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Objetivos Principal.

Caracterizar genéticamente la estructura poblacional de Pinus occidentalis en cinco

localidades de la Republica Dominicana, empleando marcadores moleculares.

Objetivos especificos.
v Desarrollar y caracterizar marcadores de microsatélites especificos para la
especie Pinus occidentalis.
v" Genotipar los marcadores de microsatélites seleccionados para 50 individuos de
cada poblacioén.
v Determinar la variabilidad genética intra e inter poblacional que presenta cada
poblacién.

v Determinar la estructura poblacional de P. occidentalis en la isla.



Introduccion

Una de las herramientas que ha permitido hacer una seleccién éptima de los recursos
genéticos y asegurar el éxito en los programas de manejo y conservacion a nivel
mundial han sido los marcadores moleculares. La implementacién de sistemas
integrados que combine el mejoramiento genético clasico de especies forestales con
las nuevas técnicas moleculares permite la optimizaciéon y la maximizacién de las
ganancias genéticas. Estos marcadores detectan la variacidn genética directamente
sobre la molécula de ADN, y determinan con un alto grado de precision, el perfil

genético de cada individuo (huella dactilar genética del ADN).

Una informacion fidedigna sobre la distribuciéon de la variacion genética es un requisito
previo para programar debidamente la seleccién, mejora genética y conservacion de
arboles forestales. La variacidbn genética de una especie se determina entre otros
métodos por medio de los marcadores moleculares. Los microsatélites constituyen una
poderosa herramienta para tratar cuestiones relacionadas con la mejora genética

cuando es fundamental la distincién genética.

Todo esto es posible siempre y cuando se cuente con los protocolos de extraccidon y
purificacion de ADN estandarizado para la especie de interés, debido a que este
proceso constituye una etapa clave en todos los estudios de genética molecular (Motte,
2001).

En la actualidad existen varios métodos de extraccién de ADN vegetal, sin embargo, no

se cuenta con la informacion del proceso para esta especie en particular.



Avances segun Cronograma de ejecucion.

Cronograma (unidad de tiempo: meses; justificacion de la duracion del proyecto si es necesario)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Toma de
muestras

Puesta a punto
de la
metodologia
de extraccion
y purificacion
de ADN

Cuantificacion
y analisis de X X
las muestras

Realizacion
de informes X
arciales

Realizacion
de informe X
final

Segun el cronograma propuesto se han cumplimentando las siguientes actividades:
v' Toma de muestras: se realizd la toma de muestras (fasciculos, conos inmaduros
y megagametdéfitos), y este material colectado fue el que se utilizé para poner a

punto la extraccién de ADN.

v' Puesta a punto de la metodologia de extraccion y purificacion de ADN: en el
desarrollo del informe se podra apreciar la metodologia aplicada en la extraccion
y purificacion del ADN. Este procedimiento se realizd aunque con los
inconvenientes que en algunas partes muestreadas el ADN no corrio en el gel de

agarosa, por lo que se planifico la compra de un nuevo Kits de extraccion.

v Cuantificacién y analisis de las muestras. Las muestras de ADN se cuantificaron

mediante el Qubit® 2.0 Fluorometer, logrando una determinacién de la



cantidad de DNA en la extraccion, las muestras fueron corridas en un gel de

agarosa y conservadas a -20 grados.

De forma general los resultados que se esperaban en el proyecto se cumplieron en un
100%, y como recomendaciéon proponemos la aplicacién del otro Kits para continuar

con la experimentacion.

Metodologia y Resultados

En los meses de Julio y Agosto se realizaron viajes de campo a las zonas de Sierra de
Neyba y Sierra de Bahoruco donde tomaron diferentes muestras en arboles de Pinus
occidentalis (aciculas, conos inmaduros, semillas y megagametéfito) para iniciar la

extraccion de ADN y su posterior analisis.

La reaccion en cadena de la polimerasa es un método para amplificar
exponencialmente secuencias especificas de DNA, a través de una sintesis “ in vitro “ y

consta de 3 etapas fundamentales, que son:

1. Separacion de la cadena de DNA molde: esto significa que hay que separar las
2 cadenas de DNA en hebras sencillas, los enlaces de hidrégeno pueden ser
facilmente separados aplicando calor, 94 ° C, es una temperatura adecuada para este

proceso.

2. Anillamiento de un par de iniciadores a las cadenas de DNA desnaturalizadas: la
DNA polimerasa tiene como funcién sintetizar DNA a partir de DNA, y para ello
requiere de una cadena preexistente de DNA desnaturalizado a la que se une un
pequefio segmento sintético complementario a la cadena molde para iniciar la sintesis,
la temperatura adecuada para que la hibridacion ocurra generalmente oscila entre los
55 y 60 °C, aunque se puede emplear una temperatura menor, pero traeria consigo

menos especificidad.

o Extensiéon del iniciador por medio de una enzima polimerasa DNA termoestable:
en esta fase se emplea una DNA polimerasa y desoxinucledsidos trifosfatados
(dNTP’s). Esta extencion resultara en la sintesis de una copia adicional de DNA . La

DNA polimerasa actua de forma éptimaa 72 * C.



A continuacion exponemos la metodologia utilizada y los resultados obtenidos, se
anexan las graficas del gel de agarosa que se emple6é para la observacion de la
extraccion del ADN.

Extraccion de ADN y Electroforesis

v Paso #1. Se identifico y tabularon las 5 muestras.

v Paso #2. Se corté 25 mg de tejido en pedazos pequefios (lo mas pequefos que
se pudo), y se colocaron en un tubo de 1.5 ml de microcentrifuga. Luego se le
agrego 180 pL de buffer de digestiéon ATL, para destruir las membranas

celulares.

v' Paso #3. Para degradar las proteinas e inhibir cualquier actividad de las
nucleasas, se agrego6 20 uL de proteinasa k y se mezcl6 bien en el vortex, mini
120 v.

v Paso #4. Las muestras fueron incubadas a 56 °C durante 4 horas hasta que el
tejido quedd completamente desintegrado. Luego, se colocé en el vortex por 10
segundos durante el tiempo de incubacién para asi ayudar a su lisis o
destruccion de membranas y la desnaturalizacién de proteinas. La muestra se

incuba durante 24 horas.

Pasada las 24 horas se retiraron las muestras de la incubadora y se continua la

extraccion como se detalla a continuacion:

v' Paso #5. Se afnadié 200 ul de buffer AL a las muestras y fueron puestas al
vortex, luego se afadié 200 ul de etanol y fue llevada al vortex. Terminado el

vortex se extrajo con una pipeta la mezcla obtenida (incluyendo cualquier



precipitado) y colocarla en una columna de centrifugado empaquetada con una

matriz de silicato.

Paso #6. Centrifugar la columna a 8,000 rpm durante 1 minuto y luego descartar
el liquido (que posee proteinas precipitadas, restos de sales y ARNasas) junto
con el tubo de coleccioén.

Paso #7. Se colocé la columna en un nuevo tubo de coleccién de 2 ml, y agregar
500 ul del buffer AW1, que sirve para lavar la columna y eliminar proteinas,

metabolitos y contaminantes.

Paso #8. Se centrifugdé durante 1 minuto a 8,000 rpm y se descart6 el liquido

junto con el tubo de coleccion.

Paso #9. Se colocé nuevamente la columna en un nuevo tubo de coleccién de 2
ml y agregar 500 ul del buffer AWZ2, que sirve como un segundo lavado de la

columna para eliminar toda impureza restante.

Paso #10. Se centrifugd por 3 minutos a 14,000 rpom para secar la membrana
(esto es para asegurarse de que no quede buffer con impurezas adheridos a la

membrana de la columna) y descartar el liquido junto al tubo de coleccion.

Paso #11.Colocar la columna en un tubo limpio de 1.5 ml o 2 ml de
microcentrifuga e introducir con una pipeta 200 pl del buffer AE de elucién
directamente sobre la membrana de la columna para liberar los acidos nucleicos

de la membrana de silicato.

Paso #12. Incubar por 1 minuto a temperatura ambiente y centrifugar durante

1minuto a 8,000 rpm.



A continuacién se conservé la muestra extraida en frezzer a -20 oC, y luego se

precedid a realizar la electroforesis como se explica a continuacioén:

Electroforesis para determinar presencia-ausencia de ADN.

v Paso #1. Se peso6 en la balanza de precision 3 gramos de agarosa y mezcl6 en

un erlenmeyer con 300 mL de TAE Buffer.

v' Paso #2. Se calent6 el gel de agarosa en el microondas hasta que comenz6 a
hervir. Este paso se realiz6 2 o 3 veces para asegurarse que el gel se
encontrara bien liquido. Echar en el gel, una vez diluido, una gota de bromuro

de etidio. Dejar el gel enfriandose.

OJO Esta solucion es sumamente toxica en caso de hacer contacto con los
ojos o con la piel. Para la manipulacion de esta solucion se deben utilizar

guantes especiales

v' Paso #3. Una vez el gel se solidifico, en un cubreobjetos se colocd 1ul del

tampon de carga para cada muestra.

v' Paso #4. Luego con la micropipeta se tomé 5ul de su producto de ADNg vy
pipeteo o mezcld su producto con el tinte para cargar y echo cuidadosamente en
uno de los pozos marcados.

v' Paso #5. Se carg6 el primer pozo con el ADN marcador (ladder) 1 kb.

v Paso #6. Se corri6 el gel a 120 voltios, 400 amperes de corriente y durante 45

minutos.

v' Paso #7. Por ultimo, se colocé el gel de agarosa en la camara de rayos

ultravioletas para poder visualizar la banda de ADN.



La extraccion de ADN fue dificil de manejar debido a que los pinos contienen grandes
cantidades de metabolitos secundarios tales como los polifenoles, taninos vy
polisacaridos, los cuales inhiben la accién enzimatica, la misma que es esencial en el
proceso de extraccion y purificacion de ADN (Collins y Symons, 1992; Varadarajan y
Prakash, 1991). Por lo que los lavados en el proceso de extracciéon fueron vitales para

la purificacién del ADN, lograndose de este modo bandas bien definidas

Al seguir las indicaciones del protocolo original nos encontramos que el ADN tenia una
consistencia algo chiclosa y que era dificil de diluir. Ademas, al hacer el chequeo por
electroforesis en gel de agarosa al 0.8 %, el ADN quedaba retenido en los pocillos
(Figura Il1)

En las figuras Ill y IV se puede apreciar el gel de agarosa, donde se observa la
extraccion de ADN, este resultado permite contar con un procedimiento de extraccion y
cuantificacion de ADN para iniciar los trabajos para desarrollar y caracterizar los
marcadores de microsatélites y determinar la estructura poblacional del Pinus

occidentalis.

Los resultados obtenidos en la obtencién de la metodologia de extraccion de ADN en

P. occidentalis da respuesta a los objetivos del presente proyecto.

La contribucion de bosques y arboles a nivel de conservacion de las especies, y para
afrontar los retos presentes y futuros de la seguridad alimentaria, la mitigacion de la
pobreza y el desarrollo sostenible depende de la disponibilidad de una valiosa
diversidad entre y dentro de las especies de arboles. La diversidad genética es
necesaria para garantizar que los arboles forestales pueden sobrevivir, adaptarse y
evolucionar en condiciones ambientales cambiantes. A la vez, mantiene la vitalidad de

los bosques y proporciona resistencia a presiones como las plagas y enfermedades.

Conocer la diversidad genética es necesario para los programas de seleccion artificial,
mejora genética y domesticacion para el desarrollo de variedades adaptadas y para

fortalecer los aspectos utiles. En muchos paises, las perspectivas de desarrollo



sostenible en las zonas rurales se veran muy influenciadas por el estado de la

diversidad de los ecosistemas y especies forestales.
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Control de Gastos

GASTOS INCURRIDOS HASTA EL MES DE AGOSTO 2014

CONCEPTO Unidad de Medida Costo Unitario Gastos
1. Honorarios del personal profesional y de apoyo.
Coordinador meses (8) 9,000.00 72,000.00
Asistente 1 meses (10) 5,000.00 50,000.00
Sub-total 122,000.00
2. Servicios personales de apoyo.
Alimentacién y Hospedaje 64,000.00 64,000.00
Transporte y combustible 26,667.00 26,667.00
Servicios de comunicaciones
Procesamiento
Pagos de Servicios 4,500.00 4,500.00
Fotocopias y reproduccién 200 x 30
3. Gastos en insumos, materiales y otros Sub-total 95,167.00
Reactivos y materiales varios 27,282.90 27,282.90
Sub-total 27,282.90
Total 244,449.90




ANEXOS

Figura Il. Muestras de P.occidentalis, tomadas en la Sierra de Neyba.



Figura lll. Secuencia de extraccion de ADN



Figura IV. Secuencia de extraccion de ADN
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Figura V. Secuenc



Figura VI. Gel de electroforesis con el marcador o leader

Figura VIl. Gel de electroforesis cargado con cuatro muestras de ADN



