antes de ser traducido a polipép-
tido.

In vitro:

Término latino que significa en vidrio, aplicado a
laboratorio se refiere a bajo condiciones controla-
das.

Isoenzima:

Son formas multiples de una enzima que se sinte-
tizan y que son controladas por méas de un gen.
Ligamiento genético:

Grado de relacion entre gen y marcador. El gen y
el marcador estan en el mismo cromosoma, los
dos se heredan juntos y si mayor es su cercania
fisica, mayor es la precision del marcador.
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Loci:

Plural de locus. Varios lugares especificos de va-
rios genes, conjunto de genes o segmentos de
ADN.

Locus:

Del latin locus. Es la posicion fisica que ocupa un
gen o fragmentos de ADN, en un cromosoma de-
terminado.

Marcador:

Indicador de una caracteristica, marca o sefala de
manera directa o indirecta.

Marcadores bioguimicos o enzimaticos:

Distintas manifestaciones moleculares de una en-
zima (isoenzimas) que catalizan el mismo sustrato
y que se utilizan para evaluaciones de heteroge-
neidad de las isoenzimas entre los organismos.
Miden la variabilidad genética basado en el pro-
ducto de los genes, es decir, evaluan indirecta-
mente el genoma, y los marcadores bioquimicos
son poco 0 muy susceptibles a la interaccion del
ambiente.

Marcador molecular:
Molécula que marca o indica un caracter.
Marcador molecular de ADN:

Fragmento de ADN que marca la presencia de
uno o varios genes. Caracteres que pueden usar-
se directa o indirectamente, para obtener informa-
cion sobre la genética de un organismo. Evaluan
un segmento especifico del genoma sin que sea
afectado por el ambiente, lo cual les confiere ma-
yor exactitud y precision.

Marcador molecular genético:

Fragmento de ADN que es parte del gen y lo mar-
ca.

Marcadores polimoérficos:

Se presentan como variaciones en la secuencia
de ADN y que se transmiten a la progenie de ma-
nera mendeliana. Estos marcadores permiten di-
ferenciar alelos en un locus determinado de cro-
mosomas homologos. Son usados en estudios de
modelos de transmision de los diferentes genes
por medio del método indirecto del analisis de liga-
miento genético. Cada organismo posee millones
de polimorfismos en su genoma.

Mapa fisico:
Total de cromosomas expuestos en mayor resolu-

cion, muestra la secuencia de nucleotidos de las
moléculas de ADN de cada cromosoma.
Mapa genético:

Posee menor resolucion ya que muestra la se-
cuencia y locus de los genes a lo largo de cada
cromosoma. La localizacion es relativa y se esta-
blece segun los patrones de la herencia de los di-
ferentes genes o marcadores en cada cromoso-
ma.
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Medio de cultivo:

Es cualquier substancia. mezcla de substancias u
organismo, que ayudan al crecimiento optimo de
otro organismo o ente biolégico. Los medios de
cultivo para microbiologia son soluciones de ma-
cro y micronutrientes suspendidas o no en un sus-
trato (agar), que ayudan al desarrollo 6ptimo de un
microbio.

Mejoramiento genético:

Es la propagacion, multiplicacién y la manipula-
cion genética por medio de hibridacion o autocru-
zamiento de un organismo.

Metabolitos secundarios:

Son compuestos quimicos que no son sintetiza-
dos para uso en el metabolismo primario de un
organismo, sino para rutas alternas (no primarias)
como la defensa quimica.

Muestra representativa:

Muestra que contiene al menos el 95% de los ale-
los (alta variabilidad genética) de una poblacion
muestreada. Si se trata de una muestra represen-
tativa para diagnostico de enfermedades, se refie-
re a una muestra que garantice el muestreo del
agente causal de la enfermedad.

Mutacién:

Alteracion natural o inducida. repentina en un or-
ganismo y que es heredable a la progenie.

Mutacion genetica:

Cambios en el ADN (genes).
Mutacion cromosomica:

Cambios parciales o totales en cromosomas.
Parasito:

Organismo que vive a expensas de otro (hospede-
ro), se alimenta de células. tejidos o fluidos celula-
res del hospedero, causandole dano.

Patogenicidad:

Se refiere a la capacidad que tiene un patogeno
para producir una enfermedad.

Patbgeno:

Organismo que causa enfermedad y muerte. Un
parasito puede llegar a convertirse en patogeno si
no es controlado.

Patron de herencia:

Es el estudio de una secuencia concreta de nu-
cleotidos (gen o marcador) en funcion de como se
separan y se combinan en las progenies venide-
ras. Se usa para identificar una enfermedad here-
ditaria desconociendo la base molecular, el gen o
genes responsables, por medio de un seguimiento
de la herencia del marcador presente en los indivi-
duos afectados y que no se presenta en los indivi-
duos sanos.
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Plasmido:
Fragmento de ADN circular extra cromosomal au-
torreplicable, que confiere caracteristicas especia-
les a las bacterias y que son herencia indepen-
diente.

Pleitropia:

Es la accion que tiene el gen de influir sobre su
marcador y sobre su caracter de interés.

Polimorfismo:

Son las apariencias o manifestaciones de diferen-
tes formas de organizacion del ADN, asociadas
con varios alelos de un gen o de su homologo,
dando como resultado una diferencia en longitud
de los fragmentos de ADN.

QTL Quantitative Trait Loci— Loci de Caracteres Cuantitati-

VvOS:

Caracter cuantitativo cuya expresion depende de
la interaccion epistatica de varios locus.

RAPD-PCR:

Random Amplified Polymorphic DNA. Es una téc-
nica de amplificacion por PCR, de fragmentos de
AND (polimorfismos), usando primers elegidos de
manera arbitraria.

Retrovirus:

Virus constituido por ARN y proteina. En estos vi-
rus el ARN es el templete que se usa para sinteti-
zar una nueva molécula de ADN, utilizando una
enzima de transcripcion reversa (retrotranscripta-
sa). Una vez hecha la copia de ADN, éste se in-
serta en el genoma de! hospedero y realiza el mis-
mo proceso del virus de ADN.

Recombinacién genética:

Es la combinacién de los alelos que provienen de
los progenitores para generar un individuo o pro-
genie recombinante. La progenie o individuo pue-
de resultar del entrecruzamiento (quiasma) o de
una reorganizacion independiente de los cromo-
somas que se puede dar en el proceso de meio-
sis. En genética hace referencia a diferentes com-
binaciones de secuencias de ADN que resuitan de
la interaccion fisica entre dos fragmentos de
ADN.

Reproduccién asexual:

Multiplicacién o formacion de un nuevo individuo a
partir de una célula o tejido (¢rgano de propaga-
cién) de un progenitor. No implica recombinacion
genética, la descendencia esta compuesta de clo-
nes.

RFLP:

Restriction Fragment Length Polymorphism. Es
una técnica que usa enzimas de restriccion para
obtener polimorfismos de diferente tamano y que
sirve para diferenciar el ADN genémico entre or-
ganismos.
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Secuenciacién:

Proceso que identifica el orden en el que se en-
cuentran situados los nucledtidos en una cadena
de ADN.

Secuencias de ADN expresadas:

Son fragmentos de ADN que contienen informa-
cion y que codifican para la sintesis de un polipép-
tido.

SSR:

Short Sequence Repeat. Secuencias de repeticion
corta. Es un tipo de microsatélites.

STR:

Short Tandem Repeat. Repeticiones pequerias en
tandem. Tipo de microsatélite.

Talo:

Se refiere al cuerpo completo del hongo y que in-
cluye todas sus partes vegetativas (no sexuales) y
todas sus partes reproductivas (sexuales).

Toxina:

Es una substancia quimica de alto peso molecu-
lar, que es producida por un patdbgeno y que gene-
ra dafo, atrofia 0 muerte a los tejidos o al hospe-
dero.

Vacuna:

Es una suspension o mezcla de patbgenos muer-
tos o atenuados, o parte de elios; que no son ca-
paces de producir la enfermedad, pero inducen la
produccion de anticuerpos del hospedero, gene-
rando inmunidad.

Virulencia:

Es el grado de patogenicidad que tiene una raza
de un patégeno. La virulencia puede aumentar o
disminuir de acuerdo a las condiciones ambienta-
les al genotipo infectado (hospedero).
Virus:

Ente biologico que esta compuesto de acido nu-
cleico (ADN y ARN) envuelto en una capa proteica
denominada capside. Necesita de un hospedero
para poder replicarse, ya que no tiene la maquina-
ria biosintética para hacerlo por si mismo.

Virus de ADN:

Entes constituidos por ADN y proteinas. El virus
inserta el ADN dentro del genoma del hospedero y
usa los sistemas enzimaticos de replicacion (ma-
quinaria biosintética) para copiar su genoma viral
y codificar para la sintesis de proteinas que forma-
ran nuevas capsides.
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