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Y DE UN SISTEMA DE AMPLIFICACION ISSR-PCR PARA Ceratozamia
mexicana Brongn. (Zamiaceae).
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y polisacaridos que interfieren en la extraccién de ADN, causando productos de amplificacion errados
o inhibiendo la PCR. La optimizacion del aislamiento del ADN y el empleo de iniciadores de secuencias
intergénicas repetidas simples (ISSRs) se investigaron en Ceratozamia mexicana Brongn., una cicada
mexicana en peligro de extincion. EI ADN obtenido de tejido foliar fresco, con un amortiguador modifi-
cado de cetil trimetil amonio, nos permitié obtener un ADN de buena calidad, sin pigmentos coloridos o
contaminantes. La modificacion al protocolo de extraccion de ADN, basado en CTAB, fue un prelavado
por 1 h, del tejido foliar, con una solucion de 0.7 M de NaCl, para facilitar la lisis celular. EI ADN extraido
exitosamente se amplificé por PCR, usando seis iniciadores arbitrarios ISSR. Se observaron productos
de amplificaciéon reproducibles en todas las reacciones de PCR. Nuestros resultados muestran que la
implementacion mejora significativamente la calidad del ADN obtenido, usando una concentracion baja
de iniciadores (25 pM). Se detectaron 23 bandas fuertes, nueve de las cuales fueron polimérficas. Los

resultados indican que el protocolo de optimizacién del aislamiento del ADN y en el sistema de PCR es PALABRAS CLAVE: Ceratozamia

viable para futuros trabajos en esta especie. Este trabajo es el primer protocolo de extraccién de ADN y mexicana, Cicadas, extraccion de

de ISSR reportado para esta especie ornamental en peligro de extincion. ADN, especies en peligro, ISSR.
ABSTRACT

Most of the cycads contain high concentrations of essential oils, flavonoids, polyphenols, and polysaccharides
that interfere with DNA extraction, causing erroneous or no PCR products. The optimization of DNAisolation,
employing inter-simple sequence repeats (ISSRs) primers were investigated in Ceratozamia mexicana
Brongn., an endangered Mexican cycad. The DNA obtained from fresh-leaf tissues with a modified
cetyltrimethylammonium bromide buffer protocol gave a good quality of DNA with no colored pigments and
contaminants. The main modification to the CTAB-based DNA extraction protocol was the one hour leaf
tissue soaking pre-treatment with a 0.7 M NaCl solution, to facilitate the cell lysis. The DNA extracted was
successfully amplified by PCR using six arbitrary ISSR primers. Reproducible amplifiable products were
observed in all PCR reactions. Our results show a significant improvement in the DNA quality obtained
using low primer concentration (25 pM). 23 strong bands were detected, 9 of which were polymorphic.
The results indicated that the optimized protocol for DNA isolation and PCR system is suitable for further KEYWORDS: Ceratozamia
work in this specie. This work is the first DNA extraction and ISSR protocols reported for this ornamental mexicana, Cycads, DNA extraction,
and endangered species. endangered species, ISSR.
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INTRODUCCION

Ceratozamia mexicana Brongn. (Zamiaceae) es una
planta dioica (Norstog y Nicholls, 1997). Es una cicada
endémica de México distribuida en la zona central del
pais, particularmente en Coacoatzintla, Veracruz (Vovides,
1983). Esta cicada, al igual que el resto del grupo, tiene un
alto valor comercial como planta ornamental y constituye
un importante recurso genético mexicano por su larga vida
(Vovides y Iglesias, 1994). Debido a la pérdida y fragmen-
tacién de su habitat, su distribucién limitada y los atributos
de su historia de vida (cruzamiento obligado, larga vida y
dioicidad), esta especie se encuentra en la categoria de
vulnerable y esta protegida por el gobierno mexicano bajo
la NOM-059 (SEMARNAT, 2010).

Con el fin de contribuir a la conservacion de este
importante recurso genético, es necesario desarrollar pro-
tocolos moleculares que permitan determinar los niveles de
variacion genética dentro de las poblaciones en diferentes
condiciones ambientales (Avise, 1994, Gonzalez-Astorga
etal., 2006), entre sexos (Reamon- Blettner y Jung, 2000;
Flachowsky et al., 2001; Prakash y Staden, 2006) y entre
categorias de tamafo o edad (Octavio- Aguilar et al., 2009).

En el estado actual del conocimiento, contar con una
técnica efectiva para el proceso de extraccion de ADN es
un paso critico en todos los estudios de genética molecu-
lar (Boiteux et al., 1999). Contar con protocolos rapidos,
fiables y de bajo costo para la extraccion de ADN resulta
siempre deseable. EI ADN extraido de tejidos proveniente
de la especie Ceratozamia mexicana, suele estar degra-
dado o contaminado por aceites esenciales, polifenoles y
proteinas. En particular, la cantidad de polisacaridos como
componente de las hojas en las cicadas es alta (Yagi et
al., 2002) y éstos dificultan la extraccion y purificacién del
ADN (Aljanabi et al., 1999). En general, es dificil extraery
purificar ADN de buena calidad en cicadas debido a la pre-
sencia ademas de los polisacaridos, de grandes cantidades
de metabolitos secundarios, proteinas asi como taninos,
alcaloides y polifenoles. Estos compuestos interfieren al
precipitar junto con el ADN, por lo tanto degradan su calidad
y reducen su rendimiento (Katterman and Shattuck, 1983).

Las técnicas basadas en PCR, como los Inter- micro-
satélites (Inter Simple Sequences Repeats-ISSR), desa-
rrollado por Zietkiewicz et al. (1994), han demostrado ser
muy Utiles en los estudios de variacion genética en cicadas
(Jianguang et al., 2005), asi como para determinar el sexo
de las plantas (Gangopadhyay et al., 2007). La técnica
ISSR es una modificacion de la técnica de microsatélites
(SSR) que utiliza un solo iniciador, consistente en repeti-
ciones de di o trinucledtidos abundantes en el genoma.
Los iniciadores ISSRs son ligeramente mayores (16-20
pb) por lo que pueden anclarse mejor al ADN y mejorar
la fiabilidad y reproducibilidad del sistema (Reddy et al.,
2002). Ademas, los ISSRs son marcadores moleculares
significativamente mas baratos que otros como los AFLPs
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INTRODUCTION

Ceratozamia mexicana Brongn. (Zamiaceae) is a
dioecious plant (Norstog and Nicholls, 1997). Itis an en-
demic Mexican cycad distributed on the central zone of the
country, particularly in Coacoatzintla, Veracruz (Vovides,
1983). This cycad, like the rest of the group, has commercial
value as ornamental plant; also because of its long live, has
arelevant value as genetic Mexican resource (Vovides and
Iglesias, 1994). Because of the loss and fragmentation of
its habitat, narrow distribution and attributes of life history
(obligate outcrossing, long live and dioecious), this specie
is located into the threatened category, and protected by the
Mexican government by the NOM-059 (SEMARNAT, 2010).

In order to contribute to the conservation of this valu-
able genetic resource, it is necessary to develop molecular
protocols to determine the levels of genetic variation within
populations among different environmental condition (Avise,
1994, Gonzalez-Astorga et al., 2006), sexes (Reamon-
Buettner and Jung 2000; Flachowsky et al., 2001; Prakash
and Staden, 2006) and sizes or ages categories (Octavio-
Aguilar et al., 2009).

At current state of knowledge, a standard technique
of DNA extraction process is a critical step in all molecular
genetic studies (Boiteux et al., 1999). The quick, reliable
and inexpensive protocols for DNA isolation are always
desirable. DNA extracted from processed materials from
Ceratozamia species is usually degraded or contaminated
by essential oils, polyphenols and proteins. In particular,
the sugar composition from cycads leaves is high (Yagi et
al., 2002) and the polysaccharides hinder the extraction
and purification of DNA (Aljanabi et al., 1999). In general,
it is difficult to extract and purify high-quality DNA from
cycads plants because of the presence of large quantities
of secondary metabolites, polysaccharides and proteins
such as tannins, alkaloids, and polyphenols. These com-
pounds interfere by precipitating along with the DNA, thus
degrading its quality and reducing yields (Katterman and
Shattuck, 1983).

Techniques based on PCR, like Inter Simple Se-
quences Repeats (ISSR), developed by Zietkiewicz et al.
(1994), have been proved to be very useful to reveal genetic
variation in cycads (Jianguang et al., 2005) as well as to
determine plant sex (Gangopadhyay et al., 2007). ISSR
technique is a modification of the SSR approach that uses
a single primer based on SSR (microsatellites repeated
sequences) that are abundant in the genome. The longer
ISSRs primers (16 - 20 bp) can precisely target the template
DNA and improve reliability and reproducibility (Reddy et
al., 2002). In addition, ISSRs are significantly lower in cost
than other molecular markers like AFLPs (amplified frag-
ment length polymorphism). In order to obtain the efficient
management and conservation of C. mexicana, extensive
research on DNA-based molecular markers is necessary.
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(Polimorfismo de longitud de fragmentos amplificados). Con
el fin de realizar un manejo y conservacion eficiente de C.
mexicana, es necesario realizar extensas investigaciones
sobre la estandarizacion de las técnicas basadas en el uso
de marcadores moleculares del ADN.

El objetivo del presente estudio es desarrollar un
método eficiente, sencillo y econémico de extraccion de
ADN, a partir del tejido foliar de C. mexicana Brongn. (Za-
miaceae) para obtener un protocolo éptimo de extraccion
para futuras aplicaciones en esta especie ornamental y en
peligro de extincion.

MATERIALES Y METODOS
Material de estudio

Como material de estudio se utilizaron quince plantas
masculinas y femeninas (el sexo se identifico a través de
la observacion del cono) de C. mexicana Brongn., de la
poblacién ubicada en Coacoatzintla, Ver., México. Se co-
lectaron muestras de hoja fresca en los meses de febrero a
abril de 2009. Las muestras fueron almacenadas en bolsas
de plastico, colocadas dentro de una hielera de unicel y
trasladadas al laboratorio, donde se mantuvieron a una
temperatura de 4 °C, por pocos dias hasta ser utilizadas
en la extraccién del ADN.

Aislamiento y deteccion de ADN

Los tejidos foliares colectados se lavaron con una
solucion de etanol (70 % v/v). Posteriormente 0.060 g
(aproximadamente 1 cm?) de tejido foliar fue sumergido
durante 1 hora en una solucién de 0.70 M de NaCl (Clo-
ruro de Sodio) con el fin de facilitar la lisis del tejido. Las
muestras de hojas sin tratamiento de inmersién fueron
utilizadas como control. La extraccion de ADN se realizo
por duplicado, siguiendo el método de Stewart y Via (1993),
basado en el uso de bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB)
y una purificacion adicional.

Las cuantificaciones de ADN fueron realizadas en
un espectrofotémetro UV (Perkin Elmer) a 260 y 280 nm.
La pureza se determind mediante el calculo de la relacién
de absorbancias (A260/A280) para todas las muestras. El
ADN resuspendido se diluyd a una concentracion de 50
ng'uL' de agua destilada doblemente esterilizada. Las
muestras, debidamente etiquetadas, se conservaron hasta
su uso a una temperatura de -20 °C. La integridad del ADN
de los individuos masculinos y femeninos en estudio, fue
analizada mediante electroforesis horizontal (CONSORT),
en geles al 0.8 % de agarosa. Se us6 una solucién amorti-
guadora TBE 0.5 x y se aplicé una corriente constante de
130 V durante 60 min. Los geles se tifieron con bromuro
de etidio (1 mg'mL™") y las bandas se visualizaron en un
transiluminador UV (CONSORT TFX-20M).

Optimizacién del sistema ISSR-PCR

La amplificacién del ADN purificado se baso en el sis-
tema ISSR-PCR. EI ADN de quince individuos (masculino
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The aim of the present study is to develope an effi-
cient, simple and inexpensive DNA isolation method from
leaf tissue of C. mexicana Brongn. (Zamiaceae) to obtain
an optimal protocol of extraction for future applications in
this ornamental and threatened species.

MATERIAL AND METHODS
Plant material

Fifteen male and female plants (sex was identified
through observation of the cone) of C. mexicana Brongn.,
from population located in Coacoatzintla Ver., Mexico, were
used as study material. Fresh leaf samples were collected
from February to April of 2009. The samples were stored in
plastic bags inside a Styrofoam cooler and transported to
the laboratory where it was kept at 4 °C few days to until it
was required for DNA isolation.

DNA isolation and detection

The leaf tissues collected were cleaned with etanol
solution (70 % v/v). 0.060 g (1 cm? of leaf tissue approxi-
mately) of leaf were soaked for 1 hour in a 0.70 M NacCl
solution in order to facilitate the tissue lysis; in addition
leaf samples without soaking treatment were used as a
control. The DNA extractions were made by duplicate,
following the method of Stewart and Via (1993), based
on the use of cetyltrimethylammonium bromide (CTAB)
and a further purification.

DNA quantifications were performed by UV-spec-
trophotometer (Perkin Elmer) at 260 and 280 nm and the
purity was then determined by calculating the ratio of ab-
sorbance (A260/A280) for all samples. The re-suspended
DNA was then diluted in sterilized double distilled water
to the concentration of 50 ng-uL-'. Later they were kept at
-20 °C, properly labeled until ready to use. DNA integrity,
from the male and female individuals, was analyzed by
horizontal electrophoresis (CONSORT), on 0.8 % agarose
in 0.5 x TBE buffer with a constant current of 130 V for 60
min. Gels were stained with ethidium bromide (1 ug-mL™")
and the bands were visualized in a UV light transilluminator
(CONSORT TFX-20M).

Optimization of ISSR-PCR system

ISRR-based amplification of the purified DNA, from
fifteen male and female DNA individuals, grouped in “bulks”,
according to bulk segregant analysis method (Michelmore
et al., 1991), since this protocol forms the basis for future
studies to early differentiation of sex in this plant. Each
amplifications was carried out in a 25 pL reaction mixture
containing (pH 8.3 1x PCR buffer), 3.0 mM MgCl2, 0.4 mM
dNTPs, 1.25 U Tag DNA polymerase (INVITROGEN®) and
50 ng template male and female DNA bulk. Aset of 6 ISSRs
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y femenino), previamente mezclados en “grupos”, segun el
sexo, fue analizado mediante el método de analisis masal
segregante (Michelmore et al., 1991). Cada una de las
amplificaciones se llevo a cabo empleando 25 pL de una
mezcla de reaccién que contenia (1x amortiguador PCR,
pH 8.3), 3.0 MM MgCl,, 0.4 mM dNTPs, 1.25U de Taq ADN
polimerasa (INVITROGEN®) y 50 ng de ADN de los grupos
de individuos masculinos y femeninos previamente forma-
dos. Se utilizé un conjunto de 6 iniciadores ISSRs (Cuadro
1), provenientes de la Universidad Columbia Britanica,
Canada. Para la amplificacion y estandarizacion de las
condiciones de PCR. Los ISSRs fueron seleccionados en
base al polimorfismo mostrado en otras especies vegetales
(Pollegioni et al., 2006).

Para optimizar las condiciones de reaccién se estu-
diaron dos variables: concentracion de iniciadores y tempe-
raturas de anillamiento, como se describe en el Cuadro 2.

Las reacciones de PCR se realizaron en un ter-
mociclador de ADN (marca eppendorf ®. AG PTC-200)
bajo las siguientes condiciones térmicas: paso inicial de
desnaturalizaciéon de 94 °C durante 7min, seguido por 40
ciclos de 30s a 94 °C, 60 s, a diferentes temperaturas de
anillamiento, por cada iniciador (52-55 °C), 90 s a 72 °C

primers (Table 1) from British Columbia University in Van-
couver Canada, were used for amplification to standardize
the PCR conditions. ISSRs were selected because some
plant species show polymorphism (Pollegioni et al., 2006).

To optimize the reaction conditions two variables
primer concentration and annealing temperatures were
investigated as described in Table 2.

The PCR reactions were carried out in a DNA
Thermocycler eppendorf® (AG PTC-200) under the
following conticions: initial denaturation step of 94 °C
for 7 min, followed by 40 cycles of 30 s at 94 °C, 60 s,
at different annealing temperature for each primer (52-
55 °C), 90 s at 72 °C for 10 min. Negative controls were
included in all ISSR. 7 uL of PCR products were submitted
to electrophoresis on 2 % (w/v) agarose gels, in 0.5X TBE
buffer at 100 V for 1 hour and stained with ethidium bromide
(0.5 pg-mL"). DNA ladder (mark Axygen CA 94587) were
used two ladders as 200 pb and 50 pb molecular weight.

After electrophoresis, gels were visualized under UV
transluminator and documented using the CONSORT SP-
TF12 Gel Documentation System.

CUADRO 1. Numero de bandas amplificadas y secuencias de los 6 iniciadores ISSR en estudio de grupos de individuos masculinos y
femeninos,(UBC):iniciadores ISSR provenientes de la Universidad Columbia Britanica, Canada.

Iniciadores Secuencias Ta (°C) No. alelos Rango PPB (%)
ISSR 5-3 pb
UBC-834 AGAGAGAGAGAGAGAGYT 52 3 250-450 0
UBC-841 GAGAGAGAGAGAGAGAYC 54 8 200-600 50
UBC-856 ACACACACACACACACYA 55 5 300-600 60
UBC-888 BDBCACACACACACACA 52 2 280-500 0
UBC-890 VHVGTGTGTGTGTGTGT 54 3 230-430 0
UBC-891 HVHTGTGTGTGTGTGT 54 4 200-400 50

H=(A G, T);V=(A C, G); Ta: Temperatura de alineamiento; PPB (%): Porcentaje de bandas polimorficas obtenidos mediante el analisis masal del ADN .

TABLE 1. Sequences and amplification band numbers of 6 selected ISSR primers of University of British Columbia, Canada (UBC).

ISSR Sequence Ta (°C) No alleles Range bp PPB (%)
Primer 5-3°
UBC-834 AGAGAGAGAGAGAGAGYT 52 3 250-450 0
UBC-841 GAGAGAGAGAGAGAGAYC 54 8 200-600 50
UBC-856 ACACACACACACACACYA 55 5 300-600 60
UBC-888 BDBCACACACACACACA 52 2 280-500 0
UBC-890 VHVGTGTGTGTGTGTGT 54 3 230-430 0
UBC-891 HVHTGTGTGTGTGTGT 54 4 200-400 50

H=(A G, T) ; V=(A C, G); Ta: Annealing temperature; PPB (%): Percentage of polymorphism bands by Male and Female DNA bulk.
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CUADRO 2. Condiciones de amplificacion para detectar marcadores
ISSR-PCR en Ceratozamia mexicana Brongn.

TABLE 2. Conditions of the ISSR-PCR protocol for Ceratozamia
mexicana Brongn.

Condiciones PCR Rango Probado

PCR parameter Tested range

Concentracion de iniciadores (pM) 25,50y 100 pM

Temperatura de anillamiento (°C) 52-55°

25, 50 and 100
52-55°

Primer concentration (pM)
Annealing temperature (°C)

durante 10 min. En todos los casos se incluyeron controles
negativos. 7 pL de productos de PCR fueron sometidos a
electroforesis en geles de agarosa al 2 % (w / v) en una
solucion amortiguadora TBE 0.5X a 100 V, durante 1 hora
y finalmente fueron tefiidos con bromuro de etidio (0.5
pugmL-'). Se utilizaron dos marcadores de peso molecular
de 50 y 200pb (marca Axygen CA 94587).

Después de la electroforesis, los geles se visualizaron
bajo un transiluminador UV y fueron registrados utilizando
el Sistema de Documentacion de Gel (marca CONSORT
SP-TF12).

Se determiné el numero y el peso molecular de cada
banda ISSRs obtenida; sin embargo, para el analisis, sélo
las bandas reproducibles y bien definidas fueron conside-
radas en este estudio.

RESULTADOS Y DISCUSION
Extraccion y detecciéon de ADN

Para la extraccion de ADN se siguié el método
propuesto por Stewart y Via (1993), basado en uso del
CTAB. Se obtuvieron 0,060 g de ADN por gramo de tejido
de hoja fresca. Sin embargo, el analisis de la absorbancia
(A260/A280) del ADN que dio un valor de 1.4 evidencio la
presencia de altos niveles de contaminacion por proteinas,
polisacaridos y fenoles. La muestra de ADN obtenida re-
sulté muy viscosa denotando la presencia de polisacaridos
muy similar a lo reportado por Yagi et al. (2002). Tras la
electroforesis, los patrones de bandas obtenidos (Figura
1a), mostraron que el ADN estaba un poco degradado.
No se visualizaron, mediante electroforesis, la presencia
de bandas bien definidas. En la Figura 1 se muestra el
resultado de la electroforesis del ADN gendémico extraido
en 5 individuos masculinos y femeninos, respectivamente,
de C. mexicana.

Se evalué la eficacia en términos de cantidad y cali-
dad del ADN el protocolo de extraccién de ADN de Stewart y
Via (1993) para C. mexicanay se perfecciond. El protocolo
modificado, incluyd un pre-tratamiento del ADN con una
solucién de 0.70 M of NaCl. Esto permitié obtener un ADN
de alta pureza (libre de aceites esenciales, polifenoles,
flavonoides y polisacaridos) a partir de muestras frescas
de hoja. La pureza de las muestras de ADN fue confirmada
por el valor de absorbancias (A260/A280) de 1.8 o mas
obtenido. Valores entre 1.8 - 2.0 de absorbancia denota
generalmente que el ADN es de alta calidad. Las bandas,
después de la electroforesis, fueron mas nitidas (Figura 1b).

The number and molecular weight of each ISSR
bands was determined however, for the analysis, only the
reproducible and well defined bands were considered.

RESULTS AND DISCUSSION
DNA isolation and detection

The CTAB-based DNA extractions method proposed by
Stewart and Via (1993) yielded 0.060 g per gram of fresh leaf
tissue. However, heavy contamination with polysaccharides
and phenolics was revealed by absorbance (A260/A280)
ratios, which were 1.4 mean, indicating high levels of con-
taminating proteins and polysaccharides. The sample was
very viscous denoting the polysaccharide presence similar
to that reported by Yagi et al. (2002). Upon electrophoresis,
shading patterns obtained (Figure 1a) suggested poor migra-
tion and DNA degradation (smeared DNA pattern). Neither
lagging and unbinding band was found in each lane by
electrophoresis. Figure 1 show the electrophoresis result of
genomic DNA extracted from 5 male and female individuals
of C. mexicana respectively.

The modified CTAB- based DNA extraction protocol for
C. mexicana was further tested and refined to compare its
efficiency in terms of quantity and quality of the DNA. The
modified protocol, including a 0.70 M of NaCl pretreatment,
yielded DNA of high purity, free from essential oils, po-
lyphenols, flavonoides, and polysaccharides from fresh leaf
samples. The purity of the DNA samples was confirmed by
absorbance (A260/A280) ratio, which was 1.8 or more, and
the bands following electrophoresis were sharper (Figure
1b). A ratio of 1.8 - 2.0 is generally accepted high quality
of DNA.

ISSR-PCR system

The two tested parameters for the ISSR-reactions
were primer concentration of and annealing temperature as
they have an effect on amplification, banding patterns and
reproducibility. Optimized conditions for ISSR-PCR protocol
are given in Table 3.

The DNA obtained was suitable for PCR applications.
It was observed high intensity amplification bands employ-
ing different UBC 834 primer concentration (Figure 2). The
preliminary primer results showed 25 ul concentration UBC
oligonucleotides could amplify clear, reproducible and dis-
tinctive bands which were selected for further examination
(Figures 2 and 3).

127




Nadia Guadalupe Sanchez-Coello, et. al.

Optimizacion de un protocolo...

HMHMHMHMHMHMHM

HMHMHMHMHMHMHM
BB OOODOES

BOMDGOOOGee® ) E3

HomiIm

LHMHMHMHMHML

LHMHMHMHMHML

FIGURA 1. Resultados de la electroforesis de ADN genémico extraido  FIGURE 1. Electrophoresis results of genomic DNA extracted from
de 1-5 individuos masculinos, 6-10 individuos femeninos 1-5 male; 6-10 female individuals of Ceratozamia mexicana,
de Ceratozamia mexicana, a) Método de extraccion de ADN a) Stewart and Via DNA isolation method and, b) Stewart
de Stewart y Via (1993), b) Método de Stewart y Via (1993) and Via modified method with NaCl treatment (L: 100 bp
modificado con tratamiento de NaCl (L: Marcador de peso DNA ladder size standard marker).

molecular de 100 pb).

CUADRO 3. Mezcla de reaccién optimizada (1x) por cada iniciador ISSR examinado. (MgCl,: Cloruro de magnesio; mM: micromoles; dNTPs:
dinucleétidos; Taq Pol: Taq ADN polimerasa; U: unidades; pM: picomoles; ng: nanogramos, pl: microlitros). UBC: iniciadores

ISSR de la Universidad Columbia Britanica, Canada.

Mezcla de reaccion UBC UBC UBC UBC UBC uUBC

1X 834 856 888 891 841 890

Amortiguador Tag 5X 1x 1x 1x 1x 1x 1x
MgCl, (25 mM) 3.0 mM 3.0 mM 2.5 mM 3.0 mM 3.0 mM 3.0mM
dNTPs (10 mM) 0.4 mM 0.4 mM 0.4 mM 0.4 mM 0.4 mM 0.4 mM
Tag ADN Pol. (5U) 1.25U 1.25U 1.25U 1.25U 1.25U 1.25U
Iniciador (25 pM-pl") 25 pM 25 pM 25 pM 25 pM 25 pM 25 pM
ADN (50 ng-pl") 50 ng 50 ng 50 ng 50 ng 50 ng 50 ng
Concentracion final 25 ul 25 ul 25 ul 25 ul 25 ul 25 i

TABLE 3. Mixture reaction optimized (1x) for each ISSRs primer examined. (MgCl,: Magnesium chlorure; mM: micromoles; dNTPs:
Dinucleotides; Taq DNA Pol: Tag-polimerase; U: units; pM: picomoles; ng: nanograms, pl: microlitres). UBC: ISSR primers

of the University of British Columbian.
o WS Use U upowr S usows
5X Taq Buffer 1x 1x 1x 1x 1x 1x
MgCl, (25 mM) 3.0 mM 3.0 mM 2.5 mM 3.0 mM 3.0 mM 3.0 mM
dNTPs (10 mM) 0.4 mM 0.4 mM 0.4 mM 0.4 mM 0.4 mM 0.4 mM
Tag DNA Pol. (5 U) 125U 125U 125U 1.25U 125U 125U
Primer (25 pM-pl") 25 pM 25 pM 25 pM 25 pM 25 pM 25 pM
DNA (50 ng-pl) 50 ng 50 ng 50 ng 50 ng 50 ng 50 ng
Final concentration 25 ul 25 ul 25 ul 25 ul 25 pl 25 pl
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Sistema ISSR-PCR

Las dos condiciones evaluadas en las reacciones
ISSRs fueron: la concentracion de los iniciadores y la tem-
peratura de anillamiento, ya que ambas tienen un efecto
en los resultados de la amplificacion y en los patrones y
reproducibilidad de las bandas obtenidas. En el Cuadro
3 se muestran las condiciones optimizadas para detectar
marcadores ISSR-PCR en C. mexicana.

El ADN extraido resulté adecuado para efectuar
las amplificaciones por PCR. Se observo la presencia de
bandas de alta intensidad al emplear distintas concentra-
ciones del iniciador UBC 834 (Figura 2). Los resultados
preliminares del andlisis de los iniciadores mostraron que

100 25

450bp
350bp
250bp

FIGURA 2. Resultados ISSR-PCR en Ceratozamia mexicana
obtenidos del analisis de ADN de grupos de indi-
viduos masculinos y femeninos amplificados con
distintas concentraciones de iniciadores UBC 834
(25, 50 y 100 pM). (L: Marcador de Peso molecular
de 50pb. 1-3: grupos de individuos masculinos, 4-6:
grupos de individuos femeninos).

430bp

330bp
230bp

FIGURA 3. Resultados ISSR-PCR en Ceratozamia mexica-
na obtenidos del analisis de ADN de grupos de
individuos masculinos y femeninos amplificados
con el iniciador UBC 890 (25 pM). (L: Marcador de
peso molecular de 100pb. 1-3: grupos de individuos
masculinos, 4-6: grupos de individuos femeninos).
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A total of 23 bands were amplified, among which 9
were polymorphic (39.13 % of polymorphism). A mean
of 4.16 + 2.13 bands were amplified by each primer. The
ISSRs bands detected in C. mexicana have uncovered
fragments from 200 bp (UBC 841 and 891) to 600 bp (UBC
841 and 856). The UBC 841, 856 and 891 primers were
polymorphic while the UBC 890, 834 and 888 primers were
monomorphic (Table 1). Although we could not generalize
that all individuals in the grouped bulks were monomorphic
for those primers.

An array of DNA isolation protocols have been op-
timized and were used in various combinations to isolate
quality DNA from plants for analyses (Dellaporta et al.,
1983; Doyle and Doyle, 1990; Suman et al., 1999; Shah

100 25

450bp
350bp
250bp

FIGURE 2. ISSR-PCR results in Ceratozamia mexicana male
and female DNA bulk samples amplified by different
UBC 834 primer concentration (25, 50 and 100 pM)
(L: 50bp DNA ladder marker. 1-3 Male DNA bulk, 4-6
Female DNA bulk).

430bp

330bp
230bp

FIGURE 3. ISSR-PCR results in Ceratozamia mexicana male
and female DNA bulk samples amplified with 25pM
UBC 890 primer. (L: 100bp DNA ladder marker. 1-3
Male DNA bulk, 4-6 Female DNA bulk).
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la concentracién de 25ul de oligonucleétidos (UBC), podria
ser suficiente para obtener bandas claras, distintivas y re-
producibles, que pudiesen ser seleccionadas para estudios
posteriores (Figura 2 y 3).

Un total de 23 bandas fueron amplificadas con los 6
iniciadores en estudio, de las cuales 9 fueron polimérficas
(39,13 % de polimorfismo). Por cada iniciador se amplifica-
ron en promedio 4.16 + 2.13 bandas. Las bandas ISSRs
detectadas en C. mexicana revelaron la presencia de frag-
mentos desde 200pb (UBC: 841 y 891) hasta 600 pb (UBC:
841 y 856). Los iniciadores UBC 841, 856 y 891 fueron los
mas polimérficos, mientras que los iniciadores UBC 890, 834
y 888 fueron monomorficos (Cuadro 1). No obstante no se
puede generalizar que todos los individuos en los grupos
examinados sean monomorficos para esos iniciadores.

Abunda en la literatura, protocolos de extracciéon de
ADN en plantas que se han optimizado para obtener ADN
de adecuada calidad (Dellaporta et al., 1983; Doyle y Doyle,
1990; Suman et al., 1999; Shah et al., 2000; Warude et
al., 2003; Sarwat et al., 2006; Deshmukh et al., 2007) pero
en la practica estos procedimientos han sido empiricos,
debido a la variabilidad en la composicién de los tejidos
vegetales. Las ventajas y desventajas de los diferentes
métodos de extraccion y purificacion que se han utilizado
en plantas han sido previamente discutidos (Aljanabi et
al., 1999; Sharma et al., 2000). Aunque en cicadas se han
evaluado distintos procedimientos de extraccion de ADN,
se encontré que el método basado en el uso del CTAB
resulta el mas efectivo en Cycas circinalis L. Miq. y en C.
micholitzii Dyer (Gangopadhyay et al., 2007)

El proceso de extraccion de ADN implica romper o
digerir las paredes celulares para liberar los constituyentes
celulares. A esto le sigue la lisis de las membranas celula-
res para liberar el ADN para su posterior amplificacion. Los
problemas encontrados en la extraccion y purificaciéon de
ADN de alto peso molecular en ciertas especies vegetales
conlleva la presencia de diferentes contaminantes. Entre
ellos, los polisacaridos se encuentran entre los contaminan-
tes mas dificiles de separar del ADN (Murray y Thompson,
1980). Los polisacaridos pueden interferir con la actividad
de varias enzimas tales como las polimerasas, ligasas y
enzimas endonucleasas de restriccion. La eliminacion de
los inhibidores de la polimerasa, tales como los polisaca-
ridos, favorecen la amplificacién por PCR del ADN (Lodhi
et al.,, 1994).

El método de Stewart y Via (1993) ha sido utilizado
con éxito en la extraccion del ADN de varias especies
vegetales, como Pinus patula Schiede ex Schlechtendal
et Chamisso (Luna-Rodriguez et al., 2005). Este procedi-
miento utiliza una mayor concentracion (2 % p/v) de Poli-
vinilpirrolidona (PVP) de elevado peso molecular es decir,
(40000 a 2 % pl/v). Este es un compuesto comunmente
utilizado por suprimir la oxidacion polifendlica (Porebski
et al., 1997) en protocolos de extraccion de ADN basado
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et al., 2000; Warude et al., 2003; Sarwat et al., 2006;
Deshmukh et al., 2007) but in practice these procedures
are empirical due to variability in plant tissue composition.
The strengths and weaknesses of the various complete
extraction and purification methods have been discussed
previously (Aljanabi et al., 1999; Sharma et al., 2000).
Although different DNA isolation procedures have been
evaluated in cycads it was observed in Cycas circinalis L.
Miq. (Gangopadhyay et al., 2007) and C. micholitzii Dyer.
(Peng Quiao et al., 2008) that the CTAB DNA isolation
method were more effective.

The DNA extraction process involves breaking or di-
gesting away cell walls to release the cellular constituents.
This is followed by disruption of the cell membranes to re-
lease DNA into the extraction buffer. Problems encountered
in the isolation and purification of high molecular weight
DNA from certain plant species includes the presence of dif-
ferent contaminants. Among them, highly viscous polysac-
charides contaminants are particularly difficult to separate
from DNA (Murray and Thompson, 1980). Polysaccharides
may interfere with several biological enzymes such as
polymerases, ligases and restriction endonucleases and the
removal of polymerase inhibitors such as polysaccharides
favors of the DNA amplification by PCR (Lodhi et al., 1994).

The Stewart and Via (1993) method has been used
with success in several plants such as Pinus patula
Schiede ex Schlechtendal et Chamisso (Luna-Rodriguez
et al., 2005). This procedure use a higher-molecular-
weight Polyvinylpyrrolidone (PVP), (i.e., 40000 at 2 %
w/v), a compound known to suppress polyphenolic oxida-
tion (Porebski et al., 1997), has been used frequently in
CTAB extraction protocols (Doyle and Doyle, 1990). The
polyphenol compounds occur in many plants and are one
of the major bioactive constituents in many cycads spe-
cies (Yagi et al., 2002; Peng-Quiao et al., 2008). In the
present study, enough PVP and ascorbic acid were added
when the tissue was grinded. Addition of PVP along with
CTAB may bind to the phenolic compounds by forming a
complex with hydrogen bonds and may help in removal of
impurities to some extent. Repeated chloroform: isoamyl
alcohol treatment ensured removal of chlorophyll, other
colouring substances such as pigments and proteins, etc.
DNA degradation was avoided to some extent by carrying
out all the steps at 4 °C. Thus, we concluded that present
protocol described a reliable, rapid, simple and consistent
DNA isolation method for Ceratozamia mexicana.

The addition of NaCl at concentrations of 0.7M,
together with CTAB, is known to remove polysaccharides
(Murray and Thompson, 1980; Fang et al., 1992). The con-
centration ranges mentioned in the literature varies between
0.5 M (Clark, 1997) and 6 M (Aljanabi et al., 1999) and is
dependent on the plant species under investigation. Most
of the polysaccharides remove effectively in a single salt
precipitation at 0.5-2.5 M NaCl. The use of Stewart and
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en el uso del CTAB (Doyle y Doyle, 1990). La presencia
de compuestos polifendlicos que se producen en muchas
especies vegetales son también uno de los principales
componentes bioactivos que se encuentran presentes
en muchas de las especies de cicadas (Yagi et al., 2002;
Peng-Quiao et al., 2008). En el presente estudio, se
afiadié suficiente PVP y acido ascorbico en el momento
de la homogenizacién del tejido. La adicion de PVP, con-
juntamente con el CTAB, puede contribuir a eliminar la
presencia de compuestos fendlicos, mediante la formacién
de un complejo y hasta cierto punto, también pudo ayudar
en la eliminacion de otras impurezas. El tratamiento que
repetidamente se realizé con una solucion de cloroformo
y alcohol isoamilico, garantizé asimismo la eliminacién de
la clorofila, y otros pigmentos colorantes, proteinas, etc. La
degradacion del ADN se evitd, en cierta medida, mediante
la realizacién del procedimiento de extraccion a4 °C. Por lo
tanto, el presente protocolo describe un método confiable,
rapido, sencillo y consistente de extraccion de ADN para
la deteccidon de marcadores moleculares (ISSR-PCR) en
Ceratozamia mexicana.

La adicion de concentraciones de NaCl a 0.7 M,
junto con CTAB es un método conocido para eliminar po-
lisacéridos (Murray y Thompson, 1980; Fang et al., 1992).
Los rangos de concentracién mencionados en la literatura
varia entre 0.5 M (Clark, 1997) y 6 M (Aljanabi et al., 1999)
y depende de la especie de planta bajo investigacion. La
mayoria de los polisacaridos se eliminan de manera eficaz
una sola precipitaciéon de sales en 0.5-2.5 M NaCl. El uso
del procedimiento de Stewart y de la Via (1993) con 0,7
M de NaCl fue muy util para obtener la mejor calidad y
cantidad de ADN en hojas de C. mexicana. Los resultados
del presente estudio mostraron métodos modificados de
CTAB combinados con la adicion de 0,7 M de NaCl para
mejorar la lisis extrayendo un ADN de mayor calidad. Por
lo tanto, se concluye que el protocolo actual describe un
método de aislamiento de ADN fiable, rapido, sencillo y
consistente para Ceratozamia mexicana. La simplicidad
del procedimiento hace que sea muy practico para la
extraccion de ADN del tejido de la hoja, especialmente
para especies como las cicadas, en el que polisacaridos
y polifenoles son un problema.

Después de obtener un ADN gendmico total con
una adecuada pureza y rendimiento, se llevé a cabo un
sistema optimo de PCR basado en cada cebador ISSR. En
resumen, el ADN aislado por el método CTAB modificado
gener6 productos de amplificaciones fuertes y fiables mos-
trando su compatibilidad para los 6 cebadores estudiados.
El presente protocolo optimizado para la técnica ISSR
puede servir como una herramienta eficaz para futuros es-
tudios moleculares en genética de poblaciones. El presente
estudio podria ayudar a establecer un programa eficaz de
conservacion para esta especie en peligro de extincion.
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Via (1993) procedure with 0.7 M NaCl was very useful to
obtain the best quality and quantity of DNA from C. mexi-
cana leaves. The results from the present studies showed
modified CTAB methods combined with the addition of
0.7 M NaCl in the lyses buffer effectively extract DNA with
higher quality. Thus, we concluded that present protocol
described areliable, rapid, simple and consistent DNAiso-
lation method for C. mexicana DNA isolation. The simplicity
of the procedure makes it very practical for DNA extraction
from leaf tissue especially for species like cycads in which
polysaccharides and polyphenols are a problem.

After obtaining a total genomic DNA with an ade-
quate purity and yield, an optimal PCR system based on
each ISSR primer was carried on. In short, DNA isolated
by this modified CTAB method yielded strong and reliable
amplification products showing its compatibility for the 6
ISSR primers tested. The present optimized protocol for
ISSR technique may serve as an efficient tool for further
molecular studies of population genetics. The present study
is necessary to establish an efficient conservation program
for this endangered species.

CONCLUSIONS

The system of DNA extraction modified of CTAB-
protocol, show a good quality and quantity of DNA suitable
for further studies in population genetic, evolution of cycads
and systematic; as show the results of ISSRs amplification.

The NaCl facilitates cell lysis and optimize the DNA
extraction by release of nuclear material and precipitation
of polysaccharides, improving the quality of the extract and
therefore the amplification products.

Finally, this work is part of a larger project on the
biology and population ecology of Mexican cycads, so the
importance of this protocol resides in future studies to the
conservation and management of these species of orna-
mental and ecological importance.
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CONCLUSIONES

El sistema de extraccion de ADN modificado del
protocolo CTAB, muestra una buena calidad y cantidad de
ADN, adecuado para realizar nuevos estudios en genética
de poblaciones, evolucion de las cicadas y sistematica,
como muestran los resultados de la amplificacion ISSR.

El NaCl facilita la lisis celular y optimiza la extrac-
cion de ADN por la liberacion de los materiales nucleares
y la precipitacion de los polisacéridos, o que mejora la
calidad del extracto y por lo tanto, de los productos de
amplificacion.

Por ultimo, este trabajo forma parte de un proyecto
mas amplio sobre la biologia y la ecologia poblacional
de cicadas mexicanas, por lo que la importancia de este
protocolo se encuentra en los estudios futuros hacia la
conservacion y el manejo de esta especie con importancia
ornamental y ecoldgica.
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