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RESUMEN

El potencial comercial y el papel que desempenan en la proteccion del medio ambiente, Cordia alliodora
y Tabebuia rosea las torna relevantes en el Plan Nacional de Reforestacion, el cual es ejecutado por la
Corporacién Nacional de Investigacion y Fomento Forestal (CONIF) y el Ministerio de Agricultura y Desarrollo
Rural (MADR) de Colombia. El avance de las técnicas de biologia molecular, permite la disponibilidad de
nuevas herramientas en el mejoramiento genético vegetal, fomentando la fijacion de genes involucrados en la
expresion de caracteres fenotipicos deseables de interés comercial y productivo. El objetivo fue estandarizar
un método de extraccion de ADN genémico especifico a partir de tejido foliar fresco y seco, al igual que de
plantulas. Se encontraron diferencias significativas entre las dos especies. En C. alliodora el tipo y estado del
tejido no fue un factor limitante para la extraccion, la cual dependié solamente del método empleado. Por el
contrario, T. rosea presentd limitaciones en la extraccion y amplificacion del ADN obtenido a partir de tejido
seco, lo cual se atribuyé a la concentracion significativa de polisacaridos, polifenoles y otros metabolitos
secundarios, también reportados en otras investigaciones para esta especie. Se cuantificé el ADN extraido y
se evaluo su calidad mediante la amplificacién del ADN utilizando microsatélites. Los datos se sometieron a
Anadlisis de Componentes Principales (ACP) y Analisis Factorial Mdltiple (AFM). Con base en los resultados,
se estandarizé un protocolo de extraccion de ADN para cada especie y se defini6 el tejido foliar éptimo para
dicho proceso.
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ABSTRACT

Because of their great commercial potential and its role on environmental protection, Cordia alliodora and
Tabebuia rosea are among species prioritized by Colombia’s National Reforestation Plan, which is executed by
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the National Corporation for Forestry Research and Development (CONIF) and the Ministry of Agriculture and
Rural Development (MADR). Thanks to the advancement of molecular biology techniques, new tools, that are
quite useful in plant breeding, are now available, promoting the fixation of genes involved in the expression
of desirable phenotypic traits of commercial and productive interest. This study was aimed to standardize a
specific genomic DNA extraction method from fresh and dry leaf tissue as well as from seedlings. Significant
differences were observed between both species. In C. alliodora, tissue, type and condition was not a limiting
factor for extraction and it only depended on the method used. On the other hand, T. rosea has limitations
in DNA extraction and amplification from dry tissue, which was attributed to the high concentration of
polysaccharides, polyphenols and other secondary metabolites, also reported in other studies for this species.
The extracted DNA was quantified and its quality evaluated by DNA amplification using microsatellites. Data
were analyzed by both Principal Component Analysis (PCA) and Multiple Factor Analysis (MFA). Based on the
results obtained, a DNA extraction protocol was standardized for each of these species and the optimum leaf
tissue for that process was defined.

Key words: DNA, Forest, guayacan, nogal, biotechnology.

INTRODUCCION a franca, tolera suelos acidos y ocupa un rango
actitudinal amplio, el cual oscila entre 0 a
Tabebuia rosea es una especie ornamental, 1300 m s n m y su precipitacion anual entre

maderable de la familia Bignoniaceae y de 1200 y 2500 mm (OFI-CATIE 2003).
tamano mediano, alcanza de 20 a 25 m de

altura. Su tronco es ligeramente acanalado, Por su parte, Cordia alliodora, pertenece a
con pocas ramas gruesas horizontales y la familia Boraginaceae y €s un arbol que
ramificacion simpddica, con copa estratificada crece hasta 45 m de altura y alcanza 90 cm
y hojas decusadas distribuidas en pam’cu[as de didmetro. Su tallo es cilindrico, corteza
cortas (Vit 2004). En Colombia, se conoce con externa gris o pardo e interna de color amarillo
los nombres de guayacan, guayacan rosado, claro. En Colombia se conoce como nogal o
guayacén lila, flor morado, ocobo, guayacén nogal cafetero, pardillo, moncoro, y laurel.
morado, roble, garza y roso. Es nativa en Es una especie nativa de América tropical y
México, América Central y el norte de Sur en la vertiente Atlantica de América Central,
América (Brasil, Colombia, Ecuador, Perd, crece desde el nivel del mar hasta 800 m
Venezue]a). Las semillas se dispersan por el de altitud y hasta 1200 m en la vertiente del
viento durante la estacién seca (marzo-abril) Pacifico (Boshier and Mesén 1989). El nogal
y germinan durante la primera temporada alcanza su maximo desarrollo en el bosque
de lluvias (mayo-junio) (Kitajima 2002). Se himedo tropical y muy hdmedo tropical con
desarrolla naturalmente en las zonas célidas precipitaciones mayores de 2000 mm anuales,
de las Antillas mayores y menores, y desde alli aunque puede crecer en zonas secas con
se ha difundido a toda Centroamérica, crece alrededor de 1000 mm anuales (Borge 2008).
en una variedad de habitats, con tendencia a

dominar en bosque himedo bajo, bosque de Colombia posee, evidentemente, un enorme
galerfa y dreas con inundaciones estacionales. potencial en términos de especies vegetales;
Esta especie prefiere suelos de textura arenosa el total de especies vasculares silvestres se
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calcula entre 40000 y 50000 (lo cual coloca
al pais en el segundo a nivel mundial después
del Brasil en cuanto a riqueza floristica),
es por esto que en los udltimos anos, el Plan
Nacional de Desarrollo Forestal ha estimulado
la plantacién de especies forestales nativas y
foraneas de alto valor comercial, con rapida
y mediana produccién y facil aplicacion en
sistemas de produccién agroforestales. Dentro
de estas especies nativas de interés econémico
y ecoldgico, se encuentran el nogal cafeteroy el
guayacan rosado, los cuales cuentan con gran
aceptacion y preferencia dentro de las especies
forestales comerciales, gracias a que poseen
maderas semiduras y livianas, con buenas
caracteristicas de trabajabilidad y otros factores
ecoldgicos que las convierten en especies
con un alto potencial de aprovechamiento y
conservacion (CONIF 2002).

En los dltimos afos, la aplicacion de la
biotecnologia en la investigacion agricola, ha
progresado rapidamente, lo que ha permitido
desarrollar ~ mdltiples  técnicas  molecu-
lares de gran utilidad en el mejoramiento
vegetal, facilitando el andlisis genético
de caracteres de interés agronémico y la
seleccion de individuos con caracteristicas
ventajosas (Zamudio y Guerra 2002), ya que
se pueden identificar genes que determinen
caracteristicas econébmicamente importantes,
como la tasa de crecimiento, la adaptabilidad,
la forma del tronco y la calidad de la madera
(densidad y cantidad de lignina), entre otras,
una vez conocidos esos genes, se pueden
seleccionar los alelos deseados, sin necesidad
de esperar anos hasta que el arbol sea adulto,
de igual forma se puede promover la pérdida
de los genes que gobiernan otras caracteristicas

menos deseadas a nivel forestal (Mesén 1994).
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Sinembargo, existen algunos factores limitantes
de orden técnico y/o econdémico, entre los
cuales se encuentran la disponibilidad de
marcadores moleculares que permitan mejorar
la cobertura del genoma en cuestion, y procesos
sistematizados para la obtencién de ADN o
reacciones de amplificacion a gran escala, ya
que la aplicacion de esta herramienta de gran
alcance en algunas especies de plantas, ha
sido limitada por la falta de eficaces técnicas
de extraccion de los acidos nucleicos (Sghaier
et al. 2005 citado por Matasyoh et al. 2008).
Aunque la extraccion de ADN en plantas se
ha descrito por numerosos autores, cada
autor describe un método diferente para
superar los problemas para el aislamiento
de ADN gendmico. Algunas plantas lefosas
tienen ciertos metabolitos como compuestos
polifendlicos, polisacaridos, taninos y ARN
que interfieren con el aislamiento de ADN y
la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
(Rout et al. 2002).

No obstante, la publicacién masiva de trabajos
a nivel de extraccion de ADN en plantas
se viene realizando hasta hace pocos anos
(Dellaportaetal. 1983, Doyle and Dolyle 1990;
Porebski et al. 1997; Zhang and McStewart
2000; Sharma et al. 2002; Li et al. 2002; Keb-
Llanes et al. 2002; Michiels et al. 2003; Alaey
et al. 2005; Narayanan et al. 2006; Krizman
et al. 2006; Deshmukh et al. 2007; Matasyoh
et al. 2008), donde se mencionan mdiltiples
inconvenientes debido a la co-extraccion de
polisacaridos de alta viscosidad, y polifenoles,
los cuales actdan como inhibidores durante la
extraccion del ADN; lo que ocasiona también
que el ADN aislado se observe de un color
amarillento, pegajoso y viscoso (Deshmukh et
al. 2007).
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Por lo tanto, el objetivo de esta investigacion
fue estandarizar la extraccion de ADN
genémico para las especies, T. rosea y C.
alliodora a partir de tejido seco, adulto y
plantulas, para la utilizaciéon a largo plazo
en programas de mejoramiento genético,
a través de marcadores moleculares que
permitan la construccion de mapas genéticos,
incrementando la probabilidad de identificar

regiones cromosémicas que determinen rasgos

agronébmicamente importantes en ambas
especies.
MATERIALES Y METODOS

Tejido vegetal y recoleccion del material
Se emplearon tres tipos de tejido foliar: tejido
fresco, tejido seco y plantulas:

a) Tejido Fresco: Se recolectaron hojas de

arboles adultos sanos ubicados en el
campus de la Universidad Tecnolégica
de Pereira. Se manej6é en hielo desde el
momento en que se cortaron del arbol
hasta llegar al laboratorio, donde se realizé

inmediatamente la extraccién del ADN.

b) Tejido Seco: Se recolectaron hojas de
arboles adultos sanos ubicados en el campus
de la Universidad Tecnolégica de Pereira,
y se almacené en Gel de Silice granulado
sin cobalto (Carlo Erba), proporciéon 1:10
(un gramo de tejido vegetal por 10 gramos
de gel de silice) en bolsas plasticas con
cierres herméticos, debidamente rotuladas,
alrededor de una semana, posteriormente
se realizo la extraccion de ADN.

¢) Plantulas: Se puso a germinar semillas en
el vivero de la Universidad Tecnolégica de
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Pereira, en cubetas de 128 puestos y fueron
trasplantadas 45 dias después a bolsas de 17
X 24 cm. Setom6 una muestra de las primeras
hojas verdaderas, las cuales se conservaron
en hielo llevandolas al laboratorio. En
todos los casos anteriores, se macerd el
tejido foliar utilizando nitrégeno liquido y
el tejido macerado se almacené en tubos
conicos FALCON de 15 mL debidamente
rotulados a -70°C. Esto se llevo a cabo en el
Laboratorio de Biotecnologia Vegetal en la

Universidad Tecnolégica de Pereira.

Protocolos de Extraccion

Para la extraccion de ADN genémico en nogal
cafetero y guayacan rosado, se empled como
control comercial el Kit Plant DNeasy mini Kit
de QIAGEN. Y los tres protocolos de extraccion
evaluados fueron: Dellaporta et al. (1983)
basado en el uso de SDS (Dodecil Sulfato de
Sodio), Porebski et al. (1997) y Doyle and
Doyle (1990) los cuales son métodos basados
en el uso de CTAB (Bromuro de Cetil-Trimetil
Amonio).

Tratamiento RNasa A
Para evitar la presencia de cantidades
de ARN, se

tratamiento con RNasa A. En este caso, en los

considerables realiz6 un
cuatro protocolos de extraccion se adicion6
2ul de RNasa A (10mg/mL) y se llevé a 37°C

por 30 minutos en bano maria.

Evaluacion cuantitativa del ADN aislado

Para evaluar la calidad del ADN, éste se
visualizé por electroforesis horizontal en geles
de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio
(0,5pg/ml). La electroforesis se corrié en una
solucién tampén de corrido TBE 1X (500 mM
de Tris-HC1, 60 mM de 4cido bérico y 83 mM



TEMAS AGRARIOS - Vol. 16:(2) Julio - Diciembre 2011 (28 - 41)

de EDTA) a una corriente de 90 V durante 60
minutos. Como marcador de peso molecular
se utiliz6 Tkb DNA Ladder (1pg/pl) (Bioline).
La electroforesis se corrié con una fuente de
poder (Pharmacia Biotech). El gel se visualiz6
bajo la luz de UV en un documentador de
geles modelo GelDoc 1000 de BIO-RAD.

El ADN se cuantificé directamente en una
solucion acuosa, midiendo la absorbancia
(A) de luz ultravioleta y comparando con un
blanco o linea base (agua estéril). En este caso
la cuantificacién del ADN obtenido se calculd
en un Espectrofotometro UV-visible (Shimadzu
UV-1700) estimando la absorbancia de la
muestra a 260nm, sabiendo que 1 unidad de
absorbancia a 260nm es igual a 50ug de ADN
de doble cadena.

Evaluacion de pureza del ADN genémico

La pureza del ADN gendémico, se determiné
espectrofotométricamente  por la medida
de absorbancia, ya que la interferencia de
contaminantes puede determinarse calculando
un «cociente». Teniendo en cuenta, que las
proteinas absorben a 280nm, se emplea el
cociente A260/A280 para calcular la pureza
de los acidos nucleicos. Para que el ADN
obtenido presente suficiente pureza para ser
amplificado, debe presentar valores entre 1,7

y 2,0 (Becker et al. 1996).

Evaluacion de calidad del ADN genémico
La calidad
la  amplificacién

se verifico por medio de
del ADN

microsatélites desarrollados por el Laboratorio

utilizando

de Biotecnologia Vegetal de la Universidad
Tecnolégica de Pereira, los cuales fueron
disefiados con el software Designer PCR,
version 1.03 (Research Genetics, Inc ®), las
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secuencias de los microsatélites obtenidos se
encuentran en el GenBank. En la especie C.
alliodora se utilizaron los iniciadores: CA104 F
(5-ATTGCTTTCTCAGTCCTATTC-3") y CA104
R (5"-ATGGTGAGTATTGGATGATCC-3")
(nimero de accesion GenBank GUO011894),
y para T. rosea se utilizaron los iniciadores:
TRB110 F (5"-ACCCAGGAAATGTTCTCG-3") y
TRB110 R (5-AACGGTTGAGGAGCCATC-3")
(nimero de accesion GenBank GUO11754).
La amplificaciéon se llevé a cabo en un
termociclador (M) Research PTC 100) en un
volumen final de 15pl con 0.9uM de cada
uno de los iniciadores, 1U de Taq polimerasa,
200pM de cada uno de los dNTP, 1X de buffer
de reaccion (10mM de Tris HCI, 50mM de
KCl, 1,5mM de MgCl2) y 10ng de ADN (L6pez
2009).

El perfil de amplificacion fue de 30 ciclos
de 94°C por un minuto, temperatura de
apareamiento por un minuto, 72°C por un
minuto, con una extension final de 72°C por
10 minutos. La visualizacién de los fragmentos
se realiz6 en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida al 6%. Se utiliz6 el marcador de
peso molecular HyperLadder IV (Bioline). La
electroforesis se corrié en una cdmara vertical
Sequi-Gen GT Sequencing Cell (Bio Rad)
durante 90 minutos a 1000V. Los fragmentos
amplificados fueron visualizados mediante
tinciéon con nitrato de plata a través del
protocolo descrito por Benbouza et al. (2006).

Diseno Experimental

Para el tratamiento estadistico de los datos, se
utilizé un disefio factorial evaluando cuatro
Métodos de Extraccién (niveles) y tres tipos
de Tejido Foliar (factores); como control se
empled el protocolo del Kit comercial DNeasy
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Plant mini Kit de QIAGEN. Este disefio permitio
evaluar la interaccion entre factores y niveles.
Para esto se realizé un Andlisis de Componentes
Principales (ACP) y un Analisis Factorial
Mdiltiple (AFM), con el paquete estadistico
software PAST (Palaeontological STatistics, ver.
1,75) con la plataforma de Windows.

RESULTADOS Y DISCUSION

Al evaluar cada uno de los protocolos de
extraccién en ambas especies, se encontré que
el método control, en este caso el Kit comercial
de QIAGEN (Figura T1a), no fue util en la
extraccion y amplificacion del ADN enT. rosea,
debido a que el Kit requiere tejidos jovenes o
que contengan niveles bajos de polifenoles (Li
etal. 2002), lo que fue limitante es esta especie
dado que Martinez (2010) y Arbeldez et al.
(2011), reportaron una presencia significativa
de diversos metabolitos secundarios en esta
especie, los cuales son muy estudiados en la
actualidad a nivel farmacologico, ya que estos
metabolitos son usados como compuestos
activos para combatir muchas patologias. A lo
anterior se le suma su elevado costo, lo que
[imitd la cantidad de muestras a evaluar (Li et
al. 2002; Michiels et al. 2003; Deshmukh et
al. 2007).

Aunque en muchos protocolos se plantea el
hecho de que la extraccién de ADN, se realiza
preferiblemente a partir de tejidos jévenes
debido al menor contenido de polisacaridos,
polifenoles y otros metabolitos secundarios
(Zhang and McStewart 2000); esto es poco
frecuente, ya que en la mayoria de los casos
s6lo se dispone de tejidos maduros, y por lo
tanto es necesario determinar un procedimiento
adecuado para la extraccion selectiva del ADN
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(Krizman et al. 2006).

Con el método Doyle and Doyle (1990),
se logré extraer ADN en ambas especies
utilizando los tres tipos de tejido foliar (Figura
1b), sin embargo fue T. rosea la que presentd
mejores resultados. Esto dado que las células
vegetales pueden lisarse con el detergente
i6nico, formando un complejo insoluble con
los acidos nucléicos en medio hiposalino. De
ese modo, los polisacdridos, los compuestos
fendlicos 'y los demds contaminantes
permanecieron en el sobrenadante y pudieron

eliminarse por lavado.

Teniendo en cuenta que el método de Porebski
et al. (1997) es una modificacion al propuesto
inicialmente por Doyle and Doyle (1990), en
ambos se encontraron resultados similares,
ya que aunque se logré extraer ADN en
ambas especies, fue T. rosea la que present6
una integridad mayor en el ADN (Figura 1c),
dado que al incorporar una concentracién
considerable de NaCl, combinado con PVP y
carbén activado, se evitd la solubilizacion de
los polifenoles y polisacaridos, por lo tanto
estos contaminantes no precipitaron 'y pudieron
eliminarse extrayendo la solucién acuosa con
cloroformo. De igual forma, al desnaturalizar
las proteinas se facilité la separacion de la
fase acuosa descartandola en el sobrenadante
y precipitando los 4cidos nucleicos en la fase
organica.

En el caso del método de Dellaporta et al.
(1983), fue atil en la extraccion de ADN
en ambas especies, sin embargo presentd
mejores resultados C. alliodora (Figura 1d), ya
que empleé el SDS, el cual es un compuesto
tenso activo iénico, que ha sido utilizado por
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Figura 1. Obtencién de ADN genémico con los diferentes protocolos de extraccién. a) Kit de QIAGEN,
b) Doyle & Doyle (1990), c) Porebski et al. (1997) y d) Dellaporta et al. (1983), en las especies
Tabebuia rosea (1) y Cordia alliodora (2). En: Tejido seco (TS), Tejido Fresco (TF), Plantulas (P), kb

DNA Ladder (M).

multiples autores, debido a que disminuye
notablemente los procesos de fenolizacion,
garantizando una mayor preservacién del ADN
(Matasyoh et al. 2008).

Consecuentemente, al evaluar la cantidad de
los acidos nucleicos por espectrofotometria,
se encontr6 que en los casos donde habia
presencia de proteinas en la muestra (A280),
el cociente A260/A280 era considerablemente
inferior a dichos valores, dificultando la
determinacion con exactitud de la cantidad
de 4acidos nucleicos. No obstante, en el
estudio realizado por Michiels et al. (2003), se
determiné que la cantidad y calidad del ADN
aislado también dependian de la temperatura
y la duracién de la precipitacion, ya que a
temperaturas bajas la precipitaciéon del ADN

aumento.
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En el analisis espectrofotométrico, obtenido
a partir de lecturas a 260nm y 280nm
realizadas a las muestras de ADN extraidas en
C. alliodora, se determiné que el método de
Doyle and Doyle (1990) empleando plantulas,
fue el que registr6 una mayor concentracion
de ADN (5,05ng/pl) (Tabla 1) en comparacion
con el ADN obtenido empleando los tejidos y
métodos restantes. También presenté un nivel
de pureza significativo (1,71), recordando que
el cociente de los valores obtenidos a 260nm
y a 280nm (A260/A280) proporciona una
estimacion del grado de pureza de los acidos
nucleicos, y deben oscilar aproximadamente
de 1,7 a2,0.

En contraste el método de Porebski et al. 1997,
present6 una utilidad reducida, ya que solo
se logr6 extraer ADN de tejido seco, con una
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Tabla 1. Cantidad y pureza del ADN con cuatro métodos de extraccién y tres tipos de tejido foliar diferentes

en la especie Cordia alliodora (Ruiz & Pav.).

Tipo Tejido Métodos* A 260 A 280 A 260/A 280 ADN ng/pl

1 0,21+0,07 0,15+0,04 1,40 1,05
2 0 0 0 0

Fresco
3 0,74+0,10 0,58+0,12 1,28 3,70
4 0 0 0 0
1 0,20+0,06 0,17+0,06 1,18 1,00
2 0,17+0,03 0,14+0,03 1,21 0,85

Seco
3 0,54+0,11 0,35+0,05 1,54 2,70
4 0,07+0 0,060 1,17 0,35
1 0,07+0,01 0,06+0 1,17 0,35

Plantulas 2 0 0 0 0
3 1,01+ 0,47 0,59+0,28 1,71 5,05
4 0,38+0,10 0,40+0,11 0,95 1,90

*Métodos de extraccién empleados (1) Dellaporta et al. (1983), (2) Porebski et al. (1997), (3) Doyle & Doyle (1990) y (4)

Kit de QIAGEN.
A = Absorbancia en nanometros
ADN ng/ul: ADN en nanogramos por microlitros

concentracionde0,85ng/uly un nivel de pureza
de 1,21. Al igual que los resultados obtenidos
con el Kit de QIAGEN debido a que solo se
extrajo ADN a partir de tejido seco (0,35ng/

pl) y plantulas (1,90ng/ul), con un nivel de
pureza de 1,17 y 0,95, respectivamente (Tabla

1). En el caso de T. rosea, el ADN obtenido por
el método de Porebski et al. 1997, utilizando
tejido fresco (0,65ng/ul) y plantulas (0,40ng/
pl), presenté una concentracion reducida,
al igual que el nivel de pureza (1,18 y 1,14)
respectivamente (Tabla 2). Contrastando con el

Tabla 2. Cantidad y pureza del ADN con cuatro métodos de extraccién y tres tipos de tejido foliar diferentes

en la especie Tabebuia rosea (Bertol).

Tipo Tejido Métodos* A 260 A 280 A 260/A 280 ADN ng/pl
1 0,35+0,14 0,24+0,09 1,49 1,76
2 0,13+0,06 0,11+0,05 1,18 0,65
Fresco
3 0,38+0,13 0,26+0,08 1,46 1,90
4 0 0 0 0
1 0,31+0,25 0,21+0,15 1,47 1,53
2 0,64+0,02 0,47+0,04 1,36 3,20
Seco
3 1,35+0,07 0,91+0,05 1,48 6,75
4 0 0 0 0
1 0,34+0,08 0,22+0,05 1,55 1,70
, 2 0,08+ 0,04 0,07+0,03 1,14 0,40
Plantulas
3 0,47+0,03 0,27+0,02 1,74 2,35
4 0 0 0 0

*Métodos de extraccién empleados (1) Dellaporta et al. (1983), (2) Porebski et al. (1997), (3) Doyle & Doyle (1990) y (4)

Kit de QIAGEN.
A = Absorbancia en nanometros
ADN ng/ul: ADN en nanogramos por microlitros
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método de Doyle and Doyle (1990), empleando
plantulas, el cual presenté un nivel de pureza
significativo (1,74), sin embargo sélo se obtuvo
2,35ng/ul de ADN. Caberesaltar queen T. rosea
no se pudo extraer ADN gendémico a partir de
tejido seco, fresco y plantulas, empleando
el Kit comercial de QIAGEN, por ende no se
obtuvieron datos espectrofotométricos.

Para evaluar la calidad se emple6 productos
de microsatélites después de la amplificacion
del ADN genémico, donde se determin6 que
aun en los casos en que se logré extraer ADN
empleando un método o un tejido especifico,
este no garantizaba que fuese amplificable,
Concordando con lo manifestado por
Grattapaglia (1994), donde ilustra el hecho de
que la presencia de metabolitos secundarios,
presenta inicialmente dificultades en la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
inhibiendo la accion de la Taq polimerasa.
En C. alliodora amplific6 el ADN obtenido
con los métodos de Doyle & Doyle (1990) y

k) k] P R h] P

M 1122122444 22401220122444124

Dellaporta et al. (1983), en los tres tipos de
tejido foliar. Y con el Kit de QIAGEN sélo
amplific el ADN obtenido de tejido seco y
plantulas (Figura 2a). Para la especie T. rosea
el ADN obtenido a partir de tejido fresco y
plantulas con los métodos Doyle and Doyle
(1990), Dellaporta et al. (1983), y Porebski et
al. (1997), fueron dtiles para la amplificacion
empleando microsatélites, descartando el
tejido seco, dado el rendimiento ineficiente en

la amplificacién (Figura 2b).

Como resultado del Andlisis de Componentes
Principales (ACP) en ambas especies, se
logré transformar un conjunto de variables
en un nuimero menor de dimensiones o
componentes, las cuales contenian la mayor
parte de la informacion (varianza) del conjunto
inicial. En C. alliodora el Componente 1,
explicé el 84,48% de la varianza, presentando
la mayor correlacién positiva con las variables
absorbancia (ABS260) y concentracién en ng/
pl, es decir, que en este caso el conjunto de datos

TF P

™ P

1332 21113 3 221112 M b

Figura 2. Productos de SSR después de la amplificacién del ADN genémico obtenido a partir de tres tipos de
tejido foliar y cuatro métodos de extraccion en la especies a) Cordia alliodora y b) Tabebuia rosea.
Métodos de extraccion: (1) Dellaporta et al. (1983) (2) Doyle & Doyle (1990) (3) Porebski et al.
(1997), y @) Kit de QIAGEN. Tipo de tejido: T. seco (TS), T. Fresco (TF), Plantulas (P), Hyper Ladder

IV (M).
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seredujo a sélo dos variables (dos componentes
importantes), que influian directamente en la
eleccién del método y tejido apropiado para la
extraccion de ADN genémico. El Componente
2, en esta especie no se considerd ya que sélo
explicaba el 15,3% restante con la variable
absorbancia (A260/A280) (Tabla 3). En cuanto
a la especie T. rosea el Componente 1, explicd
el 78,81% de la varianza, contenida en las
variables absorbancia (A260) y concentracion
en ng/ul, reduciendo de igual forma el nimero
de variables a dos dimensiones principales. En
este caso el Componente 2, explicé el 21,15%
con la variable A260/A280 la cual presenté
una correlacién positiva muy alta (casi 1),
con lo cual se interpreté como un variable
independiente (Tabla 3).

de
Principales (ACP), se realiz6 un Analisis

Posterior al  Andlisis Componentes
Factorial Mdltiple (AFM), el cual es un método
adaptado al manejo de datos en las que un
mismo conjunto de tratamientos se describe a
través de varios grupos de variables. Teniendo
en cuenta que se trabajé conjuntamente
con variables cuantitativas y cualitativas, en
distintos periodos de tiempo, es por esto que
se incluyé también los resultados de la PCR.

Cuando se evalu6 la amplificacion en el ADN

obtenido se observaron diferencias en los
métodos vy tejidos empleados. Por lo tanto, al
considerar todos los factores, se encontré que
el método mas apropiado para la extraccion
de ADN en C. alliodora fue el propuesto por
Dellaporta et al. (1983), empleando cualquiera
de los tres tipos de tejido foliar, ya que fue
amplificable (Figura 3a). En el caso de T. rosea
el AFM, demostré que los métodos adecuados
de extraccién fueron: Doyle and Doyle (1990),
Dellaporta et al. (1983), y Porebski et al.
(1997), empleando tejido fresco o plantulas. En
esta especie el ADN obtenido a partir de tejido
seco no fue eficiente, ya que no amplifico
(Figura 3b).

También, se considerd el método derecoleccion
y almacenamiento del material vegetal; en
ambas especies se obtuvo ADN a partir de
plantulas, y hojas recolectadas de arboles
maduros, pero estas se debian transportar en
hielo para prolongar la aparicién de procesos
de fenolizacién. En el caso del tejido seco, las
hojas se recolectaron en bolsas herméticas con
gel de silice granulado, y se dej6 alrededor
de una semana en el laboratorio. Para el
almacenamiento del tejido recolectado, se
determiné que en ambas especies después de

macerar con nitrégeno liquido, el tejido fresco

Tabla 3. Contribucién de las variables a los primeras componentes principales en las especies Cordia alliodora

(Ruiz & Pav.) y Tabebuia rosea (Bertol).

Componente 1

Componente 1 Componente 2

Variables
Cordia alliodora Tabebuia rosea
A260 0,5416 0,5595 -0,1231
A280 0,5075 0,5526 -0,2073
A260/280 0,3946 0,2618 0,9627
ng/pl 0,5416 0,5595 -0,1226
Exp. Var 3,37949 3,15 0,845836
Prp. Tot 84,487 78,81 21,15

A: Absorbancia en nanometros, ng/pl: nanogramos por microlitro; Exp. Var: Varianza esperada; Prp. Tot: Probabilidad total.
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Figura 3. Analisis Factorial Multiple teniendo en cuenta las absorbancias, concentracién, método y tipo de
tejido, considerando ademas los resultados de la PCR, en las especies a) Cordia alliodora y b)

Tabebuia rosea.

se puede almacenar a -70°C en tubos cénicos
de 15 ml, sin limitar posteriormente la cantidad
y amplificaciéon del ADN, concordando con
otras investigaciones donde se ha observado
que para preservar las muestras por tiempos
prolongados es necesario almacenarlas en
congeladores de -70°C y -80°C o dispositivos
de nitrégeno liquido (Marulanda et al. 2006).

No obstante, en C. alliodora se obtuvieron
resultados exitosos, en el almacenamiento del
tejido seco, lo cual fue muy importante ya que
en muchas ocasiones es necesario almacenar
el tejido en condiciones seco o semi-seco, y
esto exige el estudio no solo de un protocolo
de extraccion y el uso de diferentes tejidos,
sino también la evaluacién de métodos de
almacenamiento (Matasyoh et al. 2008).

En sintesis, se pudo determinar que el protocolo
optimo para la extracciéon de ADN teniendo
en cuenta la cantidad y amplificacién en C.
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alliodora, fue el propuesto por Dellaporta et al.
(1983), empleando cualquiera de los tres tipos
de tejido foliar. A diferencia de los resultados
obtenidos en T. rosea, donde el método no
present6 diferencias significativas, lo que puso
de manifiesto el hecho de que el tipo de tejido
en esta especie afectd significativamente los
resultados de extraccion y amplificacion, ya
que se observd mejores resultados en plantulas
y tejido fresco.

CONCLUSIONES

Esta demostro

procedimiento de extraccion de ADN vy el

investigacion que el
tipo de muestra afectaron significativamente
el rendimiento y la calidad, asi como la
amplificacién por microsatélites en las especies
T. rosea y C. alliodora. Se recomienda no
emplear Kits comerciales en especies forestales,
ya que en muchas ocasiones, no se producen
rendimientos eficientes de ADN amplificable,



Lopez-Mora - Extraccién de ADN genémico

debido al requerimiento de tejidos jovenes
con niveles bajos de metabolitos secundarios.
Finalmente, se pudo inferir que una adecuada
seleccion de metodologia y tipo de muestra,
son necesarias para obtener resultados fiables
basados en marcadores, ya que evidentemente
la cantidad y la calidad del ADN variaron
dependiendo de la especie y el tipo de tejido
empleado.
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