


El presente manual es una contribucion a la formacion de
los estudiantes de la Escuela Agricola Panamericana
Zamorano (EAP). dentro del Aprender Haciendo. uno de los
pilares de la formacién Zamorana. El manual pretende ser
una guia practica en el aprendizaje del diagnostico de
genes de resistencia y de patogenos.

El manual contiene informacion basica sobre el diagnostico.
tipos de diagndstico, Acido Desoxiribonucleico. Reaccion
en Cadena de la Polimerasa, electroforesis, marcadores y
tipos de marcadores.

BIBLIGT:C: v 500 rOl'sNow
BOOUBAA A£G o i CAZRICANA
_ AFAKIALG oa
YBBUUICALFA HONQURAS







1. Et ADN

Inteochuccren

Piopedades fisicas v e,

S sttuc o del ADN

bstructara tridimensional doel ADN

1 Estructura primarna

2 Ustructura secundana

4.3 Estructura terciana

4.3.1. Cromatina

4.3.2 La eucromating

4.3.3. La heterocromatina ...

4.3.3.1. Heterocromatina constitutiva

4.3.3.2. Heterocromatina facultativa ... [T PR [ PP PPPRI

4.3 4. El nucleosoma . DT PR

434 1. Elnucleo ... .

4.4, Estructura cuaternana ... R PP

4.5 Estructura en cuadruplex ....... . L PSPPI

4.5 1. LOS L@IOMEIOS i

5. Duplicacion del ADN . TR

6. Dogma Central de la Biologia Molecular ......................... B PP
7. Codigo Geneético

8 Genesy Genoma ...... e [T UPPPOON .

9. Practica # 1. Regulaciones en los procesos para el diagnostico molecular ...

10. Practica # 2. Extraccion de ADN. Protocolo de Extraccion de ADN

IV.- REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) ...

1. Introduccion ... JET TR D PSP

2. Reactivos para llevar a cabo una PCR ... O PP P PR
2 t. Agua desionizada y destilada (ddH .O) ... e

2.2. Solucion amortiguadora de pH o Buffer ....... R J
2.3. 16n magnesio (MgCl ) ... - [EPTT

2.4. Desoxinucleotidos trifosfatos (ANTP's) ............... JUTTDURTRN TP

2.5 Cebadores. iniciadores. imprimadores o primers ...

2.6 ADN polimerasa. Tag polimerasa .......................... B O

27 ADNtempletec omolde ......................... P [T s

3. FasesdelaPCR ... ... PP e
3.1. Desnaturalizacion del ADN

3.2. Acoplamiento o apareamiento de los primers F

3.3. Sintesis. extension 0 elonNgacion ... J
4. Practica #1. Cuantificacion y Dilucion de ADN ..................... [UUTIOURT

5. Regulaciones de bioseguridad durante el proceso de cuantificacion de ADN

6. Practica # 3. Amplificacion de ADN ...

7. Regulaciones para el trabajo dentro de la camara de flujo laminar ..................

8. Riesgos ........... O TP

27

28

28

31

31

31

31

31

31

31

31

31

31

32

33

. 33

34

34

35

35

. 35



Vo ELECTROFORESES ..ottt e et bbb o 36

1. Introduccion

2. TIPOS A8 BIBCITOTONESIS .....viivi o iemiieues e ettt 36

3. Siembra o cargado del producto de PCR ...

3.1 LA ©SCAIETA MOIBCUIAT ... o iiii ittt ettt e ettt e b e e s e E e e s e e s b e E s s oL LSS 37

3.2. El control positivo

3.4, EJ CONIOI MEGALIVO ... .eceiiiiiiiee it 37

4. Ejercicios. Fotos de geles de electroforesis para practica

5. PractiCa # 1. EIECIOTOIESIS . ..oviiiii ettt 39

6. Regulaciones para el trabajo en las cisternas de electroforesis

7. Regulaciones para el tefiido de geles de agarosa y el uso del transiluminador UV ... 39

VI.- MARCADORES 40

RT3 de o TTe clle) « REUURUUUEU RO T T T PO PP PSP S PP PP PRSI PP R RO T 40
2. Marcadores Morfolégicos

3. Marcadores Bioquimicos

4. Marcadores Moleculares
4.1. Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) ..o i 41

4.2. Sequence Characterized Amplified Region (SCAR)

4.2 1. Generacion de marcadores PO SCAR ..o 42
Vil.- GLOSARIO ....... 44
VIil.- ANEXOS 49
1. Anexo 1. Materiales ¥ equUIPO DASICO ... 49

2. Anexo 2. Medidas generales de Primeros Auxilios Basicos (PAB)

LITERATURA CONSULTADA . 50





































Gdulo de Diagnostico Molecular Biotecnologia Aplicada

L Aecrininin del PIF

18



Biotecnologia Aplicada

5. Practica # 2. Lista de chequeo de Seguridad.

Nombre de la actividad realizada:

Nombre y codigo del estudiante:

Fecha: . Tiempo de duracion de la practica (horas)
No. Actividad Realizada Si No Accion Tomada
1 ;. Conoce las regulaciones para trabajar en el

lLaboratorio?

2 ¢;Conoce todo el EPP que necesita para traba-
jar en las diferentes areas del laboratorio?

3 ¢, Tiene disponiblz todo el EPP obligatorio y en
buen estado?

4 . Existe un botiquin de primeros auxilios con
todos ios implementos en 6ptimas condi-
ciones?

5 ¢ Ha recibido una charla previa de como utilizar

los equipos que tiene el laboratorio?

6 i Conoce los riesgos potenciales de cada area
de trabajo del laboratorio?

7 ¢ El instructor realizd una demostracion previa
a la practica?

Con la firma de este documento Usted certifica que ha leido todas las reglas descritas en el manual y se compromete a
cumplirias.

OBSERVACIONES:

FIRMA DEL SUPERVISOR:
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