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__ Propagacion delhongo Medio YPD Sélido

1.Extracto de levadura 1%
2.Peptona de gelanita 2%
3. Glucosa/Dextrosa 3%
4.Agar 2%

5.Ajustar pH al 4.5

Sembrar 100-150
microlitros
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se resuspenden las pastillas en Recolectar la pastilla en un Centrifugar y decantar el
medio YPD vy glicerol al 50% microtubo y centrifugar, las sobrenadante
patillas se lavaron con agua
destilada
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obtencion a pariir de la fase micelial

preoinoulo: 15mL
de medio YPD =——3
con 150pnL de
suspencion de
conidios . en medio YPD inécular con
incubar a 28°C, 120 rpm por 2 el preinéculo
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lavar las pastillas con agua centrifugacion a 6800g x Smin

destilada y se obtiene el micelo incubar matraces a 28°C,

120rpm por 4 dias
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Extraccion de ARN de ambas fases
(levaduras y micelio)

La extraccion se realizo por
el método de Trizol

en un tubo con 1ml de trizol

200 . agitar en vortex por 30seg. incubar a temperatura
agregar ) mg de hasta ver una mezcla ambiente por Smin.
homogenizado ,
homogénea y color rosa l
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agregar S00uL de incubar 3min a temperatura afiadir 200pL de cloroformo
isopropanol, dejar en hielo ambiente y centrifugar frio y agitar en vortex
por 30min y volver a 12000rpm/10min/4°C hasta por 3min
centrifugar
12000rpm/10min/4*C
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la £ del lavar pastilla con 1mL de Resuspender con S0pL-
separarf a z’lse ac.uosa ¢l EtOh 75% y centrifugar 100pL. de agua DEPC,
ase organica 8000/10min/4*C agitar hasta resuspender
retirar sobrenadante y dejar pastilla

secar 3-Smin
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