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Introduccion. Cedrela Odorata pertenece al Orden
Sapindales y a la familia de las Meliaceas. Esta especie es
de una gran importancia forestal y su madera tiene un
elevado valor comercial, alcanzando hasta $84 USD el metro
clbico, sin embargo la tala inmoderada y los incendios
forestales han disminuido considerablemente el ndmero de
poblaciones y actualmente se estima una densidad de 0.2 y
0.5 arboles por hectarea. Aunado a lo anterior, los estudios
estan encaminados en conocer a nivel genético esta especie.
En nuestro grupo, estamos interesados en conocer el nivel de
variacion genética de ésta especie en la regién de Veracruz,
lo cual hace necesario contar con un método de extraccion de
ADN en el que la calidad, concentracion, tiempo y costos
sean los Gptimos para realizar los estudios, considerando que
en muchas ocasiones el material joven es dificil de obtener.
El presente trabajo tuvo por objetivo estandarizar y optimizar
un método rapido y de bajo costo de extraccion de ADN de
Cedrela odorata.

Metodologia. Se probaron dos protocolos de extraccion: el
CTAB (1) y el método de Silica (2). El tejido utilizado
fueron hojas de arboles adultos muestreados en bosques de
Veracruz. La cantidad de tejido para ambos protocolos fue
de 500 mg. Método de CTAB: Se macer6 el tejido fresco
con N, liquido y se afiadié buffer CTAB, incubando 2 hr a
65°C. Se realizaron dos lavados con cloroformo:isoamilico
(24:1) centrifugando y tomando el sobre nadante de cada
lavado. Se precipité con isopropanol y acetato de sodio 3M
y se incubando a -20°C. Se centrifugd y se decant6 el
sobrenadante para luego lavar la pastilla 2 veces con etanol
al 75%. Se sec6 y resuspendi6 la pastilla en 50 ul de Agua.
Método de Silica: Se macer6 el tejido fresco con nitrogeno
liquido y se afiadid el buffer de extraccion y SDS al 20%, se
incubd a 65°C, para después adicionar acetato de sodio 5M e
incubar en hielo. Posteriormente se centrifugd y se tomo el
sobrenadante el cual se mezcld con silica, con agitacion leve
durante 3 min. Se centrifugd para formar una pastilla que fue
lavada 2 veces con etanol al 75%, Se dejd secar la pastilla y
se resuspendié en ddH,O a pH 7.5. Se incub6 a 55 °C, y se
centrifugo para tomar el sobrenadante que contiene el ADN.
Una vez escogido el protocolo de mejor resultado, se
ajustaron las condiciones para no utilizar N, liquido,
variando la cantidad de tejido (500 y 700 mg) y el volumen
del buffer (1 y 2.5 ml). Se calent6 el material (morteros y
pistilos) y el buffer de extraccion y se sigui6 con el protocolo
normal de extraccion con silica. La integridad del ADN se
observé mediante electroforesis en geles de agarosa al 1%.
Para determinar si el ADN puede ser utilizado para analisis
de marcadores moleculares, se someti6é a una digestién con
enzimas de restriccion (Msel y EcoRIl), una ligacion de

adaptadores especificos a los sitios de restriccion y una
preamplificacion por PCR.

Resultados y discusion. Con ambos protocolos evaluados
(CTAB y Silica) fue posible extraer ADN (Fig. 1Ay B), sin
embargo aunque en el protocolo de CTAB la cantidad de
ADN fue mayor que por Silica (0.7pg/pl y 0.47pg/ul
respectivamente), el ADN se obtiene con mas impurezas que
se observan en el punto de aplicacion en el gel de agarosa
ademas de que presenta una gran cantidad de ARN, lo cual
implica la utilizacion RNAasa para eliminarlo e incluye tres
veces el tiempo requerido con respecto al otro protocolo.
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Figura 1. ADN de Cedrela odorata en agarosa al 1% (A-
D). A) ADN genémico método de silica. B) ADN
gendmico método CTAB. C) ADN método silica sin
Nitrégeno liquido D) Carril 1 ADN genémico, carril 2
digestion  enzimédtica. E) Barrido tipico de
preamplificacion de AFLPs en agarosa al 3%. Las puntas
de flecha indican la banda del ADN gendmico.

De las modificaciones que se realizaron para no utilizar N,
liquido: en ambas se obtuvo ADN pero la mayor
concentracion se obtuvo utilizando 700 mg de tejido y 2.5ml
de buffer de extraccion. EI ADN fue digerido y amplificado
sin ningun problema (figura 1C,D).

Conclusiones. Se optimizo el protocolo de Silica sin la
utilizacion de N2 liquido reduciendo el tiempo y los costos
en comparacion con la aplicacién del protocolo de CTAB. Se
comprobé que el ADN puede ser utilizado para estudios de
Biologia molecular Ademas el método puede ser usado en
laboratorios que carezcan de N liquido.
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