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Se optimizó un protocolo para la extracción de ADN genómico de Pinus tecunumanii 
basado en el método de extracción de Doyle y Doyle (1990). Se probaron los 
megagametofitos de las semillas de árboles de P. tecunumanii muestreados en cinco 
poblaciones naturales de Nicaragua. El método consta de maceración del tejido en 
tubos Eppendorf, una extracción con bromuro trimetil amonio de cetilo (CTAB) 
empleando altas concentraciones de sales, proteinasa K, extracciones sucesivas con 
cloroformo-alcohol isoamílico y un tratamiento con ARNasa A. El rendimiento 
fue aproximadamente 13 µg de ADN por 58.7 mg de tejido inicial fresco. El ADN 
genómico obtenido por este método fue apropiado para ser usado en reacciones 
RAPD (ADN polimórfico amplificado al azar).
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1. Introducción

Pinus tecunumanii Eguiluz & J. P. Perry (Pinaceae) es una especie de pino del grupo 
de pinos de cono cerrado, nativa de México y Centroamérica y a menudo usada 
en plantaciones forestales en el hemisferio sur (Leibing, van Zonneveld, Jarvis 
& Dvorak, 2009). Aproximadamente 10,000 ha de P. tecunumanii están siendo 
actualmente usadas en plantaciones forestales (Dvorak et al., 2000). Esta especie 
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es especialmente importante en tierras de altas elevaciones en Colombia y está 
ganando significancia en el norte de Mozambique como especie pura. En Sudáfrica 
se está usando en híbridos en combinación con P. patula debido a sus favorables 
propiedades de crecimiento y su resistencia al chancro del pino (Fusarium circinatum) 
de moderada a alta (Dvorak et al., 2000; Kanzler, Payn & Nel, 2012).

El rango actual conocido de P. tecunumanii se extiende desde una latitud de 
17º02N en Chiapas, México hasta una latitud de 12º42N en el centro de Nicaragua 
(Dvorak, 2002; Dvorak et al., 2000). Esta especie puede ser agrupada en dos ecotipos 
basados en evaluaciones con marcadores moleculares (Dvorak, Potter, Hipkins & 
Hodge, 2009) y ligeras diferencias morfológicas y de adaptabilidad: un ecotipo de 
altas elevaciones (AE) encontrado desde aproximadamente 1500 a 2900 m de altitud 
y un ecotipo de bajas elevaciones (BE) que ocurre en altitudes de entre 450 y 1500 
m (Dvorak, 1986). Nicaragua tiene seis poblaciones de BE que fueron colectadas 
por la Cooperativa Internacional para el Mejoramiento y Conservación de Árboles 
(CAMCORE) y una población de AE fue identificada pero no colectada (Dvorak et 
al., 2000). Las poblaciones nicaragüenses de BE son muy importantes tanto genética 
como económicamente, hecho que ha sido evidente en ensayos internacionales de 
procedencia, como los llevados a cabo por el Instituto Forestal de Oxford (OFI) 
en 1990 (Gibson, 1994) y por CAMCORE (Dvorak et al., 2000; Dvorak, Hodge 
& Romero, 2001; Hodge & Dvorak, 1999), donde las poblaciones nicaragüenses 
de Yúcul, Las Camelias, San Rafael del Norte y Apante fueron sobresalientes en 
productividad y forma del fuste.

En los últimos años las poblaciones naturales de P. tecunumanii de Nicaragua 
han sido seriamente afectadas por actividades humanas extensivas, desastres naturales 
(huracán Mitch en 1998), incendios y plagas como Dendroctonus frontalis – gorgojo 
descortezador en 1998-2001 (Comisión Sectorial de Medio Ambiente, 2001). Como 
consecuencia, los tamaños de las poblaciones de esta especie han sido drásticamente 
reducidos y se considera que también su diversidad genética. Esto constituye una 
seria amenaza a su capacidad de adaptación a los cambios ambientales a mediano y 
largo plazo y, por lo tanto, al desarrollo de estos bosques. Por esta razón se necesitan  
estrategias correctas para el uso sostenible, conservación y reforestación. Para ello se 
requiere conocer las estructuras poblacionales y la diversidad genética de la especie 
en el país. Esto se logra llevando a cabo análisis moleculares con técnicas basadas en 
el ADN.

Las técnicas moleculares requieren el aislamiento de ADN genómico de pureza 
apropiada para la PCR (reacción en cadena de la polimerasa) y digestión enzimática 
(Katterman & Shattuck, 1983; Peterson, Boehm & Stack, 1997). El crecimiento del 
número de protocolos de extracción de ADN para especies de plantas específicas 
sugiere que la extracción de ADN no es siempre simple y los protocolos publicados 
no son necesariamente reproducibles para todas las especies (Porebski, Bailey & 
Baum, 1997). El problema a menudo encontrado durante la extracción de ADN 
es separar el ADN de los contaminantes que existen naturalmente en la célula 
de la planta, tales como polisacáridos y compuestos fenólicos (Pandey, Adams & 
Flournoy, 1996; Porebski et al., 1997). Estos compuestos en sus formas oxidadas se 
enlazan covalentemente a los ácidos nucleicos durante la extracción y los inutilizan 
para la mayoría de las aplicaciones en investigación (Katterman & Shattuck, 1983; 
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Peterson et al., 1997). Los polisacáridos son visualmente evidentes en extracciones de 
ADN por su textura viscosa, como de goma, y hacen que el ADN sea no manejable 
en el pipeteo y no amplificable en el PCR debido a la inhibición de la Taq ADN 
polimerasa (Fang, Hammar & Grumet, 1992).

Como en muchas otras especies, Pinus tecunumanii contiene altos niveles 
de polisacáridos y fenoles (Stange, Prehn & Arce-Johnson, 1998). Una forma de 
evitar los problemas con polifenoles es congelar el tejido durante o antes de la 
homogenización (Katterman & Shattuck, 1983). Alternativamente, el PVP u otros 
antioxidantes pueden incluirse durante el procedimiento de extracción del ADN 
(Stange et al., 1998).

Furman, Grattaplagia, Dvorak & O’Malley (1997) extrajeron ADN de Pinus 
tecunumanii y otras especies de pino mediante el uso de un kit comercial. Muchos 
científicos usan kits comerciales por su facilidad y la buena calidad del ADN extraído, 
sin embargo, esos kits son costosos. En países en vías de desarrollo, como Nicaragua, 
trabajar con un protocolo de extracción permite disminuir costos pues se emplean 
pequeñas cantidades de químicos y pocos equipos. Además, se puede extraer un ADN 
de muy buena calidad, apropiada para la aplicación de varias técnicas. El presente 
trabajo surgió debido a que no existe un protocolo publicado que sea específico para 
la extracción de ADN genómico de P. tecunumanii. Es impulsado principalmente por 
la necesidad de estudiar la condición de las poblaciones naturales de esta especie a 
nivel genético-molecular.

Con el propósito de aislar ADN de buena calidad de P. tecunumanii, se 
probaron dos métodos de extracción de ADN: un protocolo descrito por Doyle y 
Doyle (1990), usado para un sinnúmero de especies vegetales como Pinus halepensis 
(Gómez, Alía & Bueno, 2001) y con algunas modificaciones para Manguifera indica 
(Saldaña & Salazar, 2007), Pinus canariensis (Vaxevanidou, González-Martínez, 
Climent & Gil, 2006), Chamaecyparis formosensis y C. taiwanensis (Hwang,  Lin, Kuo, 
& Lin, 2001), Pinus pinaster (Ribeiro et al., 2002); y otro protocolo descrito por 
Möller, Bahnweg, Sandermann y Geiger (1992) igualmente usado para la extracción 
de muchas especies vegetales, como en Jatropha curcas (Williams, Ramos & Callejas, 
2000) y con algunas modificaciones en Pachira quinata (Dolmus, García & Callejas, 
2006) y Cedrela odorata (Tijerino López, 2009). El protocolo presentado aquí es 
una modificación del primero, a través del cual obtuvimos un ADN limpio que 
fue constantemente amplificable por la PCR usando la técnica RAPD (Williams, 
Kubelik, Livak, Rafalski & Tingey, 1990). Con un ADN de tan buena calidad es 
posible aplicar varias técnicas moleculares basadas en la PCR, tales como RAPD, 
microsatélites y SNPs para su uso en estudios a nivel genético. La evaluación de 
la diversidad genética y la historia evolutiva de la especie, la elaboración de mapas 
genéticos y la distinción de híbridos con la especie pura son algunas de las varias 
posibles aplicaciones de dichas técnicas.
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2. Materiales y métodos

2.1 Material vegetal

Se recolectaron conos de individuos de Pinus tecunumanii correspondientes a cinco 
poblaciones del norte de Nicaragua: Yúcul, Apante y Monte Carmelo, en Matagalpa; 
La Brellera, en Jinotega; y San Nicolás, en Estelí. Luego, en el Laboratorio de Genética 
Molecular de la UNAN-León, se aisló el megagametofito de las semillas (Ilustración 
1) y se almacenaron a – 20ºC para la posterior extracción del ADN genómico. 

2.2 Extracción de ADN

Se ensayaron dos protocolos de extracción de ADN en dos individuos por población. 
El primero, descrito por Doyle y Doyle (1990) y usado para la extracción en tejidos 
frescos; el segundo protocolo descrito por Möller et al. (1992). Se obtuvo ADN 
de una mejor calidad y mayor rendimiento con el primer protocolo. Así se eligió 
el método de Doyle y Doyle (1990) y se añadieron modificaciones (incluidas en 
el siguiente protocolo) para extraer ADN del total de muestras de P. tecunumanii 
apropiado para la técnica RAPD.

Ilustración 1. Semilla de Pinus tecunumanii: A) Representación de la estructura de 
la semilla de pino (modificado de Curtis y Barnes (2000) para P. tecunumanii). B) 
Foto de la parte externa de la semilla de pino. C) Foto de semilla de pino cortada 
longitudinalmente por la mitad donde se observa el megagametofito, tejido con el 
cual se hizo la extracción de ADN.
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2.3 Soluciones y reactivos

•• Tampón de extracción: 2% CTAB, 100mM Tris-HCl (pH 8.0), 20 mM 
EDTA∙Na

2
∙2H

2
O, 1.4 M NaCl

2
 

•• β-mercaptoetanol
•• 10 mg/ml proteinasa K
•• Cloroformo:AIA [24:1 (v/v)]
•• Tampón TE: 10 mM Tris-HCl (pH 7.4); 1 mM EDTA∙Na

2
∙2H

2
O

•• Tampón de lavado: 76% etanol; 10mM acetato de amonio
•• 100% isopropanol
•• 10mg/ml ARNasa A
•• 7.5 M acetato de amonio
•• 100% etanol

2.4 Protocolo

1.	 Macerar 3-5 megagametofitos en 500 µl de tampón de extracción precalentado 
a 65°C. Al momento de la extracción adicionar 0.2% β mercaptoetanol y 
50 μg de proteinasa K. Seguidamente incubar a 60°C por 30 min agitando 
ocasionalmente.

2.	 Agregar 1 volumen de cloroformo-AIA (24:1) y mezclar por inversión 
para formar una emulsión.

3.	 Centrifugar a 12000 rpm por 5 min a 4°C.
4.	 Cuidadosamente trasferir la fase acuosa superior a un tubo nuevo.
5.	 Repetir pasos 2, 3 y 4.
6.	 A la fase acuosa ya transferida en un nuevo tubo, adicionar isopropanol 

frío al 100% (2/3 volúmenes). Mezclar por inversión conservándolo a 
-20°C por 2 h.

7.	 Centrifugar a 12000 rpm por 5 min a 4ºC, descartar el isopropanol y 
lavar el sedimento con 2 ml de tampón de lavado (2 veces) ayudando a 
resuspender el sedimento con una micropipeta.

8.	 Centrifugar a 12000 rpm por 5 min a 4ºC después de cada lavado.
9.	 Eliminar el sobrenadante y dejar secar el precipitado a temperatura 

ambiente 15–20 min. 
10.	 Resuspender los ácidos nucleicos en 500 μl de tampón TE. 
11.	 Agregar 5 μl de ARNasa A (10μg/ml) e incubar a 37°C por 30 min.
12.	 Adicionar 7.5 M acetato de amonio (pH 7.7) a una concentración 

final de 2.5 M y 1 volumen de etanol puro frío. Mezclar muy bien por 
inversión para precipitar el ADN.

13.	 Centrifugar a 12000 rpm por 5 min a 4ºC, descartar el sobrenadante y 
dejar secar el ADN a temperatura ambiente unos 30 min, eliminando 
bien el alcohol.

14.	 Resuspender a 100 µl de tampón TE y conservar a -20ºC.
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La calidad del ADN se observó mediante electroforesis en un gel de agarosa 
al 0.8%, visualizándose bajo luz UV y fotografiándose con una cámara digital. La 
concentración y pureza del ADN se determinó a través de un espectrofotómetro 
Perkin Elmer UV/Vis Lambda. Se midió la densidad óptica (DO) a 260 nm para 
cuantificar el ADN y se hicieron lecturas a 280 nm para obtener la razón DO

260
:DO

280
 

como un indicador de pureza de ADN (Sambrook & Russell, 2001).

2.5 Amplificación RAPD

La amplificación de fragmentos RAPD fue llevada a cabo de acuerdo a Williams et al. 
(1990) con algunas modificaciones como reportan Guido y Díaz (2006). El cebador 
utilizado fue el OPN-09, reportado en el estudio de poblaciones naturales de Pinus 
oocarpa de Nicaragua de Díaz, Muiz y Ferrer (2001) por generar altos niveles de 
polimorfismo. La amplificación se llevó a cabo en un termociclador Amplitron® II 
Thermolyne programado con una desnaturalización inicial de 3 min a 92°C, seguido 
de 45 ciclos que comprenden: una desnaturalización de 30s a 92°C, hibridación de 
2 min a 37ºC y una elongación de 1 min a 72°C. Luego, una extensión final de 8 
min a 72°C. 

3. Resultados y discusión

En el presente artículo se describe un eficiente protocolo para la extracción de ADN 
para Pinus tecunumanii basado en el método de extracción CTAB de Doyle y Doyle 
(1990) para tejidos frescos. Como se mencionó anteriormente, este protocolo es un 
protocolo destinado a la extracción de ADN de tejido fresco para plantas en general. 
Por lo que así como es, ha sido utilizado sin ningún problema en varias plantas, 
como por ejemplo Pinus pinaster (Ribeiro et al., 2002). Sin embargo, como todas 
las especies son diferentes y tienen diferente sustancias químicas y metabolitos, es 
necesario hacer modificaciones, como fue el caso con P. tecunumanii.

Las principales modificaciones que se realizaron incluyen la adición de 
proteinasa K al homogenizar el tampón de extracción con el tejido, una segunda 
extracción con Cloroformo:AIA, y una segunda lavada con tampón de lavado. Tales 
modificaciones hacen que el ADN quede libre de polisacáridos y proteínas, haciendo 
que el ADN sea de muy buena calidad y más fácil de diluir. Puede verse la calidad 
del ADN en la Ilustración 2A, donde se observan bandas bien definidas, con muy 
poco arrastre (el arrastre es un indicador de que el ADN se encuentra degradado). 
Además, se observa que el ADN obtenido es de alto peso molecular, incluso mayor 
que el de la primera banda del marcador de peso molecular (10000 pb).
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A .                                                                                             B. 

Ilustración 2. Gel de agarosa (0.8%) mostrando ADN genómico de Pinus tecunumanii 
de poblaciones naturales de Nicaragua: A.) ADN extraído con el protocolo 
optimizado (en el carril 1, Marcador de peso molecular DirectLoad™ Wide Range 
DNA Marker Sigma®); B.) ADN extraído con el protocolo original de Doyle y Doyle 
(1990).

Al seguir las indicaciones del protocolo original de Doyle & Doyle (1990) nos 
encontramos que el ADN tenía una consistencia algo chiclosa y que era difícil de 
diluir. Además, al hacer el chequeo por electroforesis en gel de agarosa al 0.8 %, el 
ADN quedaba retenido en los pocillos (véase Ilustración 2B).

El ADN puro tiene una razón ADN/proteína (D260
/DO

280
) de 1.8 (Sambrook 

& Russell, 2001). Si la razón es mucho menor a este número hay contaminación por 
proteínas. Si es mayor a 2.0 hay contaminación por ARN. De acuerdo al CIMMYT 
(2006), en vez de un número hay un rango de 1.8 – 2.0 en el que se cree que la 
absorción es causada por ácidos nucleicos, aquí se afirma que una relación inferior 
a 1.8 indica que pueden existir proteínas y/u otros elementos absorbentes de UV 
en la muestra. En ese caso, es conveniente volver a precipitar el ADN. Una relación 
superior a 2.0 indica que las muestras pueden estar contaminadas con cloroformo o 
fenol y se debe volver a efectuar la precipitación con etanol.

Al extraer ADN con el protocolo original se encontró que las muestras tenían 
contaminación por proteínas o polisacáridos (valores de la razón DO260

:DO
280

 
fueron inferiores a 1.8) ya que presentaron valores medios de 1.5. Para disminuir la 
presencia de proteínas en las muestras se agregó proteinasa K al tampón de extracción. 
La proteinasa K es una poderosa enzima proteolítica con un amplio espectro de 
acción; es una proteasa molde que bloquea las enzimas degradantes en la lisis de la 
pared celular y desproteiniza al ADN de forma eficiente (Gross-Bellard, Oudet & 
Chambon, 1973). También se realizó una segunda extracción con cloroformo:AIA 
para asegurar la precipitación de las proteínas y la proteinasa K y así obtener los 
ácidos nucleicos al extraer la fase acuosa. La remoción de proteínas es un paso clave 
que a menudo es llevado a cabo por la extracción de la fase acuosa de los ácidos 
nucleicos con fenol y/o cloroformo (Sambrook & Russell, 2001).

Los polisacáridos son contaminantes comunes en el ADN extraído de tejidos 
vegetales (Demeke & Adams, 1992; Do & Adams, 1991). Los polisacáridos acídicos 
inhiben la amplificación del ADN, mientras que los denominados polisacáridos 
neutrales no son inhibitorios (Pandey et al., 1996; Demeke & Adams, 1992). Los 
polisacáridos son visualmente evidentes en extracciones de ADN por su textura 
viscosa como de goma y hacen al ADN no manejable en el pipeteo y no amplificable 
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en el PCR en caso de ser acídicos debido a la inhibición de la Taq ADN polimerasa 
(Fang et al., 1992). Las altas concentraciones de sales y la presencia de CTAB ayudan 
a la precipitación de los polisacáridos (Kim, Mauthe, Hausner & Klassen, 1990), 
basados en las diferencias de solubilidad con respecto a los ácidos nucleicos. Como 
este protocolo ya constaba de altas concentraciones de sales y presencia de CTAB 
para eliminar los polisacáridos, se dejó un tiempo congelado el tejido previo a la 
extracción de ADN.

Como algunas muestras tenían razones DO260
:DO

280
 mayores a 2.0 se agregó 

una segunda lavada con el buffer de lavado para eliminar por completo los fenoles 
que podrían permanecer junto a los ácidos nucleicos.

Con este protocolo se obtuvo aproximadamente 13 µg de ADN por 58.7 mg 
de tejido. Esto representa suficiente cantidad de ADN para llevar a cabo alrededor 
de unas 650 reacciones típicas de la técnica RAPD. El protocolo que se presenta 
en este artículo es eficiente porque se produce ADN de buena calidad con pocas 
cantidades de tejido.

Para evaluar si el ADN extraído de Pinus tecunumanii es apropiado para usarse 
en análisis RAPD, se llevaron a cabo amplificaciones RAPD. Las bandas generadas 
resultaron ser bien definidas y reproducibles (véase Ilustración 3), lo que  evidencia 
el grado de pureza de este ADN, apropiado para el análisis con dicha técnica. Por 
consiguiente, este ADN tiene la calidad para ser usado en otras técnicas basadas en 
la PCR como microsatélites y SNPs.

Ilustración 3. Gel de Agarosa al 2% mostrando productos de la técnica RAPD con 
el cebador OPN-09 en 12 individuos de Pinus tecunumanii. Carril PM, Marcador 
de peso molecular DirectLoad™ Wide Range DNA Marker Sigma®; Carriles 1-12, 
patrón de banda de 12 individuos de Pinus tecunumanii generado por el cebador 
OPN-09.
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