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RESUMEN: La identificacion de genes novedosos relacionados con estrés bidtico y abidtico en
Nicotiana tabacum L. puede contribuir al mejoramiento genético del cultivo en todo € mundo. El
objetivo de este trabajo fue la identificacion de genes novedosos en variedades de tabaco, asi como,
la caracterizacion molecular de algunas secuencias marcadas expresadas (ESTs) en variedades
cubanas y algunas especies de tabaco. L a tecnologia del microarreglo se utilizé6 conjuntamente con
las ESTs para la construccién de una genoteca de ADNc. Lo méas novedoso de esta investigacion
fue que 265 ESTs no se habian informado con anterioridad en especies vegetales y un gen, la
Proteina Tumoral Controlada durante la Transcripcion (TCTP) no se habia informado en N. tabacum.
L os resultados del microarreglo se confirmaron utilizando la RT-PCR cuantitativa en tiempo real.
Los genes TCTP y proteina relacionada con la patogénesis (PR1) se utilizaron para la caracterizacion
molecular de algunas especies y variedades de tabaco cubano. En el caso de la TCTP se
caracterizaron seis especies y cuatro variedades y para la PR1 ocho variedades. La TCTP solamente
se expresO en dos especies (Nicotiana glutinosa L. y Nicotiana tomentosiformis Goodsp.) y la PR1,
después de la digestion, mostro diferentes bandas entre las variedades susceptibles y resistentes.
La presencia de estos genes en una parte del germoplasma analizado constituye un paso inicial
para la utilizacién de este conocimiento en e mejoramiento genético del tabaco.
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GENOMIC EVALUATION OF PR1IAND TCTPGENE IN TOBACCO (Nicoatiana tabacumL.)
SPECIESAND VARIETIES

ABSTRACT: The identification of novel genes related to biotic and abiotic stress in Nicotiana
tabacum L. can contribute to the genetic improvement of plants around the world. The aim of this
research was to identify novel genes in tobacco varieties, as well as the molecular characterization
of some expressed sequences tags (ESTs) in some Cuban tobacco varieties and species. The
microarray technology was used with ESTs for the construction of a cDNA library. The most
interesting finding in this study was that 265 ESTs had never been reported before in vegetable
species and one gene, the Transcriptional Controlled Tumor Protein (TCTP), had never been
reported before in N. tabacum, with the studies about this gene being focused on human and animals
mostly. The microarray results were confirmed using quantitative RT- PCR. TCTP and pathogenesis-
related protein 1 (PR-1) ESTs were used to design primers for the molecular characterization of
some species and Cuban tobacco varieties. In the case of TCTP, six species and four varieties
were characterized, and eight varieties for PR1. TCTP was only expressed in two species (Nicotiana
glutinosa L. and Nicotiana tomentosiformis Goodsp.) and PR1, after a digestion, exhibited different
bands for susceptible and resistant varieties. The detection of these genes in some species and
Cuban tobacco varieties is the first step to go further in the molecular characterization of Cuban
ger moplasm.
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INTRODUCCION

El tabaco es uno de los productos de mayor deman-
da en el mundo y es objeto de gran intercambio comer-
cial. En Cuba la produccion tabacalera ocupa un lugar
cimero en la economia por ser una de las principales
fuentes de ingreso por su reconocimiento internacional
al considerarse entre los mejores del mundo (1).

La deteccion de genes, a partir de secuencias cono-
cidas, proporciona informacion de gran relevancia sobre
el genoma, lo que puede ayudar de manera eficiente en
el mejoramiento del tabaco. Existe un gran nimero de
genes que estan relacionados con procesos de impor-
tancia en el desarrollo de las plantas. Los genestptly
prl codifican para la proteina tumoral controlada duran-
te la traduccion y para la proteina relacionada con la
patogénesis respectivamente; estas proteinas intervie-
nen en procesos como el crecimiento vegetal y la tole-
rancia a diferentes tipos de estrés (2). Numerosos estu-
dios han demostrado la presencia de estos genes en
varias especies vegetales de importancia econémica por
lo que este trabajo tiene como objetivo detectar la pre-
sencia de los genes tptly prl en el genoma de algunas
especiesy variedades cubanas de tabaco.

MATERIALESY METODOS

Para la construccion de la genoteca se utilizaron
tallos, raices y hojas de plantas de cuatro variedades
de tabaco ("Hongda’, "'NC82", "YH05" y "YUN201")
provenientes de la provincia de Yunnan, Republica Po-
pular de China.

Las muestras (5g) se maceraron en mortero con
nitrogeno liquido, y se utilizaron para la extraccion del
ARN total por el método del Trizol.

Las secuencias se editaron con el programa
SEQUENCE NAVIGATOR (Perkin Elmer/Applied
Biosystems) y los programas BLASTX y BLASTN se
utilizaron para buscar similitudes con las proteinas y
los &cidos nucleicos en la base de datos dbEST del
National Center of Biotechnology (NCBI) de los EUA.
Las secuencias de los genes provenientes de los ADNc
se depositaron en la base de datos Genbank de EST
(www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/species=tobacco).

Para el andlisis de la expresion se utilizd el
microarreglo de ADNc en membranas de nylon
(Amersham Ltd.) segun lo descrito por Pérez et al. (2).
La hibridacion se realiz6 toda la noche a 60°C en horno
de hibridacién.

La validacion de los resultados de la hibridacién con
microarreglo se realizd mediante la RT-PCR cuantitati-
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va en tiempo real al utilizar el método SYBR® Green.
Todos los datos originales de las ESTs y del
microarreglo pueden encontrase en el sitio
www.estarray.org.

Con el objetivo de determinar la presencia de los
genes tctp y prl en las especies Nicotiana glutinosa
L., Nicotiana tomentosiformis Goodsp., Nicotiana
debneyi Domin., Nicotiana exigua H-M Wheeler,
Nicotiana excelsior (J. M. Black) J. M. Black., Nicotiana
megalosiphon van Heurck & Mill. Arg. y las varieda-
des de Nicotiana tabacum L. Habana-2000, Corojo 99,
Criollo 98, Habana 2.1.1, Burley Habana-13 (BH-13),
BHmN, Corojo, San Luis 21 y Virginia Resistente -14
se sembraron semillas en casas de cultivo protegido,
bajo condiciones semicontroladas, en el Instituto de
Investigaciones del Tabaco, Cuba (IIT) . Se tomaron
muestras de 5 g de hojas de cada especie y variedad
en estudio y se realiz6 la extraccion de ADN genémico
mediante el método CTAB California segun el protoco-
lo de Sabater y Vilumara (3) y se purificé siguiendo el
protocolo de Ausubel (4).

Los cebadores se disefiaron mediante el programa
Vector NTI a partir de las secuencias identificadas en
este trabajo y teniendo en cuenta los resultados del
alineamiento, las secuencias de los mismos son para
tpt1 (5-TGTCTGGTGGAGTGCTTCTG-3’, 3'-
TCATTTGCTGTGTCCCACAT-5’) y para pr1 (5'-
GGGAGTTTTGAGCTTTGGATGAG - 3, 3’-
GACACCTAACGGGACTGCTTTCC-5).

Los fragmentos de ADN gendmico se amplificaron
mediante la técnica PCR en un termociclador Tpersonal
(Biometra®). El programa consistié en 5 min iniciales
de desnaturalizacion a 92°C, a continuacion 36 ciclos
de desnaturalizacion, alineamiento y extension a 92°C
por 30 s, 55°C por 45 s, 72°C por 45 sy 10 min de
extension final a 72°C.

La visualizacién de los resultados se realizé6 me-
diante electroforesis en gel de agarosa al 0,8% tefiido
con bromuro de etidio.

RESULTADOSY DISCUSION

Se generaron 5 927 secuencias desde ambos ex-
tremos de los clones seleccionados de la genoteca de
ADNCc de N. tabacum (Tabla 1).

Las ESTs se utilizan para profundizar en los proce-
sos moleculares que tienen lugar en las plantas y en
otros organismos asi como para la identificacion de
genes novedosos. Ji et al. (5) realizaron un estudio en
plantas de soya (Glycine max L.) para analizar posi-
bles respuestas fisioldgicas bajo condiciones de estrés;
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TABLA 1. Andisis de las secuencias expresadas en
tabaco (N. tabacum)./Analysis of sequences expressed in
tobacco (N. tabacum)

Resumen de EST
Total de ESTs 5927
Largo dela EST (nt) 351
NUmero de secuencias contiguas: 521
Redundancia (%)° 48.1
NUmero de secuencias sencillas 3079
Contenido de G + C (%) 43.6

1- Un grupo de clones que representan regiones
superpuestas del genoma.

2- Redundancia= ESTs agrupadas en secuencias
contiguas /total ESTSs.

Jantasuriyarat et al. (6) obtuvieron mas informacién
sobre los mecanismos de defensa de la planta de arroz
(Oriza sativa L.) contra el hongo Magnaporthe grisea
(Herbert) Barr al obtener ESTs de las cuales el 13%
fueron secuencias Unicas.

Como resultado del microarreglo construido en el
presente estudio se obtuvieron 359 ESTs. En la tabla 2
se presentan las que resultaron ser novedosas y las
gue pueden tener mayor importancia o interés para el
mejoramiento del tabaco.

La evaluacion de la expresiéon a través del
microarreglo de ADNc de las secuencias Unicas iden-
tificadas permitié el examen simultaneo de un gran
nimero de secuenciasy el andlisis de su relacién con
funciones biolégicas.

Las 245 ESTs que resultaron ser novedosas al no
encontrase homologia enla dbEST del NCBI sugieren
la posibilidad de ser genes importantes especificos
para N. tabacum. Analisis futuros de estas secuen-
cias podrian contribuir a una mejor comprension de la
funcion y organizacion del genoma de esta planta.

Los transcriptos de TCTP y la PR1 fueron seleccio-
nados para determinar su presencia en variedades cu-
banas y especies de tabaco.

TABLA 2. Andisis de las secuencias expresadas obtenidas en el microarreglo./ Analysis of expressed sequences

obtained in microarray

Variedades' EST Anotaciones’ Taxonomia®

Hongda - NC82 TBT026C05 PR-1 N. tabacum
TBT046G07 - -

Hongda-YHO05 TBT040D03 Proteina de unién probable a esteroides | -
TBT108H08 Proteina serina-treonina Solanum tuberosum L.
TBT112A12 Metalotioneinatipo 2 -

Hongda - YUN201 TBT012G08 PR -1 N. tabacum
TBT087G01 Ubiquitina Ascomicetos
TBTO69F05 Proteinatumoral controladaen la

traduccion (TCTP) O. sativa

TBT018C04 - -

NC82- YH05 TBT080G07 Proteina de choque térmico Solanum lycopersicon L.
TBT081CO03 Proteina serina-treonina Solanum tuberosum L.
TBT115D05 - -
TBT112A12 Metalotioneinatipo 2 -

NC82- YUN201 TBT012G08 PR -1 N. tabacum
TBT047H04 Proteina de union probable a esteroides
TBTO53F03 UbiquitinaSMT3 Arabidopsisthalianay O.

sativa

TBT087G01 Ubiquitina Ascomicetos

YHO05- YUN201 TBTO083H01 TCTP Oriza sativa
TBTO033C05 UbiquitinaSMT3 A. thaliana y O. sativa
TBT055D02 - -
TBT026C05 Quinasa ciclina dependiente -

1- Variedades chinas empleadas en este estudio
2- Clasificacion de la secuencia expresada en la base de datos del NCBI
3- Homologiadelas ESTsanivel de especies
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Los resultados de las hibridaciones con
microarreglos se validaron satisfactoriamente, mediante
el empleo de la RT-PCR cuantitativa en tiempo real
(Figural).

Como se observa en lafigura, los valores globales
de las expresiones de los genes entre el microarreglo
y la cuantificacion relativa mediante la amplificacion
con la RT-PCR cuantitativa en tiempo real, no varia-
ron considerablemente, lo que demuestra la
confiabilidad de los resultados obtenidos en el
microarreglo construido.

Los resultados de la amplificacion del gen tptl evi-
denciaron su presencia en las especies N. glutinosa y
N. tomentosiformis (Figura 2). En estas especies se
obtuvieron fragmentos de ~850 pb que se correspon-
den con el tamafio del fragmento esperado segun la
secuencia conocida (828 pb) a partir de la cual se di-
sefiaron los cebadores.
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Khan y Narayan (7) plantearon que la reorganiza-
cion de las secuencias de ADN, la pérdida de secuen-
cias de bases, asi como el aislamiento geografico fue-
ron procesos fundamentales en el origen y diferencia-
cion de las especies de Nicotiana. Al analizar los re-
sultados obtenidos en la amplificacion teniendo en
cuenta este planteamiento es posible que este gen
haya sido eliminado del genoma de N. debneyi, N. exi-
gua, N. excelsior y N. megalosiphon. Estas especies
pertenecen a la seccion Suaveolentes, la que segun
Chase et al. (8) es de origen monofilético y ha evolu-
cionado aisladamente en Australiay el Pacifico Sur.

Se ha demostrado que la especie N. tabacum se
origind por la hibridacién natural de N. sylvestris y N.
tomentosiformis por lo que resulta interesante que el
gen tptl no se haya detectado en ninguna de las cua-
tro variedades de tabaco estudiadas.
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FIGURA 1. RT-PCR cuantitativa en tiempo real paravalidar losresultadosdel microarreglo./ Quantitative RT-PCRreal

time to validate microarray results.
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FIGURA 2. Amplificacion del gen tptl. (M) Marcador de peso molecular 100 bp DNA Ladder, (1) N. glutinosa, (2) N
tomentosiformis, (3) N. debneyi, (4) N. exigua, (5) N. excelsior, (6) N. megalosiphon, (7) var. ‘Habana 2000°, (8) var. ‘Corojo
99°, (9) var. ‘Criollo 98, (10) var. ‘Burley Habana - 13’y (11) control negativo./ Gen tptlamplification. (M) DNA marker 100
bp, (1) N. glutinosa, (2) N. tomentosiformis, (3) N. debneyi, (4) N. exigua, (5) N. excelsior, (6) N. megalosiphon, (7) var.

‘Habana 2000°, (8) var. ‘Corojo 99°, (9) var. ‘Criollo 98°, (10) var. ‘Burley Habana - 13’y (11) negative cotrol.

La amplificacion del gen prl mediante la técnica de
la PCR, result6 en un fragmento de aproximadamente
600 pb en todas las variedades estudiadas; estos re-
sultados coinciden con los planteados por Freitas et
al. (9) quienes realizaron estudios gendmicos sobre
estos genes PR-1y no encontraron diferencias entre
los diferentes genotipos de trigo estudiados.

El estudio de este gen resulta importante ya que
ofrece informacién que puede servir no solo para la
especie en estudio, sino también para otras especies
de plantas, sobre todo las pertenecientes a la familia
Solanaceae. Con respecto a esto algunos autores
como Kyu et al. (10) plantearon que estos genes pr-1
se identificaron en los genomas de diversas especies
de organismos dentro de las que se incluyen ademas
de algunas plantas, nematodos y humanos.

A pesar de observarse los mismos patrones de
amplificacion en las ocho variedades en estudio, estos

presentan diversos comportamientos ante las enfer-
medades que afectan este cultivo en nuestro pais; por
tanto, se le realizd a estos productos de amplificacion
una digestion con la enzima de restriccién Hind Il S-
400 Matrix, para buscar polimorfismo, cuyos resulta-
dos se muestran en la Figura 3.

Como se observa en esta figura, las dos bandas
de restriccion de las variedades Corojo, Habana 2000,
San Luis 21, Virginia Resistente - 14 (5-8) presentan
un tamario aproximado de 350pb y 250pb respectiva-
mente. El fragmento de amplificacion que fue someti-
do ala digestion enzimética, en el caso de estos pro-
genitores, contenia un solo sitio de restriccion, este
resultado fue el esperado, ya que la secuencia a partir
de la cual se disefiaron los cebadores para la amplifi-
cacién también contenia un solo sitio de restriccion.

Por otra parte las tres bandas de restriccion de las
variedades Criollo 98, Habana 2.1.1, BH-13, BHmMN (1-
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FIGURA 3. Digestion del producto amplificado de gen delaPR-1 delasocho variedadesdetabaco estudiadas. Deizquierda
aderecha: (M) marcador 100 pb, (1) Criollo98, (2) Habana2.1.1, (3) BH-13, (4) BHMN, (5) Corgjo, (6) Habana 2000, (7) San Luis
21, (8) VirginiaResistente- 14./ Amplification product digestion of PR1 gene of eight tobacco varieties studies. From| eft
to right: (M) marker 100 bp, (1) Criollo 98, (2) Habana 2.1.1, (3) BH-13, (4) BHmN, (5) Corojo, (6) Habana 2000, (7)
San Luis 21, (8) Virginia Resistente — 14.
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4) son de aproximadamente 100pb, 200pb y 300pb res-
pectivamente, mostrando este fragmento de amplifica-
cion dos sitios de restriccion.

Estos resultados pudieran indicar que en estas ul-
timas variedades analizadas, se amplificé un fragmen-
to de ADN gendmico que presenta una variacion en su
secuencia de nucle6tidos que trajo como consecuen-
cia que apareciera un nuevo sitio de restriccion para la
enzima Hind lll. Estos resultados concuerdan con los
obtenidos por Rowland et al. (11), quienes trabajaron
con Vaccinium spp. Dichos autores encontraron
polimorfismo al realizar amplificaciones a varios genes
de interésy luego digerir estos fragmentos de amplifi-
cacion con la enzima de restriccion Alu |, obteniendo
para algunos genotipos de esta especie diferentes pa-
trones de bandas de restriccion.

Como aspecto practico de las investigaciones de
los genes pr-1, se puede decir que a partir de la
utilizacion de estos genes se pueden encontrar varie-
dades resistentes a diversas enfermedades (12).

Por estas razones se pudiera afirmar que es impor-
tante haber encontrado en el germoplasma analizado
la secuencia que pertenece al gen de la pr-1, aunque
los progenitores muestren caracteristicas diferentes al
ser tratados sus respectivos productos de amplifica-
cion con la enzima de restriccion.

CONCLUSIONES

* Se demostro la efectividad de los cebadores especi-
ficos disefiados para la amplificacion de los genes
tptly pri.

« Se detectd la presencia del gen tptl en las especies
N. glutinosa y N. tomentosiformis.

« Se detectaron diferencias con respecto a la secuen-
ciade la pr-1, que permitieron caracterizar ocho pro-
genitores utilizados en el Instituto de Investiga-
ciones del Tabaco en el programa de mejoramiento
genético de este cultivo.
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