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ABSTRACT

Published protocols for chloroplast and mitochondrial
DNA enrichment are based on large samples (more than 5 g)
which imply high costs and plenty of sample material.
Reduction of tissue sample and reagent quantities is possible
and convenient. This work describes an efficient miniprep
for chloroplast and mitochondria DNA enrichment and
extraction from 500 mg of pericarp samples of Manzano
chili fruits (Capsicum pubescens R. & P). Extraction
efficiency from fresh fruit samples was 20 ug DNA g~ !
for choloroplasts and 33 ug DNA g_1 for mitochondria.
Isolation using the recommended miniprep resulted in
costs reduction of 160x for chloroplast and up to 8x for
mitochondria. PCR amplification of reference marker
genes for chloroplast (rbcL, Rubisco large subunit) and
mitochondria (coxI, Cytochrome oxidase) confirmed DNA

identity of each extraction.

Keywords: Capsicum pubescens, chloroplast DNA, mitochondria
DNA, DNA extraction.

INTRODUCTION

hloroplast and mitochondrial DNA analysis
(chloroplast  DNA and mitochondrial
DNA, respectively) may reveal information
about evolutionary processes by phylogenetic
analysis using uni-parental inheritance patterns and
conserved gene sequences across generations (Ravi
et al., 2008; Jo et al., 2011). It may also describe
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RESUMEN

Los protocolos publicados para enriquecimiento de ADN de
cloroplasto y mitocondrial estin basados en muestras grandes
(mds de 5 g) que implican costos altos y abundante material
de muestra. La reduccién en cantidades de muestra de teji-
do y de reactivos es posible y conveniente. Esta investigacién
describe una microtécnica eficiente para enriquecimiento y
extraccion de ADN de cloroplasto y mitocondria desde mues-
tras de 500 mg de pericarpio de frutos de chile Manzano
(Capsicum pubescens R. & P). La eficiencia de la extraccién
en muestras de fruto fresco fue 20 ug ADN g~ ! para cloro-
plastos, y 33 ug g~ ADN de mitocondrias. El aislamiento
con la microtécnica recomendada redujo costos en 160x para
cloroplastos y hasta 8x para mitocondrias. La amplificacién
por PCR de los genes marcadores de referencia de cloroplasto
(rbcL, subunidad grande de la Rubisco) y mitocondria (coxI,
citocromo oxidasa) confirmé la identidad de ADN de cada

extraccion.

Palabras clave: Capsicum pubescens, ADN de cloroplasto, ADN

de mitocondpria, extraccién de ADN.
INTRODUCCION

| andlisis de ADN de cloroplastos (cpADN) y

mitocondrias (mtADN) puede revelar infor-

macién sobre procesos evolutivos mediante
andlisis filogenéticos usando patrones de herencia
uniparental y secuencias génicas conservadas a través
de generaciones (Ravi ez al., 2008; Jo et al., 2011).
También puede describir la composicién y organi-
zacién de la informacién genética dentro de cloro-
plastos y mitocondrias (Kahlau ez 4/., 2006), y pro-
porcionar la funcién, orden y secuencia de los genes
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the composition and organization of the genetic
information inside chloroplasts and mitochondria
(Kahlau ez al., 2006), and provide their genes
sequence, order and function (Sugiyama ez /., 2005;
Kahlau ez al., 2006). On this regard, in our lab we
have identified two important genetic components
that significantly modify pungency expression
in Manzano hot pepper (Capsicum pubescens R. y
P). First, Cruz et al. (2007) showed the existence
of heterosis in Manzano pungency, and afterwards
Sénchez et al. (2010) showed maternal inheritance
effects of fruit pungency based entirely on
traditional plant breeding techniques. To confirm
maternal inheritance effects on the Manzano
pungency by a more precise method, DNA had to
be extracted from chloroplasts and mitochondria
obtained from plenty Manzano pepper fruits.
The downstream molecular analysis required the
isolation or enrichment of intact organelles in a
reliable, accurate and repeatable way.

There are studies related to chloroplast and
mitochondrial DNA isolation and extraction
(Douce et al., 1987; Hajek ez al., 2004; Jansen et al.,
2005; Kahlau ez al., 2006; Lang et al., 2011; Millar
et al., 2001; Mourad and Polacco, 1988; Rahman
and Huber, 1996; Rowan and Bendich, 2011; Salvi
et al., 2008; Triboush et al., 1998). The methods
mentioned above prioritized structural integrity of
isolated organelles and low levels of contaminants to
ensure high-quality DNA. Some strategies focused
on intensity and duration of the homogenization
(Héjek ez al., 2004), as well as on usage of quality
reagents for extraction, washing, purification and
lysis. Appropriate buffers keep organelle integrity
by maintaining adequate osmotic pressure and pH
when cells are broken (Millar ez 4., 2007). However,
the reference protocols recommend a starting sample
amount from tens of grams to kilograms of fresh
plant tissue. For example, Rahman and Huber (1996)
used 100 g of fruit pericarp homogenized in 150 mL
of extraction buffer, Kahlau ez 4/. (2006) used 50 g of
leaves in 2 L, Shi ez al. (2012) used 20 g of leaves in
400 mL, and Vieira ez al. (2014) used 25 g of leaves
in 400 mL of buffer. These sample amounts could
be difficult to obtain, and some protocols address
this concern without affecting DNA yield or quality,
through a series of strategies. Mourad and Polacco
(1989) used 10 g of fresh leaves in 10 volumes of
extraction buffer, and O’Hara and Capwell (1993)
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(Sugiyama ez al. 2005; Kahlau ez al., 2006). En este
sentido, en nuestro laboratorio hemos identificado
dos componentes genéticos importantes que modifi-
can significativamente la expresion del picor del chile
Manzano (Capsicum pubescens R. y P.). Primero Cruz
et al. (2007) mostraron la existencia de heterosis en el
picor de este chile, y después mediante técnicas con-
vencionales de mejoramiento Sdnchez er al. (2010)
mostraron efectos de herencia materna en el picor
del fruto. Para confirmar los efectos de la herencia
materna en el picor del chile Manzano por un mé-
todo mds preciso, se debe extraer y analizar ADN de
cloroplastos y mitocondrias en muchos frutos de este
chile. El andlisis molecular descendente requiere el
aislamiento o enriquecimiento de organelos intactos
en forma confiable, precisa y repetible.

Hay estudios acerca del aislamiento y extraccién
de ADN de cloroplastos y mitocondrias (Douce ez
al., 1987; Mourad y Polacco, 1988; Rahman y Hu-
ber, 1996; Triboush ez /., 1998; Millar et al., 2001;
Hajek ez al., 2004; Jansen ez al., 2005; Kahlau ez al.,
20006; Salvi ez al., 2008; Lang ez al., 2011; Rowan
y Bendich, 2011). Esos métodos priorizaron la in-
tegridad estructural de organelos aislados y niveles
bajos de contaminantes que aseguren ADN de alta
calidad. Algunas estrategias se enfocaron en la in-
tensidad y duracién de la homogeneizacién (Hdjek
et al., 2004), asi como el uso de reactivos de calidad
para la extraccién, lavado, purificacién y lisis. Los
amortiguadores adecuados mantienen la integridad
del organelo al conservar la presién osmética y pH
adecuados cuando las células se rompen (Millar ez
al., 2007). Sin embargo, los protocolos de referen-
cia recomiendan muestras de tejido vegetal fresco,
desde decenas de gramos hasta kilogramos. Por
ejemplo, Rahman y Huber (1996) usaron 100 g de
pericarpio de fruto homogeneizado en 150 mL de
amortiguador de extraccién, Kahlau ez 2/. (2006)
usaron 50 g de hoja en 2 L, Shi ez a/. (2012) usaron
20 g de hoja en 400 mL y Vieira ez al. (2014) usaron
25 g de hoja en 400 mL del amortiguador. Estas
cantidades de muestra podrian ser dificiles de ob-
tener y algunos protocolos abordan este problema
mediante una serie de estrategias para no afectar el
rendimiento o calidad del ADN. Mourad y Polacco
(1989) usaron 10 g de hojas frescas en 10 volimenes
de amortiguador de extraccién, y O’Hara y Capwell
(1993) y Triboush ez al. (1998) usaron 5 g de tejido
en 20-25 mL de amortiguador.
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and Triboush ez a/. (1998) used 5 g of tissue in 20-25
mL of buffer.

Most methods describing organelle isolation
use density gradient centrifugation. This type of
purification requires centrifugation after layering the
cell homogenate onto a density gradient created by
viscous sucrose, percoll or cesium chloride. Proper
separation requires ultra-centrifugation to obtain a
concentrated organelle fraction (Millar ez al., 2007).
Recommended gradients have shortcomings, for
example,sucrose might enter the mitochondrial
matrix when a sucrose gradient is employed,
thus hindering proteomics analysis (Nikaido and
Rosenberg, 1983; Benz, 1994); and a percoll gradient
is occasionally difficult to remove (Beavis and Vercesi,
1992; Yang and Mulligan, 1996).

The most efficient protocols consume high
buffer quantities, which significantly increase costs
when hundreds of samples are processed, such as in
genotyping studies. Our research relies on a miniprep
that reduces costs and produces intact chloroplasts
and mitochondria destined to DNA extraction in
large-scale studies. The proposed miniprep allows
processing numerous samples, in our case Manzano
chili samples, while reducing volumes of reagents
and using rather common lab equipment.

MATERIALS AND METHODS
Plant material

Samples for this research were taken from inbred lines of
Manzano pepper derived from previous breeding and selection
efforts. Originally, commercial varieties Zongolica and Puebla
were crossed, and an F2 population derived by selfing. From
this F2 population, two individuals contrasting in spiciness
were selected. From both selected individuals, an inbred
line was created by 5 selfing cycles. The resulting lines were
then crossed both ways (i.e. L4XL6 and L6X1L4), and the F1
progeny was sampled. The above description depicts a common
genotyping experiment that requires analisys of a high number
of individuals. All Manzano pepper plants were grown in a
greenhouse, in accordance with the management techniques
recommended by Pérez-Grajales and Castro-Brindis (2008) for
this plant species. Fruits were sampled at the beginning of the
ripening process when the pericarp color changes from green to
yellow. Fresh harvested fruits were washed with soap and rinsed
with distilled water. A 500 mg pericarp sample was taken and cut

in small pieces.

La mayoria de los métodos que describen el ais-
lamiento de organelos utilizan centrifugacién en gra-
dientes de densidad. Este tipo de purificacion requie-
re centrifugaciéon después de estratificar el homoge-
neizado celular en un gradiente de densidad creado
por sacarosa viscosa, “percoll” o cloruro de cesio. La
separaciéon adecuada requiere ultra centrifugacién
para obtener una fraccién concentrada del organelo
(Millar ez al., 2007). Los gradientes recomendados
tienen deficiencias, como que la sacarosa pueda en-
trar a la matriz mitocondrial al utilizar un gradiente
de sacarosa, lo cual dificulta el andlisis proteémico
(Nikaido y Rosenberg, 1983; Benz, 1994); y un gra-
diente de “percoll” en ocasiones es dificil de eliminar
(Beavis y Vercesi, 1992; Yang y Mulligan, 1996).

Los protocolos mds eficientes consumen altas
cantidades de amortiguador, lo cual aumenta signifi-
cativamente los costos cuando se procesan cientos de
muestras, como en los estudios de genotipado. Nues-
tra investigacion se basa en una microtécnica que re-
duce los costos y produce cloroplastos y mitocondrias
intactos para la extraccién de ADN en estudios de
gran escala. La microtécnica aqui propuesta permite
procesar muchas muestras, en este caso de chile Man-
zano, porque reduce los volimenes de reactivos y usa
equipos comunes de laboratorio.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Las muestras para esta investigacién provienen de lineas
endogdmicas de chile Manzano derivadas de mejoramiento y
seleccion previa. Originalmente se cruzaron las variedades co-
merciales Zongolica y Puebla, y derivé una poblacién F2 por
autofecundacién. De esta poblacién F2 se seleccionaron dos
individuos contrastantes en picor, y de ambos se derivé una li-
nea mediante cinco ciclos de autofecundacién. Las lineas resul-
tantes se cruzaron en dos sentidos (7. e. L4XL6 y L6 XL4), y se
muestrearon las progenies F1. La descripcién anterior muestra
un experimento comun de genotipificado que requiere analizar
un nimero alto de individuos. Todas las plantas de chile Man-
zano se cultivaron en invernadero, de acuerdo con las técnicas
de produccién recomendadas por Pérez Grajales y Castro-Brin-
dis (2008). Los frutos se muestrearon al principio de la madu-
racién cuando el pericarpio cambia de color verde al amarillo.
Los frutos cosechados se lavaron con jabén y enjuagaron con
agua destilada. Una muestra de pericarpio de 500 mg se corté

en trozos pequefos.
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Chloroplast enrichment

The method proposed in this research is based on Kahlau
et al. (2006). The tissue was kept in 2 mL plastic tubes on
ice. Steel disruptor balls and 1 mL of cold extraction buffer
(350 mM sorbitol, 50 mM Tris-HCI pH 8.0, 5 mM EDTA, 15
mM  ME and 0.1 % BSA) were added. Tissue was disrupted
using a Tissuelyzer (QIAGEN™, Germany), set at 30 hertz,
for 3.5 min. The homogenate was filtered through a nylon net
(0.25 mm hole size) into a clean 2 mL test tube; the nylon net
and its contents were discarded. The cell debris and nuclei in
the filtered homogenate were pelleted by spinning at 500 xg
for 5 min at 4 °C. The supernatant was again transferred to a
clean 2 mL test tube, and then used for chloroplast enrichment.
All samples and reagents were kept cold in an ice bath. The
supernatant from the previous step was centrifuged at 2000 xg
for 10 min at 4 °C. After centrifugation, the supernatant was
removed carefully without touching the chloroplast pellet at
the bottom. The pellet was dissolved and washed in 500 uL of
cold wash buffer (350 mM sorbitol, 50 mM Tris-HCI pH 8.0,
25 mM EDTA and 0.1 % BSA). The suspension was washed
and centrifuged at 2000 xg for 10 min at 4 °C twice, removing
the supernatant after each centrifugation. The resulting pellet
was suspended in 500 #L of cold wash buffer.

To selectively enrich the suspension for chloroplasts, we
employed the density gradient centrifugation method. The
gradient was constructed by preparing two molecular-grade
sucrose solutions at 1.75 M and 1.08 M. The required sucrose
was dissolved in adequate volumes of 50 mM Tris-HCI pH 8.0
and 25 mM EDTA pH 8.0. Seven hundred (700) #L of the 1.75
M sucrose solution were poured into a new 2 mL tube, and then
900 1L of 1.08 M sucrose solution was delicately placed on top
of it. Three hundred (300) uL of the chloroplast suspension
was gently and slowly placed on top of the sucrose gradient,
one drop at a time to avoid mixing. The tube was closed and
centrifuged at 7000 xg for 1 hour at 4 °C. After centrifugation,
a small, green pellet formed on the sidewall of the test tube; this
pellet was carefully collected with a micropipette and placed in
a new tube. The pellet was suspended in three volumes of cold
dilution buffer (175 mM sorbitol, 50 mM Tris-HCI pH 8.0, 25
mM EDTA). Finally, the tube was centrifuged at 2000 xg for 10

min at 4 °C.
Mitochondria enrichment
Our protocol is based on the method suggested by Rahman
and Huber (1996) for mitochondrial DNA isolation. Extra steps

were added to improve DNA precipitation and extraction. The

tissue was kept in 2 mL plastic tubes on ice. Tissue was disrupted
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Enriquecimiento de cloroplastos

El método propuesto en esta investigacién se basa en el de
Kahlau ez al. (2006). El tejido se mantuvo en tubos de plésti-
co de 2 mL en hielo, al que anadieron bolas de acero y 1 mL
de amortiguador de extraccién en frio (sorbitol 350 mM, Tris-
HCI 50 mM pH 8.0, EDTA 5 mM, # ME 15 mM y 0.1 % de
BSA). El tejido se desbaraté con un Tissuelyzer (QIAGEN™,
Alemania), fijado a 30 hertz por 3.5 min. El homogeneizado se
filtré a través de una malla de nailon (orificio de 0.25 mm) en
un tubo de ensayo limpio de 2 mL; luego se deseché la malla
y su contenido. Los restos de células y ntcleos en el homoge-
neizado filtrado se centrifugaron 5 min a 500 x¢ a 4 °C. El
sobrenadante se transfirié otra vez a un tubo de ensayo limpio
de 2 mL y luego se utilizé para el enriquecimiento del cloro-
plasto. Todas las muestras y reactivos se mantuvieron en bano
de hielo. El sobrenadante del paso anterior se centrifugé 10 min
22000 xga 4 °C. Después de la centrifugacién, el sobrenadante
se quitd con cuidado sin tocar el sedimento de cloroplastos en
la parte inferior. El precipitado se disolvié y lavé en 500 uL de
amortiguador para lavado frio (sorbitol 350 mM, Tris-HCI 50
mM pH 8.0, EDTA 25 mM y 0.1 % de BSA). La suspensién
se lavé y centrifugé dos veces a 2000 x¢ por 10 min a 4 °C,
con remocion del sobrenadante después de cada centrifugacién.
La pastilla resultante se suspendié en 500 uL de amortiguador
para lavado frio.

Para selectivamente enriquecer la suspensién de cloroplastos
se us6 el método de centrifugacién del gradiente de densidad.
El gradiente se construyé preparando dos soluciones de sacaro-
sa grado molecular, 1.75 M y 1.08 M. La sacarosa necesaria se
disolvi6 en los volimenes adecuados de 50 mM Tris-HCI pH
8.0 y 25 mM EDTA pH 8.0. De la solucién de sacarosa de 1.75
M se vertieron 700 uL en un nuevo tubo de 2 mL y luego 900
uL de solucién de sacarosa de 1.08 M se colocéd suavemente en
la parte superior. De la suspensién de cloroplastos se colocaron
300 uL suave y lentamente en la parte superior del gradiente
de sacarosa, una gota a la vez para evitar la mezcla. El tubo se
cerrd y centrifugd 1 h a 7000 xg a 4 °C. Después, un precipitado
verde delgado se formé en la pared lateral del tubo de ensayo;
esta ldmina se recogi6é con cuidado usando una micropipeta y
se colocé en un tubo nuevo. La pastilla se suspendié en tres
volimenes de amortiguador frio de dilucién (sorbitol 175 mM,
Tris-HCI 50 mM de pH 8.0, EDTA 25 mM). Al final, el tubo
se centrifugd a 2000 xg por 10 min a 4 °C.

Enriquecimiento de mitocondrias

Nuestro protocolo se basa en el método de Rahman y Huber

(1996) para aislar ADN mitocondrial y se agregaron unos pasos
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using a Tissuelyzer (QIAGEN™, Germany). Steel disruptor balls
and 1 mL of cold extraction buffer (400 mM sucrose, 50 mM
Trizma base, | mM EDTA, 10 mM KH,PO,, 4 mM cysteine and
1 % BSA; pH 7.6) were added to the tube containing the tissue
sample. The Tissuelyzer was set at 30 hertz for 3.5 min, and
the homogenate was filtered through nylon net (0.25 mm hole
size) into a clean 2 mL test tube; the nylon net and its contents
were discarded. Cell debris and nuclei in the homogenate were
pelleted by spinning the tube at 500 xg for 5 min at 4 °C. The
supernatant was carefully transferred by pipette to a clean 2 mL
test tube, and then centrifuged at 2000 xg¢ for 10 min at 4 °C
to pellet chloroplasts for removal. This step was repeated twice.
After centrifugation, the supernatant was transferred to a new
test tube, and mitochondria were pelleted by centrifuging the
supernatant at 16000 xg for 10 min at 4 °C. Without disturbing
the pellet at the bottom, the supernatant was removed. The
mitochondria pellet was then dissolved in 500 uL of cold wash
buffer (400 mM mannitol, 10 mM KH,PO, and 0.5 % BSA,
pH 7.2). The suspension was centrifuged at 16 000 xg for 10 min
at 4 °C; the wash step was repeated one more time, removing the
supernatant after every centrifugation.

Density gradient centrifugation was employed to selectively
separate mitochondria from other subcellular organelles. Two
sucrose solutions at 0.6 and 1.8 M were prepared by dissolving
molecular-grade sucrose into the appropriate volume of 50 mM
Tris-HCI pH 8.0 and 10 mM KH,PO, pH 8.0. The gradient
was constructed in a 2 mL test tube by adding 700 uL of 1.8
M sucrose, followed by careful and slow addition of 900 uL of
0.6 M sucrose on top, without mixing. Three hundred (300) uL
of mitochondrial suspension were added, one drop at a time to
avoid mixing. This tube was centrifuged at 22 000 xg for 1 hour
at 4 °C. The mitochondria settled on the tube sidewall as a green-
yellow pellet. The mitochondrial fraction was collected with a
micropipette and placed in a new test tube. Three volumes of cold
dilution buffer (175 mM mannitol, 10 mM KH,PO, without
BSA, pH 7.2) were added, and the test tube was centrifuged at
16 000 xg for 10 min at 4 °C. Steps for both minipreps are briefly

illustrated in Figure 1.
DNA extraction

The pellet obtained from chloroplasts or mitochondria
enrichment was dissolved in 500 uL of lysis buffer (50 mM Tris-
HCI pH 8.0, 20 mM EDTA, 2 % N-lauroylsarcosine sodium
salt). The mix was kept at room temperature for 15 min to
promote organelle rupture. At the end of the incubation time, 1
mL of phenol:chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1) solution was
added. The tube was shaken in a vortex and then centrifuged at
14 000 xg¢ for 10 min at 4 °C. The supernatant was collected and
mixed again with phenol:chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1)

extras para mejorar la precipitacién y extraccién del ADN. El
tejido se mantuvo en tubos de pldstico de 2 mL en hielo. El te-
jido se desmenuzé con un Tissuelyzer (QIAGEN™, Alemania).
En el tubo con la muestra de tejido se pusieron bolas de acero y
1 mL del amortiguador de extraccién en frio (sacarosa 400 mM,
Trizma base 50 mM, EDTA 1 mM, KH,PO,4 10 mM, cisteina
4 mM y 1% de BSA, pH 7.6). El Tissuelyzer se oper6 3.5 min
a 30 hertz y el homogeneizado se filtré en una malla de nailon
(orificio de 0.25 mm) hacia un tubo de ensayo limpio de 2 mL;
la malla de nailon y su contenido se desecharon. Los restos de
células y ntcleos en el homogeneizado se centrifugaron 5 min a
500 xga 4 °C. El sobrenadante se transfirié con cuidado con una
pipeta a un tubo de ensayo limpio de 2 mL y se centrifugé 10 min
22000 xg a 4 °C para sedimentar y retirar los cloroplastos. Este
paso se repitié dos veces. Después el sobrenadante se transfiri6 a
un nuevo tubo de ensayo y se centrifugé 10 min a 16 000 xg a
4 °C para obtener el precipitado de mitocondrias. Sin perturbar
el sedimento del fondo, se eliminé el sobrenadante. La pastilla
de las mitocondrias se disolvié en 500 uL de amortiguador de
lavado frio (manitol 400 mM, KH,PO, 10 mM y 0.5 % de BSA,
pH 7.2). La suspension se centrifugd a 16 000 xg por 10 min a
4 °C; la fase de lavado se repitié una vez mds, con remocién del
sobrenadante después de cada centrifugacién.

Para separar selectivamente las mitocondrias de otros orgi-
nulos subcelulares se usé la centrifugacién en gradiente de densi-
dad. Dos soluciones de sacarosa a 0.6 y 1.8 M se prepararon me-
diante la disolucién de sacarosa grado molecular en el volumen
adecuado de Tris-HCI 50 mM pH 8.0 y KH,PO, 10 mM, pH
8.0. El gradiente se construyd en un tubo de ensayo de 2 mL al
depositar 700 uL de sacarosa 1.8 M, seguido por la adicién cui-
dadosa y lenta de 900 L de sacarosa 0.6 M en la parte superior,
sin mezclar, y se agregaron 300 uL de suspensién mitocondrial,
una gota a la vez para evitar la mezcla. El tubo se centrifugé 1 h
a 22 000 xg a 4 °C. Las mitocondrias se precipitaron en la pa-
red lateral del tubo como una pastilla verde-amarillo. La fraccién
mitocondrial se recolectd con una micropipeta y se colocd en
un nuevo tubo de ensayo. Tres volimenes de amortiguador de
dilucién en frio (manitol 175 mM, KH,PO,4 10 mM sin BSA,
pH 7.2) se anadieron, y el tubo se centrifugd 30 min a 16 000 xg
a4 °C. Los pasos abreviados de ambas microtécnicas se muestran

en la Figura 1.
Extraccién de ADN

La pastilla obtenida del enriquecimiento de cloroplas-
tos o mitocondrias se disolvié en 500 uL de amortiguador
de lisis (Tris-HCI 50 mM pH 8.0, EDTA 20 mM, sal de so-
dio 2 % N-lauroilsarcosina). La mezcla se mantuvo 15 min a
temperatura ambiente para promover la ruptura de organe-

los. Al final de la incubacién se agregé 1 mL de solucién de
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Sampling
(500 mg fruit pericarp)

Tissue disruption

(30 Hz, 3.5 min)

Homogeneate filtration
(using nylon mesh)

Cell debris and nuclei precipitation
(500xg, 10 min, 4 °C)
Discard pellet, repeat 2x

Centrifugation

(2000xg, 10 min, 4 °C)
Discard supernatant, repeat 1x

'

Chloroplast pellet

'

Washing
(2000xg, 10 min, 4 °C)
Discard supernatant, repeat 3x

'

Density gradient separation

(7000xg, 1 h, 4 °C)

s

Centrifugation

(16 000xg, 10 min, 4 °C)
Discard supernatant, repeat 1x

'

Mitochondria pellet

'

Washing
(16 000xg, 10 min, 4 °C)
Discard supernatant, repeat 3x

v

Density gradient separation

(22 000xg, 1 h, 4 °C)

.

Organelle extraction with micropipette

'

Organelle wash and dilution

'

DNA extraction

Figure 1. Workflow of the chloroplast and mitocondria isolation and purification.
Figura 1. Diagrama de flujo del aislado y purificacién de cloroplastos y

mitocondrias.

solution. The DNA was precipitated with 2.5 volumes of cold
absolute ethanol and maintained overnight at —20 °C. The
next day, the tubes were centrifuged at 14 000 xg for 10 min at
4 °C to pellet DNA. The supernatant was discarded, and the
remaining ethanol was evaporated at room temperature for 1
hour. The DNA pellet was dissolved in 30 4L of 0.1 M TE buffer
(10 mM Tris, pH 8.0 and 1 mM EDTA), and it was kept at
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fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1). El tubo se sacu-
dié en un vortex y se centrifugé 10 min a 14 000 xg a 4 °C. El
sobrenadante se recogié y mezclé otra vez con una solucién de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1). El ADN se pre-
cipité con 2.5 volimenes de etanol absoluto frio y se mantuvo a
—20 °C en la noche. Al dia siguiente los tubos se centrifugaron
10 min a 14 000 xg a 4 °C para obtener la pastilla de ADN. El
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room temperature for 1 hour. DNA integrity was checked on
a 0.8 % agarose gel, using 6 uL of each sample per well. The
separation conditions were 90 V and 400 mA for 90 min. Gels
were then stained with 10 % of ethidium bromide for 15 min and
photographed under UV light for documentation. DNA quality
was determined in a Nanodrop (Thermo Scientific™, Mod.

2000, USA) by absorbance.
DNA integrity verification and cross contamination

The extracted DNA from chloroplast and mitochondria
fractions was amplified in a Maxygene™ II thermal cycler
(Axygen®, USA). Primers for reference genes were designed
based on Genebank information (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/genbank/). Three genes were selected for their exclusive
location to the nucleus (GenBank accession AY489050.1),
chloroplast (GenBank accession AB586585.1) or mitochondria
(Genebank accession EU701225.1) (Table 1). Primers were
designed according to their coding sequence (CDS) using
Primer3 v.4 (http://primer3.ut.ee/) with standard criteria. The
PCR reaction mix was setup as follows: 40 ng of DNA, PCR
buffer Ix, 2.5 mM of MgCl,, 0.2 mM of DNTP and 20 pM for
each primer. The PCR program ran as follows: 95 °C for 3 min,
35 cycles of 95 °C for 30 s, 55 °C for 30's, 72 °C for 40 s, and
72 °C during 10 min. After PCR completion, a 6 puL volume of
PCR product per well was separated in a 1.2 % agarose gel in
TAE 1x; the running conditions were 90 V and 150 - 180 mA
for 90 min. The gel was stained in 10 % ethidium bromide
for 15 min. PCR band size was calculated using LabWorks®

software.
REsurrs AND DiscussioNn

Miniprep step sequences for chloroplast and
mitochondria enrichment and their DNA extraction

sobrenadante se desechd y el etanol restante se evaporé a tem-
peratura ambiente por 1 h. El precipitado de ADN se disolvié
en 30 uL de amortiguador E a 0.1 M (Tris, pH 8.0 y EDTA 1
mM) y se mantuvo a temperatura ambiente por 1 h. La inte-
gridad del ADN se comprobé en un gel de agarosa 0.8 %, con
6 L de muestra por pozo. Las condiciones de separacién fue-
ron 90 V y 400 mA por 90 min. Los geles se tifieron con bro-
muro de etidio a 10 % por 15 min y se fotografiaron con luz
UV para su documentacién. La calidad del ADN se determiné
por absorbancia en un Nanodrop (Thermo Scientific™, Mod.

2000, USA).
Confirmacién de integridad y contaminacién cruzada

El ADN extraido de las fracciones de cloroplasto y mi-
tocondria se amplificé en un termociclador Maxygene™ II
(Axygen®, USA). Los iniciadores para los genes de referencia
se disefiaron con base en informacién del Genebank (htep://
www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Tres genes se seleccionaron
por su ubicacién exclusiva en el ntcleo (GenBank accesién
AY489050.1), cloroplasto (GenBank accesién AB586585.1) o
las mitocondria (GenBank accesién EU701225.1) (Cuadro 1).
Los iniciadores fueron disefiados segtn su secuencia de codifi-
cacién (CDS) con criterios estdndar del programa Primer3 v.4
(http://primer3.ut.ee/). La mezcla de reaccién de PCR se hizo
asi: 40 ng de ADN, amortiguador 1x de PCR, MgCI2 2.5 mM,
DNTP 0.2 mM y 20 pM de cada iniciador. El programa PCR
oper6 asi: 95 °C por 3 min, 35 ciclos de 95 °C por 30 s, 55 °C
por 30 s, 72 °C por 40 s y 72 °C por 10 min. Al terminar la
polimerizacién en cadena, 6 4L del producto de PCR se depo-
sité en cada pozo, y la separacién se hizo en un gel de agarosa
a 1.2 % en TAE 1x; las condiciones de funcionamiento fueron
90 Vy 150 - 180 mA por 90 min. El gel se tiié con bromuro de
etidio 10 % por 15 min. El tamano de banda de PCR se calcul$
con el programa LabWorks®.

Table 1. Primers for reference genes from nucleus, chloroplast and mitochondria.
Cuadro 1. Iniciadores para genes de referencia del nucleo, cloroplasto y mitocondria.

Gen Location Name Sequence
Ubiquitin * Nucleus CaUBIf CTGGAAAGCAGCTTGAGGAC
CaUBIr TGGCCTTAACGTTGTCGATT
Rubisco large subunit b Chloroplast CaRBCLf TCACGCTGGTACCGTAGTAGG
CaRBCLr CTCATTACCTTCCCGAGCAA
SoCOX1f TACCAGCCATTCTGGAGGAG
Cytochrome oxidase ¢ Mitochondria SoCOX1r CTGCCAGTACCGGAAGTGAT

Primer designed from *Capsicum annuum (GenBank accession AY489050.1), bCﬂp:icum sp. (GenBank accession:
AB586585.1), and “Solanum nigrum (GenBank accession EU701225.1) sequences #* Iniciador disefiado desde la se-
cuencia de *Capsicum annum (GenBank accession AY489050.1), bCapsz’cum sp. (GenBank accession: AB586585.1) y
“Solanum nigrum (GenBank accession EU701225.1) sequences.
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were successfully scaled down to volumes equal or
lower than 2 mL. Chloroplast DNA extractions
produced average contents of 10.6 ¢g and an average
absorbance ratio A,go/A,g, of 1.84, while average
mitochondrial DNA content was 16.7 ug and A,/
A,g average absorbance ratio of 1.75. These values
show higher efficiency for the mitochondrial DNA
extraction than for the chloroplast DNA extraction
(the average yield difference was 12 g DNA g ™" fresh
tissue) (Table 2). Both DNA samples on agarose gels
revealed clear and defined bands without sweeping
(Figure 2A).

The steps of tissue disruption, tissue
homogenization, and organelle separation by density
gradient centrifugation in our miniprep are similar to
other reported methods. The distinguishing feature
of our method is the greatly reduced sample size and
reagents quantities; we efficiently created a sucrose
gradient in 2 mL tubes. Based on O’Hara-Mais and
Capwell (1993), DNA extracted from chloroplast
and mitochondria using our technique showed
acceptable quality. So, our modifications to the cited
protocols for chloroplast and mitochondria isolation
rendered good quality DNA.

DNA yields obtained with these minipreps are
greater than those reported by Mourad and Polacco
(1988) for maize chloroplast DNA (0.1-0.2 ug
DNA g~ of sample tissue), and those recorded by
Triboush ez al. (1988) in organelle DNA extraction
from sunflower (5-10 ug DNA g_l tissue). While

the maize protocol used 1 kg of leaves, the sunflower

REsurranpos y DiscusioN

Los pasos de la microtécnica para el enriqueci-
miento de cloroplastos y mitocondrias y la extrac-
cién de su ADN fueron reducidos con éxito hasta
volimenes iguales o inferiores a 2 mL. Los extractos
de ADN de cloroplasto dieron contenidos promedios
de 10.6 ug y una proporcién media de absorbancias
Ayg0/Aggg de 1.84, mientras que el contenido prome-
dio de ADN mitocondrial fue 16.7 ug y la propor-
cién media de absorbancias A,5)/A,g, fue de 1.75.
Estos valores muestran una mayor eficiencia para la
extraccién de ADN mitocondrial que para la extrac-
cién de DNA de cloroplasto (la diferencia de rendi-
miento promedio fue 12 g ADN g™ tejido fresco)
(Cuadro 2). En geles de agarosa ambas muestras de
ADN revelaron bandas claras y definidas sin barrido
(Figura 2A).

Los pasos de separacién de tejido, homogeniza-
cién de tejido y separacién de organelos por centri-
fugacién del gradiente de densidad en nuestra micro-
técnica son similares a otros métodos reportados. El
aspecto distintivo de nuestro método es la gran reduc-
cién en cantidades de reactivos y tamano de mues-
tra; con eficiencia nosotros creamos un gradiente de
sucrosa en tubos de 2 mL. Con base en O’Hara-Mais
y Capwell (1993), el ADN extraido de cloroplasto y
mitocondria con nuestra técnica mostré una calidad
aceptable. Asi, nuestras modificaciones a los pro-
tocolos citados para aislamiento de mitocondria y
cloroplasto proporcionaron ADN de buena calidad.

Table 2. Quantity and quality of chloroplasts and mitochondrial DNA extracted from 500 mg of pericarp from
Manzano pepper (Capsicum pubescens R. and P.) fruits at ripening.
Cuadro 2. Cantidad y calidad del ADN en cloroplastos y mitocondrias extraidos de 500 mg de pericarpio de
frutos en maduracién de chile Manzano (Capsicum pubescens R. y P.).

Average DNA quantity Average Average yield

Organclle Sample (ug) As60/230 (ug DNA g_1 fresh tissue)

P, 9.09%+0.02 1.89%£0.02

P, 13.32+0.04 1.73+0.04
Chloroplast H, 11.24+0.09 1.96+0.09 21.0x4.23

H, 8.78+0.04 1.79+0.04

P, 15.360.09 1.85+0.09

P, 14.72%0.12 1.72£0.12
Mitochondria H, 15.19+0.16 1.76+0.14 33.4%6.41

H, 21.48+0.06 1.69+0.06

N=3; * standard deviations; P;: inbred line 4; P,: inbred line 6; H,: hybrid 4 X 6; H,: hybrid 6 X4 < N=3; *desviacién
estdndar; P;: linea endogdmica 4; P,: linea endogdmica 6; H;: hibrido 4X6; H,: hibrido 6X4.
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Chloroplast Mitochondria
A P, P, H, H, P, P, H, H,
<— DNA
T T+C T+M
B L p, P, H H,| P, P, H H,| P, P, H, H
1000 bp
500 bp
<— UBJ
100 bp
Chloroplast Mitochondria
o L P P, H H p, P, H, H
1000 bp
500 bp
<— UBJ
100 bp
C M C M
D L P, P, H H, P, P, H H, P, P, H, H, P, P, H H,
500 bp
<— RBCL
<— COX1

100 bp

Figure 2. Integrity and purity check for DNA extracted from chloroplast and mitochondria isolated using the proposed method
via PCR amplification of reference genes present only in nucleus, chloroplast and mitochondria. A) DNA integrity
test. B) Nuclear DNA contamination using ubiquitin (UBI) as marker: T, total DNA; T+C, total DNA mixed with
chloroplast DNA; T+M, total DNA mixed with mitochondrial DNA. C) Cross contamination from nuclear DNA
determined by UBI presence in chloroplast and mitochondrial DNA. D) Amplification of Rubisco large subunit
(RBCL) and cytochrome oxidase (COXI) in chloroplast (C) and mitochondria (M) DNA samples. P;: inbred line 4, P,:
inbred line 6, H;: hybrid 4X 6, H,: hybrid 6 X 4; L: size marker.

Figura 2. Verificacién de la integridad y pureza del ADN extraido de cloroplastos y mitocondrias aislados con el método pro-
puesto, mediante amplificacién por PCR de genes de referencia presentes solamente en el niicleo, el cloroplasto y la
mitocondria. A) Prueba de integridad del ADN. B) Contaminacién nuclear del ADN con el uso de ubiquitina (ubi)
como marcador: T, ADN total; T+C, ADN total mezclado con ADN de cloroplasto; T+M, ADN total mezclado con el
ADN mitocondrial. C) Contaminacién del ADN nuclear, determinada por la presencia de UBI en ADN de cloroplasto
y de mitocondria. D) Amplificacién de la subunidad grande de la Rubisco (rbcL) y de citocromo oxidasa (coxI) en
muestras de cloroplasto (C) y de mitocondrias (M). P;: linea endogdmica 4, P,: linea endogdmica 6, H;: hibrido 4X6,
H,: hibrido 6 X4; L: marcador de tamafio.
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methodology employed between 5 and 10 g of young
leaves as sample plant material. Our results show that
using higher sample quantities do not necessarily
produce better DNA yields. The DNA obtained
throughout our minipreps has the required quality
for subsequent DNA analysis.

Compared to the Kahlau ez 4/. (2006) protocol,
our chloroplast miniprep used 1 % of sample
tissue, 0.05 % of extraction buffer, 0.13 % of wash
buffer and 40 % of dilution buffer. Compared
to the Rahman and Huber (1996) protocol our
mitochondrial miniprep used 0.5 % of tissue,
0.66 % of extraction buffer and 12.5 % of wash
buffer per sample (Table 3). As a result, reagent costs
were reduced up to 160 times when 100 samples of
chloroplast DNA extraction were processed, and up
to 8 times when the same sample quantity was used
for mitochondrial DNA extraction (Table 3).

PCR amplification of reference genes in DNA
extracted from enriched organelle fractions was
employed to identify the level of cross contamination
from nuclear sources. The ubi, rbcl and coxI PCR
products coincided with the expected fragment sizes
as reported by Primer3. Contamination of nuclear
DNA for chloroplast DNA extraction was minimal,
while mitochondrial DNA extraction showed almost
no contamination (Figure 2 B-C). However, as
evidenced by PCR amplification of 76cL and coxI in
each enriched organelle fraction (Figure 2D), there
is residual cross-contamination of each organelle
type, but the quantity observed from contaminating
DNA is clearly less than the DNA obtained from the
enriched organelle.

Cross contamination was also reported by
Bathgate ez al. (1985), Dieckmann ez al. (2008),
Gillman et al. (2007), Jo et al. (2011), Shi et al.
(2012); it is attributed to organelle size plasticity

Los rendimientos de ADN obtenidos con estas
microtécnicas son mayores que los reportados por
Mourad y Polacco (1988) para ADN de cloroplasto
en maiz (0.1-0.2 g DNA g™! de tejido), y que los
registrados por Triboush ez al. (1988) en la extraccién
de ADN de organelos en girasol (5-10 ug de DNA
g~ tejido). Mientras que el protocolo de maiz usaba
1 kg de hoja, el método de girasol empleaba 5210 g
de hojas jovenes como muestra del material vegetal.
Nuestros resultados muestran usar cantidades mayo-
res de muestra no necesariamente produce mejores
rendimientos de ADN. Ademds, el ADN obtenido
con nuestras microtécnicas tiene la calidad requerida
para los andlisis subsecuentes de ADN.

Comparado con el protocolo de Kahlau ez al.
(2006), nuestra microtécnica para cloroplasto usé
1 % de muestra de tejido, 0.05 % de amortiguador
de extraccién, 0.13 % de amortiguador de lavado
y 40 % de amortiguador de dilucién. Comparado
con el protocolo de Rahman y Huber (1996), nues-
tra microtécnica mitocondrial usé 0.5 % de tejido,
0.66 % de amortiguador de extraccién y 12.5 % de
amortiguador de lavado por muestra (Cuadro 3).
Como resultado, los costos de reactivos se redujeron
hasta 160 veces al procesar 100 muestras de ADN de
cloroplasto, y hasta 8 veces cuando la misma canti-
dad de muestra se usé para la extraccién de ADN
mitocondrial (Cuadro 3).

La amplificacién por PCR de los genes de referen-
cia en el ADN extraido de fracciones enriquecidas de
organelos se empleé para identificar el nivel de con-
taminacién cruzada procedente de fuentes nucleares.
Los productos PCR de ubi, rbcL y coxI coincidieron
con el tamafo del fragmento esperado segin el pro-
grama Primer3. La contaminacién con ADN nuclear
en los extractos de ADN de cloroplasto fue minima,
mientras que el extracto de ADN mitocondrial casi

Table 3. Comparison of reagents and total cost between the reference method and the method proposed in this research.
Cuadro 3. Comparacién de reactivos y de costo total entre el método de referencia y el método propuesto en esta investigaciéon.

Starting Buffer quantity (mL) Relative cost per
Organelle Protocol tissue quantity 100 samples
(8 Extraction ~ Wash  Dilution  Lysis (USD)
Chloroplast Kahlau ez al. (2006) 50 2000 400 5 5 1
p Miniprep 0.5 1 1 2 0.5 0.0058
Rahman and Huber (1996) 100 150 8 - - 1
Mitochondria  Miniprep 0.5 1 1 2 0.5 0.125
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from frequent fusion and division processes. It is thus
difficult to obtain absolute organelle separation via
density gradient centrifugation.

CONCLUSIONS

The miniprep methods proposed in this research
for chloroplast and mitochondrial isolation proved
reliable for DNA extraction and subsequent PCR
amplification. The starting sample size is greatly
minimized. These methods were tested only in
samples from Manzano pepper, but little or no
modification should be required to enrich organelles
from other species. The methods described here
have various advantages over other methods:
cost reduction, proteinase disuse, percoll or
cesium chloride replacement, and ultracentrifuge
requirements.
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