PROTOCOLO DE EXTRACCION
DE ADN PARA ESPECIES DEL
GENERO PHOENIX




El presente documento muestra la forma de realizar una
extraccion optima de ADN de cualquier especie del género
Phoenix (Arecaceae). Se basa en el método descrito por
Dellaporta et al. (1983) modificado por Corniquel y Mercier
(1994).

Este protocolo se ha elaborado en el marco del proyecto
europeo LIFE-PHOENIX [https://lifephoenix.gesplan.es/es]
denominado Restauracion y mejora del habitat prioritario
9370%*. Palmerales de Phoenix
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Pesar 50mg de la muestra vegetal (cortada
en pequenos trozos) en un microtubo de
coleccion rotulado con su codigo

Colocar 2 bolas de acero en el tubo para
machacar las muestras

LIFE
# Blioenix




FASE /]

Homogeneizar el tubo con Mixer Mill MM 300
(Retsch), utilizando los adaptadores
homologados para tubos (Retsch 2x10) (3 min
- 30 Hz) dos veces, cambiando la orientacion
de la placa)

Afadir 700ul de tampon de extraccion
1 (0.1 M Tris-HCL pH 8; 50 mM EDTA;
0.5 M NaCl; 1% SDS; 2% PVP)
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FASE 1]/

Agitar los tubos con ayuda de un agitador
Vortex

Anadir 300ul de SDS al 10% vy situar los
tubos en un bloque térmico a 65°C 20min




FASE |V

Anadir 300ul de Acetato Potdsico 5M y
se agita brevemente. Introducir las
muestras en una cama de hielo 20 min

Centrifugar 13.000 rpm durante 30
min - temperatura ambiente
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Recoger la fase superior del centrifugado
que es la que contiene el ADN y pasar a
un tubo con 500 ul de isopropanol muy
frio (almacenado a -20°C)

Mezclar la solucion por inversion y
almacenar toda la noche a -20° C
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FASE V]

Centrifugar 13.000 rpm durante 15 min -
temperatura ambiente

Descartar el sobrenadante volcando el
liquido del tubo vy dejar secar el
sedimento invirtiendo el tubo sobre
papel secante durante 10 minutos
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FASE VI

Resuspender el sedimento con Tampon-2 (50
mM Tris-HCL pH 8,0; 10 mM EDTA) vy se
vuelve a centrifugar a 13.000 rpom durante
10 minutos. Temperatura ambiente

Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo
y anadir 75 ul de Acetato Sodico 3M vy 500 ul

238 G\/Q@ ﬁ@Q el de Isopropanol frio (-20° C). Se mezcla por
Q0RO O0O0000 inversion
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FASE VI

Centrifugar 13.000 rpm. 30 min -
temperatura ambiente

Descartar cuidadosamente el
sobrenadante y lavar el sedimento
con una o dos gotas de etanol al 80%
(5 minutos)
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FASE |X

Eliminar el etanol por inversion sobre
papel secante y secar el sedimento
incubando en estufa a 36°C

Resuspender el ADN en 100 ul de
tampon TE (100 mM Tris; 1 mm EDTA)
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Almacenar en congelador
a-20°o0 -80°C

El ADN conservado a esta temperatura y en estas condiciones
puede permanecer sin alteracion durante un maximo de 12 meses
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