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RESUMEN: Las especies silvestres del género Nicotiana son reservorios de genes de resistencia a
plagas, asi como para rasgos cualitativos y fitoquimicos importantes, los cuales no estan presentes
en las variedades cultivadas. El objetivo de trabajo fue caracterizar la variabilidad genética de 10
especies silvestres del género Nicotiana mediante el uso de marcadores RAPD (Fragmentos
Polimdrficos de ADN Amplificados al Azar). De los diez cebadores usados en € ensayo RAPD, cuatro
de €ellos produjeron productos de amplificacién que resultaron apenas visibles para ser evaluados o
no fueron consistentemente reproducibles y seis cebadores produjeron un total de 117 bandas, 100%
polimérficas. Todas las bandas se evaluaron para la comparacion de la amplificacion, para un promedio
de 19,5 bandas por cebador. EI mayor nivel de polimorfismo entre las especies se observé en Nicotiana
velutina Wheelen y Nicotiana glutinosa L. con 35,89% y 32,47% respectivamente, ambas del subgénero
Petunioides. En contraste, el menor porcentaje de polimorfismo se observé en la especie Nicotiana
knightiana Goodsp (18,80% ), perteneciente al subgénero Rustica. El patr6n obtenido en e dendrograma
coincide con la clasificacion tradicional de las especies del género Nicotiana. En nueve, de las 10
especies silvestres del género Nicotiana evaluadas, todos los cebadores generaron al menos dos
bandas especificas. El total de los 32 marcadores especificos de cada especie encontrados en el
presente estudio podria resultar de gran utilidad en los programas de mejoramiento genético.
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GENETICDIVERSITY OF WILD Nicotiana SPECIESII:
MOLECULARCHARACTERIZATION USING RAPD MARKERS

ABSTRACT: Wild Nicotiana species are reservoir of genes for several pests, besides other genes for
important phytochemical and quality traits, which are not present in cultivated varieties. The application
of Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) analysis to determine the degree of genetic variation
among ten wild Nicotiana species is herein presented. Four of the ten primers used in RAPD analysis,
produced amplification products that were too faint to score or could not be consistently reproduced
and six primers yielded a total of 117 bands, all of them polymorphic. All the bands were scored from
the comparison of amplification, with an average of 19.5 bands scored per primer. The highest level of
polymor phism among the species was observed for Nicotiana velutina Wheelen and Nicotiana glutinosa
L., with 35.89% and 32.47% respectively, both from subgenus Petunioides. In contrast, the lowest level
of polymorphism (18,80% ) was observed for Nicotiana knightiana Goodsp, subgenus Rustica. The
clustering pattern matched with the traditional classfication of Nicotiana species. In nine of the ten wild
Nicotiana species evaluated, all the primers generated at least two specifics bands. The total of the 32
species-specific markers identified in the present study will be useful in the genetic breeding programs.

(Key words: Nicotiana; genetic diversity; polymorphism; Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) markers)
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INTRODUCCION

La caracterizacién de los recursos fitogenéticos
del género Nicotiana esta considerada entre las li-
neas de investigacion estratégicas del cultivo a nivel
mundial. Esta constituye un factor decisivo en la so-
lucion de los problemas actuales y futuros relaciona-
dos con la productividad de los materiales comercia-
les, la adaptacion a los cambios climéticos y el de-
sarrollo de nuevas alternativas en la obtencion de va-
riedades mediante la utilizacion de métodos tradicio-
nalesy biotecnoldgicos. Para ello es esencial, en los
programas de mejoramiento genético, la informacion
gue se tenga sobre la diversidad genética dentro y
entre especies estrechamente relacionadas y de esta
manera garantizar el uso racional de los recursos
genéticos (1,2).

Con este fin, la estrategia de crear bancos de
germoplasma ha permitido conservar el patrimonio
genético vegetal y, por tanto, la variabilidad genética
de cada especie y género, lo que constituye el
funda-mento esencial de los programas de mejoramien-
to genético y de seleccion de genotipos (3).

La medida més directa de la variabilidad genética
reside en el andlisis del ADN en cada individuo de la
poblacién o de una muestra de ella. En tal sentido, el
desarrollo de los marcadores moleculares ha supues-
to un importante avance en la mejora de las plantas,
pues durante las ultimas décadas los mismos han ve-
nido complementando los métodos clasicos de cruza-
miento y seleccion (4). De esta manera, han permitido
localizar genes y marcarlos, por lo que constituyen
una potente herramienta biotecnoldgica y una alterna-
tiva para obtener nuevas variedades (5,6).

Los marcadores moleculares presentan una serie
de ventajas frente a los marcadores morfologicos ya
gue se encuentran en cualquier especie, se detectan
en estadios tempranos del desarrollo y en cualquier
tipo de tejido, su andlisis no depende de las condicio-
nes experimentales, son fenotipicamente neutros y la
interaccion entre ellos es pequefia o nula (ausencia de
epistasia) (7).

Dentro de los marcadores moleculares descritos,
los Fragmentos Polimorficos de ADN Amplificados al
Azar (RAPD) se basan en la utilizacion de un Unico
oligonucledtido de 10pb que hibrida al azar con el ADN
en estudio, por lo que la secuencia amplificada es des-
conocida. El polimorfismo que se observa entre distin-
tos individuos consiste por lo tanto, en la pre-sencia o
ausencia de fragmentos de ADN amplificado (4,6). Estos
marcadores han sido utilizados ampliamente para el
estudio de la diversidad genética intra e inter especifi-
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cas en diferentes géneros de plan-tas, como son:
Nicotiana (8,9,10), Gossypium (11), Camellia (12),
Solanum (13). Entre sus ventajas se destacan, que no
requiere del conocimiento previo del genoma estudia-
doy que es unatécnica rapida, sencillay de bajo cos-
to de implementacion (6).

Atendiendo a estos antecedentes, el objetivo de
este estudio fue caracterizar la variabilidad genética
de 10 especies silvestres del género Nicotiana me-
diante el uso de marcadores RAPD.

MATERIALESY METODOS

Material vegetal y extraccion de ADN

La procedenciay caracteristicas del material vege-
tal en estudio aparecen descritas en Valdés de la Cruz
etal. (14). Las plantas se obtuvieron a partir de semilla
botanica, las cuales se sembraron en bande-jas de
poliestireno expandido con alvéolos (cepellones) que
contenian una mezcla de suelo y materia organica a
temperatura entre 20y 25°C y luz natural.

A los 25 dias de edad, se realiz6 la extraccion de
ADN genodmico, de forma independiente a cinco
indi-viduos por especie. Para ello se partié de 100mg
de tejido foliar y se desarroll6 el procedimiento segin
la metodologia descrita por Aldrich y Cullis (15), que
emplea tampén basado en el Bromuro de amonio
hexadeciltrimetilo (CTAB).

La integridad del ADN aislado se determiné por
electroforesis en geles de agarosa al 0,8% y tincion
con bromuro de etidio. La concentracién del ADN se
calculd através de la medida de absorbancia a la longi-
tud de onda de 260 nm y la calidad se determin6 me-
diante la relacién 260/280 nm, empleando para ello un
espectofotometro (Ultrospec 2100 pro, Amersham
Pharmacia Biotech) (16). A partir de los resultados
obtenidos se emplearon las tres mejores preparacio-
nes de ADN por especie para los analisis moleculares
y se conservaron a -20°C hasta su utilizacion.

Amplificacién por RAPD

Las amplificaciones se desarrollaron en un volu-
men final de 25uL para una reaccion que contenia
20ng de ADN gendmico molde, 0,4uM del cebador de
RAPD, 0,2mM de la mezcla de dNTP, 1,5mM de clo-
ruro de magnesio, 1X del tampdn de laenzimay 0,5U
de Taq polimerasa (Promega). Se evaluaron 10
cebadores RAPD, nueve de la serie Ay uno de la
serie F (Operon Technologies, Alameda, CA, USA).
Los mismos fueron: OPA 01 (CAGGCCCTTC), OPA
02 (TGCCGAGCTG), OPA03 (AGTCAGCCAC), OPA
10 (GTGATCGCAG), OPA 13 (CAGCACCCAC), OPA
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15 (TTCCGAACCC), OPA 16 (AGCCAGCGAA), OPA
17 (GACCGCTTGT), OPA 18 (AGGTGACCGT) y OPF
20 (GGTCTAGAGG). En cada reaccion de amplifica-
cion se analizaron las tres muestras por especie des-
critas previamente y se realizaron tres repe-ticiones
de las amplificaciones por cebador.

Las reacciones de PCR se desarrollaron en un
termociclador Thermal cycler 2720 (Applied Biosystems),
mediante el siguiente programa de amplificacion: un ci-
clo inicial de 94°C por 4 min., seguido de 40 ciclos a
94°C (1 min.), 35°C (1 min.) y 72°C (2 min.), con un
ciclo final de extension a 72°C durante 7 min. Los pro-
ductos de PCR se analizaron en geles de agarosa al
1,5% en 0,5X de tampon TBE (Tris hidroximetil
aminometano (Tris-HCI) 0.04M; &cido etilendiamino-tetra-
acético (EDTA) 1mM,; &cido borico 0.04M; pH 8), a 100v
de voltaje constante. Las ban-das se visualizaron por
tincién con bromuro de etidio en un transiluminador de
luz U.V. (High Performance Ultraviolet Transiluminator
UVP) (16). La talla de los fragmentos amplificados se
determind por comparacion con un marcador de peso
molecular de ADN de 1Kb plus (Invitrogen).

Analisis de datos

Primeramente se calculé el porcentaje de
polimorfismo que permite detectar cada cebador RAPD,
teniendo en cuenta el total de bandas polimorficas que
se obtuvo para cada uno de ellos, sobre la sumatoria
de bandas polimorficas obtenidas con todos los
cebadores (total) por 100 (10). Posteriormente, se rea-
liz6 este mismo célculo para determinar la variabilidad
genética de cada especie, en este caso teniendo en
cuenta las bandas polimérficas por es-pecie.

La confeccidny procesamiento de la matriz binaria,
coeficiente utilizado y método para producir el
dendrograma fueron similares a los descritos por Valdés
dela Cruz et al. (14). Para la formacion de los grupos
se consider6 el indice de similitud de Dice (17), que
permitio el mejor agrupamiento entre las especies.

RESULTADOS

De los diez cebadores RAPD empleados para el
andlisis, cuatro de ellos produjeron productos de am-
plificacion que resultaban apenas visibles para ser
evaluados o no fueron consistentemente reproduci-
bles. Por lo tanto, del total analizado sélo seis
resulta-ron apropiados para observar los patrones de
polimorfismo, con adecuada resolucién y
reproducibilidad. En la Tabla 1 se puede apreciar el
numero total de bandas obtenidas con cada cebador,
en todos los casos se obtuvo un polimorfismo del 100%
para un total de 117 bandas polimorficas.
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TABLA 1. Resultados obtenidos con cada cebador
RAPD evaluado./ Results obtained with each RAPD
primer evaluated

Cebador NUmer o total de bandas
OPA 01 17
OPA 03 15
OPA 10 24
OPA 16 21
OPA 18 14
OPF 20 26
Total 117

El nimero de fragmentos amplificados para cada
cebador estuvo entre 14 y 26 bandas, para un prome-
dio de 19,5 fragmentos por cebador entre los dos
subgéneros y cinco secciones de especies silvestres
del género Nicotiana evaluados. La talla de los frag-
mentos obtenidos estuvo en el rango de 150 y 2500pb.
Como ejemplo, en la Figura 1 se muestran los perfiles
de bandas obtenidos con los cebadores OPA 16y OPF
20. El numero méaximo de bandas se obtuvo con el
cebador OPF 20, mientras que el menor correspondid
con el cebador OPA 18.

Con respecto al polimorfismo detectado entre
es-pecies con el empleo del marcador RAPD, se pudo
evidenciar que el mayor nivel de variabilidad se observo
en las especies N. velutina Wheelen y N. glutinosa L.,
ambas del subgénero Petunioides, con porcentajes de
polimorfismo de 35,89% y 32,47%, respectivamente.
Mientras que la menor variabilidad se observé en la
especie N. knightiana Goodsp (18,8%), perteneciente
al subgénero Rustica (Tabla 2).

Al analizar los patrones de polimorfismo obtenidos
por especie se pudo apreciar que para todos los
cebadores se obtienen, al menos, dos bandas especi-
ficas por especie, excepto para N. knightiana, del
subgénero Rustica (Tabla 3). De todos los cebadores
evaluados el OPA-10 resultd ser el mas eficiente en
este sentido, pues permitio obtener bandas especifi-
cas para siete de las especies, ademas que permitio
la deteccion de 24 bandas polimorficas (Tabla 1).

Por ultimo, el andlisis de conglomerados con es-tas
especiesrealizado a partir de los resultados de las matri-
ces binarias se muestra en la Figura 2. Los grupos en el
dendrograma se formaron a partir del 0,40 de indice de
similitud, conducen a la formacion de seis grupos.

El grupo I lo integran las especies N. longiflora Cav
y N. alata Link et al. Otto, ambas miembros de la sec-
cion Alatae con nimeros cromosdmicos de 2n=20 y
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FIGURA 1. Gelesdeagarosaal 1,5% con losresultados por RAPD con loscebadores OPA 16 y OPF 20./ Agarosegel 1.5%
with the results by RAPD with primers OPA 16 and OPF 20.

L eyenda: PM: Marcador de Peso molecular de 1Kb plus (Invitrogen). Muestrasen loscarrilesdd 1-10 correspondientesa
sunimerodeidentificacion: 1) 94, 2) 98, 3) 99, 4) 102, 5) 109, 6) 113, 7) 117, 8) 120, 9) 124y 10) 127.

TABLA 2. Niveles de variabilidad encontrados por RAPD en las especies evaluadas./ Levels of variability found by
RAPD in the species tested

Especies TBPE/TBP Por centgj e de polimor fismo
Nicotiana alata 27/117 23,07%
Nicotiana longiflora 32/117 27,35%
Nicotiana debneyi 30/117 25,64%
Nicotiana ingulba 31117 26,49%
Nicotiana megalosiphon 23/117 19,65%
Nicotiana suaveolens 30/117 25,64%
Nicotiana velutina 42/117 35,89%
Nicotiana trigonophylla 24/117 20,51%
Nicotiana glutinosa 38/117 32,47%
Nicotiana knightiana 22/117 18,80%

TBPE: total de bandas polimorficas obtenidas por especie

TBP: Totd de bandas polimarficas obtenidas con todos | os cebadores

2n=18, respectivamente. En el grupo Il se incluye la
especie N. trigonophylla Dunal, perteneciente a la sec-
cion Trigonophyllae, con 2n=24y el 11l también esta
formado por una sola especie, en este caso N. gluti-
nosa de la seccién Undulatae, con 2n=24. En el gru-
po IV se encuentran las especies N. debneyi Dominy
N. suaveolens Lhem con ndmeros de cromosomas
2n=48y 2n=32, respectivamente. Por su parte, el gru-
po V redne a las especies N. ingulba Black, N.
megalosiphon Van Huerck y Mull. Arg y N. velutina,

cuyos nimeros cromosémicos son de 2n=40 para
las dos primeras y 2n=32 parala tercera.

Las especies que integran los grupos IV y V perte-
necen ala seccion Suaveolentes y, de manera gene-
ral, los representantes de los grupos del | al V pertene-
cen al subgénero Petuniode. Finalmente, el grupo VI
estd integrado por la especie N. knightiana con nime-
ro de cromosomas 2n=24, Unica representante dio de
la diversidad genética de especies silvestres que se
evaluo del subgénero Rustica.
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TABLA 3. Relacion de las bandas especificas obtenidas para cada especie por cebador empleado./ Lists of specific
bands obtained for each species by primer used

Bandas especificas de cada especie*
Cebador |, N. N. N. N. N. N. N. N.
alata | longiflora | debneyi | ingulba | megalosiphon | suaveolens | velutina | trigonophylla | glutinosa
OP-A01 450 475 425,
300,275
1000,
OP-A03 | 2000 500 850 520
OP-A10 | 280 160 325 1300 1325 300 igg
OP-A16 400 1100 600 1350
OP-A18 420 1825 1100 390 600,
520, 300
OP-F20 150 250 2000
Total 2 3 5 3 3 2 2 6 6

*tallaen pares de bases

N. longiflora
Grupo |

‘ N. alata
N. trigonophylla } Grupo Il
N. glutinosa } Grupo lll
N. debneyi

|| Grupo [V
N. suavealens
N. ingulba
N. megalosiphon Grupo V
N. veluting
N. knightiana } Grupo VI

000 010 020 030 040 050 060 070 080 090 100
Coeficiente de DICE

FIGURA 2. Dendrogramaque represental as afi nidades genéticas entrelas 10 especies sil vestres anali zadas. / Dendrogram
representing the genetic affinities among the 10 wild species analyzed.
Lalineavertical indicadl corterealizado parad agrupamiento teniendo en cuentad indicede similitud de0,40.

DISCUSION ron 12,7 fragmentos por cebador al analizar un total

de 22 especies de Nicotiana y diferentes cebadores

El andlisis por RAPD fue adecuado para el estu- RAPD. Por otra parte, Zhang et al. (1,18) obtuvieron
dio de la diversidad genética de especies silvestres  valores de 8,8 y 9,6 fragmentos por cebador al ana-
del género Nicotiana. El promedio de fragmentos am-  |izar la variabilidad genética en cultivares de N.

plificados para cada cebador es de 19,5y supera lo tabacum empleando cebadores RAPD.
obtenido por Siva Raju et al. (10), quienes encontra-
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Con respecto a los niveles de polimorfismo, los
mayores porcentajes se encontraron en las especies
pertenecientes al subgénero Petunioides, el cual in-
cluye especies que contienen ndmeros cromosomicos
entre 18y 48, por lo que se espera una alta variabilidad
entre ellas. Estos resultados coinciden con lo obteni-
do por otros autores al evaluar el polimorfismo genético
entre especies del género Nicotiana. Tal es el caso de
Siva Raju et al. (10), quienes detectaron un 99,07% en
este subgénero, al comparar los tres subgéneros me-
diante la técnica RAPD. Estos autores realizaron la
caracterizacion con cebadores diferentes a los utiliza-
dos en este trabajo. Resultados similares fueron con-
firmados al emplear otros marcadores moleculares al
emplear el Polimorfismo de Longitud de los Fragmen-
tos Amplificados (AFLP) (19). Asi mismo, Del Piano et
al. (8) realizé la comparacion de la variabilidad genética
entre especies y variedades de Nicotiana, utilizando
marcadores de RAPD (8) y de Inter Secuencias Sim-
ples Repetidas (ISSR) (20).

El polimorfismo encontrado para el subgénero
Petunioides también esté en correspondencia con los
resultados obtenidos para los marcadores bioquimicos
(Valdés de la Cruz et al. (14). En el mismo se eviden-cio
gue las especies donde se obtiene el mayor nimero
de isoformas, para la mayoria de los sistemas analiza-
dos, fueron N. alata y N. trigonophylla, ambas pertene-
cientes a este subgénero.

En el caso de la especie N. knightiana (pertene-
ciente al subgénero Rustica), no fue posible encon-
trar marcadores especificos para la especie con nin-
guno de los cebadores evaluados. Coincide ademas
en gque esta especie posee el menor nimero de
isoformas para la mayoria de los sistemas
electroforéticos analizados (14).

Otros autores han encontrado un bajo grado de va-
riabilidad para el subgénero Rustica con respecto a
Petunoides (10). No obstante, se debe ampliar el nd-
mero de especies a analizar para el subgénero y com-
probar la variabilidad dentro del mismo. Ademas, seria
recomendable la aplicacion de un mayor nimero de
cebadores u otros tipos de marcadores que permitan
la identificacion de bandas que pudieran corresponder
con marcadores especificos de cada especie.

Por otra parte, los 32 marcadores especificos de
cada especie pudieran constituir marcadores impor-
tantes para la identificacion de cada especie. Estas
bandas resultarian de gran utilidad en los programas
de mejoramiento genético, ya que pueden contribuir a
la identificacion inequivoca de verdaderos hibridos,
monitoreando la introgresion de genes marcados y
estimando el fondo genético de segregantes desea-
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dos, particularmente referido a la contribucion gendémica
de las especies silvestres (5,12).

En el futuro, las bandas especificas de cada espe-
cie, pueden ser utilizadas para generar Secuencias
Caracterizadas de Regiones Amplificadas o marcado-
res SCAR, los cuales tienen una mayor sensibilidad y
reproducibilidad con respecto a los RAPD (21). El
empleo de este marcador mas potente eliminaria las
desventajas de los RAPD, pues con este se consigue
en ocasiones transformar el polimorfismo en
codominante y se eliminan los problemas de
reproducibilidad (7). Suimportanciay aplicaciones han
sido demostradas en estudios donde se han obtenido
marcadores ligados a genes de resistencia a plagas
como el moho azul (Peronospora hyoscyamy fsp.
tabacina Adam), al virus Y de la papa (PVY) y la
pudricién negra de laraiz (Chalara elegans Nag Raj y
W.B. Kender) (22,23).

Al comparar los resultados del dendrograma obte-
nido por latécnica de RAPD con los informados para
los marcadores bioquimicos (14), se puede constatar
gue los RAPD permitieron detectar una mayor diversi-
dad genética, lo que demuestra el mayor poder discri-
minante de los marcadores moleculares de ADN (4,7).
En consecuencia, a diferencia de lo obtenido para los
marcadores bioquimicos, los grupos en el dendrograma
se corresponden con las secciones de los subgéneros,
sin embargo no siempre se obtuvo el agrupamiento
de las especies de una misma seccion en un mis-
mo grupo.

Se mantienen juntas las dos especies pertenecien-
tes ala seccion Alatae, a pesar de que tienen diferen-
te nUmero cromosdmico y comportamiento frente al
moho azul. Sin embargo, las especies de la seccién
Suaveolentes se separan en dos grupos, todas son
resistentes al moho azul aunque con diferente nimero
cromosémico. El resto de las especies cada una for-
ma un grupo independiente, ya que pertenecen a sec-
ciones diferentes y todas son susceptibles al moho
azul. Por lo tanto, no necesariamente el agrupamiento
obtenido en el dendrograma guardo relacion con la re-
sistencia o susceptibilidad al moho azul y el nimero
cromosomico.

El objetivo de la caracterizacion de especies sil-
vestres es la identificacion de variabilidad genética y
su empleo en la seleccién de posibles progenitores
para los programas de mejoramiento que incluyan cru-
zamientos interespecificos. En tal sentido resulta de
gran importancia lograr un acercamiento a las relacio-
nes filogenéticas entre las especies, pues esto posibi-
lita descartar individuos que compartan caracteres si-
milaresy lograr incrementar la variabilidad genética de
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los cultivares comerciales. Los resultados obtenidos
con ambos tipos de marcadores (bioquimicos y
moleculares) demuestran la necesidad de combinar
diferentes tipos de marcadores, pues los mismos se
complementan y permiten aportar una informacion méas
completa en este sentido.

Se puede afirmar que el andlisis por RAPD fue apro-
piado para la deteccién de la variabilidad genética en-
tre especies de este género, aunque el uso de marca-
dores moleculares en estudios de germoplasma y di-
versidad genética es limitado por el costo de los
reactivosy, en algunos casos, por el elevado costo de
los equipos. Los avances técnicos que estas tecnolo-
gias han alcanzado en los Ultimos afios los hacen méas
accesibles a los genetistas y a los programas de me-
joramiento (24). Los analisis descritos en estos traba-
josy los resultados obtenidos pueden complementar
la caracterizacién morfoldgica y constituyen una he-
rramienta a considerar en el disefio de los programas
de mejoramiento. Estos constituyen, ademas, la pri-
mera informacién en Cuba sobre la variabilidad genética
de especies dentro del género Nicotiana, empleando
marcadores bioquimicos y moleculares.
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