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RESUMEN

Con la finalidad de caracterizar los distintos genotipos
del Banco de Germoplasma de mango del Centro
Nacional de Investigaciones Agropecuarias (CENIAP)
a través de RAPD, fueron ajustadas las condiciones
para la extraccién de ADN nuclear a partir de tejido
foliar. Se realizaron pruebas para calibrar el buffer de
extraccion, comparandose 4 soluciones de lisis y las
condiciones iniciales de incubacion del tejido mace-
rado. De igual manera se hicieron pruebas factoriales
de niveles de pesos de tejido foliar y volumen de buffer
de lisis y las condiciones de precipitacion del ADN,
lavado del sedimento final y efecto de la liofilizacion
en la resuspension del sedimento de ADN. De los 4
protocolos distintos de extraccion, se obtuvo una mayor
cantidad de ADN con la metodologia desarrollada por
Doyle y Doyle. Los mejores resultados se obtuvieron
macerando 250 mg de tejido foliar joven en 900 ul de
tampon CTAB 2X con Tris Base calentado a 60 °C, e
incubando el macerado por 1 hora a la misma tempera-
tura. El almacenamiento de las muestras a—20 °C hasta
el dia siguiente mejord la precipitacion del ADN al
agregar isopropanol 98% frio. La incubacion del ADN
a 37 °C con lasolucién de lavado (etanol 70%) permitio
obtener sedimentos blancos. Finalmente la resuspension
del sedimento de ADN se mejora al liofilizar los tejidos
a-50 °C durante 3 h. La metodologia probd ser eficiente
con las variedades de mango, Mangifera indica L.,
estudiadas, permitiendo extraer ADN genémico en
concentraciones superiores a 350 ng/ul en todos los
Casos.
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SUMMARY

In order to genetically characterize the different
genotypes of the Mango Germplasm Collection of the
National Center for Agricultural Research (INIA-
CENIAP) through RAPD, conditions for DNA isolation
from leaf tissue were adjusted. Tests for calibrating
buffer extractions were done by comparing four lysis
solutions and the initial conditions for incubating
macerated tissue. Test to obtain optimal leaf tissue:lysis
buffer ratio were performed. Also, DNA precipitation
conditions, DNA pellet washing solutions and effect
of liophylization on DNA pellet resuspension were
studied. Of the four DNA extraction protocols studied,
higher amounts of DNA were obtained with the Doyle
and Doyle (1990) methodology. Best results were
obtained by macerating 250 mg of leaf tissue with 900ul
2X CTAB-TRIS base lysis buffer, preheated at 60 °C.
All the solution was incubated at 60 °C for 1 hr. Storing
macerate at —20 °C for 24 hrs increased DNA preci-
pitation when using cold 98% isopropanol. Washing
pellets at 37 °C with 70% ethanol produced white
sediments. Finally, improvements of resuspension of
DNA pellet in TE buffer occurred when tissues were
liophylized at 50 °C for 3 hrs. Methodology proved
efficient to isolate DNA from all the studied varieties.
DNA concentration was higher than 350ng/pl in all
cases.

Key Words: Mangifera; mango; DNA; germo-
plasma; DNA isolation.
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INTRODUCCION

El mango, Mangifera indica L., se cultiva en mas de
100 paises y en todos los continentes, siendo el &rea
plantada superior a 4 millones de hectéreas y la pro-
duccion para 2005 superior a 29 457 millones de
toneladas de fruta, de las cuales Venezuela contri-
buye con alrededor de 74 540 tm (FAO, 2007). El
mango es en el pais, el cuarto frutal mas importante,
y existen condiciones propicias para competir en el
mercado internacional a través de la exportacion de
variedades introducidas como Haden, Tommy
Atkins, Smith y otras; e incluso variedades “criollas”
como Manga de bocado, Rosita, Manzana, entre otras
(Avilan et al., 1992).

Dada la importancia tanto econémica, social como
cultural de la especie, en el CENIAP se conserva y
maneja con fines de investigaciones agrondmicas
uno de los bancos de germoplasma de mango més
importantes de Venezuela y Latinoamérica con alre-
dedor de 240 variedades y cerca de 700 entradas,
las cuales se han caracterizado morfologica,
agrondmica y fisioldgicamente.

Se hace necesaria la caracterizacion molecular de
los individuos que alli se mantienen. Las técnicas
moleculares han sido relevantes para el estudio de
genomas vegetales, ofreciendo niveles de confia-
bilidad mas elevados si se les compara con las que
solo se limitan a estudiar caracteristicas morfold-
gicas, anatomicas o ecofisiolégicas.

AUn cuando existen metodologias para el aislamiento
de ADN, Dellaporta et al. (1983); Bahl y Pfenninger
(1996); Porebski et al. (1997) y Doyle y Doyle
(1990), que han permitido trabajos en la caracteri-
zacion molecular de mango (Adato et al., 1995,
Lopez-Valenzuela et al., 1997; Ravishankar et al.,
2000), se hace necesario ajustar las condiciones para
la extraccion y purificacion de los acidos nucleicos
de las plantas de mango de la coleccion de germo-
plasma, para implementar los distintos tipos de
técnicas moleculares y facilitar la identificacion y
caracterizacion de individuos, estimacion de varia-
bilidad genética, asi como la identificacion de genes
de interés agrondémico o ecologico.

El objetivo de este trabajo consistié en obtener una
metodologia de extraccion de ADN gendémico a partir

de tejido foliar de mango, en cantidades suficientes
y en la calidad adecuada para la posterior realizacion
de analisis genéticos mediante técnicas moleculares.

MATERIALES Y METODOS

Se tomaron al azar y en 3 cuadrantes distintos de la
fronda de cada arbol, hojas tiernas y jovenes de los
siguientes cultivares de mango pertenecientes a la
coleccion de germoplasma del CENIAP en Maracay
(ver Cuadro).

CUADRO. Variedades de mango de la colec-
cion de germoplasma del CENIAP
utilizadas en el presente trabajo.

-'Alphonso’ - 'Harris' - 'Oscar'

-'Altagracia’ - 'Hilacha' - 'Paheri’

-'Amini' - 'Haden' - 'Oliveira Netto'

- 'Bocado’ ~lrwin' - 'Palmer’

- 'Bombay" -"Julie’ - 'Peter’

- 'Borsha’ - 'Keitt' - 'Pico e' Loro'

-'Cambur’ - 'Kent' - 'Quebrada’

- 'Camphor’ - 'Labich’ - 'Rosa Criolla’

-'Ceylan’ -'Langra Bernasi' - 'Sensation'

- 'Edward' - 'Llamarada’ - 'Smith’

- 'Fairchild' - 'Lechosa’ - 'Springfels'

- 'Far' - 'Mandoe' - "Tetenene Manzana'

- 'Ford' -'Manga Criolla" - "Tommy Atkins'

- 'Fresa’ - 'Manzana' - "Turnbull'

-'Glenn’ - 'Martinica’ - 'Upata’

- 'Graham' -'Morada’ - 'Van Dyke'

Szilr

Ademas de las variedades de M. indica L., se inclu-
yeron muestras de las especies Mangifera odorata
y M. altisima.
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Para la extraccion del ADN genémico (ADNQ) se
probaron 4 metodologias: Dellaporta et al. (1983)
con modificaciones; Bahl y Pfenninger (1996);
Porebski et al. (1997) y Doyle y Doyle (1990) con
modificaciones. En funcion de los resultados prelimi-
nares se calibraron varios factores considerados de
importancia para la extraccion del ADN(g), utilizan-
dose la metodologia de Doyle y Doyle (1990) como
la base de la extraccion. Para todas las experiencias,
de calibracion de la metodologia se usaron hojas
tiernas de las variedades Haden, Smith, Tommy
Atkins y Kent.

Para calibrar el buffer de extraccion se probaron las
soluciones a) CTAB (bromuro de hexadeciltrime-
tilamonio) 2x en Tris —HCI, b) CTAB (bromuro de
hexadeciltrimetilamonio) 2x en Tris —Base, c) SDS
20% en Tris-HCI 100 mM pH 8,30; EDTA 50 mM,;
NaCl 500 mM; R-mercaptoetanol 10 mM y d)
Detergente comercial en polvo marca Stper-Lider®,
y liquido, marca Brisol®.

De igual manera se calibro la relacion masa de tejido
foliar (g) vs., el volumen del buffer de extraccion,
macerandose 150, 250, 350 6 500 mg de tejido foliar
en 700, 800, 900 6 1000pl de buffer de extraccion,
respectivamente.

A fin de optimizar el proceso de extraccion se utilizo
el buffer de lisis a temperatura ambiente o calenta-
do a 60 °C. El macerado posteriormente se coloco a
incubar a 60 °C 6 70 °C por 15, 30, 60 y 120 min,
respectivamente. Para el precipitado del ADN se
probd la efectividad de alcohol etilico 98% e Isopro-
panol 98%, ambas soluciones se probaron a -10 °C
y =20 °C, centrifugandose las muestras 10 min, 4 h
y 24 h posteriores a agregarse el alcohol.

Del mismo modo, también fueron probadas las
temperaturas bajo las cuales se incuba el sedimento
de ADN con la respectiva solucién de lavado, colo-
candose las muestras a 25, 37, -10 y =20 °C durante
10, 20 6 30 min.

Una vez obtenido el sedimento de ADN (g) ya lavado
se procedio a la resuspension del mismo en buffer
TE directamente del paso de lavado o previa
liofilizacion a-50 °C. Todas las experiencias fueron
realizadas por triplicado.
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RESULTADOS Y DISCUSION

De las 4 metodologias comparadas, la propuesta por
Doyle y Doyle (1990) fue la que permitio el aisla-
miento de una mayor cantidad de ADN gendmico
intacto en las 4 variedades de mango seleccionadas.
Los sedimentos aislados con esta metodologia
presentaron mayor tamafio y la coloracion fue la mas
clara.

El uso de las soluciones detergentes comerciales no
permitid visualizar sedimentos de ADN y en los
pocos casos en que sucedio, los sedimentos presen-
taron longitudes inferiores a 3 mm y una coloracion
oscura intensa.

Por lo anterior, el resto de las pruebas de calibra-
cion se realizaron teniendo como base el protocolo
de Doyle y Doyle (1990). Las metodologias de
Dellaporta et al. (1983) y Bahl y Pfenninger (1996)
permitieron aislar sedimentos de ADN (g) de colo-
racion crema, pero al analizarlos electroforé-
ticamente resultaron en ADNs degradados. Es
posible que los detergentes comerciales tengan un
alto contenido de impurezas y materiales que inter-
fieren con el proceso de extraccion.

En la Figura se tienen los resultados obtenidos al
comparar las dos soluciones de lisis basadas en
CTAB. Como puede observarse el buffer CTAB con
Tris base permitio el aislamiento de ADN en todas
las variedades estudiadas, resultando en moléculas
intactas de ADN(g), El uso de Tris-HCL no fue
efectivo para aislar el ADN en algunas variedades y
los ADN aislados en algunos casos resultaron
degradados.

Puede observarse ademas que las fracciones ARN
estan mejor separadas en la parte inferior del gel
correspondiente a las muestras extraidas con CTAB-
Tris base (ver Figura).

Las pruebas para determinar la relacion masa de
tejido: vol. de solucién amortiguadora que mejor se
ajustan a los requerimientos de extraccion, permi-
tieron determinar que la cantidad de tejido foliar a
ser pesada oscila entre 250 y 270 mg (tejido pulve-
rizado con N, liquido), y 900ul de la solucion
tampon. Cantidades menores de masa no fueron efec-
tivas para la formacién de un sedimento.
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FIGURA.
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Electroforesis comparativo de protocolo de extraccion de ADN segln Doyle y Doyle (1990)

con modificaciones, mostrando diferencias apreciables entre la utlizaciéon de los tampones

Tris-HCI y Tris-Base.

El uso de menores cantidades de solucién de
extraccion no permitio la formacion de una pasta
manejable dificultandose el manejo de las muestras.
Estos resultados representan un sustancial ahorro de
insumos asi como la oportunidad de procesar un
ndmero mayor de muestras en menor tiempo. De
igual manera, se puede aislar ADN(g) partiendo de
cantidades pequefias de tejido. Para evitar el oscure-
cimiento de las muestras, se incorporé PVP-40 3%
y se incrementd la concentracion de NaCl a 5 mM.
Igualmente se complement6 la solucion de extrac-
cion con metabisulfito de sodio para un mejor control
de la oxidacion de los compuestos fenélicos suscep-
tibles de degradacion inmediata y que interfieren en
la extraccion.

El uso del buffer calentado a 60 °C fue mas eficiente
que al usar la solucion a temperatura ambiente. De
igual modo, la incubacion a 60 °C dutante 1 h fue el
tratamiento que permitid aislar el sedimento de
mayor tamafio y moléculas intactas.
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Adicionalmente la incorporacion de fenol equili-
brado con el cloroformo-alcohol isoamilico provee
una mejor limpieza de las muestras durante el
proceso de extraccion.

El almacenamiento de las muestras a —20 °C hasta
el dia siguiente fue eficiente para mejorar e incre-
mentar la precipitacion de los acidos nucleicos con
isopropanol. Los sedimentos resultaron més blanque-
cinos al incubarlos a 37 °C con la solucion de lavado.
De igual manera, la resuspension de los sedimentos
en buffer TE fue mas rapida si se liofilizaron a
—50 °C durante 3 h. La liofilizacion, permiti6 obtener
el sedimento como un polvo blanquecino que fue
capaz de disolverse de inmediato en la solucion de
lavado, propiedad relacionada con un proceso de
extraccion exitoso. Adicionalmente la liofilizacion
minimiza el proceso de degradacion de los ADN por
nucleasas. La implementacion de las modificaciones
realizadas a este protocolo (Doyle y Doyle, 1990),
permitié obtener cantidades adecuadas de ADN que
oscilaron entre 300 — 500 ng / pL de alta calidad.
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CONCLUSIONES

Fue posible adecuar la metodologia de Doyle y Doyle
(1990) para el aislamiento del ADN gendémico a
partir de tejido foliar de mango. Asi mismo, la
metodologia permite obtener cantidades de ADN
genomico suficientes para realizar analisis mole-
culares posteriores. La metodologia propuesta para
el aislamiento del ADN contempla los siguientes
pasos:

- Limpiar la hoja joven y verde, de textura suave
no coriacea con etanol 70% y posteriormente
agua destilada por ambas caras. Eliminar el
peciolo y la nervadura central y cortar la hoja en
trozos pequefios.

- Pesar 250 mg de tejido foliar y pulverizarlo con
nitrégeno liquido.

- Macerar el tejido pesado con 900 pl de tampon
de extraccion previamente calentado a 60 °C, e
introducir el macerado en tubo Eppendorf® de
1,5 mL y 30 mg de metabisulfito de sodio por 1 h
a 60 °C.

- Completar con 1 volumen de fenol (equilibrado)
— cloroformo - alcohol -isoamilico o fenol —
cloroformo — octanol (24:24:1) y mezclar con
delicadeza por inversion del tubo.

- Centrifugar 12000 rpm durante 20 min y transferir
sobrenadante a tubo limpio y estéril.

- Precipitar el ADN con 2/3 vol de isopropanol
previamente enfriado a —20 °C y mover el tubo
invirtiéndolo suavemente hasta que las hebras
blancas de ADN se puedan apreciar con claridad.

- Almacenar a 20 °C hasta el dia siguiente.

- \olver a balancear el tubo invirtiéndolo suave-
mente hasta que las hebras blancas de ADN se
puedan agregar como un floculo flotante.

- Centrifugar a 8000 rpm durante 15 min para
sedimentar el ADN.

- Agregar 200 pl de solucion de lavado (Alcohol
etilico 70%) e incubar por 20 min a 37 °C.
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- Centrifugar a 7000 rpm durante 10 min.

- Descartar la solucion de lavado y liofilizar a
-50 °C durante 3 h.

- Resuspender ADN en 30 ul de solucién tampon
T,E, pH7.1

- Tratar con ARNasa “A” (20 pg/ml) a 37 °C
durante 30 min.

- Verificar en electroforesis.

- Verificar en fluorometria o espectrofotometria.
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