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e Dra. Isabel Rodriguez Quildn (INIA-CSIC)
e Dra. Zaida Lorenzo Rodriguez (INIA-CSIC)
e Patricia Olivares Pacheco (ANOVE)

e Dra. Agustina De Francesco (ANOVE)

e Dr.Jerson Garita Cambronero (ITACyL)

Duracion: 2 dias jornada completa (8h/dia) - 16h totales

Fechas: 24 y 25 de marzo de 2025

Tebrico-practico; Presencial

Laboratorio de Técnicas Moleculares

Direccién Técnica de Evaluacion de Variedades y Laboratorios (DTEVL)

Centro Nacional Instituto de Investigacion y Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA)

Ctra. de la Corufia Km 7.5, 28040 Madrid, Espaiia

Cupo: 20 personas
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Asociacion Nacional
de Obtentores Vegetales

Capacitar a los participantes en el uso avanzado de técnicas moleculares basadas en PCR
para la deteccién de patdgenos vegetales y la identificacidn de resistencias a organismos
fitopatogenos en el contexto del registro de variedades horticolas. El curso combina
sesiones tedricas y practicas disefiadas para ofrecer una comprension profunda de los
fundamentos cientificos, metodologias aplicadas, resolucion de problemas y casos

practicos centrados en la tematica del curso.

Este curso esta dirigido a técnicos de laboratorio con experiencia previa en técnicas de
PCR y manejo bdsico de equipos de biologia molecular. Los requisitos incluyen:
experiencia en el manejo de muestras bioldgicas y de reactivos de laboratorio molecular;
conocimientos previos sobre fundamentos basicos de biologia molecular, incluyendo
aislamiento, purificacion y manejo de d4cidos nucleicos; uso bdsico de pipetas
automaticas y preparacion de mezclas de reaccidn; conocimientos sobre medidas de
bioseguridad en laboratorios.

Equipo y recursos necesarios: Tanto el equipamiento como los recursos necesarios e
insumos de laboratorio seran proporcionados por el INIA durante el curso. El coste de la
inscripcidn cubrird los costes de los reactivos y fungibles utilizados durante las practicas
de laboratorio. Se recomienda que los asistentes traigan sus propios ordenadores. Se

alienta el uso de datos propios para casos practicos.
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Teoria: Presentaciones interactivas, discusion grupal y resolucidn de preguntas.
Practica: Ejecucion de protocolos en laboratorio, andlisis de resultados vy

optimizacién de condiciones experimentales.

Dia 1 — Lunes 24 de marzo

Sesion Tedrica: Deteccion molecular de patdégenos vegetales mediante técnicas

basadas en PCR

1.

Preparacion de muestras vegetales en la puesta a punto de la deteccion de un
patogeno.

Disefio de Cebadores y Sondas. Optimizacidn e intercambio de fluoréforos y
guenchers.

Deteccién de patdgenos vegetales mediante técnicas basadas en gPCR. Técnicas
singleplex y multiplex. Curvas de calibracidon y determinacion del limite de
deteccion.

Buenas Practicas de Laboratorio. Controles de PCR recomendados por ISHI.
Troubleshooting: amplificaciones inespecificas, etc.

Otros métodos de pre-screening basados en amplificacién de acidos nucleicos:

LAMP.

Dia 1 Sesion Practica

1.

Comparacion de extractos de semilla y de hoja utilizando distintos métodos de
molienda.
Protocolo LAMP para deteccidon del virus del rugoso del tomate (ToBRFV)

probando diluciones seriadas de extractos de semilla y de hoja.
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Dia2 -

Comparacion limite de deteccidon de ToBRFV mediante técnica LAMP vs RT-qPCR.
Caso practico: Disefio de Cebadores y Sondas. PCR in silico.
Caso practico: discusion y andlisis de resultados: PCR curva de calibracién, limite

de deteccién y amplificaciéon inespecifica.

Martes 25 de marzo

Sesion Tedrica: Evaluacidon de resistencias a organismos fitopatogenos mediante

técnicas moleculares

1.
2.

3
4,
5
6

Registro de nuevas variedades vegetales.

Uso de marcadores moleculares en el DHE.

Identificacidn de alelos de resistencia: Flujo de trabajo en el laboratorio.

PCR convencional.

Discriminacién alélica.

Ventajas del uso de marcadores moleculares en la evaluacidn de resistencias:

Alternativa de futuro.

Dia 2 Sesion Practica

1.

Identificacion de alelos de resistencia a TSWV en variedades de tomate por PCR

convencional y electroforesis capilar.

2. Discriminacién de alelos de resistencia a LMV en variedades de lechuga por

qPCR.



