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Resumen del Proyecto

El objetivo general del proyecto ha consistido en el desarrollo de un modelo de

autoaprendizaje basado en recursos multimedia que sera incorporado el proximo curso a la

asignatura Diagnostico Molecular en Fitopatologia (impartida en el Master de Ingenieria

Agrondmica, dentro del mddulo de optatividad del segundo curso), con el fin de que los

estudiantes refuercen, consoliden y/o amplien las competencias adquiridas en las clases

practicas presenciales programadas en la asignatura, aprovechando el potencial del nuevo

campus virtual STUDIUM 2 para su implementacion. Para la consecucion de este objetivo

general se han llevado a cabo los siguientes objetivos especificos:

3.

4.

Se ha generado material multimedia relacionado con la identificacion y deteccion
molecular de organismos patégenos de plantas mediante ensayos basados en la
técnica de PCR a tiempo real (qPCR). Se contemplan distintas posibilidades en
cuanto al tipo de patégeno (fungico o nematodos), tipo de muestra (organismo
patogeno aislado o muestra vegetal con sintomas de enfermedad), tipo de ensayo

(uniplex o multiplex) y tipo de quimica a utilizar (SYBR Green o sondas Tagman).

Se han elaborado de ejercicios y actividades de entrenamiento para el
autoaprendizaje del estudiante en materia de diagnéstico molecular en
fitopatologia. Cada ejercicio de entrenamiento plantea al estudiante un supuesto
practico de diagnéstico molecular que debe ser resuelto. Para ello, se suministra al

estudiante todos los datos e imagenes necesarios.

Se han incorporado mecanismos interactivos y con feedback inmediato en el
modelo de autoaprendizaje propuesto, con el fin de facilitar al propio estudiante la
valoracion de sus puntos débiles y fuertes en cuanto a la ejecucion e interpretacion

de resultados de las distintas metodologias de diagnostico planteadas.

Todo el material desarrollado se ha implementado en la nueva plataforma Studium
2, con el fin de que esté a disposicion del estudiante para que pueda visualizarlo y

repetir tantas veces como sea necesario los ejercicios de autoaprendizaje.



Introduccion

La dificultad técnica que supondria abarcar todas las posibles metodologias y particularidades
de los protocolos de diagnostico en un laboratorio de practicas, unida a la limitaciéon de
tiempo para las clases practicas y a la necesidad de una utilizacion eficiente de material y al
coste de los reactivos hacen practicamente inviable implementar una ensefianza practica en
la que los estudiantes lleven a cabo todos los ensayos que serian deseables o que estos
ensayos se repitan cuantas veces sean necesarias para la adquisicion de todas las habilidades
y destrezas implicadas en el diagnostico molecular. Por todo ello, pensamos que en la
asignatura de Diagnostico Molecular en Fitopatologia, impartida en el Master de Ingenieria
Agrondmica, dentro del modulo de optatividad del segundo curso (primer semestre), la
implementacion de herramientas multimedia de aprendizaje auténomo por parte del
estudiante ayudara a solventar los problemas de tiempo, coste y complejidad de la disciplina

en un laboratorio real.

Resultados
1. Disefo y desarrollo del modelo de autoaprendizaje

1.1. Seleccion de protocolos de diagnéstico en fitopatologia

Se han seleccionado protocolos de diagnostico avalados por la European Plant Pathogen
Organization (EPPO), correspondientes a patogenos de cuarentena de interés mundial que
causan enfermedades en plantas cuyo diagnostico se recomienda realizar mediante la
técnica de PCR a tiempo real (qPCR). Los criterios de seleccién de estos protocolos se han
basado en la posibilidad que ofrecen de utilizar distintas variantes de la PCR a tiempo real
(simple o multiple), asi como distintas quimicas (SYBR Green, o sondas Tagman), y por su
aplicabilidad en distintos tipos de muestras (patogenos aislados en cultivo puro o muestras
vegetales con sintomas de enfermedad), lo cual proporciona un interesante abanico de
posibilidades a la hora de plantear supuestos practicos. En concreto los protocolos

seleccionados corresponden a:

1.-ldentificacién del hongo Fusarium circinatum en cultivo puro mediante PCR a

tiempo real
1.1 Utilizando SYBR Green |

1.2. Utilizando sondas Tagman

2.-Deteccidn directa en planta del hongo Fusarium circinatum mediante PCR a tiempo

real

2.1 Utilizando SYBR Green |



2.2. Utilizando sondas Tagman

3.- Identificacion multiple de los nematodos Globodera pallida y G. rostochiensis

mediante PCR a tiempo real (utilizando SYBR Green I).

4.-ldentificacion multiple de los nematodos Globodera pallida, G. rostochiensis y G.

tabacum (utilizando sondas Tagman).

1.2 Disefo y elaboracion de los ejercicios de autoaprendizaje

Se han desarrollado ejercicios de autoaprendizaje basados en casos practicos de
diagnostico fitopatologico que permiten al alumno mediante imagenes y esquemas
familiarizarse con los protocolos experimentales seleccionados en el apartado anterior,
visualizar las técnicas utilizadas en los mismos e interpretar los posibles resultados (ver
Anexo ). Ademas, cada ejercicio incluye una serie de supuestos practicos que dan al
alumno la posibilidad de entrenarse en la interpretacion de resultados. Cada supuesto
practico contiene a su vez un cuestionario final de respuesta multiple con informacion
feedback que permite la autoevaluacion del aprendizaje acerca grado de comprension del
protocolo alcanzado por el alumno y de la adquisicion de la competencia para el que se

ha disefiado (emision de un diagnostico, interpretacion de un resultado, etc.) (ver Anexo

).

1.3 Programacion informatica

La programacion informatica se ha realizado en lenguaje de programacion HTML (HyperText
Markup Languaje) utilizando como programa de edicion de este lenguaje el Adobe
Dreamweaver CS5 (Adobe Systems Incorporated). Este lenguaje de programacion permite
anadir elementos multimedia con texto plano, asi como enlazar otros documentos, tanto con
el lenguaje de programacion HTML como con otros formatos de edicion de texto (por ejemplo
PDF), y crear enlaces dentro del mismo documento. De esta manera se consigue un
enriquecimiento del texto (hipertexto), asi como facilidad en su consulta y manejo. Ademas,
en la programacién HTML se ha incrustado el JavaScript. Este es otro lenguaje de
programacion que permite la interactividad necesaria para ofrecer una retroalimentacion

inmediata en los cuestionarios.

2. Implementacion en la plataforma Studium 2

Los protocolos y supuestos practicos de entrenamiento elaborados se han puesto a disposicion
de los alumnos de la asignatura Diagnéstico Molecular en Fitopatologia desde la plataforma
Studium 2.



La implementacion se llevé a cabo, subiendo en bloque los archivos elaborados en HTML a
través de los recursos que nos permite la plataforma educativa. Para ello se realizaron los

siguientes pasos:
1.- Acceder a Studium mediante el correo del docente (usuario®@usal.es).

2.- Agregar actividad o recurso. A través del formulario disponible, cumplimentar el apartado
“general” y anadir el conjunto de carpetas comprimidas en formato .ZIP en el apartado

“contenido”.

Agregando un nuevo Archivo a @
Expandir todo

v General
Nombre *

Descripcién Parrafo v

Ruta: p
Muestra la descripcion en la
pagina del curso
v Contenido
Seleccionar archivos Tamano maximo para archivos nuevos: 50MB
(& Archivos

Puede arrastrar y soltar archivos aqui para anadirlos

Apariencia



3.- Descomprimir y asignar el archivo principal dentro de la plataforma.

4.- Enlazar en el contenido de la asignatura en el apartado de “Practicas Virtuales” los

distintos protocolos y ejercicios.

PCR a tiempo real (UNIPLEX)

Pl e Ventana emergente || Eventos | Avanzado

URL cel hipervinculo [Puro/Procecimiento/qPCR_Simple_CultivoPuro.ntm | [E5]

o Destino |_Abrir en esta ventana / marco )
Titulo [ ]
Clase | -- Ninguno -- %)

5.- Vista final de los ejercicios de autoaprendizaje incorporados a la asignatura Diagnoéstico

Molecular en Fitopatologia en la plataforma Studium 2.

SIVDIVM

CAMPVS VIRTVAL

NORMATIVA FORMACION

# Area personal

Personas

& Participantes

Navegacién

Area personal
® Inicio del sitio
» Paginas del sitio
» Miperfil
¥ Curso actual
¥ FITO_DIAG_MOL
» Participantes
= Asignar grupos UXXI
» General
N A

»
»
»
»

»
» Mis cursos

&, VNIVERSIDAD
} DSALAMANCA

r;
CAMPUS DE EXCELENCIA INTERNACIONAL

Qo 923294500 Ext. 474 % studiu

VIRTUALE CONTACTO @& MI STUDIUM v & MIS CURSOS v

»
PRACTICAS VIRTUALES
PCR a tiempo real (UNIPLEX)
IDENTIFICACION de Fusarium circinatum utilizando SYBR Green | o sondas Tagman.

DETECCION E IDENTIFICACION directa in planta de Fusarium circinatum utilizando SYBR Green | o
sondas Tagman

PCR a tiempo real (MULTIPLEX)

IDENTIFICACION de GI pallida y Glo: rostochi utilizando SYBR Green |

IDENTIFICACION de Globodera pallida, Globodera rostochiensis y Globodera tabacum utilizando
sondas Tagman.
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ANEXO I. Ejemplo de protocolo experimental multimedia con sus distintos apartados.

Titulo e introduccién del procedimiento de ensayo.

PCR a tiempo real (UNIPLEX)

Procedimiento para la identificacion del hongo Fusarium circinatum
causante del chancro resinoso del pino a partir de un cultivo puro

Segun Protocolo EPPO PM 7/91

A. Introduccién

El chancro resinoso del pino es una enfermedad causada por el
hongo patégeno de cuarentena Fusarium circinatum, anamorfo
de Gibberella circinata, que afecta a distintas especies de pino
(Pinus sp.). Esta enfermedad constituye una seria amenaza
para los bosques de coniferas debido a la elevada mortalidad de
los arboles asi como al reducido crecimiento de los mismos y
disminucién en la calidad de la madera.

Exudados coplosos de resina debajo de los chancros
causados por Gibberelia circinata.

Descripcion del procedimiento con sus distintas fases.

B. i6n de F. cir e identificacién mediante PCR a tiempo real (SYBR Green I o Tagman)

Existen distintas posioilidades para llevar a cabo la deteccién e identificacién de F. circinatum. A continuacién se describen los
pasos a seguir para realizar la:

1. deteccién del hongo mediante aislamiento del mismo en cultivo puro a partir de una muestra de tejido
vegetal con sintomas, seguido de un proceso de

2. identificacién morfolégica, debera confirmarse con la aplicacién de un ensayo molecular basado en PCR a
tiempo real (SYBR Green o Tagman).

. en cultivo puro y observacién mi 6 del hongo

Segin se descrie detalladamente en el protocolo EPPO 7/91, la
deteccién de F. circinatum se llevarad a cabo mediante aislamiento del
hongo en cultivo puro a partir de muestras potenciaimente infectadas
con este hongo, tomando plantulas o bien, en el caso de arboles
maduros, astillas de las zonas afectadas, que se colocardn en placas
Petri con medio de cultivo semi-selectivo SNA o medio PDA.
Previamente, deberd llevarse a cabo un paso de esterilizacion
superficial de las muestras con hipoclorito sédico 1,5% durante 1 min.,
con el fin de eliminar organismos saprofitos que podrian interferir en el
proceso de aislamiento de F. circinatum.

A continuacién, las placas se incuban durante 10 dias a 20 ©C para
permitir el crecimiento del hongo.

Foto cortesla de E. Landeras. Laboratorio de Sanidad)|
Vegetal de Oviedo.




[2. 1dentificacién medi. é PCR a real

[2a. Extraccién de ADN

La extraccion de ADN a partir de un cultivo puro de F.
circinata se realiza sigulendo una metodologia estandar para
la obtencién de ADN fungico segin se Indica en el protocolo
EPPO PM 7/51. Al final del protocolo, la solucién de ADN
obtenida puede utilizarse directamente para su analisis por
PCR, 0 bien conservarse a -20°C hasta su uso.

4

[2b. Preparacién de las y amplificacién

A continuacién se describen los dos ensayos de PCR a tiempo real (SYBR Green I o Tagman) recomendados para la
Identificaciéon molecular de F. circinatum a partir de un cultivo puro.

SYBR Green | no fluorescente

Desnaturalizacion

SYBR GREEN I

Uno de los métodos moleculares de Identificacién de F.
circinatum a nivel de especie se basa en un ensayo de PCR
a tiempo real utllizando SYBR Green 1 y los primers
especificos CIRCIA (primer directo) y CIRC4A (primer m
Inverso), disefiados por Schweigkofler et al. (2004) a partir de

secuencias de la regidén IGSL (Inter Genic Spacer) del ADN nﬁmm
ribosémico de este hongo.

La composicién precisa de la mezcla de reaccldn, asi como las

Hibridacién

2d. i6n de

MUESTRA POSITIVA: una muestra es considerada positiva si:

(1) hay amplificacién con los primers especificos de F.
circinatum; y

(1) no la hay en los controles negativos de extraccién y PCR
(controles externos de contaminacidn).

NOTA: en el caso de reacciones con SYBR Green I deberd
comprobarse la naturaleza del amplicon obtenido en cada
muestra por comparacién de la temperatura de melting (Tm)
con la Tm del control positivo de PCR.

MUESTRA NEGATIVA: una muestra es considerada negativa
s Muestra Muestra

POSITIVA | NEGATIVA
(1) no hay amplificacién con los primers especificos de F.

circinatum;
(i) hay amplificacién con los primers universales de hongos
(control interno que confirma que el ADN obtenido de la

Muestra fangica + -

muestra problema es amplificable); y
(i1} hay amplificaciéon en el control positivo de PCR (control
externo).

Control negativo extraccién -

Control negativo PCR - -

Control positivo PCR + +

Control endégeno PCR + +




Enlace de acceso a los distintos supuestos practicos

P

C. pr de entr en la interpretacion de resultados

A continuacién se listan distintos supuestos practicos de Identificacion de F. circinatum a partir de un cultivo puro mediante PCR a tiempo real
aplicando los ensayos previamente descritos: SYBR Green y TAQMAN.

Haga clic sobre cada uno de los enlaces para acceder a |2 Interpretacion de los distintos supuestos practicos.

Identificacién del hongo F di PCR a ti real (SYBR Green I).

Supuesto practico #1

Supuesto practico £2

Supuesto practico 3

Supuesto practico #4

Identificacién del hongo F di PCR a ti real (sondas T; )

Supuesto practico #1
Supuesto practico #2

Supuesto practico 3

© Diagndstico Molecular en Fitopatologia. Universidad de Salamanca
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ANEXO II. Ejemplo de supuesto practico de autoaprendizaje.

Titulo.

Identificacion del hongo Fusarium circinatum mediante PCR a tiempo
real (SYBR Green I).

Supuesto practico #1

S Protocolo EPPO PM 7/91

A continuacién se representan los resultados obtenidos en la identificacién de F. circinatum a partir de un cultivo puro mediante PCR a tiempo
real aplicando el ensayo previamente descrito basado en SYBR Green I.

Imagenes de resultados.

Supuesto practico #1; Las gréficas con los se en la si tabla.

Dado que cada muestra, control, etc. se analiza por duplicado, en cada grafica se observan dos lineas.
(Si desea aumentar el tamaiio de la gréfica haga clic sobre la imagen)

Control negativo extraccién

Delta Rn vs Cycle

&
S .
&
oo e —— ,\/—/_“\//\,_/—\_/\~
Cycle Number
Controles negativo y positivo de PCR
Delta Rn vs Cycle Dissociation Curve

Control Positivo

3 § -
§" £
& 5.
Control Ne% -
: il RSN EESNS m s L 35 %0 95 1m
Cycle Number Temperature (C)
Muestra fangica pr

Delta Rn vs Cycle Dissociation Curve
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Formulario con las preguntas sobre los supuestos practicos.

[Preguntas

Observe las graficas de los resultados obtenidos en el laboratorio y conteste a las preguntas haciendo clic sobre el botén de la
izquierda

1. Sefale la opcién INCORRECTA:

a) Un control endégeno de PCR nos indica si la muestra problema es amplificable (calidad/cantidad de ADN
suficiente)

b) Un control positivo de PCR nos indica si la PCR amplifica correctamente

¢) El control positivo de PCR y el control endégeno son redundantes

d) Un control negativo nos indica si hay contaminacién cruzada durante el proceso

2.- Considera que los resultados obtenidos en los CONTROLES NEGATIVOS (de extraccién y PCR) de este supuesto son:

a) Los esperados, por tanto podemos continuar con la interpretacién de los resultados

b) Indicativos de una posible contaminacién cruzada durante el proceso de extraccién de ADN
¢) Indicativos de una posible contaminacién cruzada durante la preparacién de la PCR

d) Indicativos de que la PCR no amplifica correctamente

3. En conjunto, los resultados obtenidos en el CONTROL POSITIVO de PCR y el CONTROL ENDOGENO de este supuesto indican
que:

a) La PCR amplifica correctamente y la muestra problema es amplificable (calidad/cantidad de ADN suficiente)

b) La PCR amplifica correctamente pero la muestra problema no es amplificable (calidad/cantidad de ADN
insuficiente)

) La PCR no amplifica correctamente, por tanto, no podemos saber si la muestra problema es amplificable
(calidad/cantidad de ADN suficiente)

4. A la vista de los resultados obtenidos en los controles, sefiale la opcién CORRECTA en relacién al resultado obtenido en la
muestra problema:

a) Hay amplificacién y la Tm es la esperada

b) Hay amplificacién pero la Tm es mayor de lo esperado
c) Hay amplificacién pero la Tm es menor de lo esperado
d) Resultado no vélido, requiere confirmacién

5. Segun los resultados obtenidos en este supuesto practico, considera que la muestra problema es:

a) Positiva, el hongo aislado es Fusarium circinatum

b) Negativa, el hongo aislado no es Fusarium circinatum
¢) Un posible falso positivo, debemos repetir el anélisis
d) Un posible falso negativo, debemos repetir el andlisis
e) Dudosa, requiere confirmacién

© Diagnéstico Molecular en Fitopatologia. Universidad de Salamanca
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Pagina de respuesta con la correccion del supuesto practico y la calificacion obtenida.
Resultados Ejercicio

1. Sefale la opcion INCORRECTA:

a) Un control enddgeno de PCR nos indica si la muestra problema es amplificable (calidad/cantidad de ADN suficiente) Fallada
b) Un control positivo de PCR nos indica si la PCR amplifica correctamente

) El control positivo de PCR y el control enddgeno son redundantes La correcta

d) Un control negativo nos indica si hay contaminacién cruzada durante el proceso;

2.- Considera que los resultados obtenidos en los CONTROLES NEGATIVOS (de extraccion y PCR) de este supuesto son:

a) Los esperados, por tanto podemos continuar con la interpretacion de los resultados La correcta
b) Indicativos de una posible contaminacion cruzada durante el proceso de extraccion de ADN

©) Indicativos de una posible contaminacion cruzada durante la preparacion de la PCR Fallada

d) Indicativos de que la PCR no amplifica correctamente;

3. En conjunto, los resultados obtenidos en el CONTROL POSITIVO de PCR y el CONTROL ENDOGENO de este supuesto indican que:

a) La PCR amplifica correctamente y la muestra problema es amplificable (calidad/cantidad de ADN suficiente) La correcta

b) La PCR amplifica correctamente pero la muestra problema no es amplificable (calidad/cantidad de ADN insuficiente)

¢) La PCR no amplifica correctamente, por tanto, no podemos saber si la muestra problema es amplificable (calidad/cantidad de ADN suficiente)
Fallada

4. A la vista de los resultados obtenidos en los controles, sefiale la opcion CORRECTA en relacion al resultado obtenido en la muestra problema:

a) Hay amplificacion y la Tm es la esperada Acertada

b) Hay amplificacién pero la Tm es mayor de lo esperado
¢) Hay amplificacion pero la Tm es menor de lo esperado
d) Resultado no valido, requiere confirmacion

5. Segun los resultados obtenidos en este supuesto practico, considera que la muestra problema es:

b) Negativa, el hongo aislado no es Fusarium circinatum
) Un posible falso positivo, debemos repetir el analisis
d) Un posible falso negativo, debemos repetir el analisis
e) Dudosa, requiere confirmacion

a) Positiva, el hongo aislado es Fusarium circinatum Acertada
C

Resultados:

Acertadas: 2
Falladas: 3
No contestadas: 0
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