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Introduccion

México es el mas importante centro de concentracion de cactaceas en el mundo, con un
total de 48 géneros y 563 especies reconocidas. Aproximadamente el 75 % de las
cacticeas mexicanas son endémicas (Hunt 1999; CONABIO 2006). Debido
principalmente a una explotacion irracional, a partir de la Gltima década, cerca del 38%
de estas especies presentan problemas de conservacion y el 11% se encuentran en peligro
de extincion (Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales, 2002).

El éxito en la conservaciéon de la biodiversidad depende en gran medida del
conocimiento de las especies o sistemas que se pretende conservar. Asi, uno de los
grandes desafios es el generar y organizar un acervo de informacion basica indispensable
que incluya los aspectos genéticos (Hernandez y Godinez 1994). Los niveles de variacion
genética y la distribucién de la misma en el espacio y en el tiempo son factores que deben
considerarse en los planes de conservacidon biologica. En los ultimos afos se han
desarrollado una serie de marcadores moleculares que facilitan este tipo de estudios
(Avise 2004).

La extracciéon de ADN gendémico es un paso crucial cuando se desean realizar
estudios con marcadores moleculares. En particular, la extraccién de ADN a partir de
tejido vegetal de cacticeas, se considera un procedimiento relativamente dificil, debido a
que este tipo de plantas contienen una gran cantidad de polisacaridos y metabolitos
secundarios, que forman complejos insolubles con los acidos nucleicos durante el
proceso de extraccion (De la Cruz et al. 1997). Estos contaminantes inhiben la accion de
las enzimas de restriccion y de la Taq polimerasa. Los mucilagos que presentan estas
plantas, por su viscosidad, dificultan el proceso de extracciébn y complican la
amplificacion genomica por PCR (Primark 1995). Entre los protocolos reportados para
extraer ADN de tejido vegetal rico en polisacaridos se encuentran el de de Cota-Sanchez
et al. (2006) que se basa en el uso de CTAB para producir la lisis celular y el método de
Keb-Llanes et al. (2002) que utiliza CTAB-SDS (Cuadro 1).

Ferocactus histrix (DC) Lindsay, es una cactdcea endémica de México (Bravo-
Hollis y Sanchez-Mejorada 1991). La especie, conocida cominmente como biznaga, es
una de las méas requeridas por la industria confitera, se utiliza como planta ornamental y
medicinal y como alimento para el ganado caprino (Del Castillo y Trujillo 1991; Huerta-
Martinez y Escobar-Santos 1998). En la tultima actualizacion de la Norma Oficial
Mexicana, F. histrix aparece en el apéndice de especies en riesgo de extincion (Secretaria
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de Medio Ambiente y Recursos Naturales 2002). Se desconocen los niveles y la
estructuracion de la diversidad genética que presenta esta especie, por lo que es
necesario contar con ADN en suficiente cantidad y calidad para analizar estos aspectos
con herramientas moleculares.

El objetivo de este estudio es modificar y comparar dos métodos de extraccion
para obtener ADN de alta calidad de F. histrix.

Materiales y Métodos

Material vegetal

Se colectaron muestras de material vegetal de F. histrix en la localidad El Rayo,
Zacatecas. Las muestras fueron colocadas en un tubo con 5 ml de una solucién de CTAB
2X y se mantuvieron en un ambiente fresco. Se retir6 la cuticula y la mayor parte de la
corteza de tejido y se almacené a -20°C. Para la extraccion de ADN se utilizaron de 400 a
500 mg de tejido, el cual fue congelado con nitrégeno liquido y pulverizado en un
mortero.

Micrométodo de extraccion de ADN basado en CTAB

Reactivos:

Amortiguador CTAB 2X (Tris HCl 100mM pH8, EDTA 20mM, NaCl 1.4M, PVP40 1%)
2-3 mercaptoetanol

Cloroformo- alcohol isoamilico 24:1

Isopropanol frio

Amortiguador TE (Tris 1tomM, EDTA 1mM pH 8)

Acetato de Sodio (NaOAc) 3M pH 5.2

Etanol al 70% y absoluto

Protocolo:

1. Colocar el tejido vegetal en un mortero y pulverizar con ayuda de nitrogeno
liquido.

2. Afadir 750 pl de amortiguador CTAB 2X y 3 ul de 2- mercaptoetanol a un tubo
eppendorf.

3. Agitar vigorosamente la solucion y el tejido vegetal. Incubar a bafio maria a 65°C
por 1 h, mezclar cada 15 minutos.

4. Anadir 700 pl de cloroformo:isoamilico y agitar vigorosamente. Centrifugar a
8000 g por 45 minutos a 4°C. Transferir la fase acuosa a un tubo eppendorf
nuevo.

5. Anadir 350 pul de isopropanol a -20°C y refrigerar a -20°C al menos una hora.

6. Centrifugar a 8000 g durante 10 minutos a temperatura ambiente. Descartar el
sobrenadante sin perder la pastilla.

7. Resuspender la pastilla en 400 ul de TE e incubar a 37°C por 15 min.

8. Anadir 34 ul de NaOAc 3M y 1ml de etanol a -20°C al 95%. Enfriar a -20°C
durante 1 hora, centrifugar a 8000 g durante 5 minutos y descartar el
sobrenadante.

9. Lavar la pastilla con 1 ml de etanol al 70%. Centrifugar por 5 minutos y dejar
secar.

10. Resuspender la pastilla en 100 pl de TE y almacenar a -20°C.



Micrométodo de extraccion de ADN basado en CTAB-SDS

Reactivos:

Amortiguador de extraccion A: (CTAB 2X: Tris HCl 100mM pH8, EDTA 20Mm, NaCl
1.4M, PVP40 4%, acido ascorbico 0.1% y 2 f—mercaptoetanol 10mM).

Amortiguador de extraccion B:( Tris-HCl 10omM pH 8, EDTA s5o0mM, NaCl toomM , 2
B—mercaptoetanol 10mM).

Amortiguador TE: Tris 1tomM, EDTA 1mM.

SDS 20%.

Acetato de potasio 5M (-20°C).

Acetato de sodio 3M pH5.2.

Etanol 70% (-20°C).

Isopropanol absoluto (-20°C).

Protocolo:

1. Colocar el tejido vegetal en un mortero y pulverizar con ayuda de nitrogeno
liquido. Transferir a un tubo eppendorf. Anadir 300 ul de amortiguador A, 900 ul
de amortiguador B y 100 pul de SDS.

2. Agitar e incubar en bafio maria a 65°C por 30 minutos.

3. Anadir 410 pl de acetato de potasio frio, agitar vigorosamente. Centrifugar a 8000
g durante 15 minutos a 4°C.

4. Transferir 1ml de sobrenadante a un tubo eppendorf limpio. Afiadir 800-900 pl
de Isopropanol frio. Incubar a -20°C por 20 min.

5. Centrifugar a 6 000 g por 10 minutos. Descartar el sobrenadante, lavar la pastilla
con 500 pul de etanol al 75% y dejar secar.

6. Resuspender la pastilla en 800 ul de amortiguador TE. Incubar a 37°C durante 15
minutos..

7. Anadir 800 ul de cloroformo:isoamilico (24:1) y agitar vigorosamente.

8. Centrifugar a 6000 g por 10 minutos a 4°C.

9. Recuperar el sobrenadante y anadir 70 ul de acetato de sodio 3M pH 5.2 y 500 pl
de isopropanol frio. Incubar a -20°C por 1 hora.

10. Centrifugar a 6000 g por 10 minutos.

11. Lavar la pastilla con 1 ml de etanol al 75% y dejar secar.

12. Disolver en 100 pul de TE.

Cuadro 1. Comparacion de dos micrométodos de extraccion de ADN.

Paso en el protocolo Keb Llanes et al. Cota-Sanchez et al.
(2002) * (2006) *
Lisis celular
CTAB 2X 2X
SDS 1.5% No aplica

Extraccion organica Cloroformo:Isoamilico **  Cloroformo:Isoamilico
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Primera Isopropanol Isopropanol

precipitacion

Resuspension TE incubar a 37°C 15 min TE incubar a 37°C 15 min
Segunda NaOAc-Isopropanol NaOAc-Etanol
precipitacion

* Protocolos modificados  ** Después de la primera precipitacion

Analisis cuantitativo y cualitativo del ADN

Se cuantificé la cantidad total de ADN por espectrofotometria (A2.8,). Se determiné la
calidad de ADN por la relacién A1.60/A2280 y por electroforesis en geles de agarosa al
0.8% (Sambrook et al. 1989). Las muestras de ADN se utilizaron para la amplificaciéon
por PCR de los espaciadores internos transcritos de ADN ribosomal (ITS) con los
iniciadores ITS1 e ITS4 (Guzman et al. 2003).

Resultados y discusion

Las cactiaceas son consideradas plantas recalcitrantes para la extraccion de ADN.
Aunque se han aplicado protocolos estandares y desarrollado protocolos especificos para
tejido vegetal rico en compuestos mucilaginosos, generalmente estos son laboriosos y
requieren de grandes cantidades de tejido y reactivos (Doyle y Doyle 1987; De la Cruz et
al. 1997; Griffith y Porter 2003). En este trabajo se obtuvo ADN de 15 muestras de F.
histrix con el protocolo de Griffith y Porter (2003) con buenos resultados: ADN de alto
peso molecular, un promedio de la relacion A1.60/A2280 de 1.76 (una relacion Ai1.60/A2280
de 1.8 a 2 es indicativa de alta calidad) y niveles de 95 a 505 ng/ul. Sin embargo la
cantidad necesaria de tejido, asi como el alto gasto en reactivos lo hacen un método
impréactico y poco costeable cuando se tiene poco material vegetal.

Los protocolos empleados en este trabajo son considerados micrométodos ya que
requieren de miligramos de tejido y pequefios volimenes de reactivos, de tal manera que
facilitan el manejo de un gran namero de muestras. El protocolo que se basa en el uso de
CTAB es una ligera modificacion del método de Cota-Sanchez et al. (2006). Este método
produjo ADN de alto peso molecular y de buena calidad (promedio A1.60/A2280 = 1.77)
en niveles de 25 a 172 ng/ul, con una eficiencia promedio de 6.2 pg (Figura 1) (Cuadro
2). La concentraciéon promedio obtenida en F. histrix con este método es moderada en
relacion a los 300 ng/ul reportados en tejido fresco (0.5-1 g) de otras especies ricas en
mucilagos.

El protocolo de Keb-Llanes et al. (2002), que se basa en el uso de CTAB-SDS, es
muy similar al protocolo reportado por De la Cruz et al. (1997). Este método produjo
ADN de Ferocactus de mala calidad y en bajas concentraciones. La eficiencia promedio
fue de 2.6 pg y la relacion Ai1.60/A2.8, promedio de 1.5. Por lo tanto, se realizaron
modificaciones al método original, basadas en el protocolo de Sanchez-Hernandez y
Gaytan-Oyarzan (2006), que aumentaron la concentraciéon y la calidad del ADN. El
protocolo modificado produjo un ADN de alto peso molecular y de excelente calidad
(promedio A1.60/A2280 = 1.86), en niveles de 21 a 138 ng/ul con una eficiencia promedio
de 3.4 pg (Figura 2) (Cuadro 2). La concentracién promedio obtenida en F. histrix con



este método es baja en relacion a los valores reportados en especies de Agavaceae (Keb-
Llanes et al. 2002).

Cuadro 2. Promedios de las eficiencias y relaciones Asso/Ass0 de los micrométodos
utilizados en la extraccion de ADN de Ferocactus histrix.

Protocolo N Eficiencia Relacion
(Hg) A260/ A280
Cota-Sanchez et al. (2006) * 29 6.2 1.77
Keb-Llanes et al. (2002) 8 2.6 1.5
Keb-Llanes et al. (2002) * 19 3.4 1.86

N= Numero de muestras
*Protocolos modificados

Figura 1. Extraccion de ADN de muestras de Ferocactus histrix con el protocolo de
Cota-Sanchez et al. (2006) modificado.

Figura 2. Extraccion de ADN del muestras de Ferocactus histrix con el protocolo de
Keb-Llanes et al. (2002) modificado.

La calidad del ADN es esencial para llevar a cabo estudios moleculares. Un alto
contenido de mucilagos en el extracto de ADN de cactaceas inhibe la accion de la Taq
polimerasa disminuyendo o anulando la amplificacién genémica por PCR. La calidad del
ADN obtenido con los dos protocolos permiti6 la amplificacion por PCR del ITS del ADN
ribosomal (Figura 3).
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Figura 3. Amplificacion por PCR del ITS de ADN ribosomal de Ferocactus histrix.

Conclusiones

- Los dos micrométodos utilizados en este estudio produjeron ADN de F. histrix de
alta calidad.

- El micrométodo basado en CTAB produjo una mayor eficiencia.

- Las modificaciones realizadas al protocolo de Keb-Llanes et al. (2002) mejoraron
considerablemente la eficiencia y la calidad del ADN.

- La calidad del ADN de los dos protocolos permite la amplificacién del ITS del
ADN ribosomal.
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