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RESUMEN 

Este proyecto de investigación tuvo como finalidad identificar la expresión del gen Mi-1 en el 
mecanismo de resistencia a diversos tipos de estrés. Adicionalmente, se analizó la expresión de los 
genes Lemmi9 y LEα-DOX1 involucrados en la adaptación y tolerancia a la salinidad. Las respuestas 
fueron analizadas en tejido radicular recolectado de las especies de la familia solanácea “Solanum 

lycopesicum var. Syta” (Genotipo comercial), “Solanum pimpinellifolium”, “Solanum quitoense” y 

“Solanum vestisimun” (genotipos silvestres) bajo condiciones de estrés salino. Las muestras fueron 
recolectadas a las 0, 8, 12 y 24 horas de exposición de 150 mM NaCl. Los resultados mostraron 
valores de Ct  para los genes Lemmi9 y LEα-DOX1, y para el gen Mi-1 fueron indeterminados. Estos 
resultados indicaron que el gen Mi-1 solo media la resistencia en plantas cuando éstas han sido 
expuestas a un estrés de tipo biótico. La cuantificación génica relativa  de los genes Lemmi9 y LEα-

DOX1 sugiere que la sobre expresión del gen Lemmi9 está involucrada directamente en la 
tolerancia a la salinidad en plantas silvestres, y el gen LEα-DOX1 probablemente incremente esta 
capacidad. Los datos obtenidos suponen el primer paso para la obtención de variedades 
solanáceas de alto valor comercial, y con alto grado de tolerancia a salinidad en el Ecuador. 
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INTRODUCCIÓN 

Uno de los principales factores limitantes de la producción agrícola a nivel mundial es la 
salinización de los suelos, el cual es un problema que se deriva del exceso de pastoreo, la 
contaminación con agroquímicos, la deforestación de las áreas semihúmedas y semiáridas, y 
fundamentalmente de las prácticas de regadío (Dajic, 2006). Se estima que de los 230 millones de 
hectáreas de terreno sometidas a irrigación, cerca de 45 millones (el 19.5 %) tienen problemas de 
salinidad (Dajic, 2006), y cada año se suman a estas  aproximadamente 2 millones de hectáreas 
más (1% del suelo agrícola a escala mundial) (Tujeda, 2007). Según estimaciones de la FAO (2002), 
la tierra de regadío de los países en desarrollo aumentará un 27 por ciento entre los años 1996 y 
2030, lo que conllevará a una progresiva degradación del suelo que lo inutilizará para la 
agricultura, además de ser un peligro para la seguridad alimentaria, ya que se estima que la 
población humana, alcance en el año 2050 cerca de 9.300 millones de habitantes, lo que hará 
necesario el aumento en un 50% de la producción global de alimentos (UNFPA, 2001). 
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La agricultura es la base fundamental de la estructura geoeconómica de muchos países de América 
Latina y el Caribe (FAO, 1997). En el Ecuador el 66.8% de los ingresos económicos de la población 
son generados por las actividades agrícolas, pero lamentablemente alrededor del 70,7 % de los 
productores sufren los efectos de la salinidad de los suelos (INIAP, 2005). Se han planteado 
diferentes soluciones para tratar de mitigar esta problemática social, económica y ambiental. Una 
alternativa sostenible y sustentable es la aplicación de biotecnologías para la búsqueda y 
obtención de nuevas variedades de plantas tolerantes a condiciones adversas como la salinidad. Es 
de suma importancia establecer genotipos, cuya variabilidad genética sea conocida (Argentel, 
2010), ya que los genotipos silvestres constituyen un importante pool genético para el 
fitomejoramiento de las variedades comerciales. 

 
El efecto del estrés salino en plantas se traduce en la inhibición del crecimiento y desarrollo, y los 
efectos son generados a niveles morfológicos, fisiológicos y moleculares (Munns, 2002). 

 
Algunos genes como el LEA y α-DOX, han sido ampliamente estudiados, y se encuentran 
involucrados en la adaptación y tolerancia a la salinidad . El gen Lemmi9 de tomate codifica para el 
grupo 6 de proteínas LEA que son de carácter hidrofóbicos. La sobreproducción de estos 
compuestos tiene un efecto protector, ya que mantienen al mínimo los requerimientos de agua 
celular e impiden la cristalización de proteínas y otras moléculas importantes durante el estrés 
salino (Kim et al., 2005). Los genes de alfa dioxigenasas (α-DOX) codifican la biosíntesis de enzimas 
que catalizan la oxigenación de ácidos grasos, para dar lugar a la formación de mensajeros 
químicos como las oxilipinas implicadas en la repuesta defensiva contra el daño oxidativo y muerte 
celular (Molle et al., 2007; Wasternack, 2007). En tomate están representadas por una pequeña 
familia de genes que comprende al menos tres miembros: LEα-DOX1, -2, -3, de los cuales solo LEα-
DOX1 es sensible a la sal, y tiene una expresión específica en raíz (Ananchanok et al., 2004). 

 
El gen Mi-1 es miembro de la familia de genes de resistencia (R) perteneciente a la superfamilia de 
los genes de unión a nucleótidos (NB) y repeticiones ricas en leucina (LRR). Este gen está 
conformado por tres exones, de los cuales dos son traducidos a proteína; además, presenta un 
intrón de 1306pb y otro de 75pb. El gen codifica una proteína de 1257 aminoácidos (Milligan et al., 
1998). La proteína NB-LRR sintetizada presenta un dominio amino terminal CC (coiled-coil) y se las 
conoce como CC-NB-LRR o proteínas CNL (McHale et al., 2006). La proteína inhibe la reproducción 
de tres especies de nematodos formadores de nudo Meloidogyne arenaria, M. incognita y M. 
javanica (Brown et al., 1997), mediante una reacción de hipersensibilidad, respuesta que difiere 
para el caso de otros patógenos para los cuales también confiere resistencia (McDowell & 
Woffenden, 2003), como: el áfido de la papa Macrosiphum euphorbiae (Rossi et al., 1998) y los 
biotipos B y Q de la mosca blanca Bemisia tabaco (Nombela et al., 2003). Esta resistencia solo se 
expresa fenotípicamente cuando la temperatura del suelo es inferior a los 28 °C, caso contrario los 
nematodos se reproducen de manera similar en cultivos resistentes como en susceptibles 
(Dropkin, 1969). 

 
En la actualidad, no se encuentra en literatura en el que la resistencia al estrés salino se 

desencadene cuando una proteína Mi-1 detecta el estímulo abiótico. Es por ello que en esta 
investigación se estudia la expresión del gen Mi-1 bajo condiciones de estrés salino. Esto permitirá 
determinar y fundamentar si la expresión del gen es únicamente dependiente del estrés biótico. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Material vegetal 
 
El material vegetal se obtuvo a partir de semillas de los genotipos silvestres Solanum quitoense, 

Solanum vestisimum y Solanum pimpinellifolium, y comerciales de Solanum lycopersicum var. Syta. 
 
Antes de iniciar los tratamientos de estrés salino, las plántulas de 6 semanas de edad se 
aclimataron durante 2 semanas a condiciones de hidroponía, en recipientes que contenían 500 mL 
de solución nutritiva Hoagland como sustrato de crecimiento, la cual fue renovada cada 5 días.   
 
La geminación, desarrollo y aclimatación, se realizaron en una cámara de crecimiento 
acondicionada a una temperatura de 24 ± 2 °C, humedad relativa de 65% y con un fotoperiodo de 
16 h/ luz y 8 h/oscuridad. En la Figura 2.2 se muestra parte del proceso. 
 
Tratamientos de estrés salinos 
 
El ensayo se llevó a cabo en dos fases experimentales: la Fase 1 o Fase de Tolerancia y la Fase II o 
Fase de Incidencia. Se utilizaron plántulas de 8 semanas de edad. Los ensayos se realizaron bajo 
condiciones de hidroponía en una cámara de crecimiento acondicionadas a 
una temperatura de 24 ± 2 °C, humedad relativa de 65% y con un fotoperiodo de 16 h/ luz y 8 
h/oscuridad. El diseño experimental aplicado fue un modelo factorial 4X4, en el cual se estudió la 
influencia de los factores o variables independientes de 4 Especie y 4 Tiempos, sobre la variable 
respuesta o variable dependiente: Expresión génica. Para afianzar el análisis de los resultados, se 
realizaron 2 repeticiones para cada caso. El análisis estadístico se realizó en el software IMB SPSS 
statics 20. A los datos obtenidos se les sometió a un análisis univariante ANOVA y prueba post-hoc 
de DHS-Tukey para una probabilidad del 95%. 
 
Identificación del exón del gen Mi-1 
 
Se inició con la extracción de ADN de raíces de cada genotipo, recolectada al tiempo 0 y se empleó 
el método descrito por DNeasy Plant Mini Kit de la casa comercial Qiagen®. La identificación de la 
región exónica del gen Mi-1 en ADN de raíz procedente de cada genotipo de Solanum spp se 
realizó mediante PCR convencional. Se usaron los primers empleados por Zárate et al. (2008), los 
cuales amplifican una región conservada de 1000 pb flanqueante entre los 4678 y los 5676pb del 
gen Mi-1. 

 
PCR en tiempo real 

Se inició con el proceso de extracción de ARN de raíz de cada entrada solanácea recolectada en los 
tiempos de muestreo 0, 8, 12 y 24 horas de exposición de 150 mM NaCl. Se empleó el método 
descrito por  TRIzol® reagent de la casa comercial Invitrogen®, con modificaciones realizadas para 
su optimización.  
 
Para la síntesis de ADNc, se determinó el volumen necesario para 3 ug de ARN total y se 
estandarizó las condiciones óptimas de amplificación de los genes GAPDH (Gen constitutivo), Mi-1, 
Lemmi9 y LEα-DOX (Genes Target) mediante PCR convencional. Inicialmente, se determinó la 
temperatura de alineamiento en ADN genómico, y se verificó la presencia de cada gen en el 
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transcrito (ADNc). La especificidad de los primers y expresividad del gen constitutivo se validó en 
qRT-PCR. 
 
El nivel de expresión génica se midió en base al valor ciclo umbral (Ct) registrado en el Software 
v1.4 de Applied Biosystem. Los valores de Ct registrados por el Software v1.4 de Applied 
Biosystem se exportaron a una hoja de cálculo Excel y se cuantificaron los cambios relativos en la 
expresión de cada gen, mediante el método ∆∆Ct propuesto por Livak y Schmittgen, (2001). Para 
el cálculo del ∆∆Ct se asumió que la reacción tuvo una eficiencia del 100% y que cada gen que se 
comparó tenía la misma pendiente. 

 
 
RESULTADOS Y DISCUSION 

Tratamiento de estrés salino 
 
Los resultados de las pruebas de tolerancia a estrés salino mostraron que S. lycopersicum var. Syta 
es una especie sensible (Figura 1 y Tabla 1), ya que a concentraciones 50,100, 150mM de NaCl se 
observaron síntomas característicos de estrés como flacidez en las hojas y disminución del vigor 
del tallo en respuesta al efecto osmótico. Durante periodos prolongados las hojas exhibieron 
clorosis, necrosis y un decremento progresivo de la fotosíntesis, además de una defoliación severa 
como respuesta al efecto hiperiónico en el medio celular. Al finalizar los ensayos, los individuos 
expuestos tanto a 50 como a 100 mM presentaron un decaimiento generalizado, siendo letal para 
los individuos sometidos a una dosis de 150 mM. Según Chinnusamy  et al., (2005), S. lycopersicum 
es una especie glicofita que puede tolerar conductividades eléctricas (ECc) menores o iguales a  
2,5 dS.m-1   (20.5 mM NaCl) y por encima de este umbral de tolerancia puede resultar tóxica e 
incluso letal cuanto mayor es el tiempo de exposición (Goykovic y Saavedra del Real, 2007). 
 

 

Tiempo 
(de) 

CAMBIOS FENOTIPICOS 

S60 S61 

 
C     50Mm   100mM   150mM 

 
C     50Mm   100mM   150mM 

 
 
 

1 

 

 

 

 
  A ab N/C 

 
 
 

15 
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 ac abcde abcde N/C 

 
 
 

31 

 

 

 

 
 abcde abcde f N/C 

 
Figura 1 Comportamiento Fenotípico en los genotipos de Solanum spp a diferentes concentraciones de NaCl. 
S61: Solanum pimpinellifolium; S60:Solanum lycopersicum var. Syta a: Flacidez foliar; b: Pérdida de la rigidez 
del tallo; c: Necrosis foliar; d:Clorosis;  e:Marchitez y defoliación; f: Muerte. de; Día/s de exposición. N/C: 
Cambios no observados 

 
 
En cambio, las pruebas de tolerancia en el tomate silvestre S. pimpinellifolium no evidenciaron 
cambios tanto a nivel morfológico como fisiológico (Figura 1 y Tabla 1). Según el INIA (2009) y 
Cuartero et al. (1992), S. pimpinellifolium es una especie tolerante a la salinidad que incrementa la 
suculencia y la compartimentación del Na+ lo que posiblemente le permite contrarrestar la 
toxicidad iónica de la sal.  

 
Tabla 1.  Comportamiento de la eficiencia fotosintética (Fv/Fm)  en función al tiempo de 

exposición de NaCl a diferentes concentraciones. 

 
ESPECIE 

 
NaCl (mM) 

TIEMPO (de) 

Inicio* 1 15 31 

Fv/Fm Fv/Fm Fv/Fm Fv/Fm 

S60 

0 0,794±0,003 0,791±0,001 0,79±0,004 
 

0,700±0,001 

50 0,790±0,006 0,785±0,007 0,789±0,003 0,755±0,003 

100 0,782±0,003 0,785±0,003 0,771±0,001 0,789±0,006 

150 0,794±0,006 0,79±0,003 0,785±0,001 0,785±0,003 

S61 

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±0,013 

100 0,871±0,003 0,71±0,006 0,609±0,007 0,42 

150 0,872±0,003 0,599±0,001 0,339±0,003 0 

*Medición tomada al inicio del ensayo 
de: Días de exposición de NaCl 
Fv/Fm: Eficiencia fotosintética 
S61:Solanum pimpinellifolium 
S60: Solanum lycopersicum var. Syta 
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La diferencia de la tolerancia entre las especies S. lycopersicum var Syta y S. pimpinellifolium 
podría deberse a la cantidad de Na+ acumulado en el sistema aéreo de la planta. Según 
experiencias realizadas por Olias et al. (2009) con S. pimpinellifolium y la variedad de tomate 
comercial Moneymarker, muestran que el radio de acumulación [Na+]sist-aerea/[Na+]raíz en la 
especie silvestre es mucho menor en relación al radio de acumulación de la especie comercial. 
Adicionalmente, Olias et al. (2009) corrobora sus estudios con los datos de microarray, los cuales 
reportaron la sobreexpresión del gen SOS1 de tomate. Este gen que está envuelto en la 
distribución del Na+ entre los órganos de la planta, reteniendo el ión en el tallo para prevenir su 
ingreso en las hojas. Por lo que posiblemente en este estudio S. pimpinellifolium restrinja la 
acumulación del Na+ en las hojas de una manera más eficiente que S. lycopersicum var Syta para 
evitar los efectos tóxicos del ion. 
 
Los resultados demostraron que la concentración de 150 mM genera un estrés inmediato y 
creciente a nivel morfológico y fisiológico (fotosíntesis), por tanto se definió a esta concentración 
como la dosis óptima de estrés y se evaluó su efecto o incidencia inmediata en la expresión del 
gen Mi-1 y los genes asociados con la tolerancia a la salinidad: Lemmi9 y LEα-DOX1, para cada 
tratamiento establecido en la Fase II.  
 

Identificación del exón del gen Mi-1 
 

El ADN de raíz de cada uno de los cuatro genotipos de Solanum spp presentó un solo fragmento 
amplificado de ~1000 pb (Figura 2), el cual corresponde a la región exónica del gen Mi-1, resultado 
que se corrobora con los obtenidos en ADN de hoja en investigaciones realizadas por Carrera et 

al., (2012). La presencia de la región exónica del gen Mi-1 viabilizó el análisis de la expresión 
localizada del gen mediante qRT-PCR. 

 

 
 

Figura 2.  Visualización de los fragmentos de PCR amplificados para la región exónica del gen Mi-1, en gel de 
agarosa al 1,5% (p/v)  teñido con SYBR® en las especies S33 (S. quitoense), S38 (S. vestisimun),  S60 (S. 
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lycopersicum var. syta) y S61 (S. pimpinellifolium). High DNA mass ladder  y Low DNA mass ladder  son los 
marcadores de peso molecular. 

 

PCR en Tiempo Real 
 

La calidad e integridad del ARN se evaluó por la presencia de bandas de ARN ribosomal en geles de 
agarosa. Como se aprecia en la Figura 3 todas las muestras presentaron bandas de ARN ribosomal 
28S y 18S de alto peso molecular y bandas de ARN pequeños de bajos peso molecular bien 
definidas. Estos resultados denotan una alta calidad del ácido nucleico y un adecuado proceso de 
extracción. Además la homogeneidad de las bandas en todas las muestras indica que el proceso 
fue optimizado, es reproducible y viable para realizar procesos de síntesis de ADNc y análisis de 
expresión en qRT-PCR.  
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Figura 3. Visualización del ARN total  en gel de agarosa al 2.5% .  S33 (Solanum quitoense), S38 (Solanum 
vestisimun), S60 (S. lycopersicum var. Syta) y S61 (S. pimpinellifoluim). Tiempos de muestreo 0, 8, 12 y 24 
horas. C: Tratamientos Control. T: Tratamientos Salinos. R: Repetición. 

 

La temperatura consenso para la amplificación de los genes Mi-1, GAPDH, Lemmi9 y LEα-

DOX1 fue de 55. 7 ̊ C (Figura 5). La amplificación inicialmente se realizó en ADN genómico y fue 
específica en las especies de la sección Lycopersicon, a diferencia de las especies de la sección 
Lasiocarpa que presentaron fragmentos inespecíficos adicionales; sin embargo, la amplificación en 
ADNc fue específica en todas las especies. La presencia conservada de los genes en el transcrito de 
las cuatro especies demuestra que las especies están relacionadas biológicamente, resultado que 
viabilizó la amplificación de todas las muestras en qRT-PCR bajo las mismas condiciones.  

 

 
Figura 4.  Verificación de la presencia de los genes Mi-1, GAPDH, Lemmi9 y Leα-DOX1 en el transcrito (ADNc) 
en geles de agarosa. S33 (S. quitoense), S38 (S. vestisimun), S60 (S. lycopersicum var. syta) y S61 (S. 

pimpinellifolium). Low DNA mass ladder  es el marcadores de peso molecular. 

 
La validación de la temperatura de alineamiento y la especificidad de los primers en qRT-PCR se 
realizó mediante un análisis de disociación. El análisis generó un solo pico para todas las muestras 
(Figura 5), lo cual indica la presencia de un solo fragmento de amplificación en la reacción (Dorak, 
2007). Estos resultados demuestran que el diseño de primers y la concentración de los mismos 
fueron los óptimos.  
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Figura 5. Picos de disociación correspondientes a los genes Mi-1, GAPDH, Lemmi9, y  LE-alfa-DOX a una 
temperatura de  fusión de 55.7 °C en las especies solanáceas S33 (S. quitoense), S38 (S. vestisimun), S60 (S. 
lycopersicum var. syta) y S61 (S. pimpinellifolium).  

 
El análisis de la expresión del gen constitutivo en qRT-PCR permitió reducir los posibles errores 
generados al comparar los niveles de expresión en las muestras analizadas del gen de interés 
(Kubista et al., 2006). En esta investigación, la cinética de la amplificación del gen constitutivo 
GAPDH registrado en el Software v1.4 de Applied Biosystem, generó valores de Ct promedio 
iguales a 23 en todas las especies. Los valores de Ct en cada tratamiento presentaron mínimas 
variaciones unos con otros, lo cual indica que todas las muestras presentaron aproximadamente la 
misma cantidad inicial de ARNm del gen en las células estudiadas (Rivas et al., 2009). Según Pfaffl, 
en el 2004, la estabilidad de la expresión del gen constitutivo permite que el cálculo de 
cuantificación relativa de un gen diana sea eficiente y reproducible. 
 
En qRT-PCR la cuantificación relativa se utiliza para obtener la magnitud de los cambios fisiológicos 
en los niveles de expresión de un gen en estudio en comparación con uno o más genes de 
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referencia (Pfaffl, 2004). La cuantificación se basa en la comparación de los valores Ct del gen 
diana con el gen de referencia. En este estudio se utilizó el método ∆∆Ct, modelo que supone una 
eficiencia óptima e idéntica (correspondiente al 100%) en la reacción de PCR tanto del gen en 
estudio como del gen de referencia (Livak & Schmittgen, 2001). 
 
El Software v1.4 de Applied Biosystem no registró valores de Ct para el gen Mi-1, lo que 
imposibilitó los cálculos de cuantificación (Figura 6). La ausencia de la expresión del gen Mi-1 
demostró que la expresión de este gen no se induce por estrés abiótico, como la salinidad, lo que 
sugiere que el gen activa su resistencia cuando la proteína Mi-1 (Proteína R) interactúa 
específicamente con otras proteínas de la planta que han sido modificadas o secretadas por un 
agente biótico (McDowell & Woffenden, 2003). 

 

 
 

Figura 6.  Nivel de Fluorescencia (ΔRn)  del gen Mi-1 relativo al gen constitutivo GAPDH. S33 (S. quitoense), 

S38 (S. vestisimun), S60 (S. lycopersicum var. Syta) y S61 (S. pimpinellifolium). 

 
El nivel de expresión del gen LEα-DOX1 en todas las especies fue significativamente diferente. La 
expresión del gen se incrementó a medida que aumentó el tiempo de exposición de la sal. En 
todas las especies, el incremento de la expresión inició a las 8 horas, alcanzando un máximo a las 
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24 horas (Figura 7). Estos resultados concuerdan con los estudios realizados por Tirajoh et al. 
(2004), donde se observa que la expresión de LEα-DOX1en raíz es altamente regulado por 
tratamientos salinos entre las 8 y 24 hora. Resultados similares se obtuvieron con la expresión del 
gen Lemmi9 en Solanum pimpinellifolium, Solanum quitoense y Solanum vestisimun, al contrario 
de Solanum lycopersicum var. Syta que alcanzó su máximo hasta las 12 horas. Esta diferencia 
evidencia que la expresión del gen varía de acuerdo a las características morfológicas y fisiológicas 
de cada especie. 
 
 

 
 

Figura 7. Relación de la Eficiencia fotosintética (Fv/Fm) con la Expresión Génica. S61 (Solanum 
pimpinellifolium). he: 0, 8, 12 y 24 horas de exposición de 150 mM de NaCl. Medias ± SD, n=2; p<0.05. 

 
Los resultados de la expresión génica de Lemmi9 y LEα-DOX1 y su correlación con los estudios de 
tolerancia y medición de la eficiencia fotosintética entre los genotipos silvestres y comerciales de 
tomate demuestran que las proteínas LEA sintetizadas por Lemmi9 cumplen una función 
importante en la tolerancia a estrés salino (Figura 7). Ingram y Bartels, en el 1996, manifiestan que 
las proteínas LEA estabilizan las membranas y protegen las estructuras y proteínas celulares. 
Además en estudios realizados por Kim et al., en el 2005, demuestran que la eficiencia del proceso 
fotosintético también está relacionada con la expresión del gen, ya que la proteína LEA retarda el 
decremento de la clorofila en la hoja, estabilizando la membrana tilacoidal. En el cultivar Syta de la 
presente investigación, la disminución de la expresión del gen Lemmi9 y la consecuente 
disminución de la proteína, probablemente condujo al daño celular, evidenciadose como efectos 
degradativos en el fenotipo, tanto morfológicos (necrosis, clorosis, entre otros), como fisiológicos 
(fotosíntesis).  
 
En Solanum pimpinellifolium los genes Lemmi9 y LEα-DOX1 fueron altamente regulados por la 
salinidad. La sobreexpresión de LEα-DOX1 en esta especie respecto a la expresión en el tomate 
comercial Syta, indica un posible incremento en la capacidad tolerancia ante largos periodos de 
estrés, ya que este gen codifica para una enzima que cataliza la oxigenación de ácidos grasos para 
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dar lugar a la formación de oxilipinas, mensajeros químicos implicados en la repuesta defensiva 
contra el daño oxidativo y muerte celular (Molle et al., 2007; Wasternack, 2007). 
 
En las especies silvestres de Solanum quitoense y Solanum vestisimun, el nivel de la expresión de 
ambos genes fue menor al de Solanum  pimpinellifolium; sin embargo no se descarta su tolerancia, 
ya que en estudios agronómicos realizados por Fanor et al., en el 2000, han catalogado a la 
naranjilla y sus especies silvestres, como plantas que presenta una tolerancia moderada a la 
salinidad por NaCl. 
 
A partir de estos resultados se puede concluir que la técnica de PCR en tiempo real utilizada en 
análisis de expresión génica es muy útil y eficiente para procesos de selección de especies idóneas 
como fuentes importantes de genes para el mejoramiento genético de variedades comerciales. 
Gracias a esta técnica en la presente investigación se ha podido correlacionar la respuesta de 
plantas silvestres ante un estrés salino a nivel molecular, fisiológico y morfológico y ha permitido 
definir caracteres propios involucrados con la tolerancia. Los datos obtenidos suponen el primer 
paso para la obtención de variedades solanáceas de alto valor comercial y alto grado de tolerancia 
a salinidad en el Ecuador. 

 
 

CONCLUSIONES 
 
 

1) Las pruebas de tolerancia a la salinidad mostraron que la concentración y la duración a la 
exposición de las sales en el suelo, son factores determinantes en el crecimiento y 
desarrollo de las plantas. 

 
2) El método de TRIzol® reagent empleado para la extracción de ARN, fue óptimo para el 

aislamiento en tejido radicular, ya que se obtuvieron concentraciones entre 1.3 a 4 ug/uL 
de éste ácido nucléico.. 

 
3) La estandarización de las condiciones de amplificación en PCR convencional, permitieron 

la optimización de reactivos para la PCR cuantitativa reduciendo el tiempo y los costos 
para lograr una amplificación exitosa.  

 
4) Se estableció que la temperatura de alineamiento óptima para la amplificación en PCR en 

tiempo real de un solo fragmento de los genes Mi-1, GAPDH, Lemmi9 y LEα-DOX1  fue de 
55.7 ° C.  

 
5) En esta investigación, se logró determinar que el gen Mi-1 no se induce por estrés salino, 

lo que sugiere que la expresión de este gen está altamente regulada por otro tipo de 
estímulos como el estrés biótico provocado por la infección del nematodo Meloidogyne 
spp.  
 

6) Se determinó que la expresión de Lemmi9 en Solanum lycopersicum var. Syta se encuentra 
relacionada con el comportamiento fisiológico y morfológico de la planta, ya que se 
observó una disminución de la eficiencia fotosintética y un decaimiento generalizado 
cuando disminuía la expresión del gen.  
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7) En Solanum pimpinellifolium, al contrario, no se evidenciaron cambios en el fenotipo 
relacionado a la expresión del gen, ya que el incremento de la expresión durante el ensayo 
no afectó el comportamiento fisiológico y morfológico de la planta. Esto demuestra que 
las proteínas LEA sintetizadas por el gen cumplen una función importante en la tolerancia 
al estrés salino. 

 
8) La expresión de los genes Lemmi9 y LEα-DOX1 en Solanum pimpinellifolium fue mayor que 

en las especies silvestres Solanum quitoense y Solanum vestisimun y a la especie comercial 
Solanum lycopersicum var. Syta, lo que confirma la relación entre estos genes de 
resistencia y las condiciones de estrés salino a la que Solanum pimpinellifolium está 
expuesta en su hábitat natural.  

 
9) Los resultados encontrados en los genotipos silvestres de Solanum pimpinellifolium 

muestran que los genes Lemmi9 y LEα-DOX1 se encuentran involucrados en la tolerancia 
al estrés salino de la planta, por lo podrían constituir una fuente potencial de genes para el 
mejoramiento genético de variedades comerciales. 
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