70

ITCUP-CIENCIA DICIEMBRE 2014 NUMERD 2 ITCL

NOTA TECNICA - GENETICA gur

PROTOCOLO DE PURIFICACION DE ADN DE HOJAS DE 10.

Theobroma cacao L. PARA ESTUDIOS DE GENETICA sot

POBLACIONAL CON MICROSATELITES (STR) 3

40
Eva Chavez C.!, Daniela Arteaga V.? & Marinés Giraldo C. rp
! Unidad Académica Campesina Tiahuanaco (UAC-T), Universidad Catolica “San Pablo”, La Paz, Bolivia. ' M
2 Centro de Investigacion Genética, IITCUP, Universidad Policial, Policia Boliviana. C
fc
INTRODUCCION mente desecadas y conservadas en silica gel (:1_l 1
rante un periodo de tres afios proporcionadas por
Las muestras obtenidas a partir de plantas estan e . . : . E
Wildlife Conservation Society (WCS). Finalmente, E
entre las mas complejas para lograr una adecuada : . '
se incluyeron en la muestra hojas desecadas que 1

purificacion de material genético de alta calidad,
el cual es necesario para los subsecuentes analisis
poblacionales o filogenéticos, como estudios de
microsatélites o de secuencias. Ademas, en la ma-
yoria de los casos, esto involucra el uso de nitr6-
geno liquido en el tejido, para luego molerlo utili-
zando un mortero; nitrégeno liquido que es dificil
y riesgoso de manipular, incluso en laboratorio.
Por esta razén, a continuacion se presenta un pro-
tocolo simple para la obtencion de ADN a partir
de tejido foliar previamente desecado, en la con-
sideracion de que el ADN debe ser purificado
previniendo su degradacion y asegurando dife-
rentes usos.

MATERIALES Y METODOS
Colecta de muestras

Se colectaron muestras de hojas frescas y sanas de
262 plantas adultas de T. cacao L. (cacao Nacional
Boliviano) a partir de 8 poblaciones de cacao cul-
tivadas y 12 comunidades de cacao silvestre loca-
lizadas en el Norte del Departamento de la Paz
(Bolivia): comunidades silvestres ubicadas en el
cauce del Rio Beni, el cauce del Rio Madidi y el
noroeste de La Paz, municipio de Guanay. Asi-

mismo, también se analizaron muestras previa-
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presentan contaminacion por hongos.

-1 m

Extraccion de ADN

Las muestras de hojas previamente colectadas
fueron desecadas en silica gel de la siguiente .._-_:
nera: una hoja de T. cacao L. colocada en papé
absorbente introducida en una bolsa de ciert
hermético (ziploc) con 10 g de silica gel, en cons
deraci6n de que por la alta humedad del ambient
de la zona de colecta, se realizaron al menos tri
*emplazos de la silica gel presente en las bolsa
asegurar el secado completo de las hojas.

Una vez que las hojas se encontraban complet

mente desecadas, se procedié a pulverizarlas
mortero con el fin de producir la lisis celular ha
obtener al menos 100 mg de un fino polvo, al ¢
se afiadieron 700 pl de buffer CTAB al 2% (2
de CTAB, 10 g de PVP, 100 ml de 1M Tris-Cl
8,0; 40 ml de 0,5 M EDTA pH 8,0, 280 ml de 5
NaCl para un volumen final de 1000 ml) precal
tado a 65 °C, de acuerdo al método propuesto p
Borsch et al. (2003). Los tubos se incubaron a 65
durante 30 minutos realizando vortex ocasion
mente, centrifugando posteriormente a 104

rpm durante 10 minutos, prosiguiendo una ¢



ITCUP-CIENCIA DICIEMBRE 2014 NUMERO 2

gunda y tercera extraccion con buffer CTAB des-
pués de la que se realiza una centrifugacion a
10000 rpm durante 10 minutos recuperando el
sobrenadante, al que se le afaden 700 pl de la
mezcla cloroformo y alcohol isoamilico (24:1).
Después de mezclar vigorosamente, se incuba a
4°C durante 20 minutos, centrifugando a 12.000
rpm durante 10 minutos, de esta manera se obtie-
ne tres fases: una superior acuosa, una intermedia
con fléculos y proteinas, y otra inferior de cloro-
formo. Trnasferir cuidadosamente la fase superior
a un tubo de 1,5 ml, anadiendo 1 volumen de clo-
roformo y alcohol isoamilico (24:1). Una vez reali-
zada la centrifugacion, transferir cuidadosamente
la fase superior a un nuevo tubo de 1,5 ml, al que
se le anaden 0,08 volumenes de acetato de amonio
7,5 M frio y dos volumenes de etanol al 95%, in-
cubando después de una vigorosa mezcla a 20 °C
durante 1 hora. Centrifugar a 12.000 rpm durante
20 minutos a 4°C. Descartar cuidadosamente el
sobrenadante evitando la pérdida del precipitado.
Realizar un lavado con 500 ul de etanol al 70%,
centrifugando a 12.000 rpm durante 10 minutos,
descartando el sobrenadante y retirando el exceso
de etanol con un papel absorbente. Secar el preci-
pitado de ADN y re-suspender en 50 ul de agua
ultra pura. Anadir 25 ul de acetato de sodio 3M
pH 5,5 y precipitar lavando con dos voltimenes de
etanol absoluto. Mezclar vigorosamente e incubar
a — 20°C durante 30 minutos (la incubaciéon tam-
bién puede ser O.N.). Centrifugar a 12.000 rpm
durante 20 minutos a 4°C, descartar cuidadosa-
mente el sobrenadante para no perder el precipi-
tado y dejar secar por 15 minutos a 65 °C. Re-
suspender con 100 ul de agua ultra pura.

La calidad del ADN extraido se verifico en gel de
agarosa al 1% tenido con bromuro de etidio y se
cuantificé en espectrofotometro UV/visible a 260,
280 y 320 nm, determinandose el grado de dilu-
cion adecuado para cada muestra hasta alcanzar
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una concentracion final de 0,8ng/uL. para poste-
riormente realizar el analisis de los extractos con
tres marcadores microsatélites: CIR-33, CIR-37 y
CIR-12 de acuerdo al protocolo propuesto por
Lambert et al. (2008).

RESULTADOS Y DISCUSION

De las 262 muestras procesadas se obtuvo ADN
apto para PCR de 248 hojas (94,66%). Cabe men-
cionar que los extractos obtenidos varian signifi-
cativamente en cuanto a calidad y cantidad, en-
contrandose entre 17 y 260 ng/ul (Figura 1), ob-
servandose bandas relativamente intensas con
poca degradacioén, lo que indica que el protocolo
permite obtener ADN gendmico intacto de mues-
tras de tejido foliar, incluyendo muestras conser-
vadas por un periodo de tres afos. Por otro lado,
de 15 de las 17 muestras que presentaban mala
conservacion, incluyendo la presencia de hongos,
no se obtuvo material genético analizable, visuali-
zandose Optimos resultados Unicamente en dos
muestras cuyo grado de contaminacion era signi-

ficativamente bajo.

mEEE =

Figura 1. Electroforesis en gel de a agarosa al 1%, mos-

trando productos de extraccion de ADN de
Theobroma cacao L.

Asi, de acuerdo a lo establecido en otros estudios,
en que las concentraciones de ADN de tejido ve-
getal varian entre 30 y 1802 ng/ul con un prome-
dio de 248 ng/ul, el protocolo propuesto recupera
concentraciones de ADN que se acercan al pro-
medio, aunque es claro que en muestras danadas

esta concentracion puede ser menor (Chia, 2009;
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Rosero, 2013), pero suficiente para realizar anali-
sis de microsatélites (Figura 2). Por otro lado, el
protocolo propuesto no se ve afectado por la alta
tendencia a la fenolizacion del tejido foliar de ca-
cao.

Por otro lado, la evaluaciéon de los extractos de
ADN obtenidos con los 3 marcadores microsatéli-
tes resultd en tres bandas de buena calidad y can-
tidad, separadas en funcion a su peso molecular
(Figura 2).
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Figura 2. Electroforesis de los productos de amplificacion de
PCR multiplex para tres marcadores microsatélites: CIR-33,
CIR-37 y CIR-12.

CONCLUSION

El protocolo de extraccion de ADN de tejido foliar
de Theobroma cacao L., “CTAB modificado” a par-
tir del protocolo propuesto por Borsch et al.
(2003), proporcioné un resultado favorable en
cuanto a cantidad y calidad de ADN, el cual fue
suficiente para llevar a cabo la amplificacion de
marcadores microsatélites mediante la técnica de
la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).
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