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RESUMEN

Este proyecto de investigacion tuvo como finalidhtificar la expresion del
genMi-1 en el mecanismo de resistencia a diversos tipastlés. Adicionalmente, se
analizé la expresion de los geesnmi9y LEa-DOX1 involucrados en la adaptacion y

tolerancia a la salinidad.

Las respuestas fueron analizadas en tejido radicular recolectado de las especies
de la familia solanacedSolanum lycopesicum var. SytgGenotipo comercial),
“Solanum pimpinellifolium”, “Solanum quitoense” ySolanum vestisimun(genotipos
silvestres) bajo condiciones de estrés salinonuasstras fueron recolectadas a las 0, 8,
12 y 24 horas de exposicion de 150 mM NaCl. Losltados mostraron valores de Ct
para los genesemmi9y LEa-DOX1,y para el gen Mi-1 fueron indeterminados. Estos
resultados indicaron que el gen Mi-1 solo medieefastencia en plantas cuando éstas
han sido expuestas a un estrés de tipo bidticaubatificacion génica relativa de los
genesLemmi9y LEa-DOX1 sugiere que la sobre expresion del dgemmi9 esti
involucrada directamente en la tolerancia a langkd en plantas silvestres, y el gen

LEa-DOX1 probablemente incremente esta capacidad.

Los datos obtenidos suponen el primer paso paddbtincion de variedades
solanaceas de alto valor comercial, y con alto @rael tolerancia a salinidad en el

Ecuador.
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ABSTRACT

The purpose of this research is identifying thé obtthe genedi-1, Lemmi9
and LEx-DOX1 on the resistance mechanism of plants that offeistance to saline

environments.

The response of the Solanaceae famBpl§énum lycopesicum var. Syta,
Solanum pimpinellifolium, Solanum quitoense andiBah vestisimyn was analyzed
for different conditions of saline stress. Sampulethe root tissue were collected after
0, 8, 12 and 24 hours of exposure to 150 nM NaGllysis of the Local Genomical
Expression over the samples revealed no levelMief, contrasting to an obvious
expression of theemmi9andLEa-DOX. This evidence suggedi-1 just measures the
plants resistance when they have been exposed nee dond of biotic stress.
Additionally, the results of the samples relativengmic quantification implied a direct
connection between the Lemmi9 and the plants toberéor saline environments. From

the results, it is also suspected this plantsrémlee may be enhanced biga-DOX.

This can be considered as a first step towardstiegeahighly valuable

Solaneaceae, capable to tolerate highly saline@mwients.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1Formulacion del problema

Uno de los principales factores limitantes de ladpccion agricola a nivel
mundial es la salinizacion de los suelos, el caalreproblema que se deriva del exceso
de pastoreo, la contaminacidon con agroquimicosddéorestacion de las éareas
semihimedas y semiaridas, y fundamentalmente deréagicas de regadio (Dajic,
2006). Se estima que de los 230 millones de hextdte terreno sometidas a irrigacion,
cerca de 45 millones (el 19.5 %) tienen problemasalinidad (Dajic, 2006), y cada
afo se suman a estas aproximadamente 2 millonéeadéareas mas (1% del suelo

agricola a escala mundial) (Tujeda, 2007).

Segun estimaciones de la FAO (2002), la tierraet@dio de los paises en
desarrollo aumentara un 27 por ciento entre los 4886 y 2030, lo que conllevara a
una progresiva degradacion del suelo que lo izatéi para la agricultura, ademas de
ser un peligro para la seguridad alimentaria. Rar lado, se estima que la poblacion
humana, alcance en el afio 2050 cerca de 9.300nesllde habitantes, o que hara

necesario el aumento en un 50% de la produccidrabtte alimentos (UNFPA, 2001).

La agricultura es la base fundamental de la estraggeoeconémica de muchos
paises de América Latina y el Caribe (FAO, 1997.dE Ecuador el 66.8% de los
ingresos econdémicos de la poblacién son generamdagactividades agricolas (INEC,
2006), pero lamentablemente alrededor del 70,7 %sdproductores sufren los efectos
de la salinidad de los suelos (INIAP, 2005). Se lanteado diferentes soluciones para
tratar de mitigar esta problematica social, ecosargiambiental. Entre las practicas de
cultivo e implementacién de planes de remediac@®erecuentran: el uso de aguas de
alta calidad, la instalacion de lavado y el dremigesuelos, asi como la eliminacién del
exceso de sodio mediante la adicion de oxido @sutfe calcio. Este tipo de soluciones

son costosas y en muchos casos no son suficienteeferaces (Galvez, 2009).



Una alternativa sostenible y sustentable es la@aptin de biotecnologias para
la blusqueda y obtencién de nuevas variedades ae¢aplaolerantes a condiciones
adversas como la salinidad. Es de suma importaestablecer genotipos, cuya
variabilidad genética sea conocida (Argentel, 203@) que los genotipos silvestres
constituyen un importantpool genético para el fitomejoramiento de las variedade

comerciales.

1.2 Justificacion del problema

El Ecuador dispone de una superficie de 25'6371a0de terreno cultivables,
de las cuales 3'136.085 ha estan bajo potencedaidebido a la alta salinidad (INIAP,
2005). El INIAP estima que en el pais, apenas egan 572.000 ha de las cuales
295.000 ha corresponden a la Costa y 277.000 ha Sidrra. El 34.2% de los
productores en la costa y el 36.5% en la siernesubs efectos de la salinidad de sus
suelos (INIAP, 2005).

La mayoria de productores del pais se dedicansietabra de cultivares de
Solanum spp como el tomate de arbol con 14.748 ha (CORREI9R la naranjilla con
8.000 ha (INEC, 2002), el tomate de rifion con 4.189(MAG, 2006) y la papa con
49.729 ha (Agroecuador, 2002), ya que represemarfuente continua de ingresos al

pais debido a ser cultivos de ciclo corto (CIATO@D

El estrés salino limita el rendimiento de los ama$ solanaceos. En el caso del
tomate mas del 30% de la produccion se concentraggones secas con clima calido,
las cuales son las mas vulnerables a la salinif&®( 1995). En el caso de la
produccion de tomate en la peninsula de Santa Elndaego en campo como en
invernadero es una practica imprescindible que atang contenido de sales (Ungar,
1996; Teran, 2008) y el desequilibrio nutricionagravando los problemas de tipo

fitosanitarios.

Estos son algunos de los motivos por los cualgsriestario el estudio de la
tolerancia o susceptibilidad de las plantas frahtestrés abiético. En la actualidad, las
investigaciones abordan diferentes niveles, quedemte aspectos fisiologicos hasta

moleculares, y consigo la busqueda de nuevas aalésdara solventar las necesidades
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socio-econdmicas de la region. La investigaciéroligtecnolégica ha enfocado sus
estudios en la variabilidad genética de especlesssties, ya que éstas tienen un gran
potencial de resistencia a patdgenos y tolerancandiciones ambientales adversas. Al
mejorar las variedades comerciales se puede condderancia a factores abioticos,
como la salinidad, aumentar la productividad, yna@ie de proporcionar un alto valor

nutricional.

El presente proyecto tiene por finalidad analizarptesencia de genes que
confieran tolerancia a la salinidad en especiesedstles de la familia Solanacea de
importancia econdmica del Ecuador con fines deni@oramiento.

1.30Objetivos

1.3.1 Objetivo General

Analizar la expresion del gen de resistencia a tahoea Mi-1 bajo condiciones de
estrés salino en especies de la familia solanawediante la Técnica de PCR en tiempo

real.

1.3.2 Objetivos Especificos

* Implementar las condiciones de invernadero Optipas el cultivo de las
especies a estudiar.

» Estandarizar la extraccion y purificacion de ARNIlae especies solanaceas de
interés.

» Estandarizar y optimizar la cuantificacion relatiggal transcrito mediante la
técnica de PCR en tiempo real.

* Analizar el patrén de expresion del gdirl mediante PCR en tiempo real.



1.4Marco Tedrico

1.4.1 Lafamilia Solanaceaey el géneroSolanum

La familia Solanaceaeestd compuesta por 147 géneros con mas de 3000

especies distribuidas ampliamente en diferentesaees (Judet al.,2002).

Esta familia tiene wuna distribucion cosmopolita. s Shabitats varian
draméaticamente desde la selva tropical, que rexémede 3 m de precipitaciones al afio,
los desiertos, con virtualmente ninguna precipitaciy las montafias, con caida de
nieve regular y temperaturas bajo cero (Solgengn#6dl). La concentracion mas
grande de géneros y especies se encuentra en teb @edur de América (Muellest
al., 2005).

Las solanaceas son el tercer taxa mas importanpdadeas, econdmicamente
el mas valioso y variable en términos de espeaidtivables (Solgenomics, 2011).
Entre las especies mas destacadas se encuenpapal&olanum tuberosuinel tomate
de riidn Golanum lycopersicum la berenjena Solanum melongeha el pepino
(Solanum muricatuim el pimiento (Capsicum annum), plantas ornamesitgetunias,
Nicotiang, plantas con hojas comestiblesSolanum aethiopicum, Solanum
macrocarpof y plantas medicinales (eg. DatuBrugmansia (Knapp et al., 2004).
Adicionalmente, a la familia pertenecen especiétiexs con gran potencial comercial
para la region andina como la naranjillBolanum quitoensekl tomate de arbol
(Solanum betaceum la uchuva Physalis peruvianay la papa criolla $olanum
phurejg (Knappet al, 2004; Jansky, 2009).

El géneroSolanumes uno de los géneros mas grandes de las angiapgres
el mas representativo de la famimlanaceaecon cerca de 1500 especies (Weese &
Bohs, 2007).

Este género ha sido divido en 7 subgéneros de dwsistema de D’Arcy.

(D’Arcy, 1991), y se han identificado 13 clados npipales mediante el estudio



molecular de secuencias de cloroplastos ndhF (B204). Las relaciones de estos
clados se presentan en la Figura 1.1.

Lepfostemonum clade
Brevantherum clade
Geminata clade
Cyphomandra clade
Woendlandii / Allophyllum clade
Dulcomaroid clade

_E Morelloid clade

Potato clade

winuelos

African nonspiny clade
p———e Mormania clade

f——— Archaesolanum clade

Regmandra clade

Thelopodium clade
Capsicum
Lycianthes
Jaffomata

Withenngia

FPhysals

Figura 1. 1 Relacion esquematica de los clados del génerm@uola

Tomado de: Solananceae Source, 2012.

Entre los tres clados mayores &lanum, Leptostemonum, Geminata y Potato
(Bohs 2005; Weese & Bohs 2007), se concentran cedea900 especies. En
Leptostemonum50 especies (Bohs 2005; Levat al. 2006),Potatode entre 200 a 300
(Bohs 2005) y eGeminatase encuentran aproximadamente 140 especies (K@)
Bohs 2005).

Los cladosLeptostemonum y Potatmn los mas importantes econémicamente.
Las especies deeptostemonurpresentan una gran variedad de usos desde colegstib
como la naranjilla (seccién Lasiocarpa), asi coitmt@xicos, insecticidas y medicinales
(secciones Acanthophora, Crinitum y Torva) (Oroetaoal., 2008). Las especies de
Potato constituyen uno de los cultivos alimenticiomas extensos e
importantesdelmundq ya que incluye la papasdccion Petota), el tomate (seccion

Lycopersicon), y el pepino (Tepe, 2005).



Las especies del génef@olanumse caracterizan por ser plantas lefiosas, y
presentarse como herbaceas, arbustos o arboledesouperennes. Las plantas exhiben
el caliz y corola de cinco piezas, la corola gelneeate esteliforme, con presencia o
ausencia de membrana interpetalar y cinco estansbredehiscencia poricida (Orozco
et al., 2008). El fruto en baya es caracteristicoStdanumel mismo que puede ser
jugoso como el caso de Dulcamaf @ulcamara o seco como el ajiCapsicum
annun), los frutos ademas estan provistos de colorensals, algunos cubiertos por
vellosidades e incluso presencia de glicoalcalgigeepio de especies del clado

Leptostemonum (Solanaceae Source, 2008) (Fig@ja 1.

Figura 1. 2 Fotografias de flores y frutos de tres especiestimaceas. ASolanum lycopersicunis.

Solanum quitoensgC. Solanum mammosumomado de: Solanacea Surce, 2012.

1.4.2 Seccién Lycopersicon

La seccion Lycopersicon del géneBolanumconstituye un clado monofilético
de la subfamilia Potato. La seccion consiste ernegf3ecies (Peraltat al., 2006).
Agrupa al tomate -cultivadoSolanum lycopersicumque incluye a la especie
domesticada de tomate cher8y (ycopersicum “cerasiforiygPeraltaet al.,2008), y a
las especies silvestr&lanum arcanum, S. cheesmaniae, S. chilensejreletvskii,
S. corneliomulleri, S. galapaguense, S. habrocbaif& huaylasense, S. neorickii, S.



pennelli, S. peruvianurtPeraltaet al., 2005; Spooneet al., 2005). Todas las especies
son diploides con un niamero cromosomico de 2n=24l(i|§uezet al.,2001).

Las especies silvestres de esta secctn,peruvianum S. chilensg S.
pimpinellifolium,y S. lycopersicum var. Ceraciformiean sido utilizadas para estudios
de regulacion génica y de rol fisiolégico de geges codifican proteinas con funcién
de sefalizacion, transduccion de sefiales y prdteccelular (Zhu, 2002), ya que
presentan diversos grados de tolerancia a esulésdy salino (FONTAGRO, 2009).
La comunidad cientifica de TGC (Tomato Genome Cdign) ha comparado el
genoma del tomate domésticeolanum lycopersicuncton el silvestre Solanum
pimpinellifolium el pariente vivo mas cercano, y han encontrado divergencia del
0,6%, entre ellos, por lo que a esta especie $ibvda han considerado como un
organismo modelo para conocer la evolucion de dénaceas, asi como para mejorar
la calidad del fruto en valor nutricional y su aidagon frente al estrés bidtico y abiotico
(TGC, 2012).

1.4.2.1Solanum lycopersicum

Solanum lycopersicuntNCBI; Taxonomia ID: 4081) es una de las hortaliza
mas difundidas en el mundo y de mayor valor ecoodndebido a su demanda como
producto de consumo de alto valor nutricional. &ehimundial ocupa una superficie
cultivada de 5'227.883 ha con una produccion deeu®a883 Tm (FAO, 2008). En el
Ecuador las 4.169 ha dedicadas a la extensiontele@svo, alcanzaron en el 2006 una
produccion de 87.525 Tm (SICA, 2006).

Es una planta autbgama, muy ramificada, rastreexrenne. El sistema radicular
esta constituido por una raiz principal o pivotafiedo el sistema aéreo vegetativo es
densamente pubescente y glandular, lo que da &am@apsu olor caracteristico. Los
tallos son gruesos y angulosos, de color verde puestos de dos 0 mas nodos, tres
hojas y una inflorescencia. En la axila de cada fagarece un tallo secundario. De
acuerdo al tipo de crecimiento, estas plantas puseledeterminadas o indeterminadas.
En las plantas de habito de crecimiento indeterdunale caracter silvestre de la
especie, hay un crecimiento nodal continuo a pagtia primera inflorescencia, entre la

séptima y décima hoja verdadera, mientras queldasas determinadas se caracterizan
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porque la primera inflorescencia aparece relativaen@ronto. Hay tendencia a que
existan no mas de dos hojas nodales entre racinebsaylo principal termina en una
inflorescencia. Las hojas son anchas, planas yapsettas, con 7-11 foliolos. Las
inflorescencias, de tipo racimo o cima, tienen ummero de flores variable,
generalmente de 7 a 12. Las flores son hermafsydfectas, hipoginas y regulares.
El caliz tiene cinco o mas sépalos lanceoladossipfiados en la base. La corola esta
formada por cinco o mas pétalos de color amai#ioceolado y fusionado en la base.
Los estambres, cinco o rara vez seis, estan fusisna la corola por sus filamentos.
Poseen anteras largas de color amarillo, conniseqtee forman un tubo en forma de
botella en cuyo interior queda encerrado el estllada antera posee una extension
apical generalmente también fusionadas entre ellhgistilo esta formado por un
ovario compuesto. El fruto es una baya, generaken@atcolor rojo, bi- o multilobulada,
con una gruesa placenta en la que se encuentragrosas semillas recubiertas de una
sustancia mucilaginosa. Estan descritas una grarsitiad de formas y tamafios de
frutos (Dominguez, 2000). En la Figura 1.3 se pugateciar visualmente la morfologia

de este cultivo.

Figura 1. 3Fotografia d&olanum lycopersicurd\. Hojas, B. Flor y C. Fruto.

Tomado deSolGenomics, 2012.

En la presente investigacion se trabajo con laedad de tomate comercial
Syta. El cultivarSyta es un hibrido indeterminado redondo, levemeabatado, muy
uniforme, con racimos bifidos de floracion escattmale cierre pistilar perfecto y muy
prolifico. Es un tomate de descarga rapida y qicéroz. La planta se puede cultivar a
ciclo corto. Resistente a Virus del Mosaico del aahVerticillium, Fusariuml y 2,

Nematodos Yladosporiumb razas (Portaldelcampo, 2012).



1.4.2.2Solanum pimpinellifolium

Solanum pimpinellifoliunes la especie silvestre mas relacionada conmeht®
cultivado. Es originaria de los Andes peruanos yatrianos, costa del Peru y

nororiente de Ecuador y Galapagos (EuSol, 2006).

Morfologicamente es muy similar a la especie cattar. Esta constituida por
plantas anuales 0 perennes con pubescencia ufamiAunque ésta especie es
autbgama y presenta varios grados de alogamiatdtival (Esquinas-Alcazar, 1981),
ésta es una planta herbacea anual postrada asten8es tallos son ramificados,
cilindricos, pubescentes o raramente algo pilosgiarmdulosos. Presenta hojas alternas,
pinnati-compuestas, ovadas en su contorno totiblde desiguales, generalmente un
par de foliolos grandes, asimétricamente cordadersle palido y pubescentes en el
envés, verde oscuro en el haz, a veces los foljpdgsiefios estan atrofiados. Flores
pedunculadas regularmente distribuidas. Caliz bkdmyl I6bulos lanceolados,
glanduloso-pubescentes en ambas caras. Corolalarbatiante, y dividida. Presenta 5
estambres, con anteras subsésiles, conniventesarfdomuna columna estaminal
puntiaguda. Ovario supero, globoso, bicarpelargchilar; estilo largo, glanduloso
pubescente en la mitad inferior; baya globosa, d@ B0 mm de diametro, glabra
oglabrescente, roja o0 roja-anaranjada, lustrosampafiada de caliz acrescente.
Semillas numerosas, obovadas y glabras (Charcaptsiacero, 2004) (Figura 1.4).
Esta especie cruza en ambos sentidos con el tatfaat® lugar a hibridos fértiles. Se
trata de la Unica especie silvestre que ha intsagi@ genes, de forma natural, en la

especie cultivada (Domingos, 2003).

Figura 1. 4 Fotografia d&olanum pimpinellifoliumA. Frutos y B. Flores.

Tomado de: SolGenomics, 2012.



1.4.3 Seccién Lasiocarpa

La seccidon Lasiocarpa comprende entre 11 y 13cespéBohs, 2004), entre
las cuales estarsolanum candium, Solanum felinum, Solanum hirtuoian8m
hyporhodium, Solanum lasiocarpum, Solanum pectmatiSolanum pseudolulo,
Solanum quitoense, Solanum repandum, Solanum iffessih, Solanum
stramonifolium, Solanum vestissimyiolanum stagnal@Vhalenet al., 1981). Todas
las especies son diploides con un niumero cromosddec2n=24 (Benardellet al.,
1994).

En el Ecuador, las especies silvestres de la setediocarpa, com&olanum
hyporhodium, Solanum vestissimyn solanum felinum,han sido utilizadas para
incorporar caracteristicas deseables a la espattigada de naranjillag. quitoensge
para evaluar la resistenciaFaisarium spp.y Melodoigyne spp.y generar nuevas
variedades (INIAP, 2010).

En Colombia, estudios realizados por Fagtoal., (2000) han catalogado a la
naranjilla, como una planta que presenta una tot&aamoderada a la salinidad por

Cloruro de Sodio.

1.4.3.1Solanum quitoense

Solanum quitoense naranjilla es un fruto exético de alto valor riaonal
muy apetecido en los mercados nacionales e iniemaes (Lobo y Medina, 2000). En
el Ecuador, segun cifras del Instituto NacionaEd¢adisticas y Censos (INEC) en el
afo 2002 se reportd la existencia de 8.000 havadkis con una produccion de 24.211
Tm (Monteroset al.,2003).

Los centros primarios de domesticacion y diversidghética del taxon
comprenden a Colombia, Ecuador y Peru, sitios guensuentran entre los 1.200 y
2.300 msnm (Lobo y Medina, 2000). También se ertcaeen forma silvestre en
Venezuela, Brasil, Costa Rica, Mesoamérica, Painggslgunos paises asiaticos como
China y Borneo (Whaleet al.,1981)
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Morfologicamente, presenta una raiz fibrosa y digiar Su raiz pivotante se
parte, para el desarrollo de un sistema radicutafupamente ramificado y poco
profundo (Castafieda, 1992; Pacheco, 1996) Todoisetnsa aéreo vegetal tiene
pubescencia lanosa, y todas sus partes son espioosaexcepcion de las flores y el
fruto. El tallo es grueso, cilindrico y suculento glantas jovenes y semi-lefiloso en
adultas. Las hojas son de color verde con nervadigacolor purpura en el haz. Las
flores son de color blanco o lila claro, se agruparracimos en un peciolo corto que
contiene hasta 10 flores. La flor es pentamerargnafeodita. El caliz es gamosépalo,
estd compuesto por 5 sépalos y alterna con losopéta apice del caliz es agudo. El
androceo estad compuesto por 5 estambres de coboillambiselados con dehiscencia
poricida. El filamento del estambre y la antera sésiles. El estigma es de color verde
y el pistilo puede ser corto, mediano o largo (Bkgt al., 1998). La morfologia de

hojas, flores y frutos se muestra en la Figura 1.5.

Figura 1. 5 Fotografias d&olanum quitoensé\. Hoja B. Flor C. Fruto.

Tomado de: Fory, 2005.

1.4.3.2Solanum vestissimun

Solanum vestissimugs una especie silvestre andina; conocida conamjiléa
de la tierra baja (Heise, 1985). Se distribuye sampgnte desde la cordillera central de
Colombia hasta la costa de Venezuela. Las plamtasagustos grandes o pequefios

arboles que habitan entre los 1500 a 2200 m.s(Rammifio, 2008).

Morfologicamente presenta hojas simples y grangeseralmente de 1 a 1.5
veces mas largas que anchas, anchamente ovadaextuta fina pubescente. Poseee
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un 4pice agudo u obtuso, peciolos de 4.5 a 15/@spinas de 1.4 a 1.2 de longitud.
Las inflorescencias extra axilares, de 1 a 5.5a&mgnudo se encuentran muy cerca de
un par de hojas, y a veces ramificadas con 10 #0088 (Solanaceae source, 2012).
Esta especie produce muchas flores estaminadasgh\taal, 1981) que poseen un
caliz ampliamente campanulado y petaloides. La lieores estrellada y mide
aproximadamente de 3 a 5.5 cm de didmetro, y de 28 mm de largo. Sus estambres
poseen filamento y anteras linear-lanceoladas. \Buia es estipitado glandular. El
estilo de 11-15 x 0,3-1 mm se presentan en laedldrermafroditas, cilindricas,
estrellado-pubescentes y estipitado glandular enitizd inferior; estigma méas o menos
capitado (Solanaceae source, 2012). Los frutos gamdes pero se encuentran
recubiertos por gran cantidad de tricomas cortdgiigos (Bernakt al., 1983; Heiser,
1985) (Figura 1.6).

—

Figura 1. 6 Fotografia d&olanum vestissimwn el Herbario Nacional de US.

Tomado de: EOL, 2012.

1.5Estrés abidtico en plantas

El estrés se define como cualquier factor ambiegted ocasione cambios
desfavorables en el metabolismo de los organistmos (Larcher, 1995).

Las plantas estan expuestas a varios tipos des estrBiental que incluyen la
poca disposicién de agua (sequia), un exceso dea@lidad), estrés por luz UV, falta
de nutrientes, estrés por metales pesados y temp@ra&xtremas. Estos provocan una
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serie de cambios morfologicos, fisiolégicos, bimgebs y moleculares, que afectan
negativamente su crecimiento y productividad (MesaR010).

Estos factores en condiciones extremas lleganrageptar la primera causa de
pérdida de cultivos y cosechas por mas del 50%vea miundial (Brayet al., 2000),
mientras que la pérdida de cultivos por patdgeapeesenta del 10% al 20% (Kregts
al., 2002). Los pronésticos del cambio climatico, coraemento de temperatura, la
sequia, y la considerable subida del mar y el riegtico, agravan los problemas de

salinidad (Lannetta y Colonna, 2011).

Actualmente, la sequia y la salinidad se estamedi¢ado de forma especial en
ciertas regiones, y podrian dar lugar a una exaesalinidad de mas del 50% de la
tierra arable para el afio 2050 (Wat@l, 2003).

1.5.1 La salinidad en la agricultura

La salinidad del suelo o salinizacién es el regdaltde la acumulacién de sales
en la superficie, proceso creciente que puede ©ima@u la desertificacion. Las
principales sales que contribuyen a esta problem&on de los cloruros, sulfatos,
carbonato de sodio, calcio y magnesio, sienddoelio de sodio la sal mas abundante
(Aleman, 2009).

La salinizacion puede ser de dos tipos: salinizacatural o primaria, hoy en
dia agravada por los efectos del cambio climaticgalinizacion antropogénica o
secundaria. La salinizacion primaria, es el redolide la subida del nivel freatico hasta
la superficie del suelo y la deposicion de salesapicas transportadas por el viento y
las lluvias (Lannetta y Colonna, 2011). La saliniaa antropogénica es provocada por
las malas practicas agricolas realizadas por ebhmntales como la irrigacion, exceso
de pastoreo, deforestacion de areas semihumedasiarglas, la contaminacion con
agroquimicos, el mal uso de los fertilizantes yesaindustriales (Dajic, 2006).
Actualmente, las malas practicas de riego constlitula principal causa de este

problema.
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El Servicio de Gestion del Territorio y Nutriciéreletal de la FAO, estima
gue aproximadamente el 6 % de los suelos de faaTéstan afectados por la salinidad.
De los suelos cultivados, actualmente de los 23l@mes ha de las tierras de regadio,
el 19,5 % estan afectadas y de las 1.500 milloadsafo agricultura de secano, el 2,1 %
estan afectadas por la salinidad en distintos gteelo el Ecuador de las 25'637.000 ha
cultivables, 3'136.085 ha estan bajo potencialgdedebido a la alta salinidad (INIAP,
2005).

Es importante la medicidn de sales solubles enedbgara la evaluacion de la
relacion rendimiento-vegetal/nutrientes-suglpuesto que una deficiencia o0 exceso
afectara al desarrollo del cultivo (Rizet al., 1998). Los efectos adversos de una
excesiva salinidad se traducen en la disminucidrcrdeimiento de la planta, durante
los estadios vegetativo y reproductivo. Por lo lgugalinidad se convierte en una de las
principales amenazas para la agricultura (Mirayd@haves, 2007), tanto en términos

econdmicos como sociales.

1.5.1.1Medicién de la salinizacién

La salinidad del suelo es determinada mediante lkdicion de la
conductividad eléctrica (EC) en dS'nil dS.m" es equivalente a 10 mM de NaCl), y
un suelo es considerado salino si la conductividettrica del extracto de pasta
saturada (E€) excede a los 4 dS/(40 mM NaCl) (USDA, 2010). En la Tabla 1.1 se
muestran los valores establecidos por la USDA ii$galLabs) de ECc del extracto de

pasta saturada.

Tabla 1. 1Escala de salinidad del extracto de pasta satufassado de: USDA Salinity Lab, 2010.

Conductividad 0-2 2-4 4-8 8-16
eléctrica (dS.m")
Nivel Normal Ligeramente salino Medianamente| Fuertemente
Salino Salino

El porcentaje de produccion de los cultivares mraasin umbral en respuesta

al grado de salinizacion a la que estén expuestas.
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1.5.1.2Tolerancia a la salinidad en plantas

Las diferencias entre el umbral de tolerancia g s tasas de reduccion en
productividad bajo el umbral de tolerancia acHChinnusamyet al., 2005) indican
variacion en los mecanismos de tolerancia, ya se@e egrupos de plantas
taxonOmicamente distintos, asi como entre espeestechamente relacionadas e

incluso entre variedades de una misma especieefT&€avenport, 2003).

De acuerdo a la tolerancia de las plantas a laidatl, se las ha clasificado en
dos grupos: a) Halofitas (planta salada), plagtas pueden resistir una concentracion
de sales en el suelo de hasta el 20% (3,5 M), geptan un desarrollo 6ptimo a
concentraciones de entre 2 y 6% (0,3 y 1 M) de N&€bgonov, 1964); y b) glicofitas
(planta dulce), plantas que exhiben dafos en divegmrado y un crecimiento
fuertemente reducido a una concentracion de sagsr al 0,1% (17,5 mM).

Dentro de cada grupo hay grandes diferencias eivalde tolerancia al estrés
salino (Figura 1.7). En las halofitas existen esggemoderadamente tolerantes y otras
muy tolerantes (Ungar, 1991), y en glicofitas magssbles y moderadamente sensibles
(Dijac, 2006).

RENDIMIENTO

| SeE e e DO oo T W DT o D R o o o o e I

\
\\ \ “\

\ \
\ N0 VIABLE

\\ PARA CULTIVOS
\l\ \\ \1\'\ \\“'
.\\

\ %
",
b e
\ N
",
M, \x_
SENSIELE '\.{ODZR_%D-LXIL\_IT; MODERADAMENTE \ TOLERANTE \\
SENZIBLE TOLERANTE \,
T T T | |||||li;||ll‘«l|||l|l'4:|
0 E e 20 25 30 35
ECc dS.m'

Figura 1. 7 Categorias de clasificacion para cultivos tolezat la salinidad.

Modificado de: USDA Salinity Lab, 2010.
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Las plantas sensibles restringen el ingreso dalla $a célula y realizan un
ajuste osmoético mediante la sintesis de solutogpatibles (Munns & Teste, 2008), y
las plantas tolerantes, utilizan los iones parajeste osmotico. Estas adaptaciones
requieren de un coste energético, que se traduda erhibicion del crecimiento y
desarrollo de la planta (Glem al.,1999) (Figura 1.8).

1401

100 4

Tasa de crecimiento (%)

NacCl (mM)

Figura 1. 8 Comportamiento relativo de varias especies vegetidsde (1) halofitas extremas hasta (1V)
verdaderas glicofitas. Tomado de: Greenway & MUiss0).

La mayoria de cultivares en el mundo son glicofitasisceptibles aun cuando
la conductividad eléctrica (ECc) es menor a 3 dqMess, 1990). Bajo este umbral de
tolerancia ya existe un decremento en la producd&éros cultivos. El tomate, por
ejemplo tolera hasta 2,5 dS'mrsin embargo, su produccién ya se ve disminuidaren
9,9%. En la Tabla 1.2 se describen algunos adgdtimportantes susceptibles a la
salinidad.

Tabla 1. 2Umbral de tolerancia a la salinidad de diferentddvos. Tomado de: Mass, 1990.

Umbral de Decremento en
salinidad produccion
CULTIVO dsm* % por dS m™*
Frijol (Phaseolus vulgarit.) 1.0 19.0
Berenjena$olanum melongernia) 1.1 6.9
Cebolla Allium cepal..) 1.2 16.0
Pimiento Capsicum annuurh.) 15 14.0
Maiz (Zea mayd..) 1.7 12.0
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Cafia de azlicaBaccharum officinarurh.) 1.7 5.9
Papa $olanum tuberosumn) 1.7 12.0
Col (Brassica oleracear.capitatal..) 1.8 9.7
Tomate Lycopersicon esculentuMill.) 25 9.9
Arroz (Oryza sativd..) 3.0 12.0
CacahuateArachis hypogaed.) 3.2 29.0
Soya [Glycine maxL.) Merr.] 5.0 20.0
Trigo (Triticum aestivuni..) 6.0 7.1
Betabel Beta vulgarisl..) 7.0 5.9
Algoddn Gossypium hirsuturh.) 7.7 5.2
Cebadalklordeum vulgard..) 8.0 5.0

1.5.1.3Ingreso de los iones sodio y cloro a la planta

En un suelo salino, la elevada concentracion desidd y CI, impide la
absorcion de nutrientes {KCaZ, NO3). La absorcion de iones de WYeCI a través de
la membrana plasmatica, vacuolar y otras membiatraselulares depende de bombas
primarias (ATPasas y pirofosfatasas), transporegl@ecundarios y canales ionicos
(Niu et al,1995).

El sodio del suelo entra a la raiz por dos via$a a)ita simplastica (dentro de
la célula) mediada por los transportadores y canglb) la ruta apoplastica (fuera de la
célula), donde el Naentra en la corriente de la transpiracion (Figli®). En la
primera, los iones son incorporados a través dpdts radicales o a otras células de la
epidermis y transportados célula a célula hastellyaentos conductores del xilema. La
via apoplastica contempla la posibilidad de unspparte extracelular de los iones hasta
la endodermis, donde la existencia de una bandarimgable en el apoplasto, la banda
de Caspari, obliga al paso a través del plasmalema.vez en el periciclo, los iones
pueden seguir la via extracelular hasta los elemsecdnductores del xilema (UNC,
2012).
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Figura 1. 9 Ruta simplastica y apoplastica para la incorporadig Na+/Cl- a través de la raiz.

Tomado de: UNC, 2012.

En condiciones normales, la razén déf Kia" en el citosol es alta, con una
concentracion de Kque oscila entre 100 a 200 mM, en relacién codelaNa que
varia de 1 a 10 mM. Una concentracion alta deeX#racelular establecera un gradiente
electroquimico mayor y permitira el transporte pastel i6n. EI Na cruza la
membrana plasmatica debido a la baja permeabildiadcanales y sistemas de
transporte de alta afinidad del potasio. Los siatede transporte que tiene alta afinidad
por el K pero baja afinidad del Nancluyen los canales rectificadores de entrada K
(KIRC) como AKT1, los canales rectificadores deidsalde K (KORC) y la familia
KUP/HAK de simportes K/H", de los cuales no hay una evidencia directa de su
funcion. Los trasportadores de alta afinidad de (KKT1), los transportadores de
cationes de baja afinidad (LCT1) y los canales atoges no selectivos (NSCC), son
considerados como sistemas de transporte que mediaflujo especifico del Naen
la célula (Zhu, 2003) (Figura 1.10).
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Figura 1. 10Movimiento del Na+ a través de la membrana medpadaanales y sistemas de alta y baja
afinidad de K+ y de cationes. Modificado de: Yan@gw Blumwald, 2005.

El eflujo del Nd dependiente de energia es crucial para mantersebaja
concentracion del cation en el citoplasma y es agedpor antiportadores N&* de
membrana que utilizan el gradiente electroquimigloH] generado por las bombas de
ATPasas- H (Vitart el al.,2001) (Figura 1.11).

APOPLASTO

S0%1 Almalerans

Ceoplims

EMPLASTO

Figura 1. 1IMecanismo de ingreso, reconocimiento y compartia@ah del Na+ en la célula.
Modificado de: Chinnusamy, 2005.
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Posterior al ingreso, se produce la compartimeditadel Na en la vacuola,
mediada por antiportadores catiéfyidue incluyen las familias NHX y CHX, ubicadas
en los tonoplastos. Estas utilizan el gradientetelgquimico de F generado por las
enzimas de traslocacion de hidrégeno, ATPasas+Hpbirofosfatasas de hidrogeno
(Gaxiolaet al.,2002) (Figura 1.11).

La entrada de Naa través de los canales ionicos no especificasacta
despolarizacién de la membrana y activa los candéeC&’. El C&* proporciona la
acumulacion selectiva de’lsobre la de Naa través de un sistema de transporte de alta
afinidad SOS (Salt Overly Sensitive). SOS1, SOS3QS53 son los componentes
fundamentales de esta via. Las variaciones deirf@acelular son reconocidas por
SOS3 (proteina de unién a ¥)a ésta proteina activa a los SOS2 (proteina cainas
serina/treonina) y los reclutan a la membrananmddisa donde SOS2 fosforila al
antiporte-N&/H* SOS1 y lo activa para regular el flujo neto dé Blanhibir los canales
KORC para evitar la salida de KShabalaet al,2005). El complejo SOS3-SOS2, a mas
de activar al antiportador SOS1, inhibe la actigithKT restringiendo el flujo del Na
al citosol y activa los antiportadores 4" de la vacuola NHX, para permitir el eflujo
de Na+ y su acumulacién en la vacuola (Figura (Q8) et al, 2004). El transportador
de membrana CAX1 (transportador antiporféG4f™) también es regulado por SOS2
para intercambiar Hvacuolar por C3 citosélico y restaurar la homeostasis def'@a
el citoplasma (Hirschi, 2001; Chergal.,2003).

El flujo del Nd de la raiz a la parte aérea de la planta estdadsyypor
antiportadores SOS1 y HKT1. El SOS1 carga el Mantro del xilema para ser
transportado a la parte aérea y depositado en dadas de la hoja, donde es
compartimentado dentro de la vacuola por el art@gor NHX, o es transportado por
la accién de HKT1 de regreso por floema, hastaila(Epstein, 1998) (Figura 1.12).
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Figura 1. 12Proceso de Flujo y recirculacion del Na+ en lafg@laModificado de: Epstein, 1998.

El incremento dABA endégeno produce la apertura de los canal@siieEl
incremento del ion en el citosol activa la ruta SOSotras vias de sefializaciéon

necesarias para la adaptacion a la salinidad @0Gg).

La entrada de Ch la célula puede ser pasiva, debido a la despatain de la
membrana plasmatica generada por el exceso tgRNBberts, 2006). Su ingreso se da a
través de los canales rectificadores de salidantmes activados por despolarizacion
(OR-DAACS); sin embargo, cuando se restablece &noml de la membrana, el
transporte ser4 activo y mediado por simportaddréfCl (Felle, 1994). La
compartimentacion de Gén la vacuola se transporta por un canal permeabdmiones
del tipo VCL o a través de antiportadores ~ /[OH" (White & Broadley, 2001).
Finalmente los canales del tipo ARA (canales delaale aniones) mediaran la salida

del CI hasta cargarlo en el xilema (White & Broadley, P00
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1.5.1.4Respuesta y efectos de las plantas al estrés salino

Los eventos complejos de estrés en plantas tieasridses de respuesta y una
fase de regeneracion después de quitar el agentstdes si el dafio no ha sido
demasiado severo (Figura 1.13) (Lichtenthaler, 1986 la Fase | o de respuesta: se
genera una reaccion de alarma, que consiste efishaindcion de las actividades
fisioldgicas y la activacion de mecanismos de mgdecon un coste energético sobre la
vitalidad de la planta. La Fase Il o de restituciés un estado de resistencia donde se
generan procesos de adaptacion, reparacion y acigtic de funciones fisiolégicas y
morfologicas En laFase Ill o estado de agotamiento, la planta Hla skpuesta a
exposiciones largas del agente estresor, se genargobrecarga de la capacidad de
adaptacion, y la planta se ve obligada en dismswimetabolismo, dando lugar a una

enfermedad cronica y muerte.

Fase sin estrés Fase de alarma Estado de Estado de Fase de
resistencia agotamiento TEEENETAcion

Resistencia
maxima

Desaparicidn del
/ agente de estrés

Respuesta
al estrés

Estandar
Nuevos estandares

resliteién

_

rustificacid

Resistencia minima
Dafio agudo Darfio cronico,
muerte celular

Figura 1. 13 Sindrome del estrés en plantas. Tomado de: G4998.

El efecto del estrés salino en plantas se traduda i@hibicion del crecimiento
y desarrollo, respuesta que propone dos etapasnhdbicion por la imposicion
instantanea del estrés (Munn, 2002) (Figura 1HBdgfe efecto inicia con una respuesta
rapida (etapa osmotica) debido al aumento de lsigreosmatica externa que dificulta
la adquisicién de agua por la planta y seguida rike nespuesta lenta (etapa iénica)
causado por la acumulacion de sales en las célaléallos, hojas, y en el apoplasto de

las hojas (genera un efecto osmotico adicionakahalsanzar niveles toxicos.
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Figura 1. 14Respuesta bifasica de la tasa de crecimientorendiu del tiempo de exposicion de sal para

plantas que difieren en la tolerancia. Modificago Munns, 2005.

Las fases de respuesta de las plantas ante urs estli@o y los efectos

(Munns, 2002) son resumidos en la siguiente tabla:

generados a niveles morfologicos, fisiologicos ylanolares en las diferentes etapas
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Tabla 1. 3 Efectos del estrés salino en plantas. Modificadplgnch & Launchli, 1984; Sies, 1986;
Lichtenthaler H. K. 1996; Bouchereat al 1999; Munns & Perl-Treves y Perl, 2002; Fricke &iéls,
2002; Hartunget al 2002; Sharp & LeNoble, 2002; Bagei al 2006; Wasternack, 2007; Tester, 2008;
Aleman, 2009.

FASE EFECTOS

Shock Osmético: Se generan sefiales guimicas, como el aumelmizsminucion del area folial
del C&" libre intracelular, y sintesis de ABA. Sefiales fieamas de] y pérdida del vigor en e O
estrés capaces de producir cambios fisiologicasldscy a distancia) tallo
' como la limitacién de la absorcién de agua ercéhslas de la raiz S
cierre estomatico, respectivamente. El déficitgleaaes compensad

[]

por el agua vacuolar, lo que produce la pérdiddadeurgencia M
celular y la pérdida adicional de agua se evitaiame el cierre )
estomatico. o

T

Se desencadenan respuestas adaptativas de ajustcosnediante] Afecta al crecimiento:
la sintesis de componentes organicos compatibl&A,(lP5CS,| detiene la aparicion de
azlcares,...etc.). La célula recupera el volumernrgotwriginal, sin| hojas, dejan de crecer c
embargo se reduce la division celular y ralentizaetabolismo. hojas, brotes y ramas;
genera una floracion o
temprana o reduce el
ndmero de botones
florales, y frutos
inmaduros

Shock hiperionico: el Na' y ClI' se acumulan en el citoplasma| yAfecta adn mas al
apoplasto, genera toxicidad, desequilibrio nutrialoy estrés| crecimiento:

oxidativo.
Disminucion  del  &reg
La elevada concentracion de iones *MaCl, produce ung foliar. Clorosis y Necrosig |
interferencia en la absorcion de nutriente§ B, NO*), aumenta| progresiva (Brotes, hojas,
la competencia de iones y calBBEFICIENCIAS NUTRITIVAS. flores y frutos),| @
El desplazamiento del Cay K', altera la permeabilidad de |aDefoliacién, Marchitez |
membrana y dificulta la homeostasis i6nica. EL" Masplaza lo§ eventual muerte de la

N
iones de K C&', Mg* en los sitios de unién de co-factorgsplanta.
" necesario para actividades enziméticas. Todos |oscegpos |
metabdlicos dependientes de€lKCa se ven afectados.
La acumulacién iénica en las hojas causa ESTRES ¢
OXIDATIVO. Se altera el metabolismo celular y se produce| un o

desequilibrio en la produccién de especies oxidayintioxidantes
Aumenta la formacion de especies reactivas de pgigeRO
(radicales superoxido, peroxido de hidrégeno, eddichidroxilo), y
la disminucion de los compuestos detoxificantes inedticos
(superdxido dismutasa, ascorbato peroxidasa, dingispS V|
catalasas) y no enzimaticos (acido abscorbicoatyfut, carotenos
xantofilas y a-tocoferol). Se genera la oxidacién irreversiblee

poliaminas (putrescina, esperidina y espermina)pidds,

aminoécidos, proteinas y acidos nucleicos. La fiotesis disminuye
y consigo la sintesis de azucares y clorofilass d&dulas activan lo:
procesos de apoptosis y detienen su crecimiento.

o

En el caso de adaptacion: Las plantas cambian tafologia de la hoja, la composiciéon de los pigrosnde los
cloroplastos y activan procesos bioquimicos pagagir el dafio oxidativo. El incremento en la cagedt de eliminar,
las ERO por parte de la planta se considera comonsé de tolerancia.
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1.5.1.5Mecanismos de adaptacion de las plantas al estrédiso

Ante una entrada importante de*'Nan el citosol, la relacion®Na’ fisioldgica
debe ser restablecida para evitar el efecto tcétdNa. Los mecanismos que llevan a
cabo en las plantas para la tolerar la salinidatlyen a la acumulacién selectiva,
exclusion y compartimentacion de iones, sintesisaligos compatibles e induccion de

enzimas antioxidantes (Téllez, 2011).

Las plantas evitan concentraciones toxicas de ienesl citosol mediante la
exclusioén por las raices y el floema, y controlas tiveles de sal que ingresa a través

de una inclusién o almacenamiento en vacuolas (Net@l.,1999).

La disminucioén en el potencial eléctrico del megémera la sintesis de solutos
organicos compatibles o acumulacion de ion€9, (omo una adaptacion metabdlica,
atil para el equilibrio osmotico entre el medioesrb, el citosol y la vacuola (Rodas y
Hanson, 1993). Los solutos compatibles debido easacter hidrofilico actian como
osprotectantes o chaperonas, debido a que sustitaly@agua en la superficie de
proteinas y membranas. Algunos de estos compuesioprenden monosacaridos
(fructosa y glucosa), alcoholes (glicerol e indssometilados), azUcares complejos
(trehalosa, rafinosa y fructosa), polioles, amimb@s, compuestos de amonio
cuaternario y proteinas (prolina, glicina betaiaanina betaina, prolina betaina y
proteinas LEA-Late embrigenesis abundant) (Hasegswal, 2000; Nuccioet al.,
1999).

En plantas halofitas, la prolina o la glicina betase acumulan en grandes
cantidades en las vacuolas de las hojas. Enitaditgs, los solutos se acumulan en el
citoplasma a concentraciones no mayores de 10 niMd@set al 2002). Las plantas
glicofitas excluyen el Nade la parte aérea y mantiene altos niveles d&Ku, 2001).

En halofitas los iones de Naon almacenados conjuntamente con potasio y soluto
organicos en el citoplasma para mantener el egoildsmaético e idnico entre los dos
compartimentos (Munns, 2002). Generalmente, edtggs se caracterizan por sus
grandes vacuolas que posibilitan el cumulo de aftascentraciones de sales

(Hajibagheriet al, 1984). Esta caracteristica esta relacionadaiémndon la suculencia
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de ciertas halofitas, que mantienen baja la coraeinn de sal en sus tejidos, respecto
al incremento de contenido de agua (Patla.,2002).

Frente a un estrés severo, se induce la sintegispgeies reactivas de oxigeno
(ERO) que causan la oxidacién y degradacién dddgpide membrana, aminoacidos,
proteinas y acidos nucleicos. Las plantas emplesmpaestos antioxidantes como
ascorbato, glutation, y carotenoides, ademas denaszdetoxificantes, tales como la
superoxido dismutasa, catalasas y enzimas del délglutation-ascorbato, con el fin

de combatir el estrés oxidativo (Apse & Blumwal@02).
1.6Vias de transduccion de sefales

Las plantas reaccionan a estimulos externos medghriicio de una cascada
de sefales para generar las respuestas adecuatasel que el estimulo ha sido
percibido, se generan inmediatamente moléculas af@lizacion como segundo
mensajeros (G4, inositol fosfatos, hormonas y especies reactid@®xigeno). Estos
mensajeros activan corriente abajo una cascadenddes que fosforilan los factores de
transcripcion, que regulan la expresién de un gaggenes o proteinas involucradas
en la adaptacion del estrés (Xienal, 2002).

La red de transduccion de sefales para estré® sdipuede dividir en tres
tipos principales de sefializacion (Figura 1.15):

» La sefalizacion del estrés osmatico/oxidativo ggeelas modulos de las
proteinas quinasa activadas por mitogen (MAPK),uehlias en la
generacion de enzimas remocion de ERO, compuestioxidantes, y
osmolitos compatibles.

« La sefializacion dependiente de’Cgue conduce a la activacién de
proteinas abundantes de la embriogénesis tardid, (hét sus siglas en
inglés).

« La sefializaci6on excesivamente sensible a la satndiignte de Ca
(SOS: por sus siglas en inglés), que regula la betasis del i6n. Este
tipo involucra la ruta SOS y es especifica deksstinico (Xionget al.,

2002; Rodrigueet al, 2005).
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Figura 1. 15Vias de transduccion de sefiales para estrés sabnmdo de: Xiongt al.,2002;
Rodriguezt al.,2005.
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La salinidad aumenta la biosintesis y acumulac@rAdido Abscisico ABA
mediante la activacién de genes que codifican paramas biosintéticas de ABA, las
cuales pueden ser rapidamente catabolizadas, ungueecese el estrés. Muchos genes
de respuesta pueden ser altamente regulados poryAB&den estar involucrados en la
sintesis de osmoprotectantes y proteinas LEA, ersel@alizacion y regulacion
transcripcional (Bartels & Sunkar, 2005). En adiciél ABA puede retroalimentar la
estimulacion de la expresion de genes de biosintiessiABA, que puede estar mediada

en parte por ERO a través de una cascada de fasion de proteinas.

Los genes determinantes de la tolerancia al esadimo pueden estar
categorizados dentro de dos grupos funcionalese(téaget al 2000). Los primeros
incluyen genes que codifican efectores, los cusdasresponsables de los procesos que
son necesarios para el alivio de la estrés o adépta_os segundos consisten en los
genes regulatorios que controlan la expresion des esfectores (Hasegawat al,
2000). Los efectores incluyen proteinas que pestdg célula, como transportadores,
enzimas requeridas para la biosintesis de variosldss, proteinas LEA, chaperonas y
enzimas detoxificantes. Las moléculas regulatanésiyen factores de transcripcion, e
intermediarios de sefalizacion ligados a protefnasasas y enzimas envueltos en el

metabolismo fosfoinositide (Zhu, 2002).

Algunos genes efectores, como EA y a-DOX, han sido ampliamente
estudiados. Los genes LEA codifican para protefiui@sson sintetizadas y almacenadas
durante la maduracion de la semilla (Ingram & Bayt€996). Las proteinas se han
agrupado en al menos siete grupos basados solnensologia en la secuencia de
aminoacidos. Estas proteinas cumplen la funciotepiara de estructuras y proteinas
celulares durante lapsos de estrés (Ingram & Bari®96). El gehemmi9de tomate
codifica para el grupo 6 de proteinas LEA que sencdracter hidrofébicos. La
sobreproduccion de estos compuestos tiene un ebectector, ya que mantienen al
minimo los requerimientos de agua celular e impildenristalizacion de proteinas y
otras moléculas importantes (Kiehal.,2005). Los genes de alfa dioxigenasa®(QX)
codifican la biosintesis de enzimas que cataliaaoxigenacion de acidos grasos, para
dar lugar a la formacién de mensajeros quimicosocka® oxilipinas implicadas en la
repuesta defensiva contra el dafio oxidativo y reuedlular (Molleet al., 2007,

Wasternack, 2007). En tomate estan representadagnpopequefna familia de genes
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gue comprende al menos tres miembidsx-DOX1, -2, -3,de los cuales solbEa-
DOX1les sensible a la sal, y tiene una expresion esgeeifh raiz (Ananchanait al.,
2004).

1.7 Importancia de las proteinas quinasa activadas panitogen (MAPK)

El papel central que juegan las MAPKs en plantasaesgulacion de los
mecanismos de defensa. Varias rutas de MAPKs soradas por mas de un tipo de
estrés bidtico y abiotico, y se ha sugerido queckscadas de MAPKs actlan como
puntos de convergencia en la sefializacion de estiésco como bidtico (Figura 1.15).
Esta situacion pone en manifiesto que diferentémes pueden activar una misma

MAP quinasa, asi como varias MAPKs pueden serauatdis por el mismo estimulo.

Estrés ABIOTICO Estrés BIOTICO
Ozono Patégenos
Se.q!'"a Dario:

Salinidad o
: {mecdnico, insecto,
Frio .
Exceso de Luz herbivora)
Generaciin ROS HORMONAS
ABA, SA JA, ET
QUINAS AS

MAP quinasas

Factores de transcripcion

RESPUESTA AL ESTRES

Figura 1. 16 Puntos de convergencia de rutas de sefializaciéstdés abibtico y bidtico.

Modificado de Fuijiteet al.,2006.

En el estrés bidtico, las plantas utilizan proteida resistencia (R) junto con
otros receptores para detectar la presencia adadivle los patdbgenos. Las proteinas R

reconocen proteinas virulentas Avr que son segesgolr los patégenos (Marte al.,
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2003), o proteinas de la planta (defensoras o @srdue han sido modificadas por el
patdgeno para crear un ambiente favorable (McDowelWoffenden, 2003). Esta
interaccion produce una explosion oxidativa, quéudar a la formacion de ERO y a la
activacion de las rutas de MAPKs (Dolores, 2007). éjemplo de esta interaccion
incluye a la proteina Mi-1 del tomate, la cual naddiresistencia a los nematodos y esta
acompafada de una respuesta de hipersensibilida)l (McDowell & Woffenden,
2003).

En la actualidad, no se encuentra en literaturaesiabruta de sefalizacion del
estrés osmotico/oxidativo que usa los modulos deptateinas quinasa activadas por
mitogen (MAPK) en el que la resistencia al esti@me se desencadene cuando una
proteina Mi-1 detecta el estimulo abiotico. Es plbo que en esta investigacion se
estudia la expresion del gevii-1 bajo condiciones de estrés salino. Esto permitira
determinar y fundamentar si la expresion del geinésamente dependiente del estrés

bidtico.

1.8Gen Mi-1

El genMi-1 es miembro de la familia de genes de resisteR}ipdrteneciente a
la superfamilia de los genes de unién a nucledtii® y repeticiones ricas en leucina
(LRR). Este gen est4 conformado por tres exonespdeuales dos son traducidos a
proteina; ademas, presenta un intron de 1306plvoydat 75pb. El gen codifica una
proteina de 1257 aminoacidos (Milligahal., 1998). La proteina NB-LRR sintetizada
presenta un dominio amino terminal CC (coiled-cgil}e las conoce como CC-NB-
LRR o proteinas CNL (McHalet al, 2006) (Figura 1.17).

A exont intront €xon2 jntron? exon3

. QEECIE

Figura 1. 17 Representacion esquematica del producto codifipadel gen de resistencidi-1.

Tomado de: Sanchez-Puerta & Williams, 2011.
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Los dominios ricos en leucinas (LRR) estan invados con el reconocimiento
de los patdégenos (McHae al 2006) y pueden facilitar la interaccion de losduatos
del genR con otras proteinas que participan en la trasdocde sefales de defensa
(Bent, 1996). Este dominio LRR consiste de entra 28 repeticiones del aminoécido
leucina, y contienen una secuencia de 14 residwrs la secuencia consenso
LXXLXXLXLXXC/NXX (van Ooijen et al, 2008).

Los dominios NBS presentan actividad de union a ATETP, asi como ATP
sintetasa, factores de elongacion ribosomal, aatergjuinasas, entre otras (Bent, 1996).
Esta actividad es esencial para el funcionamieattasl proteinas y la regulacion de la
apoptosis 0 muerte celular programada. Ademas, dmt@nio ha mostrado ser el
mediador de la oligomerizacion de estas proteiegslatorias, que son requeridas para

la activacion de proteasas apoptoticas (William4eme9).

La proteina Mi-1 no presenta una secuencia de ami@ito transmembrana, 1o
gue sugiere que el reconocimiento del patdgenor@a el citoplasma (Kaloshiaat
al., 1998). La identificacion del patégeno sigue un elodde interaccion indirecta,
llamado también “Hipotesis de guardia”. Este mogebtxlice que una proteina R activa
la resistencia cuando estas interactlan con otdeipas de la planta (defensoras o
guardias) que han sido modificadas por el patégansu hospedero para crear un
ambiente favorable (McDowell & Woffenden, 2003).

La proteina inhibe la reproduccion de tres espeaigaesematodos formadores de
nudoMeloidogyne arenaria, M. incognita y M. javanif(@rownet al.,1997), mediante
una reacciéon de hipersensibilidad, respuesta diexadpara el caso de otros patdogenos
para los cuales también confiere resistencia (Malo& Woffenden, 2003), como: el
afido de la papMacrosiphum euphorbiagrossiet al.,1998) y los biotipos By Q de la
mosca blanc&8emisia tabacdNombelaet al, 2003). Esta resistencia solo se expresa
fenotipicamente cuando la temperatura del suelofesor a los 28 °C, caso contrario
los nematodos se reproducen de manera similar #ivosuresistentes como en

susceptibles (Dropkin, 1969).
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1.9 Técnicas Moleculares

Las técnicas moleculares, son todos los métoddabaeatorio utilizados para
llevar a cabo el estudio de la estructura y el imamiento de los genes a nivel
molecular. Estas técnicas basan sus estudiosdaidacion de una secuencia especifica
de ADN o ARN. Los métodos mas utilizados a nivellenolar son el Southern Blot,
PCR, FISH y Secuenciacion para ADN, y el Northetat,BqRT-PCR y Microarray
para ARN.

La PCR o reaccidén en cadena de la polimerasa esleitas técnicas que ha
revolucionado la Biologia Molecular y que ha impls enormemente el avance de la
investigacion de la Biotecnologia moderna. Estanitéc ha sido utilizada en
Biotecnologia Vegetal para el diagnéstico de distinpatogenos (Fitopatologia), el
estudio de la evolucion y desarrollo de las espe¢ilogenia) y el diagnostico
cualitativo de una secuencia determinada ADN (Garaacion génica), ademas de
permitir la deteccion cuantitativa de genes (Expregénica).

Todas las técnicas basadas en PCR utilizan ADN s@mowencia diana. La PCR
en tiempo real (QRT-PCR) es un método de estimad@os niveles de expresion
génica (Bustin, 2000) que usa ADNCc sintetizadorérpde ARN monocatenario que es

utilizado como plantilla para su retrotrancripc{faddad & Baldwin, 2010).

La validacion de estas técnicas depende de lacalidad del acido nucleico
utilizado. Por lo que la extraccidon del acido niatdeconstituye el primer parametro en

optimizarse para un diagnéstico molecular exitoso.

1.9.1 Extraccién de acidos nucleicos

Los &cidos nucleicos conforman el ADN (acido desidponucleico) y ARN

(acido ribonucleico). EI ADN es la molécula respairle de almacenar la informacion
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genética que es trasmitida a través del ARN y tigdua proteinas, un producto
funcional expresado en el fenotipo (Roth, 2002).

La extraccion de los acidos nucléicos es el pasaliry la clave de un analisis
genético, cuyo objetivo es conseguir la separacdénla molécula del resto de
macromoléculas (proteinas, lipidos y polisacaridosptener un ADN o ARN de alta

calidad y estabilidad para viabilizar el estudio.

El ADN es una molécula muy estable y sélo se reéguieantener las muestras
congeladas antes de su extraccion. Para el aistemie utilizan buffers de extracciéon
que contienen detergentes (SDS, sodio dodecilatelly sales inorganicas ( cloruro de
Sodio) que desestabilizan y rompen la membrandapslevada fuerza idnica generada,
una molécula quelante (EDTA) que inhibe a las DBasales tamponantes (Tris-HCI a
pH fisioldgico) que forman una capa ionica que gget el ADN y una enzima
(proteinasa K) que degrada las proteinas. La adm@secuente de solventes organicos
(fenol, cloroformo y/o isopropanol) solubiliza ypsea las proteinas y lipidos del ADN,
el cual es precipitado por la adicién de un alcdbtdno o isopropanol). La ejecucién
de este método tradicional requiere de tiemposicgbacion largos y el ADN aislado
puede resultar contaminado por ARN, fenol, clonoioy sales, etanol, EDTA,
proteinas, entre otros compuestos que pueden rninlbPCR. Por lo que en la
actualidad, el uso de kits comerciales resulta étodo mas efectivo para obtener
ADN viable para la PCR, en términos de calidadidepy simplicidad.

El aislamiento de ARN es la base de la cuantifwadie transcritos en estudios
de expresion geénica. A diferencia del ADN, el RN#& rauy inestable y se degrada
facilmente por las RNasas presentes en el ambiBat@ mantener la integridad del
transcrito, el proceso se realiza en frio y sezatil potentes agentes caotrépicos como
las soluciones de isocianato de guanidina duramtboimogenizacion o lisis de la

muestra, que inactivan las ribonucleasas (Chomk&gyh893).
Posteriormente, la cuantificacion del acido nudeiesulta importante y

necesaria realizar para determinar la cantidaccii® aucleico que se empleara en los

analisis genéticos.
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La espectrofotometria es el método de andlisistitavo mas usado para la
cuantificacion, debido a que es sencillo, especifisensible. Este permite identificar y
conocer la concentracion de acidos nucleicos poespectro de absorcion en una
disolucion (Avila et al, 2011). Un nuevo mecanismo de cuantificacion &s |
espectrofotometria de bajo volumen, la cual elinénaecesidad de cubetas, facilita la
lectura de &cidos nucleicos, y asegura una detepeetisa (NanovuePlus, 2012).

La cantidad y calidad de los acidos nucleicos paestr verificadas mediante
electroforesis en geles de agarosa, tefildos camacés fluorescentes, lo cual permite
no solo evaluar su integridad, sino también estiswarconcentracion mediante un
analisis comparativo con patrones de bandas deeotracion conocida. En la
actualidad existen colorantes fluorescentes, coMBRS Safe, SYBR Gold, SYBR
Green |, Vistra Green y Syto60, que han sido deBados especificamente para reducir
los riesgos potenciales de mutagénesis (Posso &iGh2008).

1.9.2 PCR convencional

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) estammica molecular
desarrollada por Kary Mullis, cuyo objetivo es stitar un gran numero de copias de
un fragmento de ADN en particular. Es un procesonedtico repetido en varios ciclos
térmicos (Mullis, 1990).

La PCR convencional es un método cualitativo queatie la presencia de la
amplificacion al finalizar un nimero predeterminatiociclos. El producto de PCR es

posteriormente visualizado en un gel de agarosaz(iiip 2004).

El proceso se realiza en un tubo que contiene tdo®scomponentes de
reaccion, y el ADN molde. La mezcla final esta d¢iugla por la enzima DNA-
polimerasa (Taq polimerasa), los iniciadores (cetesloprimerg de la reaccion, los
nucleétidos o mondmeros basicos que construyeradios nucleicos (dANTP), los
cofactores de la polimerasa como el i6n divalerégmasio, una solucion tampon que

mantendra el pH adecuado para la sintesis y el AldMe (Sambrook & Rusell, 2001).
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El ensamblaje y sintesis se lleva a cabo de foricleca en un termociclador
programable y cada uno de los ciclos consta ddases a temperaturas especificas. En
la primera fase o fase de desnaturalizacion a 958eGseparan las hebras de doble
cadena. A continuacion, en la fase de acoplami¢amtéemperatura se reduce la
temperatura a 50° C y los cebadores se unen dta bemplementaria de ADN diana.
Finalmente, en la fase de elongacion la temperatumzenta a 72° C, y la enzima ADN
polimerasa extiende Iggimers mediante la incorporacion de los dNTPs (Sambrook &
Rusell, 2001).

1.9.3 PCR en tiempo real

La PCR en tiempo real (QRT-PCR) es una variania &R convencional. Es
un método cuantitativo que detecta la presenciandeo varios amplicones al finalizar
cada ciclo. Las amplificaciones son analizadas syializadas mediante un software
informatico (Heidet al., 1996). El andlisis génico mediante qRT-PCR esraltde
especifico, sensible y eficiente (Velayudledml.,2003).

La técnica de qRT-PCR permite determinar los mexfile expresion génica
mediante el estudio de los transcritos (ARNm) da umuestra. Para el analisis es
necesario transcribir el ARNm en ADN copia (ADNcgdiante el uso de la enzima
transcriptasa inversa, puesto que la qRT-PCR,uall igue la PCR convencional, basa
sus analisis en acidos nucleicos de doble cademgorécision cuantitativa de ésta
técnica depende de la alta calidad del transceto,consonancia con el ADNCc
sintetizado. La contaminacion de ADN gendmicoasnrhuestras de ADNc afecta tanto
a la sensibilidad como a la especificidad del emsdsy PCR, su eliminacién de las
preparaciones de ARN con DNasa, se recomiendaepédea falsos positivos (Valasek
& Repa, 2005).

El método utiliza reporteros fluorescentes que aseba la deteccion de su
fluorescencia emitida por cada ciclo, refleja latmad de producto amplificado. La
cinética de la reaccién puede dividirse en 4 fgBagura 1.18), las cuales son: la fase
inicial, la exponencial temprana, la exponencikd ge finalizacién o plateu. En la fase
lineal, es el nivel basal o background de fluores@edurante los primeros ciclos. En la

fase exponencial temprana, la fluorescencia rebhsanbral y el ciclo en el que se
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produce es denominado Ct (curve threshold) o CBsgorg point). Este valor es
inversamente proporcional a la concentracion ahide ADN diana y es utilizado para
realizar los calculos de cuantificacion respectiviés la fase logaritmica lineal, se
duplica exactamente el producto en cada ciclorf@@amplificacion). Finalmente, en la
fase de plateau, los reactivos se consumen y taitegase detiene (Wong & Medrano,
2005).

10.89 Fase platea
A4 B3
Fase logaritmica lineal
g
O
E . CtorCp
o Fase exponencial LY Umbra
i _
-4 4
(@] 10,633
3 453z  Fase lineal
(¥
[ 1 1= i) 29 o
CICLOS

Figura 1. 18Fases de una curva de amplificacion de qRT-PCRIifado de: Rodriguez, 2012

Los sistemas de deteccion por fluorescencia empéepdieden ser sondas
especificamente marcadas con fluorocromos y agémtexcalantes de doble cadena
(Cortazar y Silva, 2004) (Figura. 1.19).
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Figura 1. 19 Técnicas de deteccion por fluorescencia. A. Sehétirolizadas B. SYBER Green.
Tomado de: Biosistemika, 2011.

Las sondas de hidrolisis estan basadas en la icquile TagMan. Estas son
sondas de entre 20 y 30 nucledétidos, la cual eatdada con un reportero fluorescente
en el extremo 5' y un amortiguador o “guencheréleextremo 3' que absorbe la energia
de excitacion del fluoréforo. La fluorescencia cegortero es reducida por el quencher
mediante FRET (transferencia de energia por restnale fluorescencia) cuando la
sonda se mantiene intacta, pero al momento quentiashibrida a una secuencia interna
de la molécula blanco, por accién de la 5’exonseade la ADN polimerasa durante la
etapa de ampliacion de la PCR, se degrada la spr&l separa efjuencherdel
reportero, lo que resulta en la emision de una miéyorescencia (Wong & Medrano,
2005).

El SYBR-Green | es el fluoroforo especifico de Abidatenario mas usado en

la RT-PCR. Su deteccion es tan sensible que lleigerdificar la produccion de una

Gnica molécula, asi como dimeros gemers y otros productos inespecificos,
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resultando en una sobre estimacién de la concéntratel ADN diana (Cortazar y
Silva, 2004).

La amplificacion de un producto especifico se carapa mediante un analisis
de la curva de disociacion. La temperatura decdis@n de un producto especifico
depende del contenido de GC, la longitud y secaematleotidica del amplicon (Ririe
et al., 1997), de tal manera que los productos no desgaueden discriminarse de
aquellos que son especificos, ya que estos ultgaadisociaran a una temperatura de
melting(Tm) més alta. La presencia de dos 0 mas picg&raeuque se ha obtenido mas
de un producto amplificado (dimerosmiémers, lo que invalidan el ensayo (Kubista
al 2006) (Figura 1.20).
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Figura 1. 20 Andlisis de disociacion de un fragmento con kspncia de dimeros gemers.

Tomado de: Applied Biosystem, 2012.

La estandarizacion y optimizacion de todos laxedimientos implicados en
la reaccién se hacen imprescindibles para garanéizficiencia y reproducibilidad de
la reaccién (Bustin, 2005).

1.10 Analisis de expresion génica

La expresion génica es un proceso biolégico en @uADN se transcribe en

ARN, y que a su vez este se traduce a proteinasfest@ndose en el fenotipo.
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El andlisis de la expresion génica proporciona rinecion sobre la
funcionalidad de las proteinas y su influencia efemotipo (Herndndeet al, 1994).
La expresion génica puede se cuantificada medi®@& en tiempo real, y puede ser

del tipo absoluta o relativa (Fonsestaal.,2010).

En la cuantificacién absoluta se usa estandaresmEentracion conocida que
han sido diluidos, para generar curvas estand&siss curvas producen relaciones
lineares entre el Ct y la cantidad inicial de ARRDNCc, permitiendo la determinacion
de la concentracién de muestras desconocidas ntedibanalisis de sus Ct y aplicando
la ecuacién de la recta. El uso de este métodoeasum la eficiencia de amplificacion

es la misma para todas las muestras (Foreteaia 2010).

En la cuantificacion relativa permite comparar ¢@snbios en los niveles de
expresion del gen objetivo (target) respecto aXgresion de un gen constitutivo
(control enddgeno) cuya expresion no varia en lasdiciones experimentales
(Expdsito-Rodrigueet al.,2008). Se han descrito diversos protocolos guapbean en
la cuantificacion relativa, como el método de cuegtindar, método comparativo delta
Ct, modelo Pfaffl, Q-gene, Liu y Saint, entre ot{(&®nseceaet al., 2010). El método
comparativo ddCt (Livak & Schmittgen, 2001) es éisnempleado y es el que se utilizé

en la presente investigacion.

El método ddCt no requiere la elaboracién de umaacestandar, lo que lo
hace muy util para el analisis de una gran canti#achuestras evitando el uso de los
estandares diluidos. Para el célculo dalCt se asume que la reaccion tiene una
eficiencia del 100% y que cada gen tiene la mispraiente. Con los valores de Ct
tanto del gen en estudio como del gen constitutde,calcula la expresién génica
relativa mediante la siguiente formula:

Exp= 2-44ct

Donde, Ct es el numero del ciclo umbralAaCt = [Ct muestra patrén

(desconocida) — Ct referencia (desconocida)] — [@uestra patron (calibrador) — Ct

referencia (calibrador)].
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1.11 Hipotesis

La expresion del geNli-1 no se altera bajo estrés salino en ninguna de las

especies estudiadas.
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

2.1 Participantes

El presente trabajo de investigacion fue realizadola sefiorita Carla Isabel
Flores Rodriguez, egresada de la Carrera de Imignen Biotecnologia, en
colaboracién de los investigadores del proyectladescuela Politécnica del Ejército, la
Dra. Karina Proafio, Ing. Paola Karina Parraga 2aly Dr. Ricardo Oliva y, por

parte del CIP, el Blgo. Francisco Jarrin.

2.2Zona de estudio

La investigacion se realizO en las instalaciones laie Laboratorios de
Biotecnologia Vegetal de la Escuela Politécnica Eiército (ESPE) localizados en
Sangolqui. Estos se encuentran ubicados a unadta8t 0°20’/ S 0°10’ y longitud: W
78°30°/ W 78° 15" a 2280msnm (IGM).

2.3Periodo de inicio de la investigacion

La investigacion inicio en el mes de marzo del 26d3 y culmind en el mes

deenero del afio 2013.

2.4Disefio Experimental

El disefio experimental aplicado fue un modelo fé&italX4, en el cual se
estudié la influencia de los factores o variabledependientes de Especiey 4
Tiempos sobre la variable respuesta o variable deperai&xpresion génicaPara
afianzar el andlisis de los resultados, se realiz& repeticiones para cada caso. La

Figura 2.1 esquematiza el disefio experimental agdic
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Niveles E; E, E; E,
T: L= T B T: B T: E
T, al T B T2 B T2 E
Ts T3 & T B T3 B T3 Ey
T4 T4 & T4B T4 B T4 By

Figura 2. 1 Disefio factorial 4X4. Siendo, Tn los tiempos er ga va a analizar la expresién génica
TnEn, en cada una de las especies.

2.5Metodologia

2.5.1 Material vegetal

En la presente investigacion se utilizaron genstigtvestres y comerciales de
Solanum sppEl material vegetal se obtuvo a partir de sesiikaministradas por
Centro Internacional de la Papa (CIP) y el Laboratde Biotecnologia Vegetal de la
ESPE (BIOVEG). En la Tabla 2.1 se muestra una g&sén generalizada del material
vegetal empleado en el estudio.

Tabla 2. 1 Descripcién de las entradas de Solanaceas dtilézan el estudio.

No. | Cddigo Nombre Cientifico Genotipo Seccion Procedencia
1 S33 Solanum quitoense Silvestre Lasciocarpa CIP
2 S38 Solanum vestisimum Silvestre Lasciocarpa CIP
3 S60 Solanum lycopersicum Comercial Lycopersicon BIOVEG
var. Syta
4 S61 S_olar_lum_ . Silvestre Lycopersicon BIOVEG
pimpinellifolium

2.5.1.1Condiciones de cultivo

Las semillas fueron desinfectadas a nivel supafficon cloro comercial al
2,7% y germinadas en semilleros que contenian totre sustrato. El riego se efectud
con solucion nutritivadoagland(Hoagland y Arnon, 1950) cada 3 dias. La formah d

medio nutritivo se describe en el ANEXO A.
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Posteriormente a la germinacion, las plantulaspilexamadamente 10 cm de
longitud se trasplantaron a macetas con turbaatieegra y cascajo en proporcion

3:1:1.

Antes de iniciar los tratamientos de estrés salasplantulas de 6 semanas de
edad se aclimataron durante 2 semanas a condidi@nieisiroponia, en recipientes que
contenian 500 mL de solucién nutritivBbaglandcomo sustrato de crecimiento, la cual

fue renovada cada 5 dias.

La geminacion, desarrollo y aclimatacion, se reatim en una camara de
crecimiento acondicionada a una temperatura de24@Q, humedad relativa de 65% y
con un fotoperiodo de 16 h/luz y 8 h/oscuridad.l&frigura 2.2 se muestra parte del

proceso.

A B C

Figura 2. 2 Proceso de obtencion de material vegetal a mlrtgemillas de solanaceas. A. Germinacién
en semilleros, B. Aparecimiento de las primeraa$iwprdaderas, C. Trasplante a macetas y adaptacion

cultivo hidropénico.

2.5.1.2Tratamientos de estrés salino

El ensayo se llevd a cabo en dos fases experireental Fase 1 o Fase de
Tolerancia y la Fase Il o Fase de Incidencia. 8zaron plantulas de 8 semanas de

edad. Los ensayos se realizaron bajo condicionekidieponia en una camara de
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crecimiento acondicionadas a una temperatura de24C, humedad relativa de 65% y
con un fotoperiodo de 16 h/ luz y 8 h/oscuridad.

En laFase | se realiz6 una prueba de tolerancia a la satinidmante 31 dias,
en los genotipo$olanum lycopersicum var. SywaSolanum pimpinellifoliumcon la
finalidad de determinar la concentracion 6ptima gue las plantas responden al estrés.
Las concentraciones utilizadas en los tratamiein@®n de 50, 100 y 150 mM de NacCl

con su respectivo control en solucién nutritivaHtegland.

En laFase I se sometieron a los genotipos Selanum lycopersicum var.
Sytg Solanum pimpinellifolium Solanum quitoenseg/ Solanum vestissimu@ la
exposicion de una dosificacion de NaCl durante, @28y 24 horas, con el objeto de
evaluar su efecto o incidencia inmediata en la esipn génica. Los ensayos
consistieron en un tratamiento control y un tragrto salino en solucion nutritiva de
Hoagland por cada tiempo de exposicion. Adicionalmente, aealizd el
comportamiento fotosintético en las espec&sanum lycopersicum var. Sytg

Solanunpimpinellifoliumasi comasu relacién con la expresion génica

Los efectos en la fotosintesis se determinaronl@onedicion de la eficiencia

fotosintética (Fv/Fm) en el fluorémetro OS-30p eda tratamiento.

2.5.2 Extraccién y cuantificacion de ADN gendémico

En el proceso de extraccion de ADN se utilizé didsas congeladas de cada
genotipo, recolectada al tiempo 0 y se empled @¢bdeedescrito por DNeasy Plant

Mini Kit de la casa comercial Qiagen®, detalladmoatinuacion:

El material vegetal fue macerado en un morteroagaa de nitrégeno liquido
hasta convertirlo en polvo blanquecino fino. Secaton 100 mg del triturado obtenido
en un tubo de 1,5 mL, se le afiadieron 400 ulbdffer de extracciéon APl y se
homogeniz6 con un pistilo. A continuacion se agmegat uL de RNasa, se agitod
brevemente en un vortex y se incubd en bafio marid@minutos a 65 °C, con volteo
cada 2-3 minutos. Concluida la incubacion se adarion 130 uL de buffer AP2, se

mezcld y se incubd en hielo por 5 minutos. El lss&ge centrifugado a 14.000 rpm por
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5 minutos. El sobrenadante se traspas6 a la colUphAahredder y se centrifugd a
14.000 rpm por 2 minutos. El filtrado obtenidotsensfirio a un nuevo tubo de 2 mL
sin dafar el pellet, se le adicionaron 1.5 volureetebuffer AP3/E y se homogenizé
por pipeteo. Posteriormente, se transfirieron 650de la mezcla a una columna
DNeasy Mini, unida a un tubo de recoleccién de 2ynsle centrifugd a 10.000 rpm por
1 minuto. El liquido centrifugado fue descartadeeyrepitié este paso con la mezcla
restante. Terminado este proceso se colocé la mistuenna en un tubo nuevo de
recoleccion de 2 mL, se afadieron 500 uL de buflét, se centrifugd la columna a
10.000 rpm por un minuto y se elimind el filtradengrado. Nuevamente, se agregaron
otros 500 uL de buffer AW y se centrifugd el tubd4000 rpm por un minuto. A
continuacion se situo la columna en un tubo nuev@.8 mL, se adicionaron 50 uL de
buffer de elucion AE, se incubo por 5 minutos ageratura ambiente y se centrifugo a
10.000 rpm por 1 minuto. Se repitid el proceso ddsdadicion de los 50 uL de la
buffer de elucién AE. Todas las muestras fueroraaémadas a -20 °C.

La determinacion de la concentracion del ADN se lizéa por

espectrofotometria mediante el equipo NanoVue™ t&pawtometer.

En base a los resultados de cuantificacion obtenide estandarizo la
concentracion de ADN gendmico de las muestras agliil., mediante una disolucion
con agua DEPC de Invitrogen®. La calidad del aaidoleido se verific6 mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1% (p/vidasfton SYBR® Safe DNA gel stain
(0,15 uL/1 mL de gel) y preparados con TBE 1Xektimacion de la concentracion del
material genético se constato a través de la caojdar visual de la intensidad de las
bandas de ADN con el patron de bandas de los dwes de peso molecular High
DNA Mass Ladder y 1 kb High DNA Mass Ladder de trogen® (Tabla 2.2).

Tabla 2. 2Cantidad de ADN de acuerdo a la intensidad deddetimarcador Low DNA Mass Ladder
Tomado de INVITROGEN, 2002.

Low DNA Mass Ladder
Tamafio del Fragmento Concentracion de ADN
4 ul (ng/uL) al 1% de agarosa
10 000 200 ng 25
6 000 120 ng 15
4 000 80 ng 10
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3 000 60 ng 7,5
2 000 40 ng 5
1000 20 ng 2,5

En el gel, se cargaron 4 uL de marcador de peseaular en el primer pocillo,
y en los siguientes se adicionaron una mezclawed® buffer de carga Blue Juice 10X
de Invitrogen® y 8 uL de ADN. La corrida electradtica se realizé a 120 V y 300 mA
durante una hora. Finalmente, las bandas se fatotE@aron en el transiluminador
uVv.

2.5.3 Identificacion de la region exonica del geMi-1 en raiz

La identificacion de la region exonica del ddirl en ADN de raiz procedente
de cada genotipo dgolanum spse realizé mediante PCR convencional. Se usason lo
primersempleados por Zaraét al. (2008), los cuales amplifican una regién conseavad
de 1000 pb flanqueante entre los 4678 y los 56 d&blgenMi-1. En el Cuadro 2.1 se

muestran la secuencia y caracteristicas dpriogersutilizados.

Cuadro 2. 1 Caracteristicas de Igsimersempleados para identificar la regién exonica delgiel en

los genotipos d&olanum spplomado de: Zaratet al2008.

. Longitud % 1| Ta
Nombre Secuencia Tm (°C o
(eb) | cc | M| gy
1F 5-AACTCGAGAAAAGGAAGTGG-3’ 20 45 58 54
1R 5-CAAGATTGATCCTTTGTTAGACAC-3 24 38 66 62

Calculado mediante: Tm= 2(A+T) — 4(C+G)
“Calculado mediante Ta= Tm — 4

El ensamblaje de la reaccion se llevé a cabo enteiior de una camara de
bioseguridad tipo I CSB 120 con reactivos Invieo®. Las condiciones

estandarizadas de Master mix para la PCR se detlléa Tabla 2.3.

Tabla 2. 3Condiciones de la Master mix empleadas para ldiacign del exdn geMi-1.

Reactivo Ci Cf V final (uL)
Buffer 10x 1x 2.50
MgCl, 50mM 2mM 1
dNTPs 10mM 150uM 0.375

Primer F 100uM 1uM 0.25

Primer R 100uM 1uM 0.25
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Platinum Taq polimerasa 5U/uL 2U 0.40
Agua - - 18.225

ADN 10ng/uL - 2.00

TOTAL 25.00

La amplificacién del exén se realizé en el termiacior Techne-TC-512 con

las condiciones presentes en la Tabla 2.4.

Tabla 2. 4Programa de PCR estandarizado para la amplificatgda region exénica del gen Mi-1

Etapa Temperatura Tiempo N°
(°C) (min) Ciclos
Denaturacion inicial 94 5.0 1
Denaturacién 92 0.45
Alineamiento 55 1.0 40
Extension 72 1.0
Extension final 72 10.0 1

La presencia del producto de PCR se visualizé megligeles de agarosa al
1,5% (p/v), tefidos con SYBR® Safe gel stain (WLEL mL de gel) y preparados con
TBE 1X. Para estimar el tamafio del amplicon desdadb000 pb) se utilizaron los
marcadores de peso molecular Low DNA Mass Ladddigh DNA Mass Ladder de
Invitrogen®. En el gel se cargaron 4 uL de cadacador de peso molecular, en el
primer y ultimo pocillo, y el resto de pocillos fo@ cargados con una mezcla de 2 uL
de buffer de carga Blue Juice 10X de Invitrogen®uyL de ADN. La corrida
electroforética se realizé a 120 V y 300 mA duram@ hora. Finalmente, el gel se

fotodocumento en el transiluminador bajo luz UV.

2.5.4 Extraccion y cuantificacion de ARN total

En el proceso de extraccion de ARN se utilizo maizgelada de cada entrada
solanacea recolectada en los tiempos de muest&ol@Q,y 24 horas de exposicion de
150 mM NaCl. Se empleo el método descrito por ©Rlzeagent de la casa comercial
Invitrogen®, con modificaciones realizadas paraogtimizacion. El protocolo se

detalla a continuacion:

El material vegetal fue macerado en un morteroagaa de nitrégeno liquido

hasta convertirlo en polvo blanquecino fino. Secaton 200 mg del triturado obtenido
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en un tubo de 1,5 mL, se le afiadieron 500 uL déebdé extraccién TRIzol® reagent
y se homogenizé con un pistilo. Nuevamente, segagon otros 500 uL de buffer de
extraccion TRIzol® reagent, se agitd brevementeuenvortex, y se incubd por 10
minutos en hielo. A continuacion, se le agregar@d @ de cloroformo, se mezclé por
volteo y se incubd durante 10 minutos en hieloliggldo fue centrifugado a 4°C a
12.000 rpm por 25 minutos. A continuacion, sadfisieron 600 uL del sobrenadante a
un tubo nuevo de 1,5 ml y se le afadieron 500 @lisdpropanol, se homogenizé
ligeramente por pipeteo y se incubd a -20°C dura@teinutos. Posteriormente, el tubo
fue centrifugado a 4°C a 12.000 rpm por 25 minwose descarté el sobrenadante sin
dafar el pellet. Consecuentemente, al mismo tuble selicion6 1 mL de Etanol al
75%, se agitd por volteo y se centrifugd a 4°CO®Q@.rpm por 30 minutos. Se desechod
el alcohol y se seco el pellet invirtiendo el tudmm la tapa abierta sobre papel secante
durante 10 minutos. Finalmente, al pellet de ARNeseesuspendié en 30uL de agua
DEPC y se almacend a -80°C.

La determinacion de la concentracion del ARN se lia@a por

espectrofotometria mediante el equipo NanoVue™ t&pattometer.

La calidad del ARN se verificO mediante electrofiseen geles de agarosa al
2,5% (p/v) tefidos con SYBR® Safe DNA gel stainl@® ul/1 mL de gel) vy
preparados con TBE 1X. La integridad del aciddaioo se estimé por la presencia de
las bandas ribosomales. En cada pocillo del gebhsgd una mezcla de 2 uL de buffer
de carga Blue Juice 10X de Invitrogen® y 3 uL deNARa corrida electroforética se
realizo a 120 V y 300 mA durante una hora. Finabeeal gel se fotodocumenté en el

transiluminador UV.

2.5.5 Sintesis de ADNc

El proceso de conversion de ARNm a ADNc se reabkdnismo dia del
aislamiento de ARN. En base a los resultados detificacion de ARN, se determind
el volumen necesario para 3 ug de ARN total y $ecéoen un microtubo de 200 uL. Al
tubo se le afadieron 1 uL de buffer 10X DNase uL1de DNase | Amplification
Grade, para eliminar el DNA gendmico contaminantesey adicioné6 agua DEPC

necesaria para completar un volumen de 10 uL. &bdpor 15 minutos a temperatura
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ambiente. Finalmente, se inactivd la DNasa con 1daLEDTA y se incubd en el
termociclador a 65°C, durante 10 minutos.

A partir del ARN tratado con DNase |, se sintetilgd hebra de ADN
complementario. Para la reaccion se coloc6 en snmitubo 1 uL de Oligo dT y 1 uL
de dNTPs a una concentracion de 0.5ul/uL y 10meetsvamente, y se aforé a 14 uL
con agua DEPC. Se incubd en el termociclador a @& minutos y posteriormente
en hielo durante un minuto. Finalmente, se adicmmdulL de First Strand Buffer, 1
uL de DTT y 1 uL de Superscript Il Reverse t@iase, en concentraciones de 5X,
0.1 M y 200 U/uL respectivamente, y se incubaroreletermociclador a 50°C por 60
minutos, a 55°C por 15 minutos y a 70°C por 15 mwsuTodas las muestras fueron
almacenadas a -20 °C. En este proceso se utiligdigh-dT como iniciador 3" de la
reaccion y la enzima transcriptasa inversa paralizat o sintetizar las nuevas

moléculas de ADN copia (ADNc).

La presencia de ADNc se visualizO mediante geleagigosa al 1,8% (p/v),
tefiidos con SYBR® Safe gel stain (0,15 uL/1 mL dB g preparados con TBE 1X. En
el gel se cargaron 4uL de marcador de peso moledelaKb, en el primer pocillo, y el
resto de pocillos fueron cargados con una mezclawede buffer de carga Blue Juice
10X de Invitrogen® y 8uL de ADNc. La corrida elexorética se realizé a 120 V y 300
mA durante 30 minutos. Finalmente, el gel se fotodzento en el transiluminador bajo
luz UV

2.5.6 Diseflo deprimers

Para el disefio de los oligonucleoétidos, se buscaosecuencias de los genes
Mi-1, Lemmi9, Liz-DOX1y GAPDH segun el nUmero de accesion provista por la base
de datos del Centro Nacional de Informacion Bioté@gica (NCBI por sus siglas en
inglés; http://www.ncbi.nim.nih.gov/), y se docuntemon las secuencias en formato

FASTA. Los numeros de accesion de cada gen seilins en la Tabla 2.5.
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Tabla 2. 5Numero de accesion de los genes utilizados pataefio deprimers Datos obtenidos de

NCBI, 2012
GEN NOMBRE ACCESION
GAPDH Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa u97257
Mi-1 Gen de resistencia a nematodo Mil U65668.1
Lemmi9 Gen de la embriogénesis tardia 246654
LEa-DOX1 | Alfa Dioxigenasa AY344534

A continuacion, a cada gen se le realiz6 un alineatm con todas las
secuencias de la base de datos Solgenomic Netv8@h (por sus siglas en inglés;
http://solgenomics.net/tools/blast/index.pl). Sdés secuencias con hitde e-value

iguales a O se escogieron y se almacenaron enttoffASTA.

Posteriormente, las secuencias documentadas searalm en el software
BioEdit® (Version 5.0.9.1) y se buscaron secuenc@assenso de 18 a 24 pb como

candidatos posibles geimers

Las secuencias consenso fueron probadas en ebsefBrimer 3 (version 0.4.0;
http://frodo.wi.mit.edu/) y Oligo Analizer (version 3.1;
http://eu.idtdna.com/analyzer/applications/oligdgpexr/) para determinar su validez y
descartar loprimerscon alta formacién de dimeros e hibridacionespeefficas. Los
criterios de disefio darimersutilizados se describen ANEXO By ANEXO C.

Concluido el proceso de disefio, se procedid a ifaemt similitudes locales
entre otras secuencias mediante un analisis comlgeritmo en linea BLAST
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Para cellse realiz6 un BLASTN de la
secuencia flanqueada por psmerscon la coleccion de secuencias (nr/nt) de la base

de datos. Solo los resultados con scoP®0 fueron escogidos.

La sintesis de logprimers se encarg6d a la casa comercial INVITROGEN, a

través de su proveedor autorizado en el pais. Uem sintetizados estos se
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reconstituyeron a una concentraciéon de 100 uM gua HEPC, se incubaron a 4°C

durante 24 horas y finalmente, se almacenaron°&€-Basta su utilizacién.

2.5.7 PCR en Tiempo Real

2.5.7.1Estandarizacién de las condiciones de amplificacion

La estandarizacion de las condiciones Optimas ddifecacion de los genes
GAPDH (Gen constitutivo)Mi-1, Lemmi9 y LE-DOX (Genes Target) se llevo a cabo
mediante PCR convencional. Inicialmente, se deteyrid temperatura de alineamiento
en ADN genomico, y se verifico la presencia de ogela en el transcrito (ADNc). La
especificidad de loprimersy expresividad del gen constitutivo se validé &T¢PCR.

Se utilizé el material genético de cada una deuasro especies en estudio.

En la optimizacion de la temperatura de alinearoiet¢ los primers se
emplearon las condiciones naster mixestablecidas para la amplificacion del exén del
gen Mi-1 y se varié la concentracion daimers a 200 nM como recomienda el
protocolo propuesto por SYBR GreenER gPCR Superfitix ABI PRISM de

Invitrogen. Las condiciones de Master Mix se detaén la Tabla 2.6.

Tabla 2. 6 Condiciones generales Master mix.

Reactivo Ci Cf V final (uL)
Buffer 10x 1x 2.50
MgCl, 50mM 2mM 1
dNTPs 10mM 150uM 0.375

Primer F 100uM 200uM 0.5

Primer R 100uM 200M 0.5

Taq polimerasa 5U/uL 2U 0.4
Agua - - 18.425
ADN 10ng/uL - 2.00

TOTAL 25.00

En funcion de los valores de temperatura de ful@m, melting temperature
por sus siglas en ingles) de lmsmersque amplifican para los gen€APDH y Mi-1,
se determiné la temperatura de alineamiento de acheer y se realiz6 un ensayo de
PCR en gradiente. En la programacion del termaticlala temperatura de
alineamiento se probo en un rango de entre 52177a°€ con intervalos de 3°C, como
se especifica en la Tabla 2.7.
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Tabla 2. 7Programa de PCR para la amplificacion de los g&#é2DH y Mi-1.

Etapa Temperatura Tier_npo _N°
(°C) (min) Ciclos
Denaturacion inicial 94 5.0 1
Denaturacién 92 0.45
Alineamiento 52.7 - 61.7 1.0 40
Extension 72 1.0
Extension final 72 10.0 1

Posteriormente, en base a los resultados, se @eia temperatura consenso de
hibridacién y se realiz6 la amplificacion de longeGAPDH, Mi-1, Lemmi9 y LEk-
DOX1mediante PCR convencional en ADN gendmico y eraakcrito (ADNCc).

Todos los resultados fueron visualizados en gelg#eosa al 3% (p/v), tefildos
con SYBR® Safe gel stain (0,15uL/ImL de gel) y araplos con TBE 1X. Para
estimar el tamafio de los productos de PCR setiznarcador de peso molecular
Low DNA Mass Ladder de Invitrogen®. La corrida etetorética se realiz6 a 120V y

300mA durante una hora.

Una vez establecida la temperatura de alineamiemt® CR convencional, se

procedi6 a validar la temperatura de alineamientqReT-PCR en ADNCc.

La amplificacion de los gengSAPDH Mi-1, Lemmi9 y LE-DOX1 se llevo a
cabo en una PCR trifasica en el equipo ABI PrisB07Real-Time PCR System
(Applied Biosystems). El estudio de la especifididi losprimersse evalué mediante
un analisis de los picos de disociacion y loslesele expresion del gen constitutivo se

valoraron en base al valor ciclo umbral (Ct), eB@ftware v1.4 de Applied Biosystem.

Para los ensamblajes de las reacciones de PCRmepatireal se usaron platos
Microamp® Optical 96-well Reaction Plate (AplliedoBystems). Los platos fueron
sellados con adhesivos Opticos Microamp®0Optical esile Film (Applied
Biosystems). Cada reaccion se ensambld por trgdica se siguidé el protocolo de
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propuesto por SYBR GreenER gqPCR SuperMix for ABII$NR de Invitrogen,
modificado a un volumen final de reaccién de 26aino se indica en la Tabla 2.8.

Tabla 2. 8 Condiciones de la Master Mix empleadas para laliicacion.

Reactivo Ci Cf V final (uL)
SYBER Green 2X 1x 12.50
Primer F 10uM 200nM 0.50
Primer R 10uM 200nM 0.50
Agua - - 10.5
ADNc - - 1.00
TOTAL 25.00

El programa de gRT-PCR se realizd bajo las mismasdiciones de
denaturacion, alineamiento y polimerizacion de GRPconvencional y se adaptd un
ciclo para incubacién UDG, inactivacion UDG vy aatiion de la Polimerasa, como se

describe en la Tabla 2.9.

Tabla 2. 9 Programa de PCR en Tiempo Real estandarizaddganaplificacion

Segmento Tempoeratura Tiempo N° ciclos
(°C)
Incubacion UDG 50 2.0 min
. .7 . e 1
Inactivacion UDG_ y activacion de la 95 10.0 min
ADN polimerasa
Desnaturalizacién 92 0.45 seg.
PCR Alineamiento 55.7 1.0 min 40
TRIFASICA Polimerizacion * 72 1.0 min
95 15 seq.
60 1 min
. S, 95 15 seg. 1
Picos de disociacion 60 15 seq,

* Recoleccion de datos
2.5.7.2Cuantificacién relativa de la expresion génica

El nivel de expresion génica se midié en base #&rveiclo umbral (Ct)
registrado en el Software v1.4 de Applied Biosysteas valores de Ct se determinaron

para las cuatro especies de solanaceas en losateExperimentacion establecidos.
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Inicialmente, se ensamblaron 3 reacciones pararetgnstitutivaGAPDH vy se
estimaron los valores de Ct. Posteriormente, sailéakl factor de dilucion para un Ct
especifico, a fin de corregir los valores Ct del demna y eliminar variaciones debidas a
errores de pipeteo, degradacion parcial del ARNferehcias en la eficiencia de la

retrotranscripcion a ADNc. La formula empleadalausiguiente:

ffi — zfrr—frp

Siendo, Gt el valor de Ct maximo y Gtel valor de Ct promedio obtenido.
Finalmente, con los valores dd obtenido para cada una de las muestras se calculd
volumen de agua DEPC requerida para diluir el ADNediante la férmula:

Va = (Vixfd) — Vi

Donde, Va: es el volumen agua DEPC que se debér afi@&DNc para alcanzar
un valor de Ct homogéneo para todas las muesthseg el volumen de ADNc que se

quiere diluir.

Una vez diluidos los ADNc, se analizaron los nigale expresion génica ti-
1, Lemmi9 y LE-DOXL1.Los valores de Ct registrados por el Software dk.Applied
Biosystem se exportaron a una hoja de célculo Exaad cuantificaron los cambios
relativos en la expresion de cada gen, medianteéeddoAACt propuesto por Livak y
Schmittgen, (2001), la siguiente formula fue ntiia:

Exp= 27 AACt
Donde, Ct es el numero del ciclo umbralAxCt = [Ct gen target (Trat.
experimental) — Ct gen constitutivo (Trat. expemtad)] — [Ct gen target (Trat.

control) — Ct gen constitutivo (Trat. control)].

Para el calculo deAACt se asumid que la reaccién tuvo una eficiendid 0@%

y que cada gen que se comparo tenia la misma meadie
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2.5.8 Analisis estadistico
El analisis estadistico se realiz6 en el softwklB EPSS statics 20. A los datos

obtenidos se les sometié a un analisis univariaM®VA y prueba post-hoc de DHS-

Tukey para una probabilidad del 95%.

55



CAPITULO 3: RESULTADOS

3.1Tratamiento de estrés salino

El ensayo se llevé a cabo en dos fases experireental Fase 1 o Fase de

Tolerancia y la Fase Il o Fase de Incidencia

En la Fase |, se realiz6 una prueba de tolerantdaasalinidad durante 31 dias,
y se evaluaron los cambios fenotipicos: morfolégi€tbacidez foliar, pérdida de la
rigidez del tallo, necrosis foliar, clorosis y maitez) y fisiologicos (fotosintesis), en las
especies solanacedolanum lycopersicum var. Syta Solanum pimpinellifolium
expuestos a 50, 100 y 150 mM de NaCl en solucidmitiwa de Hoagland bajo
condiciones de hidroponia.

En la Figura 3.1 se visualiza los cambios morfadgide cada especie bajo el

efecto de las cuatro dosis de NacCl.

En las plantas d&olanum pimpinellifoliun{S61) no se observaron cambios
morfologicos durante la experimentacion a diferande las plantas d&olanum
lycopersicum var. SytéS60). Las plantas dgolanum lycopersicum var. SW860)
cultivadas a una concentracion de 50 mM no mostraistomas de estrés en el primer
dia, en contraste con las plantas expuestas a dwsyeres, que presentaron una
disminucién en la rigidez del tallo y flacidez emsl|hojas. A los 15 dias, éstas
experimentaron un decaimiento significativamentaoneue las plantas estresadas con
100 y 150 mM de NaCl, las cuales exhibieron enhgyss necrosis, clorosis, marchitez

y defoliacion.

A los 31 dias, los individuos expuestos a 50 ym®0de la sal presentaron un
decaimiento generalizado, mientras que las sonsetidd0 mM murieron.
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CAMBIOS FENOTIPICOS

Tiempo S60 S61
(de)
C 50Mm 100mM 150mM C 50Mm 100mM 150mM
1
15
31

Figura 3. 1 Comportamiento Fenotipico en los genotipoSdenum spp diferentes concentraciones de
NaCl. S61:Solanum pimpinellifoliumS60Solanum lycopersicum var. SyaFlacidez foliar; b: Pérdida
de la rigidez del tallo; c: Necrosis foliar; d:Gdsis; e:Marchitez y defoliacién; f: Muerte. dealdi de

exposicion. N/C: Cambios no observados

Para determinar los efectos producidos en la ffutiesis se midié la eficiencia
fotosintética (Fv/Fm) con el fluorémetro OS-30p cada tratamiento (Tabla 3.1.0s
datos obtenidos mostraron una disminucion del igldFm en las plantas d&olanum
lycopersicum var. SytéS61), en contraste con las plantasSdéanum pimpinellifolium
(S60). En la Tablae presenta los valores obtenidos de Fv/Fm como medasde 2

cuantificaciones independientes.
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Tabla 3. 1 Comportamiento de la eficiencia fotosintétiEa/fFm) en funcion al tiempo de exposicion de

NaCl a diferentes concentraciones.

TIEMPO (de)
ESPECIE | NaCl (mm) |___nicio* 1 12 =
Fv/Fm Fv/Fm Fv/Fm Fv/Fm
0 0,794+0,003 0,791#0,001  0,79+0,004  0,700+0,001
50 0.790+0,008  0,785x0,007 0,789+0,003  0,755+0/003
S60 100 0,782+0,003  0,785¢0,003 0,771¢0,d01  0,789+0,006
150 0,794t0,008  0.79:0,0d3  0,785x0,001  0,785:0,003
0 0.867+0,001 0,879+0,004 0.851+0,001  0,870%0,007
50 0,867+0,001 0,797+0,000 0,704:0,003  0,604+0013
bl 100 087130003  0.71%0,006  0,609+0,007 0,42
150 0,872+0,003  0,599+0,001  0,339+0,003 0

*Medicién tomada al inicio del ensayo
de: Dias de exposiciéon de NaCl
Fv/Fm: Eficiencia fotosintética
S61Solanum pimpinellifolium
S60:Solanum lycopersicum var. Syta

Los resultados demostraron que la concentraciGtb@emM genera un estres
inmediato y creciente a nivel morfolégico y fisigiéo (fotosintesis), por tanto se
defini6 a esta concentracion como la dosis éptimeestrés y se evalud su efecto o
incidencia inmediata en la expresion del gdirl y los genes asociados con la
tolerancia a la salinidad:emmi9 y LE-DOX1, para cada tratamiento establecido en la

Fase Il Los resultados se muestran en el apartado 3.6.3.

3.2ldentificacion de la presencia del exon del geMi-1 en raiz

El primer paso para la identificacion del exon deh Mi-1, fue aislar y
cuantificar el ADN genomico a partir de 100 mg déz rprocedente de las entradas
solanaceas estudiada. Para el proceso de extraaxiémpleo el protocolo de DNeasy

Plant Mini Kit de la casa comercial Qiagen®.
La determinacion de la concentracion del mateealégico obtenido se realizé

mediante espectrofotometria, el cual generé bussmsgtados en cuanto a la cantidad

de ADN. Los resultados se especifican en la Taldla 3
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Tabla 3. 2 Concentracion de ADN de las muestras obtenidaami& DNeasy Plant Mini Kit
(Qiagen®, 2006).

Muestra Concentracion ng/ulL
S33 116
S38 136
S60 124
S61 95

El ADN obtenido de cada entrada solanacea fueddila 10 ng/uL para su
amplificacion. En la Figura 3.2 se visualiza pardos los casos, un material genético
integro, evidenciandose como una sola banda siradiagion. EI ADN aislado fue de
alto peso molecular y su concentracion de 10 n@idelcorroborada con los patrones de
bandas del marcador Low DNA Mass Ladder de INVITHEDG

pb  1Kb S60 S61 S33 S38 Low pb

12216
2000
1200

800

2036
1636

1018 400

506 200

100

Figura 3. 2 Visualizacion del ADN genomico diluido a 10 ng/ub gel de agarosa al 1% (p/v) tefiido
con SYBR® Safe DNA gel stain correspondiente sekgsecies S36S. quitoense)$38(S. vestisimuin
S60 (S. lycopersicum var. Syta) §61 (S. pimpinellifolium).1kb y Low DNA Mass Ladder son los
marcadores de peso molecular. La banda de 800mmiadena concentracion de ADN aproximada a 10

ng/uL.

Luego se realizo la amplificacion de la region egardel genMi-1 mediante
PCR convencional, la cual generé en todas las espec producto especifico de ~1000
pb. El fragmento amplificado corresponde a la neggddnica funcional flanqueante
entre los 4678 y los 5676pb del geinl (Figura 3.3). Estos resultados permitieron la
utilizacién de las cuatro especies para los asatlei la expresion localizada del gen
mediante qRT-PCR.
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pb  High S60 S61  S33S38 Low pb

2000
1200
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Figura 3. 3 Visualizacién de los fragmentos de PCR amplifisagara la regién exénica del geii1,
en gel de agarosa al 1,5% (p/v) tefiido con SYBR®las especies S3F.( quitoenge S38 6.
vestisimun), S60 (S. lycopersicum var. syta) y S@L pimpinellifolium)High DNA mass ladder y Low

DNA mass ladder son los marcadores de peso malecul

La intensidad de los fragmentos especificos obtsnidra la region exonica del
genMi-1 denota una adecuada concentracion de los ampdigonea alta eficiencia de
los protocolos de amplificacién optimizados. Adi@aémente, la igualdad de bandas
indica la consistencia de los ensayos.

3.3PCR en Tiempo Real

3.3.1 Estandarizacion de la condiciones de amplificacion

La técnica de qRT-PCR permite determinar los mefille expresion génica
mediante el estudio de los transcritos (ARNmM) de mmuiestra, por lo que fue necesario
aislar ARN total procedente de cada entrada sotan@n los tiempos de muestreo 0, 8,
12 y 24 horas de los tratamientos experimentalsgsyrespectivos controles. Para el
analisis fue necesario transcribir el ARNm en ADdypia (ADNCc), ya que ésta técnica
basa sus estudios en ADN de doble cadena. Tamdtalintegridad del ARN extraido,
la calidad del ADNc, asi como el disefio Optimopdieners constituyen los principales
factores que determinan la especificidad de la dicgadion.
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Para la extraccion de ARN total, se empled el n@telscrito por TRIzol®
reagent de la casa comercial Invitrogen®. El procgenerd buenos resultados en
cuanto a la cantidad con un promedio de 2.669 yddutual indica una alta eficiencia
el protocolo de extraccion. En la Tabla 3.3 selldgtdas concentraciones de ARN total

obtenidas.

Tabla 3. 3 Concentracion de ARN de las muestras obtenidasamie TRIzol® reagent de Invitrogen®

Tratamientos Tratamientos
Muestra Tiempo Repeticion oyl = ESREIiENE G
Concentracion A2
Concentracion ug/uL
ug/uL

0 R1 1.793 4.910

R2 1.168 4.601

8 R1 2.564 2.182

R2 2.704 2,914

12 R1 1911 2.384

S33 R2 1.554 2.242
24 R1 2.114 2.566

R2 1.810 2.435

0 R1 1.619 3.313

R2 1.705 2.641

8 R1 4.219 3.282

R2 3.225 2.84

12 R1 1.611 1.184

S38 R2 1.672 3.053
24 R1 2.912 2.546

R2 2.377 1.415

0 R1 2.639 1.910

R2 2.182 1.601

8 R1 2.546 4.182

R2 2.714 3.714

12 R1 1.901 2.714

S60 R2 1.551 2.352
24 R1 2.114 2.546

R2 1.810 2415

0 R1 3.139 2.813

R2 2.252 2.641

8 R1 1.546 3.182

R2 1.871 2.804

12 R1 1.631 1.184

S61 R2 1.532 3.053
24 R1 2.014 2.546

R2 1.710 1.415

La calidad e integridad del ARN se evaluo6 por lespncia de bandas de ARN
ribosomal en geles de agarosa. Como se aprecia EBigura 3.4 todas las muestras
presentaron bandas de ARN ribosomal 28S y 18Stdepaso molecular y bandas de
ARN pequefios de bajos peso molecular bien defini@stos resultados denotan una
alta calidad del acido nucleico y un adecuado mmcee extraccion. Ademas la
homogeneidad de las bandas en todas las muesuas ique el proceso fue
optimizado, es reproducible y viable para realigpescesos de sintesis de ADNc y
andlisis de expresion en gRT-PCR.
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Co Cc8 1z C24 TO T8 T12 T24
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Co C8 C12 C24 T0 T8 T12 T24
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—— e T e S - O S — e T —

Figura 3. 4 Visualizacion del ARN total en gel de agarosa.&bo (p/v) tefiido con SYBR® Safe DNA
gel stain. S33 (Solanum quitoense), S38 (Solanwtisumun), S60%. lycopersicum var. Sytg)S61 S.
pimpinellifoluim) Tiempos de muestreo 0, 8, 12 y 24 horas. C: iatstos Control. T: Tratamientos

Salinos. R: Repeticién.
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El ADNCc se sintetiz6 a partir de 3 ug de ARN tokah. la Figura 3.5 se observa que
el ADNc obtenido no presenta bandas sobre los pB36o que indica que no existe
ADN contaminante que pueda interferir en los arsatie expresion de PCR en tiempo

real.

60 __S61

pb 1Kb 0 8 12 24 0 8 12 24 8 12 24 0 8 124

12216

2036
1636

1018

506

33 _S38

pb 1Kb 0 8 12 24 0 8 12 240 8 12 24 0 8 12 24

Figura 3. 5 Visualizacion del ADN complementario (ADNc) eel gle agarosa al 1.8% (p/v) tefiido
con SYBR® Safe DNA gel stain. S3S.(quitoense)$38 S. vestisimun)$60 S. lycopersicum var.
Syta)y S61 §. pimpinellifoluim) Tiempos de recoleccion 0, 8, 12 y 24 horas da eagecie tratada
con 150 mM NaCl. 1Kb DNA Mass Ladder es el marcattopeso molecular.

Los primers se disefiaron en funcion a las recomendacionesckmitigen,
(2007) y Saikia, (2008). La especificidad de todims primers fue evaluada en el
software Primer3. Los valores dany’ generados fueron menores a 4 y los valores de
3" en todos los casos fueron igual a 0 (ANEXO Djs lvalores de DeltaG de cada
primer analizado en el software en linea Oligo Analicdr, 8eneré valores mayores a -
2 Kcal.moll para horquillas y valores mayores a -5 Kcalhpaira dimeros dprimers

(ANEXO E). Estos resultados demuestran una tenaeleformacion de horquillay
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generacion de dimeros minima, caracteristica defidigjue viabiliza el uso de los
primers para procesos de PCR. Las secuencias y cartickeigenerales de los

primersse muestran en la Tabla 3.4

Tabla 3. 4 Descripcidn de las caracteristicas de los deriosersdisefiados para qRT-PCR.

Gen Nombre Secuencia Tm (°C) Prod.
GP F TCAAGGATGAGAAGACACT 50.08
GAPDH ™ 5p R TTGTCCTTGTCAGTGAAGA| 5221 | 139
Mi-1 M_i F TGGTGCTGTAGGTGTTGGT 42.86
Mi R CACATCCAACTGACTGAAC 40.00 147
Lemmi9 LEAF AGGAGGTTAGAGGCAGATAG 54.03 147
LEAR TGAGGAACACGAAAATAGAG 58.39
LEa- LDX F AGGAGGTTAGAGGCAGATAG 52.86
DOX1 LDX R TGAGGAACACGAAAATAGAG 53.00 224

Las similitudes locales entre las secuencias fleaadas por loprimersy la
coleccion de secuencias (nr/nt) del NCBI generésecore mayor a 200 (ANEXO F)
entre especies del géneB8blanum.Estos resultados aseguraron una amplificacion

especifica para el organismo y el gen en estudio.

Una vez sintetizado el ADNc y disefiado pogners se procedio a determinar la

temperatura Optima de alineamiento de los cebadores

Inicialmente se realiz6 la amplificacién de los g@8APDH y Mi-1mediante
PCR convencional de gradiente, y se determinonhgpégatura optima de alineamiento
en 55.7°C, donde se generaron los productos eggerads genes amplificados en
ADN gendmico de las especigs lycopersicum var. SytaS. pimpinellifoliumfueron
especificos, a diferencia de las espe8eguitoensey S. vestisimuryue presentaron
fragmentos inespecificos adicionales. En la Figlifase visualizan los productos de

amplificacion para cada especie de solanacea adtudi
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Figura 3. 6 Visualizacion de los genddi-1 (Mi) y GAPDH GP), en geles de agarosa al 3% (p/v)
tefiido con SYBR®. S335( quitoensg S38 §. vestisimun)S60 S. lycopersicum var. Sytg S61 6.
pimpinellifolium).Low DNA mass ladder es el marcadores de peso nialec

La temperatura de 55.7°C también fue éptima paramalificaciéon de los
genesLemmi9y LEa-DOX. En la Figura 3.7 se visualizan los productoP@R en
ADN procedente d&olanum lycopersicum var. Syta (S61), Solanum pefolium
(S60), Solanum quitoense (S33) y Solanum vestisHa3).
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Figura 3. 7. Visualizacion de los genddi-1, GAPDH, Lemmi9 y Le-DOX en geles de agarosa al 3%
(p/v) tefiido con SYBR® en las especies S33duitoensg S38 §. vestisimun),S60 (S. lycopersicum

var. syta) y S618. pimpinellifolium)Low DNA mass ladder es el marcadores de peso mialec

La presencia de los productos de amplificacion tdmise visualizdé en el
transcrito (ADNc), como se observa en la Figura B8amplificacion para cada gen

fue especifica en todos los genotiposSdéanum spp
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Figura 3. 8. Verificacién de la presencia de los gem¢isl, GAPDH, Lemmi9 y lLeDOX1 en el
transcrito (ADNc) en geles de agarosa al 3% (pfefiido con SYBR®. S33S( quitoensg S38 6.
vestisimun),S60 (S. lycopersicum var. syta) y S&. pimpinellifolium).Low DNA mass ladder es el

marcadores de peso molecular.

Para la validacion de la temperatura de alineamiemtdiante qRT-PCR, se
amplificaron los gene&APDH (Control interno)Mi-1, Lemmi9 y LEx-DOX1 (Genes
Target) mediante una PCR trifasica y se comprobd la elgideid de losprimers
mediante un analisis de los picos de disociaciam.l& Figura 3.9 se muestra la
presencia de un pico de disociacion para cada getodas especies de solanacea

estudiadaEstos resultados indican que a una temperaturabdédcion de 55.7°C se

amplifica un solo fragmento.
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Figura 3. 9 Picos de disociacion correspondientes a los gdirvds GAPDH, Lemmi9, y LE-alfa-DOX
una temperatura de fusion de 55.7 °C en las espsolanaceas S338.(quitoensg S38 §. vestisimun),

S60 (S. lycopersicum var. syta) y S&L pimpinellifolium).

El andlisis del nivel de expresioARN) del gen constitutiv®@APDH registrado
en el Software v1.4 de Applied Biosystem generdrea de Ct iguales a 23 en las
especies solanaceds. quitoense, S. vestisimun, S. lycopersicum vgia $ S.
pimpinellifolium (Figura 3.10). Este resultado pone en manifiest® lqucantidad de
templado inicial es igual en todas las especiesigy @ la temperatura de 55, 7°C se

amplifican los fragmentos esperados. Ademas, erd Ct obtenido demuestra que la
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cantidad de ARNm es alta, resultado que confirmefitaacia del proceso de extraccion
de ARN. La cinética de la reaccion generd una c@x@onencial creciente, lo que
refleja un incremento de la fluorescencia proparai@l aumento de ADN amplificado

en cada ciclo.

360

ARN

—s61
33

Ct/(Ciclo umbral) f} ——s38
[ y

2 1 ———Control negativo
;gp\m/
-~
.
0.00 —

1 234567 8510111213 1815181NB192021 32324252627 F8 105031 57 33 34 35 36 57 38 3040

Ciclo

Figura 3. 10 Nivel de FluorescenciaARn) vs. Numero de ciclo del gen constitut@&PDH S33 &.
quitoensg S38 6. vestisimun)$60 (S. lycopersicum var. syta) y S&L pimpinellifolium).

Todas las muestras presentaron la misma fasedénamplificacion ARn=9), lo
gue indica que los reactivos se consumieron enxapaolamente la misma cantidad,

resultado que denota una 6ptima amplificacion.

3.3.2. Cuantificacion relativa de la expresion génica enRT-PCR

El analisis de cuantificacion se realizdé en lastrouaspecies de solanaceas

recolectadas en los tiempos 0, 8, 12 y 24 horas.

Se determiné el valor Ct promedio de 3 reacciorea gl gen constitutivo
GAPDH yse calculé el factor de dilucion para un Ct de&8n de corregir los valores
Ct del gen diana y eliminar variaciones debidas@es de pipeteo, degradacion parcial

del ARN o diferencias en la eficiencia de la reanscripcion a ADNc. EL andlisis de

69



expresion no evidencié cambios significativos, @ gorrobora su uso como control
interno de la reaccion de PCR. Estos resultadosifieron iniciar los analisis bajo un
mismo nivel de referencia. Los volumenes finaletademuestras de ADNc se detallan
en la Tabla 3.5.

Tabla 3. 5 Valores de Ct promedio, fd y Va de ADNc

Variedad (TIL%T;)S(; (prorite dio) Factor/dilucion VZTD&J? g
0 22,74 1,2 2,96
8 22,35 1,6 8,54
S60 12 20,81 4,6 53,45
24 21,08 3,8 41,76
0 22,65 1,3 4,12
8 20,9 4,3 49,31
S61 12 22,76 1,2 2,71
24 22,61 1,3 4,66
0 22,51 1.4 6,07
8 21,52 2,8 26,84
S33
12 22,31 1,6 9,20
24 21,68 25 22,45
0 22,69 1,2 3,60
8 22,72 1,2 3,21
S38
12 21,07 3,8 42,16
24 22,69 1,2 3,60

Una vez diluido el ADNc, se midio el nivel de exgite génica déMi-1 y los
genes relacionados con la tolerancia a la saliniggaami9y LEa-DOX1 en relacién al
gen constitutivd/GAPDH de cada entrada solanécea. El nivel de expresi@vaud en

base al valor ciclo umbral (Ct) registrado en dh&are v1.4 de Applied Biosystem.

En las Figuras 3.11, se pueden observar los nividefuorescencia del gen
Mi-1 en relacién al control internBAPDH en las especieS. quitoense, S. vestisimun,
S. lycopersicum var. Syta y S. pimpinellifolidgh Software no registré valores de Ct,
datos que son necesarios para el célculo de ceanitn relativa. La cinética de la
reaccion fue lineal, lo que indica que el niveled@resion es basal y no se induce por

estrés salino.

70



S60 S61
GAPDH 2 — GAPDH
c
£ o
3 <
I.II ..................
i Me— VTR
Ciclo Ciclo
S33 S38
~—GAPDH SR b GAPDH
c
4 g
< <,
Ciclo Ciclo

Figura 3. 11 Nivel de FluorescenciaARn) del gerMi-1 relativo al gen constitutiv®APDH S33 &.
quitoensg S38 6. vestisimun)$60 . lycopersicum var. Sytg S61 §. pimpinellifolium).

El andlisis de la expresion del geemmi9si registrd valores de Ct, resultados
que posibilitaron su posterior cuantificacion (Fmu3.12). Los valores de Ct
disminuyeron a medida que aumento el tiempo dessipo de 150 mM de NaCl en
todas las especies de solanaceas estudiadasoEtedCt es inversamente proporcional
a la cantidad de templado inicial presente en lastna, lo que manifiesta que la
expresion del gehemmi9es altamente regulado por NaCl a medida que iramtarel
tiempo de exposicion a la sal. La cinética de é&cen presentd una curva exponencial

creciente y la misma fase final de amplificacién@aos los tiempos, lo que indica que
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la amplificacion fue 6ptima. EIl gen constituti@®APDH no evidencié un cambio en su
expresion validando los resultados del analisisudatificacion relativa del gen.
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c c
e
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GAPDH =—0hpe 8 hpe 12hpe =24 hpe Control negativo

Figura 3. 12 Nivel de Fluorescencia\Rn) del ger_emmi9relativa al gen constitutivGAPDH, en los
tiempos de muestreo 0, 8, 12 y 24 horas. S33 (&emse), S38 (S. vestisimun), S60 (S. lycopersicu
var. syta) y S61 (S. pimpinellifolium).

El andlisis de la expresion del géma-DOX1 si registrd valores de Ct,
resultados que permitieron los céalculos de cuaatifon (Figura 3.13). Los valores de
Ct disminuyeron a medida que aumento el tiempoxgesicion de 150 mM de NacCl.
Este resultado manifiesta que la cantidad de tetopilaicial aumenta a medida que

incrementa el tiempo de exposicion de NaCl, lo geenuestra que este gen es
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altamente regulado por la sal. La cinética de daai®n presentd una curva exponencial
creciente y la misma Fase final de amplificacionaatos los tiempos, lo que indica que
la amplificacion fue optima. El gen constitutiGAPDH no evidencié un cambio en su

expresion lo que afianza los resultados del asalisi
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Figura 3. 13 Nivel de FluorescenciaARn) del gerLE-a-DOX relativa al gen constitutiv&@APDH, en

los tiempos de muestreo 0, 8, 12 y 24 horas. S33q(8oense), S38 (S. vestisimun), S60 (S.
lycopersicum var. syta) y S61 (S. pimpinellifolium)
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Posterior al analisis de los niveles de expres®hod genesemmidy LEa-
DOX1, se realizé la cuantificacion relativa de cada wmediante el métodaACt
propuesto por Livak y Schmittgen (2001).

Los resultados demuestran que la expresion del lgemmi9 se ve
incrementada a medida que aumenta el tiempo desiexio con la sal elsolanum
pimpinellifolium, Solanum quitoensg Solanum vestisimyny se ve disminuida en
Solanum lycopersicum var. Sysalas 12 y 24 horas (Figura 3.14). Estos resutado
demuestran que las especies silvestreéSalienumpresentan un alto grado de tolerancia
a la salinidad.
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Figura 3. 14 Expresion relativa del gdremmi9en las especies de solanaceas S33 (S. quito&3e),
(S. vestisimun), S60 (S. lycopersicum var. syt&6y (S. pimpinellifolium). He: horas de exposicin
150 mM de NaCl.

El andlisis estadistico ANOVA demostré que existéarencias significativas
(p-valor <0,09 en la expresion deemmi9de todas las especies estudiadas a medida
gue aumenta el tiempo de exposicion de 150 mM d&,Ma@amo se muestra en la Tabla
3.6. Estos resultados evidencian que la exprebgenLemmiQvaria de acuerdo a las
caracteristicas morfolégicas y fisiologicas de casjzecie.
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Tabla 3. 6 Andlisis estadistico ANOVA de la expresiéon garieLemmi9

Variable N R Y]

Expresion Génica 32 1,00 3,9

Tiempo 307,99 3 102,66 4141,68 <0,0001
Especie 21,85 3 7,28 203,85 <0,0001
Tiempo_Especie 21,37 9 2,37 95,78 <0,0001
Error 0.40 16 0,02

Total 351,60 31

*+kAltamente significativo

Para determinar la diferencia de la expresion gédiELemmi9entre cada
variable, se efectué un anadlisis de DHS-Tukey pdi@renciar subconjuntos
homogéneos. En la Tabla 3.7 se observa que eld@vekpresion génica es diferente en
todas las especies. Sien8olanum pimpinellifoliunia especie que mas expresa el gen
bajo condiciones de estrés salino, respecto a ¢asasl especies. Este resultado
demuestra que los mecanismos de proteccionSdanum pimpinellifoliumson

eficientes y suficientes para contrarrestar lostefedel estrés para su supervivencia.

Tabla 3. 7 Analisis de comparacion multiple de la expregénica dd.emmi9por especie

SUBCONJUNTO
ESPECIE N 1 > 3 7
Solaum vestisimun 3,2565
DHS de TukeySolanum lycpersicum var. Syta | 8 3,5263
ab Solanum quitoense 8 3,9529
Solanum pimpinellifolium 8 5,3988
Sig. 1,000 1,000 1,000 | 1,000
a. Usa el tamafio muestral de la media armonic@608,

b. Alfa = 0,05.

El analisis con la variabl€iempq demostré que el nivel de expresion génica
entre cada intervalo es diferente significativaraenincrementa a medida que aumenta
el tiempo de exposicion de la sal en todas lascespéTabla 3.8). Siendo las 24 horas
el tiempo donde hay mayor expresion del transdotque indica que las plantas frente
a largos periodos de estrés incrementan la sindesia proteina para neutralizar los

efectos de la sal.
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Tabla 3. 8 Analisis de comparacion mdltiple de la expregiénica de.emmi9por tiempo de exposicién

TIEMPO N SUBCONJUNTO
(hpe) 1 2 3 4
0 8 1,0648
8 8 2,0317
T?Jtsydﬁ, 12 8 6,3424
24 8 7,6954
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000
a. Usa el tamafio muestral de la media arménic@G08,
b. Alfa = 0,05.

hpe: horas poststeriores a la exposicion de 1504&(I.

En los resultados de los calculos de cuantificacéfativa del ge.Ea-DOX1,
se demostrd que la expresion en todas las espgeessnta un incremento a medida que
aumenta el tiempo de exposicion con la sal. Endark 3.15 se muestra la expresion
relativa del gerLE-a-DOX1 en las especies estudiadas, expresados como m&iias
de dos cuantificaciones independientes. Estostagid demuestran que la especies
silvestre deSolanum pimpinellifoliunpresentan un mayor grado de tolerancia a la
salinidad en comparacién con las espesieguitoense, S. vestisimui$. lycopersicum
var. Syta
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Figura 3. 15 Expresion relativa del gdrEa-DOX1en las especies de solanaceas S38itoensg S38
(S. vestisimun S60 6. lycopersicum var. Sytg S61 §. pimpinellifoliun.
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Los resultados del analisis estadistico ANOVA ddmaosn que existen
diferencias significativaspfvalor <0,05 en la expresion deEa-DOX1 de todas las
especies estudiadas a medida que aumenta el tigenpgposicion de la sal, como se
demuestra en la Tabla 3.9. Resultados que puedemade de las diferentes

caracteristicas morfolégicas y fisiologicas de casjzecie.

Tabla 3. 9 Andlisis estadistico ANOVA de la expresion génieLEa-DOX1

Variable N R Y]
Expresion Génica 32 0,99 13,39
F.v SC €] CM F p-valor ****
Tiempo 189,36 3 63,12 358,26 <0,0001
Especie 112,79 3 37,60 213,39 <0,0001
Tiempo_Especie 47,11 9 5,23 29,71 <0,0001
Error 2,82 16 0,18
Total 352,09 31

***xAltamente significativo

El analisis de DHS-Tukey para diferenciar subcotgsithomogéneos, demostré
que el nivel de expresion génica enBelanum quitoensg Solanum vestisimues
similar e iguales estadisticamengev@lor >0,05. Similar comportamiento presento el
subgrupo conformado pddolanum lycopericumvar. Syta Solanum vestisimurLa
expresion enSolanum pimpinellifoliumes diferente en todas las especies, y es el
genotipo que mas expresa el gen bajo condicionestdés salino, respecto a las demas
especies. Estos resultados corroboran una vez oedagespecie silvestr®olanum
pimpinellifoliumpresenta un alto grado de tolerancia a la salinidad

Tabla 3. 10 Andlisis de comparacion multiple de la expregiénica dd.E-a-DOX1por especie

ESPECIE N SUBCONJUNTO
1 2 3
Solaum vestisimun 8 1,5825
Solanum lycpersicum var

DHS de Tukey Syta 8 2,0825 2,0825

ab Solanum quitoense 8 2,5375
Solanum pimpinellifolium 8 6,3325
Sig. 121 ,175 1,000

a. Usa el tamafio muestral de la media arménicQG08,

b. Alfa = 0,05.
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El andlisis con la variabl€iempq demostré que el nivel de expresion génica
entre cada intervalo es diferente significativareefptvalor >0,05 e incrementa a
medida que aumenta el tiempo de exposicion delJ@isdodas las especies. Siendo a
las 24 horas donde hay mayor expresion del traosta Tabla 3.11 muestra el analisis

para la variable tiempo.

Tabla 3. 11 Andlisis de comparacién mdaltiple de la expregjiénica dd.E-a-DOX1 por tiempo de

exposicion
TIEMPO N SUBCONJUNTO
(hpe) 1 2 3 4
0 8 ,0475
8 8 1,9025
oS de 12 8 4.0063
y 24 8 6,5788
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000
a. Usa el tamafio muestral de la media arménicQG08,
b. Alfa = 0,05.

Finalmente, se realizd un estudio para determinaxiste una relaciéon en la

eficiencia del proceso fotosintético con la expgiegjénica.

La eficiencia fotosintética (Fv/Fm) d&olanum lycopersicum var. Sytse vio
afectada a medida que aumento el tiempo de exposaon la sal, al contrario de
Solanum pimpinellifoliunen la que se mantuvo constante como se puede apeecia
Figura 3.16.
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Figura 3. 16 Relacion de la Eficiencia fotosintética (Fv/Fmhda Expresién Génica. S61 (Solanum
pimpinellifolium). he: 0, 8, 12 y 24 horas de exigas de 150 mM de NaCl. Medias + SD, n=2; p<0.05.

Adicionalmente en la Figura 3.16 se puede obsemnarda expresion deemmi9
disminuyd entre las 12 y 24 horas de exposicionlaeespecie comercial Syta al
contrario del incremento en la especie silvesiaanum pimpinellifolium.Estos
resultados se relacionan con los obtenidos deegfi@m fotosintética, lo que da un
indicio de que probablemente el gen esté relacmoad la proteccion del cloroplasto y
la tolerancia a la salinidad. Ademas, la sobreesipnedel gerLEa-DOX1 en Solanum
pimpinellifolium respecto a la expresion &olanum lycopersicum var. Sytque fue
menor entre las 12 y 24 horas, lo que manifieseappsiblemente el gen incremente la

capacidad de proteccion
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CAPITULO 4: DISCUSION

4.1 Efectos morfoldgicos y fisioldgicos del estrés sab en plantas

La salinidad es el mayor problema en la producaignicola. El cloruro sédico
es la sal mas frecuente en los suelos salinodtesaamcentracion ocasiona en la planta
un efecto osmotico y un efecto idnico toxico queral a la fisiologia y su metabolismo
(Carvajalet al.,2000).

El efecto osmotico empieza a ser visible aproximeatdge a una concentracion
de 40 mM (Fricke y Peters, 2002), razén por la enagl presente estudio se realizo una
prueba de tolerancia a 50, 100 y 150 mM de NaCh gaterminar los efectos del estrés
salino. En este ensayo se utilizO la variedad coislercomercial Syta deS.
lycopersicumy la especie silvestr®. pimpinellifoliumgspecies que presentan distintos
grados de tolerancia a la salinidad desde bajitesaraveles de tolerancia (Nuetal.,
1995; Goykovic y Saavedra del Real, 2007).

Los resultados de las pruebas de tolerancia asesatého mostraron qus.
lycopersicum var. Syta&s una especie sensible, ya que a concentracEh&eo0,
150mM de NaCl se observaron sintomas caractegstiecestrés como flacidez en las
hojas y disminucion del vigor del tallo en respaeat efecto osmoético. Durante
periodos prolongados las hojas exhibieron clorosiscrosis y un decremento
progresivo de la fotosintesis, ademas de una deioh severa como respuesta al efecto
hiperidnico en el medio celular. Al finalizar lossayos, los individuos expuestos tanto
a 50 como a 100 mM presentaron un decaimiento gkremto, siendo letal para los
individuos sometidos a una dosis de 150 mM. SeddinmDsamy et al., (2005), S.
lycopersicumes una especie glicofita que puede tolerar coildatles eléctricas
(ECc) menores o iguales a 2,5 d3.r(20.5 mM NaCl) y por encima de este umbral de
tolerancia puede resultar tdxica e incluso letalnto mayor es el tiempo de exposicion
(Goykovic y Saavedra del Real, 2007).
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En cambio, las pruebas de tolerancia en el tomitesge S. pimpinellifolium
no evidenciaron cambios tanto a nivel morfologicmo fisiolégico. Segun el INIA
(2009) y Cuarteroet al. (1992), S. pimpinellifoliumes una especie tolerante a la
salinidad que incrementa la suculencia y la conparitacion del Na lo que

posiblemente le permite contrarrestar la toxicidenxca de la sal.

La diferencia de la tolerancia entre las espeSielycopersicum var SytaS.
pimpinellifoliumpodria deberse a la cantidad de Meumulado en el sistema aéreo de
la planta. Segun experiencias realizadas por ®tias (2009) corS. pimpinellifoliumy
la variedad de tomate comercial Moneymarker, maesgue el radio de acumulacion
[Na']sist-aerea/[Ngraiz en la especie silvestre es mucho menor egidel al radio de
acumulacion de la especie comercial. Adicionalmedtaset al. (2009) corrobora sus
estudios con los datos de microarray, los cualpsri@on la sobreexpresion del gen
SOSIlde tomate. Este gen que esta envuelto en labdisiéin del Na entre los 6rganos
de la planta, reteniendo el ion en el tallo pasvenir su ingreso en las hojas. Por lo que
posiblemente en este estu@opimpinellifoliunrestrinja la acumulacién del Nan las
hojas de una manera mas eficiente §ué/copersicum var Syfzara evitar los efectos

toxicos del ion.

4.2 1dentificacion de la presencia del exdn del gedi-len raiz

La identificacion del exon del gevli-1 en raiz se inicidé con la extraccion de
ADN del material vegetal mediante el DNeasy PlanhiNKit de la casa comercial
Qiagen®. El protocolo fue eficiente ya que se oigiton concentraciones superiores a
los 90ng/uL de ADN. La presencia de una sola baimdegradacion facilito el uso de
este ADN como plantilla para la amplificacion debe del gerMi-1.

El ADN de raiz de cada uno de los cuatro genotg@Solanum sppresento
un solo fragmento amplificado de ~1000 pb, el coatesponde a la regién exénica del
gen Mi-1, resultado que se corrobora con los obtenidos &N Ade hoja en
investigaciones realizadas por Carretal., (2012). La presencia de la region exonica

del genMi-1 viabilizé el analisis de la expresion localiza@h gen mediante gRT-PCR.

81



4.3PCR en Tiempo Real

Una de las técnicas aplicadas en biologia molequéaa el analisis de la
expresion génica es la PCR en tiempo real. Téaneadepende de la alta integridad
del ARN extraido, de la calidad del ADNc sintetiaaddel disefio d@rimers,ya que
son factores que determinan la especificidad denlalificacion.

La extraccion de ARN de alta calidad es el primmmametro en optimizarse
para un diagnoéstico molecular exitoso. En el priesestudio el ARN se obtuvo de cada
una de las entradas solanaceas a diferentes tieteposestreo (0, 8, 12 y 24 horas). La
extraccion del ARN se realiz6 con el reactivo TRIEeel cual fue un método eficiente,
con el que se obtuvieron concentraciones de apemlamente 1.3 a 4 ug/uL. Estas
concentraciones fueron suficientes para facilitananejo de volumenes en la sintesis
de ADNc (Chomeznski & Sacchi, 1987). La calidad ABIN se evalu6 en base a dos
parametros basicos: La pureza en relacion de asuebA260/280 y A260/230 y la
integridad del ARN por la visualizacion de las baside ARN ribosémico, 28S y 18S
en geles de agarosa como sugieren Farell (200@WEHU (2012).

La técnica de qRT-PCR permite determinar los mefile expresion génica
mediante el estudio de los transcriptos de una tmaud3ara el analisis es necesario
transcribir el ARNm en ADN copia (ADNc), ya queténica basa sus analisis en ADN
de doble cadena (Valasek & Repa, 2005). En la ptesevestigacion, antes de realizar
la sintesis de ADNCc, fue preciso tratar las mussteaARN con la enzima ADNasa para
eliminar ADN genomico residual, ya que la técnioa ECR en tiempo real es
extremadamente sensible y detecta ADN genOomicoaoanante en las muestra de
ADNCc, lo cual afectaria de forma significativa a dapecificidad del resultado de
expresion génica (Valasek & Repa, 2005).

En la sintesis de ADNc se puede utilizar la cadtida 10 pg a 5 ug de ARN
total y para ensayos en gPCR-RT se requiere poreloos de 1 ug (Invitrogen, 2004;
Invitrogen, 2011).En base a estos datos, en eépreproyecto se normalizé la cantidad
de ARN a 3 ug en todas las muestrasSdelycopersicum, S. pimpinellifolium, S.
quitoensey S. vestissimunLa normalizacion de la concentracion de ARN totallas

muestras es requerida para evitar cambios en t@ggp del gen constitutivo, ya que si
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la expresion varia es debido a cambios en la cahtitk RNA total empleada en la
sintesis de cDNA y no a cambios en su expresionV(BIRU, 2012). Ademas,

cantidades mayores a 2 ug afianzan la amplificag@secuencias de individuos que se
conoce poco o nada de su genoma y cyyawers han sido disefiados a partir de

secuencias de individuos con un grado de parenteggaercano.

La sintesis de ADNCc se realiz6 el mismo dia déhaigento del ARN, ya que el
almacenamiento del ARN puede implicar su degradagtocantidades diferentes de
ARN entre cada una de las muestras podria afeatqurdcision cuantitativa de la
expresion (Bustin, 2002; Valasek & Repa, 2005).

El disefio deprimers se realiz6 en funcion a los criterios propuestos p
Schmittgen, (2007), quien recomienda que la longitel primer deberia de estar entre
18 a 24 nt, la longitud del amplicon sea menor @ Ebtemperatura de fusion de entre
50 a 60C y el porcentaje de GC entre el 35% a 65%.

En los andlisis de expresion relativa se compatia ¢a cantidad de ARNm de
un gen especifico respecto a la cantidad de ARNnmurdegen constitutivo, cuya
expresion no varia en las condiciones experimental®s genes constitutivos
comunmente usados en estudios de defensa y meoandamestrés en plantas son la
actina, el gliceraldehido-3-fosfato deshidrogen&ss,genes ribosomales y el factor 1
de elongacion (Sturzenbaum & Kille, 2001; Beser al, 2002; Deaat al,
2002; Thomaet al, 2003). En este estudio el géAPDH fue escogido como control
interno, ya que ha evidenciado niveles de expresidistantes con muy pocos cambios
bajo condiciones experimentales en plantas de toiffgaistin, 2005; Expositoet al
2008; Rivaset al.,2008).

La especificidad de todos Igsimersfue evaluada en Primer3. Los valores de
“any’ generados fueron menores a 4 y los valores den3fodos los casos fueron
iguales a 0. Estos resultados reflejan que la temaale losprimers a hibridar entre
ellos es minima y la probabilidad de generaciondiieeros deprimers durante la
reaccion de PCR es nula. Adicionalmente, la endityi@ de Gibbs o Delta G de cada
primer fue analizado en el software en linea Olgmalicer 3.1. El programa genero

valores mayores a -2 Kcal.rfopara horquillas y valores mayores a -5Kcal:hpmra
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dimeros deprimers (homodimeros/heterodimeros), lo que indicd queplasers son
viables para el analisis de qRT-PCR (Saikia, 2@iB;2012).

Se evalud las similitudes locales entre las secagnitanqueadas por los
primers mediante un andlisis con el algoritmo en linea BIA con el objeto de
asegurar una amplificaciéon especifica para el asgamy el gen en estudio, como
sugiere Anderson y Brass (1998). El analisis genarécore> 200 entre secuencias de
especies del génerBolanum lo que indic6 que el grado de conservacion de la
secuencias es muy alto y por lo tanto estan relad@as biolégicamente (Anderson &
Brass, 1998). Estos resultados dieron un indiciquie probablemente estas secuencias

también se encuentren conservadas en especieselxian Lasiocarpa.

La PCR convencional de gradiente ha sido usadarpaltgples aplicaciones en
PCR (Prezioso & Jahns, 2000). En esta investigas®ntiliz6 para determinar la
temperatura de alineamiento de pognerscon el fin de minimizar y optimizar el uso
de reactivos de la PCR en tiempo real, ya quetel @isto de sus reactivos limitd

significativamente su aplicacion.

La temperatura consenso para la amplificacion degknesMi-1, GAPDH
Lemmi9y LEa-DOX1 fue de 55. 7C. La amplificacidn inicialmente se realiz6 en ADN
genomico y fue especifica en las especies de t@dsetycopersicon, a diferencia de
las especies de la seccion Lasiocarpa que presenfaagmentos inespecificos
adicionales; sin embargo, la amplificacion en ADNe especifica en todas las
especies. La presencia conservada de los gendstramserito de las cuatro especies
demuestra que las especies estan relacionadagib#itente, resultado que viabilizo la

amplificacion de todas las muestras en gRT-PCRIbajmismas condiciones.

La validacién de la temperatura de alineamientcoa yes$pecificidad de los
primersen qRT-PCR se realiz6 mediante un analisis decidision. El analisis genero
un solo pico para todas las muestras, lo cual anldipresencia de un solo fragmento de
amplificacion en la reaccion (Dorak, 2007). Estesuttados demuestran que el disefio

deprimersy la concentracién de los mismos fueron los épsimo
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El analisis de la expresion del gen constitutivgBT-PCR permitioé reducir los
posibles errores generados al comparar los niveéesxpresion en las muestras
analizadas del gen de interés (Kubital, 2006). En esta investigacion, la cinética de
la amplificacion del gen constitutivo GAPDH regato en el Software v1.4 de Applied
Biosystem, generd valores de Ct promedio igual€3 &n todas las especies. Los
valores de Ct en cada tratamiento presentaron ragirariaciones unos con otros, lo
cual indica que todas las muestras presentarorxiaggdamente la misma cantidad
inicial de ARNm del gen en las células estudiatgaset al.,2009). Segun Pfaffl, en
el 2004, la estabilidad de la expresion del gersitttivo permite que el céalculo de

cuantificacion relativa de un gen diana sea efteigrreproducible.

En gRT-PCR la cuantificacion relativa se utilizagpabtener la magnitud de los
cambios fisiolégicos en los niveles de expresidnudeien en estudio en comparacion
con uno o mas genes de referencia (Pfaffl, 2004).cuantificacion se basa en la
comparacion de los valores Ct del gen diana cgemlde referencia. En este estudio se
utilizé el método AACt, modelo que supone una eficiencia Optima e ic&nt
(correspondiente al 100%) en la reaccién de PCR tdal gen en estudio como del gen
de referencia (Livak & Schmittgen, 2001).

El Software v1.4 de Applied Biosystem no registafoves de Ct para el géfi-
1, lo que imposibilitd los calculos de cuantificacidva ausencia de la expresion del gen
Mi-1 demostré que la expresion de este gen no se inghrcestrés abiotico, como la
salinidad, lo que sugiere que el gen activa sustesitia cuando la proteina Mi-1
(Proteina R) interactia especificamente con otrateipas de la planta que han sido

modificadas o secretadas por un agente biético el & Woffenden, 2003).

El Software v1.4 de Applied Biosystem si registatoves de Ct para los genes
Lemmi9y LEa-DOXL1 Todos los valores de Ct registrados fueron menar83. La
cinética de la reaccidn presento una curva expaaecreciente con un patron clasico
sigmoideo. Estos resultados viabilizaron y afiaomalos analisis de cuantificacion.
Segun Godoy , en el 2008, los valores de Ct mayar88 con amplificaciones de
curvas sin un patron clasico demuestra un valaramzluyente (descartable) que pudo

derivarse por la presencia de un contaminante, ifitapiones inespecificas o
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demasiados ciclos (>40) y cuando los valores des@t menores a 33 con
amplificaciones de curvas sin un patron clasicmegamente se deben a errores de
pipeteo, degradacion de la muestra o variabilidath @oncentracion derimers lo que

amerita un ensayo de confirmacion.

El nivel de expresion del gehEa-DOX1 en todas las especies fue
significativamente diferente. La expresion del genncrementd a medida que aumenté
el tiempo de exposicion de la sal. En todas las@sg, el incremento de la expresion
inicio a las 8 horas, alcanzando un maximo a lasd®ds. Estos resultados concuerdan
con los estudios realizados por Tiragthal. (2004), donde se observa que la expresion
de LEa-DOX1enraiz es altamente regulado por tratamientos salemire las 8 y 24
hora. Resultados similares se obtuvieron con laiesxin del gel.emmi9en Solanum
pimpinellifolium, Solanum quitoense y Solanum s@stin al contrario deSolanum
lycopersicum var. Sytgue alcanzé su maximo hasta las 12 horas. Estaeddia
evidencia que la expresion del gen varia de acueitde caracteristicas morfoldgicas y

fisiologicas de cada especie.

Los resultados de la expresion génicaeammily LEa-DOX1y su correlacion
con los estudios de tolerancia y medicion de l&iexicia fotosintética entre los
genotipos silvestres y comerciales de tomate demamesjue las proteinas LEA
sintetizadas pot.emmi9 cumplen una funciéon importante en la tolerancias&rés
salino. Ingram y Bartels, en el 1996, manifiestae tas proteinas LEA estabilizan las
membranas y protegen las estructuras y proteinagames. Ademas en estudios
realizados por Kimet al, en el 2005, demuestran que la eficiencia detqzo
fotosintético también esta relacionada con la estpredel gen, ya que la proteina LEA
retarda el decremento de la clorofila en la hgtatalizando la membrana tilacoidal. En
el cultivar Syta de la presente investigacion, iEméhucion de la expresion del gen
Lemmi9y la consecuente disminucion de la proteina, friebaente condujo al dafio
celular, evidenciadose como efectos degradativosl genotipo, tanto morfolégicos

(necrosis, clorosis, entre otros), como fisiolégi¢imtosintesis).

En Solanum pimpinellifoliunos genet.emmi9y LEa-DOX1 fueron altamente
regulados por la salinidad. La sobreexpresiohEeDOX1 en esta especie respecto a

la expresion en el tomate comercial Syta, indicgosible incremento en la capacidad
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tolerancia ante largos periodos de estrés, ya stgegen codifica para una enzima que
cataliza la oxigenacion de acidos grasos paraudgr la la formacién de oxilipinas,
mensajeros quimicos implicados en la repuesta sigfertontra el dafio oxidativo y
muerte celular (Mollet al, 2007; Wasternack, 2007).

En las especies silvestres Sielanum quitoensg Solanum vestisimyrl nivel
de la expresion de ambos genes fue menor aBalanum pimpinellifoliumsin
embargo no se descarta su tolerancia, ya que edi@stagronémicos realizados por
Fanoret al., en el 2000, han catalogado a la naranjilla y spe@es silvestres, como
plantas que presenta una tolerancia moderadaasinalad por NaCl.

A partir de estos resultados se puede concluilajtécnica de PCR en tiempo
real utilizada en analisis de expresion génica eg il y eficiente para procesos de
seleccion de especies idoneas como fuentes impestde genes para el mejoramiento
genético de variedades comerciales. Gracias aésta en la presente investigacion
se ha podido correlacionar la respuesta de plailt@&stres ante un estrés salino a nivel
molecular, fisiolégico y morfolégico y ha permitiddefinir caracteres propios
involucrados con la tolerancia. Los datos obtenisiggonen el primer paso para la
obtencion de variedades solanaceas de alto vatoercial y alto grado de tolerancia a

salinidad en el Ecuador.
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES

. Las pruebas de tolerancia a la salinidad mostrguen la concentracion y la
duracién a la exposicion de las sales en el saetofactores determinantes en el

crecimiento y desarrollo de las plantas.

. El método de TRIzol® reagent empleado para la esitha de ARN, fue 6ptimo
para el aislamiento en tejido radicular, ya queoltivieron concentraciones

entre 1.3 a 4 ug/uL de éste acido nucléico.

. El andlisis de especificidad de Ipsmersrealizado mediante los software en
linea Primer3 y Oligo Analicer 3.1 mostraron vatode formacién de horquillas
y homodimeros/heterodimeros minimos, los cualediromaron el correcto

disefio de los primers para el analisis de qRT-PCR.

. El andlisis de similitudes locales de las secusnitégamqueadas por lqgwimers,
se realiz6 con el algoritmo en linea BLAST y genarbscore> 200 entre
secuencias de especies del géngotanum lo que indica un alto grado de

conservacion de la secuencias.

. La estandarizacion de las condiciones de ampliicaen PCR convencional,
permitieron la optimizacion de reactivos para l&RP&iantitativa reduciendo el

tiempo y los costos para lograr una amplificacisitosa.

. Se establecid que la temperatura de alineamientm@&jpara la amplificacion en
PCR en tiempo real de un solo fragmento de losggdnré, GAPDH LemmiQy
LEa-DOX1 fue de 55.7 ° C.

. En esta investigacion, se logré determinar queeelMi-1 no se induce por

estrés salino, lo que sugiere que la expresiorstdegen esta altamente regulada
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por otro tipo de estimulos como el estrés biotiamvpcado por la infeccion del
nematoddvieloidogyne spp.

8. Se determind que la expresionldammi9en Solanum lycopersicum var. Syga
encuentra relacionada con el comportamiento figioldy morfolégico de la
planta, ya que se observd una disminucion de @eefiia fotosintética y un
decaimiento generalizado cuando disminuia la eiqretel gen.

9. En Solanum pimpinellifoliupnal contrario, no sevidenciaron cambios en el
fenotipo relacionado a la expresiéon del gen, yadajirecremento de la expresion
durante el ensayo no afecté el comportamientoldigioo y morfolégico de la
planta. Esto demuestra que las proteinas LEA siatis por el gen cumplen

una funcion importante en la tolerancia al estafisG.

10.La expresion de los geneéemmi9y LEa-DOX1 en Solanum pimpinellifolium
fue mayor que en las especies silvestBdanum quitoensg/ Solanum
vestisimuny a la especie comerci@olanum lycopersicum var. Syta, que
confirma la relacion entre estos genes de resistgnias condiciones de estrés

salino a la qu&olanum pimpinellifoliunesta expuesta en su habitat natural.

11.Los resultados encontrados en los genotipos gibgestde Solanum
pimpinellifolium muestran que los genéemmi9y LEa-DOX1 se encuentran
involucrados en la tolerancia al estrés salino aeplanta, por lo podrian
constituir una fuente potencial de genes para gbram@iento genético de

variedades comerciales.
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1.

3.

4.

CAPITULO 6: RECOMENDACIONES

Se recomienda investigar nuevos protocolos de eifma de RNA de tejidos
con un alto contenido de polisacaridos, proteind§pigos para mejorar la

calidad de las muestras.

Es importante realizar en un futuro un estudio préfundo de identificacion de
genes que confieran tolerancia a la salinidad yise@si como determinar la
expresion de los mismos en las distintas espeaesothnaceas con el fin
seleccionar especies idoneas para cada secciondgr pmplementarlos en

futuros procesos de fitomejoramiento.

Se deberia realizar un andlisis de expresion gdamcdiferentes érganos de la
planta para correlacionar su expresion con los tefeanorfologicos y
fisiol6gicos generados durante el estrés.

Se sugiere implementar una Fast-PCR (PCR bifasycaisenar primers

especificos para este tipo de amplificacion coobgto de optimizar el tiempo

de la reaccién y poder analizar un mayor nUmenmuaestras.
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