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Introduccion. la caoba (Switenia macrophylla) es una especie
maderable muy cotizada a nivel mundial por su uso en
ebanisteria y elaboracion de  muebles, asi como de
instrumentos de precision; la sobre explotacion y el ataque de
plagas como el gusano Hypsypila grandella zeller, y la corta
selectiva han ocasionado que esta especie este en via de
extincion. Es de suma importancia conocer el status genético
de la especie con el fin de orientar en un futuro programas de
mejoramiento genético basados en la disponibilidad de la
informacién genética que guarda la especie en las pocas
poblaciones naturales que aun quedan.

Hasta la fecha se desconoce en gran medida la variabilidad
genética de las poblaciones naturales de caoba que se
encuentran en el estado de Veracruz para contrastarlo con
informacién generada en el estudio de otros estados e
inclusive paises mesoamericanos. Para lograr estos objetivos
es indispensable contar con un método de extraccion de ADN
en el que la calidad, concentracién tiempos y costos sean los
Optimos para realizar estudios moleculares, aunado a lo
anterior, se requiere que los protocolos de extraccion puedan
ser realizados de manera rutinaria en lugares donde la
disponibilidad de nitrégeno liquido es dificil. Por lo tanto, este
trabajo tiene por objetivo estandarizar y optimizar un método
rapido y de bajo costo de extraccion de ADN de Swietenia
macrophylla.

Metodologia. se probaron dos protocolos de extraccion
:CTAB(1) y el método de silica(2). El tejido utilizado fueron
hojas de arboles adultos obtenidos de poblaciones naturales de
Veracruz. La cantidad de tejido fue de .3g. METODO
SILICA: se macer6 tejido fresco con N2 liquido y se afiadio
el bafer de extraccion y SDS al 20%, se incubé a 65 °C , se
adiciond acetato de sodio 5 M se incub6 en hielo. Luego se
centrifugd y se tomo el sobrenadante para luego mezclarlo con
silica agitando levemente por 3 minutos. Se centrifugd para
formar la pastilla que fue lavada 2 veces con etanol al 75 %, se
dejo secar la pastilla y se resuspendio en 50 pl ddH20. se
incubd a 55° C para tomar el sobrenadante que contiene el
ADN. METODO CTAB: Se macer6 el tejido fresco con N2
liquido aplicando 1 ml de buffer de extraccion de CTAB al 2
% y 100 pl 100 uM de B-mercaptoetanol.Incubar a 65°C por
2 horas con agitacién frecuente. se realizaron 2 enjuagues con
600 de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1)

centrifugando y tomando el sobrenadante de cada lavado se
precipito con 500 pl de isopropanol preenfriado y 50 pl de
acetato de Sodio 3M. Se incubo por 15 minutos a -20 grados
centigrados. Se centrifugd y se decantd el sobrenadante. Se
lavé la pastilla 2 veces con etanol al 75% Yy se sec6 la pastilla
resuspendiéndose posteriormente en 50 pl ddH20. Una vez
escogido el protocolo de mejor resultado se ajustaron las
condiciones para no utilizar N2 liquido variando la cantidad
de tejido de (5,1y1.59;.13y .3 g) de tejido y el volumen
de buffer (1,2 y 3 ml) . se calenté el material (mortero y
pistilos) y el buffer de extraccion y se prosiguid con el
protocolo de CTAB. La integridad del ADN se observo
mediante electroforesis en geles de agarosa al 1 %. Para
determinar si el ADN puede ser utilizado para andlisis de
marcadores moleculares, se someti6 a una digestion con
enzimas de restriccion (Msel y EcoRI) una ligacion de
adaptadores especificos a los sitios de restriccion y una
preamplificacion.

Resultados y discusion. de los protocolos ensayados : el
método silica fue descartado debido a que no se logro obtener
ADN. Sin embargo, con la técnica de CTAB si se logro
obtener ADN con una concentracion promedio de 800 a 900
ng pero con la variante de que contiene RNA y para ello hay
que tratar con RNAsas. De las modificaciones que se
realizaron para no utilizar N2 liquido: el  experimento que
mejor resultados nos dié y por comodidad de manipulacion
fue de .3 g de tejido fresco con 2 ml de buffer de extraccion.
EI ADN fue digerido y amplificado sin ningln problema.
Conclusiones. Se optimizd el protocolo de CTAB sin la
utilizacion de N2 liquido reduciendo el costo. Se comprobd
que el ADN puede ser utilizado para estudios de Biologia
Molecular, ademas el método puede ser utilizado en
laboratorios que carezcan de N2 liquido.
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