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RESUMEN 
 

Los transportadores tipo antiporte Na+/H+ (NHXs) son proteínas integrales que 

residen en la membrana plasmática, compartimentos endosomales y en vacuolas, 

encargados del intercambio electroneutral de Na+ y/o K+ por H+ con la finalidad de 

dirigir el movimiento de iones hacia afuera de la célula, al interior de la vacuola u 

organelos intracelulares. Con ello contribuyen en la regulación del pH vacuolar, la 

homeostasis celular del K+, la expansión celular, el tráfico vesicular, el 

direccionamiento de proteínas y la tolerancia a la salinidad. Mesembryanthemum 

crystallinum (vidrillo o ice plant) se ha propuesto como un modelo de estudio para 

el estrés abiótico. En estudios realizados en CIBNOR sobre el perfil de expresión 

del gen McNhx2 de vidrillo, se observó que induce su expresión en respuesta a 

estrés salino (Warner-Urías, 2010) lo que difiere de los resultados descritos por 

Cosentino et al. (2010) en dónde no detectan la expresión de dicho gen en 

respuesta a estrés. Por lo que el presente trabajo se planteó estudiando 3 

fenotipos de vidrillo y su respuesta fisiológica y molecular al estrés salino. Se 

emplearon plántulas de 6 semanas de edad de tres fenotipos de vidrillo 

identificados por el Dr. Andres Orduño (unidad Guerrero Negro, CIB) como P0, P9 

y P11 en tratamiento con NaCl 500 mM. Como parámetros fisiológicos se 

evaluaron: el potencial hídrico, el contenido de humedad, relación PS/PF, 

contenido de prolina, contenido de Na+ y K+ y contenido de clorofila. Y en el 

aspecto molecular, se evaluó la expresión de los genes McNhx1 y McNhx2. En los 

3 fenotipos (principalmente P11) se observó una disminución en el potencial 

hídrico y contenido de humedad como respuesta al estrés salino. No se 

observaron diferencias significativas en el contenido de prolina en respuesta a 

estrés salino, pero se encontró una tendencia a aumentar debido al estrés 

principalmente el fenotipo P11. El contenido de Na+ en presencia de salinidad 

incrementó significativamente en los fenotipos  P9 y P11 principalmente. El 

contenido de K+ en presencia de salinidad disminuyó significativamente siendo 

menor en P9 y P11 que en P0. El análisis para la relación Na+/K+ en condiciones 

control, mostró un incremento de 7 veces en P11 con respecto a P0 y P9. Bajo 

estrés por salinidad, la relación incrementó de manera significativa el doble en P9 

y P11 con respecto a P0. Al evaluar el contenido de clorofila, se encontró 

incremento significativo en la clorofila a en presencia por salinidad en los tres 

fenotipos, pero no se encontraron cambios significativos en el contenido de 



 

 

 

 

 

 

clorofila b. P11 a diferencia de P0 y P9 no mostró un incremento en la clorofila 

total. Molecularmente se encontró que los genes McNhx1 y McNhx2 se inducen 

significativamente por estrés salino en los fenotipos P0 yP9 a diferencia de P11 en 

donde se mantienen suprimidos. En conclusión el fenotipo P11 responde  

fisiológica y molecularmente diferente a los fenotipos P0 y P9 ante un estrés 

salino. El fenotipo P11 no tiene la capacidad de encender los genes antiporte 

McNhx1 y McNhx2, aún en ausencia de estrés. Por lo anterior mantiene una 

mayor concentración de iones sodio en hojas de vidrillo, así como una alta relación 

de Na+/K+ y aunque no se altere el contenido de biomasa en el brote, esto sugiere 

que el fenotipo P11 es más susceptible a la toxicidad por Na+. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

ABSTRACT 

 

The Na+/H+ (NHXs) antiporters are integral proteins that reside in the cell 

membrane endosomal compartments, and in vacuoles. NHX antiporters catalyze 

the electroneutral exchange of Na+ and/or K+ for H+ to direct ion movement out of 

the cell, into the vacuole or intracellular organelles, which contributes to vacuolar 

pH regulation, K+ cell homeostasis, cell expansion, vesicular trafficking, protein 

targeting, and salt tolerance. Mesembryanthemum crystallinum (vidrillo or ice plant) 

has been proposed as a model to study abiotic stress. In CIBNOR studies on the 

McNhx2 gene expression profile of vidrillo, it was observed to induce expression in 

response to salinity stress (Warner, 2010), which differs from that described by 

Cosentino et al. (2010) where they do not detect the expression of this gene in 

response to stress. In this work we studied 3 vidrillo phenotypes and their 

molecular and physiological response to salt stress. We used 6-week seedlings of 

3 vidrillo phenotypes identified by Dr. Andrés Orduño (Guerrero Negro Unit, CIB) 

as P0, P9, and P11 treated with 500 mM NaCl. As physiological parameters we 

evaluated: water potential, moisture content, DW/FW ratio, proline content, Na+ 

and K+ content, and chlorophyll content. McNhx2 and McNhx1 gene expression 

were evaluated at molecular level. The 3 phenotypes (mostly P11) showed a 

decrease in water potential and moisture content in response to salt stress. There 

were no significant differences in proline content in response to salt stress, but 

there was a tendency in the P11 phenotype to increase due to stress. Na+ content 

increased significantly with salinity mainly in P9 and P11 phenotypes. K+ content 

decreased significantly with salinity, which was lower in P9 and P11 than in P0. 

P11 phenotype under control conditions still showed a Na+/K+ ratio 7 times larger 

than in P0 and P9. In the presence of salt stress, the Na+/K+ ratio significantly 

increased twice in P9 and P11 with respect to P0. While assessing chlorophyll 

content, we found a significant increase in chlorophyll a in the 3 phenotypes in the 

presence of salinity, but there were no significant changes in chlorophyll b content. 

P11 did not show increase in total chlorophyll as P0 and P9. At molecular level we 

found that McNhx1 and McNhx2 genes were induced significantly in P0 and P9 

phenotypes in salt stress as opposed to P9 where they remained suppressed. In 

conclusion P11 phenotype responds physiologically and molecularly different to P0 

and P9 to salt stress. P11 phenotype is not capable of igniting McNhx1 and 

McNhx2 antiporter genes even in the absence of stress, thus maintaining a higher 



 

 

 

 

 

 

concentration of sodium ions in leaves as well as a high Na+/K+ ratio. Although it 

does not alter biomass content in shoots, it suggests P11 phenotype could be 

more susceptible to Na+ toxicity. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

La salinización y la desertización de los suelos se encuentran entre los factores 

adversos que tienen mayor impacto sobre la actividad agrícola (FAO, 2002).  La 

mejora en alternativas para ésta problemática, dependerá en buena medida del 

conocimiento sobre los mecanismos fisiológicos, bioquímicos y moleculares 

involucrados en la respuesta de las plantas a estas condiciones ambientales 

(FAO, 2002).  

Las respuestas de las plantas al estrés por sequía o salinidad ocurren a diversos 

niveles, desde el nivel celular a corto plazo, hasta modificaciones morfológicas que 

aparecen después de varios días (Munns y Tester, 2008). Sin embargo se 

mantiene la atención en los mecanismos de tolerancia temprana donde la 

actividad de los transportadores de sodio y potasio, se encuentran participando en 

la regulación interna en la célula del pH y de la homeostasis iónica de las células 

(Bassil et al., 2011).  

En la planta glicófita Arabidopsis thaliana se han identificado los genes SOS (por 

sus siglas en inglés: Salt Overly Sensitive), relacionados con estrés salino, entre 

los cuales se encuentra SOS1 que codifica para el transportador de tipo antiporte 

Na+/H+ en la membrana plasmática de A. thaliana. Así mismo, se han descrito 

transportadores tipo antiporte Na+/H+ en la membrana vacuolar, los cuales juegan 

un papel importante en el equilibrio del balance osmótico en el citoplasma porque 

evitan una excesiva acumulación de Na+ en el citosol a través de su 

compartimentalización dentro de la vacuola (Blumwald et al., 2000). De estos 

transportadores, se han aislado y caracterizado genes tanto de especies glicófitas 

(p.ej. Oryza sativa y A. thaliana), como de especies halófitas (p.ej. Atriplex gmelini  

y Mesembryanthemum crystallinum). Por lo tanto, la presencia de genes que 

expresan a estos transportadores en especies glicófitas y halófitas, sugiere que las 

diferencias en la tolerancia a salinidad entre  ellas podría deberse  a cambios en 

las rutas de señalización o a variaciones estructurales de estos genes (Li et al., 

2008). Mesembryanthemum crystallinum se ha propuesto como un modelo de 

estudio para el entendimiento de las respuestas durante el estrés abiótico en la 

planta (Koreda et al., 2004). Esta es una especie CAM facultativa altamente 

tolerante al estrés, halófita, CAM facultativa, con un ciclo de vida relativamente 

corto (siendo de 4 meses bajo condiciones en cámara de crecimiento) y con un 

pequeño genoma (390Mb), apenas 2.5 veces más grande que el de A. thaliana.  

Además, actualmente se cuenta con una creciente colección de mutantes 
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morfológicas y bioquímicas (Cushman y Bohnert, 1999; Bohnert y Cushman, 

2001). Se conocen 9,733 etiquetas de secuencias expresadas (EST) a partir del 

tejido foliar en M. crystallinum, de las cuales 3,676 son secuencias no repetidas y 

el 50% de estas secuencias estas patentadas. Dentro de estos EST’s están cuatro 

mRNAs del  transportador antiporte vacuolar Na+/H+ McNhx1, McNhx2 y McNhx3, 

con números de acceso en GenBank AM746985.1, AM748092.1 y AM901401.1 

respectivamente. Así también se encuentra la secuencia completa del gen 

McNhaD (AM746986.1) es un  transportador antiporte Na+/H+ plasmático 

(Cosentino et al., 2010), y que sólo había sido descrito en otra especie vegetal 

(Ottow et al., 2005). En el reporte de Cosentino et al. (2010), se menciona que 

éste último transportador está localizado en cloroplasto de vidrillo y tiene un 

importante papel en el mantenimiento de la homeostásis iónica de este organelo. 

Se reconoce que el entendimiento de los mecanismos moleculares que operan en 

las plantas para tolerar el estrés abiótico por sequía y salinidad, requiere del 

conocimiento sobre los puntos de regulación de la expresión de los genes 

involucrados (Li et al., 2008). En diversas especies se han encontrado de 2 a 6 

isoformas del gen NHX (en el caso de A. thaliana que cuenta con seis isoformas) 

las cuales tienen una expresión variable dependiendo del tejido y del estadío de 

desarrollo en que se encuentra la planta, aún sin la presencia de un estrés abiótico 

(Hanana et al., 2009). Así mismo, Cosentino y Cols. (2010) evaluaron el nivel de 

expresión de tres isoformas del gen NHX, el gen NHAD y el gen SOS1 en distintos 

tejidos (foliar y radicular) de plantas de M. crystallinum bajo condiciones de 

salinidad, encontrando un incremento en la expresión de los genes McNhx1, 

McNhx3, McNhaD y McSOS1 en presencia de 400 mM de NaCl; sin embargo la 

expresión del gen McNhx2 no fue inducida por la presencia del estrés por 

salinidad. Resultados preliminares obtenidos por el grupo de Biología Molecular de 

plantas del CIBNOR (Warner-Urías, 2010), mostraron claramente la inducción en 

la expresión del gen McNhx2 en presencia de 400 mM y el cual se confirmó 

mediante secuenciación dando una identidad del 98% de similitud, por lo que se 

hipotetiza que puede existir diferencia a nivel de fenotipos de vidrillo. Para ellos se 

obtuvieron 3 fenotipos de vidrillo silvestres aislados e identificados por el Dr. 

Andrés Orduño del CIBNOR como P0, P9 y P11, cuyas características difieren 

principalmente en el color de la vaina (rojo o amarillo) y hábito de crecimiento 

(postrado o erecto). Por lo que el presente trabajo estudiará en estos fenotipos la 

respuesta fisiológica y molecular al estrés salino. 
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2. ANTECEDENTES 

2.1 Salinidad y mecanismos de respuesta en plantas 

La producción agrícola en el mundo está limitada por factores ambientales 

adversos como la degradación de suelos para cultivo, donde la desertización y 

salinización están entre los más importantes (FAO, 2002). De acuerdo a Munns y 

Tester (2008), más de 800 millones de hectáreas en el mundo están afectadas por 

la salinidad; esta cantidad representa más del 6% de la superficie mundial total de 

tierra. La mayor parte de esta tierra afectada por la salinidad ha surgido de causas 

naturales como por la acumulación de sales durante largos periodos sobre zonas 

áridas y semiáridas. Puede además ser causada por un drenaje inadecuado en 

superficies de regadío, dando lugar a la acumulación de sales en las capas 

superiores del suelo donde se establecen las plantas (Munns y Tester, 2008). La 

meteorización de rocas parentales libera sales solubles de diversos tipos; la más 

abundante es cloruro de sodio. A esa condición del suelo caracterizada por una 

alta concentración de sales solubles, se le llama salinidad y puede ser clasificada 

de acuerdo a la conductividad eléctrica de extractos de suelo (CE). Se considera 

salino un suelo con una CE de 4 dS/m o más, lo cual equivale aproximadamente a 

40 mM de NaCl y genera una presión osmótica de 0.2 MPa aproximadamente 

(Munns y Tester, 2008). Debido a que NaCl es la sal más soluble y generalizada, 

no es de extrañar que algunas plantas tengan mecanismos para regular su 

acumulación y selectividad por otros nutrientes que generalmente se presentan en 

bajas concentraciones, tales como K+ y NO3- (Munns y Tester, 2008). Los 

mecanismos de tolerancia a la salinidad caen dentro de tres categorías: 

1. Tolerancia a estrés osmótico. El cual reduce inmediatamente la 

expansión de las células en las puntas de la raíz y hojas jóvenes, causando 

el cierre estomático. Una reducida respuesta al estrés osmótico actuaría 

sobre el crecimiento de la hoja y la conductancia estomática. 

2. Exclusión de Na+ por las glándulas foliares. La exclusión de Na+ por las 

raíces asegura que el Na+ no se acumule a concentraciones tóxicas dentro 

de las células e impide que estas sales sean transportadas hacia las hojas. 

La incapacidad para la exclusión eficiente de Na+ se manifestará con 

efectos tóxicos a los días o semanas dependiendo de la especie, 

ocasionando la muerte prematura de hojas adultas. 
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3. Tolerancia tejido-específico. Esto es, la tolerancia del tejido a acumular 

Na+ o, en algunos casos, Cl-. Aquí la tolerancia requiere de la 

compartimentalización de Na+ y Cl- a nivel intracelular para evitar 

concentraciones tóxicas dentro del citoplasma, especialmente en las células 

del mesófilo foliar. La toxicidad ocurre con el tiempo, después de que el Na+ 

aumenta su concentración en las hojas adultas. 

En la Tabla I se indican los diversos procesos y componentes que intervienen en 

los mecanismos de tolerancia a salinidad, cuyo impacto varía dependiendo la 

especie, así como por el tiempo de exposición al estrés, a la concentración de sal 

y posiblemente a la condición ambiental local, que incluye la humedad del suelo y 

atmosférica (humedad relativa), así como la tasa de transpiración y el potencial 

osmótico en la hoja. 

La señalización a larga distancia durante el estrés por salinidad del brote a la raíz, 

es mediado en mayor parte por ABA (con una rápida disminución del crecimiento 

al adicionar NaCl) (Bohnert y Cushman, 2001). Y la comparación de las 

respuestas de Ca2+ citosólico generado durante dicha señalización, en soluciones 

con osmolaridad fisiológica similar, reveló que las respuestas en raíz con la 

adición de NaCl y un osmolito como el sorbitol son distintas. Por lo que las células 

de la raíz pueden censar ambos componentes -tanto iónico, como osmótico- del 

NaCl y luego responder rápidamente a los cambios en su concentración externa 

(Turkan et. al., 2009). 

 

Tabla I. Mecanismos de tolerancia a salinidad, organizados por procesos en la 
planta y su relevancia en los tres componentes de tolerancia a salinidad 
(modificado de Munns y Tester, 2008). 

 
Estrés 

osmótico 
Estrés iónico 

Proceso 

involucrado 

Genes 

candidatos 

Tolerancia 

osmótica 

Exclusión de 

Na+ 

Tolerancia 

tejido 

específico 

Censar y 

señalización 

SOS3, 

SnRKs 

Modificación 

del 

señalamiento 

Control en la 

tasa de 

transporte de 

Control de 

almacenamiento 
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en las raíces a larga 

distancia 

iones al brote vacuolar 

Crecimiento 

de brotes 

¿? Inhibición de 

la expansión 

de la célula y 

del desarrollo 

de yemas 

laterales. 

No aplica Disminución de 

senescencia 

prematura en 

hojas adultas  

Fotosíntesis ERA1, PP2C, 

AAPK, PKS3 

Disminución 

del cierre 

estomático 

Evitar la 

toxicidad 

iónica en 

cloroplastos 

Disminuir la 

toxicidad iónica 

en cloroplastos 

Acumulación 

de Na+ en los 

brotes 

HKT, SOS1 Incremento 

en el ajuste 

osmótico 

Reducido 

transporte a 

larga 

distancia de 

Na+ 

Reducido gasto 

de energía en la 

exclusión de 

Na+ 

Acumulación 

de Na+ en las 

vacuolas 

NHX, NHA, 

AVP 

Incremento 

en el ajuste 

osmótico 

Incrementada 

secuestración 

de Na+ dentro 

de las 

vacuolas de la 

raíz 

Incrementada 

secuestración 

de Na+ dentro 

de las vacuolas 

en hojas 

Acumulación 

de solutos 

orgánicos 

P5CS, OTS, 

MT1D, 

M6PR, 

S6PDH, IMT1 

 Alteración del 

proceso de 

transporte 

para reducir la 

acumulación 

de Na+ 

Acumulación de 

altas 

concentraciones 

de solutos 

compatibles en 

el citoplasma 

 

Las respuestas que necesitan generarse en las células de las raíces no son 

necesariamente sólo para mantener su correcto funcionamiento ante la presencia 

de una elevada concentración externa de Na+, sino que actúan como señales para 
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activar las respuestas del brote ante esta situación, lo que ocurre en segundos 

(Munns y Tester, 2008). Aún se desconocen los mecanismos por los cuales las 

plantas censan la adición de Na+ y el cambio en la presión osmótica. Liu y Zhu 

(1998) evaluaron mutantes de Arabidopsis e identificaron genes que proporcionan 

tolerancia a salinidad, denominándolos como genes SOS (Salt Overly Sensitive). 

Éstos genes participan en rutas clave: actuando como censor de Ca+ (SOS3); una 

proteíncinasa serina/treonina (SOS2) y un antiporte Na+/H+ de la membrana 

plasmática (SOS1) (Turkan et al., 2009). 

 

2.2 El papel de los transportadores de iones 

 

La vacuola de la célula vegetal ha atraído mucho la atención debido a sus 

multifacéticas funciones incluyendo el reciclaje de compuestos, regulación de la 

presión de turgencia, la detoxificación de xenobióticos y la acumulación de 

muchas sustancias útiles. Además, de que la función de llenado de la vacuola es 

esencial para el crecimiento de la célula, debido a que todo el alargamiento es 

acompañado por la expansión de la vacuola en mayor grado que en el citoplasma; 

todo lo cual involucra a diversas proteínas responsables de estas funciones, 

incluyendo bombas activas, acarreadores, canales de iones, receptores y 

proteínas estructurales (Blumwald et al., 2004). 

El tonoplasto es una membrana funcional y altamente organizada, con bombas de 

protones y varios antiporte X+/H+, los cuales utilizan un gradiente de pH generado 

por un bombeo de protones, cooperativamente trabajando en la misma membrana. 

De esta forma, hay un circuito de protones en el tonoplasto. Varios canales de 

iones utilizan el potencial de membrana generado por el bombeo de protones, y 

las aquaporinas funcionan también influenciadas por estos otros transportadores 

activos primarios y secundarios. El trabajo cooperativo de los distintos sistemas de 

transporte, regula el pH del lumen vacuolar, la cantidad de sustancias 

almacenadas y el volumen de la vacuola (Maeshima, 2001). 

Las tres proteínas más abundantes del tonoplasto son la vacuolar H+-ATPasa (V-

ATPasa), H+-pirofosfatasa (V-PPasa) y canales de agua (aquaporinas). La V-

ATPasa es un complejo compuesto por varias subunidades, y al igual que la V-

PPasa, la cual es una bomba alternativa de bombeo, son los mayores 

componentes del tonoplasto en muchos tejidos de plantas. En el tonoplasto o 
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membrana vacuolar se han identificado las actividades de Ca2+-ATPasa, antiporte 

Ca2+/H+, antiporte Na+/H+ y los transportadores ABC (ATP-binding cassette). Estos 

transportadores tienen diversas isoformas, las cuales se localizan no sólo en el 

tonoplasto sino también en otros organelos como la membrana plasmática y el 

retículo endoplásmico (ER). En el caso de los canales de iones, los análisis 

electroquímicos han proporcionado información acerca de las propiedades 

funcionales de los canales tales como selectividad y conductividad de iones, y 

elementos regulatorios (Maeshima, 2001). 

 

2.3 El caso de los transportadores antiporte Na+/H+       

Los trasportadores antiprote Na+/H+ (NHXs) son proteínas integrales de membrana 

que residen en la membrana plasmática, compartimentos endosomales y en 

vacuolas (Bassil et al., 2011). En plantas, El antiporte Na+/H+ puede catalizar el 

electroneutral intercambio de Na+ y/o K+ por H+ usando un gradiente 

electroquímico de protones generado a través de las membranas (Li et al., 2007; 

Bassil et al., 2011b) para dirigir el movimiento del Na+ o K+ fuera de la célula o el 

movimiento de Na+ o K+ hacia el interior de la vacuola y organelos intracelulares 

(Cosentino et al., 2010; Bassil et al., 2011b). Los grupos de transportadores 

antiporte Na+/H+ han recibido mucha atención sobre su participación en la 

tolerancia de las plantas a la salinidad, así como entre otros aspectos relacionados 

con la expansión celular, la regulación de la coloración de la flor y el trafico 

vesicular y direccionamiento de proteínas (Bassil et al., 2011a). Estos 

transportadores son una proteína compuesta de 538 residuos de aminoácidos, la 

cual tiene usualmente de 10 a 12 dominios transmembranales y un sitio de unión 

amiloride, el cual es un sitio inhibidor en los antiporte Na+/H+ (Maeshima et al., 

2001). La localización del antiporte AtNHX1 en la membrana vacuolar ha sido 

determinada por métodos inmunológicos, por análisis de complementación 

funcional en levadura y por la sobre-expresión de AtNHX1 en Arabidopsis thaliana 

(Blumwald, 2004). 

Aunque el Na+ es requerido en algunas plantas, particularmente halófitas (Benzarti 

et al., 2012), una alta concentración de NaCl es un factor de toxicidad para el 

crecimiento de la planta como se mencionó anteriormente. La alteración de las 

proporciones de iones en las plantas es debido al flujo hacia el interior  de Na+ a 

través de rutas que funcionan en la adquisición de K+. La sensibilidad a la sal en 

las enzimas citosólicas es similar en glicófitas y halófitas, indicando que el 
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mantenimiento de una alta proporción citosólica K+/Na+ es un requerimiento clave 

para el crecimiento de la planta en alta salinidad (Blumwald, 2004). Las estrategias 

que las plantas emplean en orden para mantener una alta proporción K+/Na+ en el 

citosol incluyen: exclusión de Na+ hacia fuera de la célula y la 

compartimentalización vacuolar de iones de Na+. Bajo condiciones fisiológicas, las 

plantas mantienen una alta proporción K+/Na+. Dando un potencial negativo de 

membrana diferencial en la membrana plasmática (-120mV) (Figura 1), una 

elevada concentración de Na+ establecerá un gradiente electroquímico que 

permitirá el transporte pasivo de Na+ hacia el interior de la célula. La exclusión de 

Na+ es llevada a cabo empleando la actividad de H+-ATPasas de la membrana 

plasmática que generan un gradiente electroquímico de H+ que permiten a los 

antiporte Na+/H+ acoplar el movimiento pasivo de H+ hacia el interior de la célula, a 

lo largo de su gradiente electroquímico, y la exclusión activa de Na+ (Roslyakova 

et al., 2011). El gen AtSOS1 codifica un antiporte Na+/H+ de la membrana 

plasmática con una secuencia significativamente similar al de antiporte Na+/H+ de 

membrana plasmática de bacterias y hongos. En experimentos con Arabidopsis, 

donde se sobreexpresa AtSOS1, se ha descrito un aumento en la tolerancia a la 

salinidad sugiriendo que este aumento en la tolerancia es debido a que se logra 

limitar la acumulación de Na+ en las células vegetales (Blumwald, 2004). 

La compartimentalización de iones de Na+ también provee de un mecanismo 

eficiente para evitar los efectos tóxicos del Na+ en el citosol (Tang et al., 2010). El 

transporte de Na+ hacia el interior de la vacuola es mediado por un antiporte 

Na+/H+ que es movido por el gradiente electroquímico de H+ generado por las 

enzimas transportadoras de H+ vacuolares, la H+ATPasa y la H+-PPiasa 

(Blumwald, 2004; Roslyakova et al., 2011). 

La importancia de la compartimentalización vacuolar de Na+ para conseguir una 

mayor tolerancia a la salinidad se ha demostrado en plantas transgénicas de 

tomate y canola sobreexpresando AtNHX1 (Blumwald, 2004). Una evidencia 

adicional ha sido reportada por Gaxiola y cols. (2001), quienes reportan que la 

sobreexpresión del gen AVPI en A. thaliana, el cual codifica a una H+-pirofosfatasa 

vacuolar, ocasiona una mayor tolerancia; sugiriendo que el aumento del bombeo 

de H+ vacuolar en las plantas transgénicas proporciona una fuerza motora 

adicional para el funcionamiento del antiporte vacuolar Na+/H+ y en consecuencia 

la acumulación vacuolar de Na+. 
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Figura 1. La exclusión y la compartimentalización de Na+ en las células vegetales 
dependen de la operación de sus transportadores transmembranales (tomado de 
Blumwald, 2004) 

 

Finalmente, Ottow y cols. (2005) caracterizaron al gen PeNhaD1, que codifica un 

posible antiporte Na+/H+ de membrana plasmática, el cual es el primer miembro de 

la familia de transportadores de iones tipo NhaD descrito en organismos vegetales 

y que sólo habían sido descritos previamente en levaduras y bacterias.  
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2.4 Importancia de M. crystallinum como modelo de estudio 

Mesembryanthemum crystallinum, se ha propuesto como un modelo de estudio 

para el entendimiento de las respuestas al metabolismo ácido de las crasuláceas 

(CAM) al estrés abiótico en la planta, al tratarse de una especie altamente 

tolerante al estrés, halófita, CAM facultativa, con un ciclo de vida relativamente 

corto (cuatro meses bajo  condiciones en cámara de crecimiento), un pequeño 

genoma (390Mb), apenas 2.5 veces más grande que el de Arabidopsis thaliana y 

que actualmente cuenta con una creciente colección de mutantes morfológicas y 

bioquímicas (Cushman y Bohnert, 1999; Bohnert y Cushman, 2001). Así mismo, 

actualmente se cuenta con tres fenotipos identificados por el Dr. Andrés Orduño 

en la Unidad Guerrero Negro del CIBNOR. 

M. crystallinum o el vidrillo común, ha sido extensamente usada para investigar la 

respuesta de la planta al estrés por sequia y salinidad. El interés en esta planta se 

elevo desde el descubrimiento de su habilidad para cambiar de fotosíntesis C3 al 

metabolismo acido de las crasuláceas (CAM) cuando era expuesta a un déficit de 

agua o estrés por salinidad (Koreda et al., 2004). El metabolismo CAM, es una 

adaptación metabólica fotosintética de la fijación de carbono presente en alrededor 

del 6% de especies angiospermas que limita la perdida de agua por evaporación y 

fotorespiración y promueve el uso eficiente del agua por la planta bajo condiciones 

de estrés (Koreda et al., 2004).  

M. crystallinum ha sido empleado para investigar la respuesta a estrés por 

salinidad, involucrando la presencia de trasportadores antiporte Na+/H+ tipo 

vacuolar que funcionan compartimentalizando el sodio en la vacuola de las células 

del tejido foliar (Koreda et al., 2004, Cushman et al., 2007). En contraste a las 

glicófitas, el vidrillo común utiliza un sistema a larga distancia (myo-inositol-

dependiente de Na+) de transportadores simporte sodio/inositol también del tipo 

vacuolar para reducir las cantidades de sodio tanto en células de la raíz, como en 

tejidos vasculares (Chauhan et al., 2000; Koreda et al., 2004). 

En respuesta al estrés por salinidad el vidrillo también acumula solutos 

compatibles como osmoprotectores incluyendo prolina y precursores de inositol 

metilados (ej. ononitol o pinitol) y ha servido como modelo para el estudio de la 

toma de potasio, canales de agua, transporte y metabolismo de aminoácidos, así 

como la biosíntesis de betalaínas, una clase de pigmentos que reemplazan a las 

antocianinas de los pigmentos en hoja, flor y fruto en muchos miembros de las 

Caryophyllales, orden al cual pertenece M. crystallinum (Koreda et al., 2004)  
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Hasta ahora, el análisis de etiquetas de secuencias expresadas (EST) ha 

permitido obtener 9,733 EST´s a partir del tejido foliar en M. crystallinum, de las 

cuales 3,676 son secuencias no repetidas. Al comparar los perfiles de expresión 

de estos EST’s entre el tejido foliar de plantas control y el de plantas con estrés 

por sequía, se ha observado que la abundancia de transcritos correspondientes a 

las proteínas de los complejos del fotosistema I y II, así como las enzimas 

fotosintéticas C3 disminuyen dramáticamente; mientras que hay un aumento en el 

nivel de expresión de los transcritos involucrados en CAM, respuestas de defensa 

al estrés biótico, de adaptación al estrés abiótico, de proteólisis y de homeostasis 

iónica (Cushman et al., 2008). 

 

2.5 Biología de Mesembryanthemum crystallinum 

M. crystallinum es una especie halófita facultativa intermediaria C3-CAM, esto es, 

que dispone de fotosíntesis C3 cuando crece bajo condiciones sin estrés y es 

capaz de completar su ciclo de vida en el modo C3; sin embargo, cuando la planta 

crece bajo varias condiciones de estrés que reducen el potencial hídrico en la hoja 

tales como alta salinidad, alta radiación o déficit de agua, ésta presenta todas las 

características fisiológicas de una planta CAM (Winter y Holtum, 2007). 

Conocida comúnmente como ice plant o vidrillo, debido a las papilas acuosas en 

las hojas, es una especie dicotiledónea perteneciente a la Familia Aizoaceae y 

Orden Caryophyllales (Fig. 2), cuyos miembros son xerófitos, es decir, plantas 

herbáceas o subarbustivas, con hojas enteras y opuestas, a menudo suculentas, 

adaptadas para soportar largos períodos de sequía, por lo que se encuentran 

distribuidas en zonas desérticas Muchas de las especies de esta Familia muestran 

reducción foliar para evitar la excesiva transpiración, como una adaptación a las 

condiciones xéricas. (Adams et al., 1998; Bohnert y Cushman, 2001).  
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Figura 2. Mesembryanthemum crystallinum 

Mesembryanthemum crystallinum muestra cinco distintas fases de crecimiento 

durante su ciclo de vida (Figura 3 y Tabla II). En la etapa de germinación, las 

semillas muestran una latencia que puede durar de 1 día a más de 30 días y las 

primeras semillas en establecerse serán las más grandes, que germinarán más 

rápidamente, emergiendo cotiledones que miden de 4 a 5 mm de largo. Además, 

las semillas pueden llegar a germinar lentamente en un estrés por salinidad 

moderado a 250 mM NaCl (Adams et al., 1998). En la etapa juvenil, con una edad 

de 5 a 6 semanas, aparece un par de hojas juveniles llamadas hojas primarias y 

posteriormente se producirán hasta siete pares de hojas primarias suculentas, las 

cuales presentan fotosíntesis C3. Luego de la aparición de los siete pares de hojas 

primarias, el crecimiento del eje primario termina para después florecer. En esta 

etapa, durante el inicio de una progresiva sequía la planta cambia de metabolismo 

fotosintético C3 a CAM lo cual minimiza la perdida de agua y asegura el ciclo 

reproductivo en ausencia de lluvia y en suelo salino (Bohnert y Cushman, 2001). 

En la etapa adulta, en plantas no estresadas, comienzan a aparecer tallos 

maduros y hojas como brotes laterales que surgen de los ejes de las hojas 

primarias. Los  brotes laterales a partir de los ejes de las hojas secundarias, 

terciarias y cuaternarias se desarrollan con mayor intensidad. En el quinto par de 

hojas y el sexto generalmente se mantienen cortas, mientras que a partir del 

séptimo par se desarrolla un par de flores a partir de las yemas axilares. Una vez 

formados los brotes laterales a partir de los ejes de hojas secundarias, terciarias y 

cuaternarias, su desarrollo y capacidad para la inducción de CAM puede ser 

acelerada por la presencia de salinidad. En el estadío de madurez, las hojas se 

caracterizan por el desarrollo progresivo de las células epidérmicas modificadas o 

células vesiculares (Adams et al., 1998).  
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Figura 3. Estadíos de desarrollo en Mesembryanthemum crystallinum: A) 
germinación, B) juvenil, C) adulta, D) floración y E) vaina de la semilla. Barra = 5 
cm (Tomado de Adams et al., 1998). 

 

El inicio de la floración, puede ser acelerado por cualquier estrés ambiental, sin 

embargo con la salinidad ocurre más rápidamente (Bohnert y Cushman, 2001). Al 

mismo tiempo que es regulada por la disminución de agua y nutrientes 

disponibles. Cuando el estrés se presenta después del periodo de madurez, 

produce una planta más grande y con menos flores, mientras que cuando el estrés 

se presenta cercano al término del período juvenil produce plantas más pequeñas 

y con menos flores. Las flores se desarrollan en el eje del par de hojas 

secundarias y representan el tallo terminal de las ramas (Adams et al., 1998). 

Al final de su estado de madurez, el desarrollo de las cápsulas con semillas ocurre 

alrededor de las seis semanas de crecimiento bajo estrés. Este desarrollo es 

acompañado por un deterioro de las raíces, tallos y hojas, mientras que las 

cápsulas con semillas siguen siendo fotosintéticamente viables. Este período dura 

varias semanas, por lo que es posible medir la actividad de PEP carboxilasa, 

Rubisco y la evolución del oxígeno fotosintético en las cápsulas con semillas 

(Adams et al., 1998). 
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Tabla II. Fases de crecimiento de Mesembryanthemum crystallinum  (modificada 
de Adams et al., 1998). 

Fase Características 

Germinación 

Solo presencia de cotiledones 

CAM no es inducible 

Biosíntesis inducible de solutos compatibles en 

cotiledones  por sequía, no por salinidad 

Juvenil 

Siete pares de hojas desarrolladas a lo largo del eje 

central 

Sin brotes laterales, ni flores 

Fotosíntesis C3, CAM no es inducible por estrés 

Adulta 

Biosíntesis inducible de solutos compatibles 

Brotes laterales con hojas secundarias 

Sin flores 

Senescencia de hojas primarias  

CAM se vuelve gradualmente inducible 

Inflorescencia 

Aparecen flores en los extremos del eje primario y 

en los ejes de hojas secundarias. 

Las células vesiculares epidérmicas se hacen 

evidentes 

CAM es siempre inducible 

Formación de 

semilla 

Las capsulas que contienen las semillas son la 

única parte viable de la planta 

Las células vesiculares epidérmicas son 

prominentes 
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En contraste con otras plantas CAM facultativas, en las cuales la inducción es 

reversible, la inducción de CAM en hojas maduras de M. crystallinum es 

constitutiva, aunque la inducción de los transcritos y proteínas de PEP carboxilasa 

por estrés salino en hojas adultas del estadío juvenil es reversible cuando se 

remueve la sal (Vernon et al., 1988). Aquí se vuelve evidente la inducción de 

transcritos de PEP carboxilasa, la cual progresa de ser no inducible en las 

primeras hojas de la etapa juvenil (2-4 semanas de edad) a ser altamente 

inducible en hojas adultas de dicha etapa (6 semanas de edad), para el 

funcionamiento de la ruta CAM. Una vez que esta inducción se vuelve completa, la 

mayoría del carbono en la planta es derivado de toma nocturna de CO2 mediada 

por una isoforma de PEP carboxilasa específica para CAM y es acompañado de 

un almacenamiento de ácido málico en la vacuola (Adams et al., 1998). Trabajar 

con M. crystallinum ha sido un punto central para ayudar a entender la regulación 

diferencial de PEP carboxilasa durante el cambio a CAM, así como  cambios en la 

expresión de genes los cuales están vinculados a ciertos patrones del desarrollo 

en la planta y que son acelerados por el estrés (Bohnert y Cushman, 2001). 

Actualmente se cuenta con tres fenotipos de vidrillo silvestres aislados e 

identificados por el Dr. Andrés Orduño del CIBNOR como P0, P9 y P11, cuyas 

características difieren en el color de la vaina (rojo en P0 y amarillo en P9 y P11) y 

hábito de crecimiento (postrado en P0 y P9 o erecto en P11). (Figura 4) 

 
Figura 4. Distintos fenotipos de M. crystallinum. A) Fenotipo P0, B) fenotipo P9, C) 
fenotipo P11. 
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2.6 El caso de los transportadores de Na+/H+ en M. crystallinum 

 

En el GenBank donde se encuentran las secuencias completas de tres genes de 

la familia NHX en M. crystallinum: McNhX1, McNhx2 y McNhx3, con números de 

acceso AM746985.1, AM748092.1 y AM901401.1, respectivamente, que codifican 

para el transportador antiporte Na+/H+ vacuolar, así como la secuencia completa 

del gen McNhaD (AM746986.1), que codifica para un transportador antiporte 

Na+/H+ (Cosentino et al., 2010); y que sólo había sido descrito en otra especie 

vegetal previamente (Ottow et al., 2005).  

Los genes McNhx1, McNhx2 y  McNhx3 codifican para proteínas de la familia de 

transportadores antiporte Na+/H+ IC- NHE/NHX del grupo CPA1 (Pardo et al., 

2006; Cosentino et al. 2010; Bassil et al. 2011a). Cocentino y Cols. (2010) 

mediante análisis in silico, reportan que McNHX1 pertenece a la clase I que 

catalizan el transporte acoplado a H+ de K+ y Na+ con igual afinidad y que se 

encuentra localizado en la membrana de compartimentos vacuolares/pre-

vacuolares. Así también, indican que McNHX2 comprende un transportador 

perteneciente a la clase II que muestra una afinidad mayor por K+ sobre el Na+ 

como sustrato y que se encuentra localizado en membranas de compartimentos 

endosomales en plantas. McNhaD pertenece a la familia de transportadores 

antiporte Na+/H+ IT/NhaD, este se ha caracterizado y se conoce que está 

localizado en cloroplasto desempeñando un papel importante en el mantenimiento 

de la homeostásis iónica de este organelo (Cosentino et al., 2010). 

El entendimiento de los mecanismos moleculares que operan en las plantas para 

tolerar el estrés abiótico por sequía y salinidad, requiere del conocimiento sobre 

los puntos de regulación de la expresión de los genes involucrados. En diversas 

especies se ha han encontrado de 2 a 6 isoformas del gene NHX, como en el caso 

de Arabidopsis que cuenta con seis isoformas, las cuales tienen una expresión 

variable dependiendo del tejido y del estadío de desarrollo en que se encuentra la 

planta, aún sin la presencia de un estrés abiótico (Hanana et al., 2009). 

En el caso de vidrillo, los resultados obtenidos por Cosentino y Cols. (2010) y los 

obtenidos por nuestro grupo de trabajo referente al perfil de expresión de los 

genes de estos transportadores sugieren que existe un nivel de expresión 

diferencial como respuesta al estrés salino. Ahora es importante conocer si esta 

expresión diferencial puede estar relacionada con la variabilidad fenotípica de la 
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especie para un posterior estudio sobre las secuencias regulatorias de dicha 

expresión. 
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3. Justificación 

Hasta ahora en estudios realizados en CIBNOR sobre el perfil de expresión del 

gen McNhx2 de vidrillo, se han obtenido datos de su expresión como respuesta al 

estrés salino y por sequía (Warner-Urías, 2010) que difieren significativamente con 

los resultados descritos por Cosentino et al. (2010).  Por ello se considera 

necesario profundizar en la evaluación fisiológica y molecular de fenotipos de M. 

crystallinum para conocer si estas diferencias en expresión están relacionadas con 

la variabilidad fenotípica en la especie; además se contribuirá a determinar el 

papel de los transportadores en el mecanismo de tolerancia al estrés salino, 

enfocándonos a responder las siguientes preguntas:  

 

¿Existen diferencias en la respuesta fisiológica al estrés salino entre los distintos 

fenotipos? 

¿Existen diferencias en los niveles de expresión de los genes McNhx1 y McNhx2 

en los distintos fenotipos de M. crystallinum durante estrés por salinidad? 
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4. Hipótesis 

Si los genes McNhx1 y McNhx2 son genes que corresponden a proteínas 

transportadoras de Na+/H+ y encontramos diferencias en la respuesta fisiológica y 

niveles de expresión de dichos genes en respuesta al estrés salino en los 

fenotipos P0, P9 y P11 de vidrillo, entonces los fenotipos que tengan una mayor 

expresión de McNhx1 y McNhx2 tendrán una mayor tolerancia al estrés salino. 

 

 

5. Objetivos 

5.1 Objetivo general 

Evaluar la respuesta fisiológica en tres fenotipos de M. crystallinum y analizar la 

expresión de los genes McNhx1 y McNhx2 que codifican para transportadores 

antiporte Na+/H+ durante el estrés salino.  

 

5.2 Objetivo específicos  

1. Evaluar fisiológicamente la respuesta de los tres fenotipos bajo estrés 

salino (potencial hídrico, contenido de humedad, crecimiento relativo, 

contenido de prolina, contenido de Na+ y K+, contenido de clorofila,) 

2.  Cuantificar el nivel de expresión de los genes de los transportadores 

antiporte Na+/H+ McNhx1 y McNhx2 en tres fenotipos de la especie M. 

crystallinum  en ausencia y presencia de estrés salino.  

 

 

 

 

 

 



20 

 

 

 

 

6. Materiales y métodos 

6.1 Material vegetal y condiciones de  crecimiento 

Para conocer el porcentaje de germinación de las semillas de los fenotipos P0, P9 

y P11, se obtuvieron semillas a partir de las capsulas de cada fenotipo, aportadas 

por el Dr. Andrés Orduño (Unidad Guerrero Negro, CIB). Los fenotipos (Figura 4) 

están identificados como sigue; P0 con un habito de crecimiento postrado y color 

de capsula rojo, P9 con el mismo habito de crecimiento postrado y un color de 

capsula amarillo y el fenotipo P11, con un habito de crecimiento erecto y color de 

capsula amarillo. Las cápsulas de cada fenotipo fueron humedecidas con agua 

destilada y agitadas dentro un de vaso de precipitado para obtener las semillas. 

Se decanto el agua y se colectaron en tubos eppendorf de 1.5 ml estériles las 

semillas del fondo del vaso de precipitado para después ser lavadas con etanol al 

70% durante 1 min por agitación fuerte utilizando un vortex. Posteriormente se 

retiró el etanol y se colocó en hipoclorito al 3% agitando nuevamente durante 10 

min, se retiro el hipoclorito y se enjuagó 6 veces con agua destilada para retirar el 

exceso de etanol e hipoclorito. Un total de 100 semillas de cada fenotipo se 

sembraron por triplicado en cajas petri sobre papel filtro estéril y se mantuvieron 

en cuarto de cultivo bajo las siguientes condiciones: 25°C, 1500 luxes y 

fotoperiodo 16/8 h. 

Como medida alternativa también se realizó la germinación en cajas petri como se 

mencionó antes, pero al término de 1 semana de edad los germinados fueron 

transferidos a cultivo in vitro empleando medio MS (Murashige y Skoog, 1962) al 

0.8% y al 1.5%.   

Para la obtención del material biológico para pruebas fisiológicas y moleculares se 

germinaron semillas de cada fenotipo en charolas para cultivo de plantas con 100 

depósitos donde se sembraron al azar semillas de cada fenotipo empleando 

pinzas para manipularlas y vermiculita de grado medio (Sunshine) como soporte. 

Una vez sembradas, las semillas se humedecieron  considerablemente y de forma 

uniforme con solución Hoagland 0.25X estéril cada tres días durante tres semanas 

y fueron mantenidas en condiciones de invernadero. Transcurrido el tiempo de 

germinación, 120 plántulas de vidrillo de tres semanas de edad fueron transferidas 

a cultivo hidropónico en solución Hoagland 0.25x estéril. La transferencia de las 

plántulas se realizó en 12 recipientes con capacidad de 700 ml de la solución 

hidropónica. Se colocaron 10 plántulas en cada recipiente, empleando esponjas 

como soporte evitando el más leve daño y consiguiendo de esta forma mantener 
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cada plántula con la zona radicular y aérea en la misma posición. Una vez 

realizados los cultivos hidropónicos se establecieron en el cuarto de cultivo del 

laboratorio de Biotecnología Vegetal bajo condiciones controladas (25°C; 

fotoperíodo 16/8 h; 1,500 luxes) utilizando solución nutritiva Hoagland 0.25X y 

aireación constante. Cada semana se renovó la solución de hidroponía de cada 

recipiente durante tres semanas. Las plántulas de seis semanas de edad fueron 

seleccionadas de acuerdo a un aspecto saludable y homogeneidad de tamaño (4-

5 pares de hojas primarias). Para la aplicación de los tratamientos se utilizaron 4 

recipientes para mantener 40 plántulas de cada fenotipo. De los 4 recipientes, se 

emplearon 2 para aplicar el tratamiento control, el cual consistió en solución 

nutritiva Hoagland 0.25X, y los otros 2 recipientes para el tratamiento con 500 mM 

de NaCl (solución nutritiva Hoagland 0.25X con la adición de 500 mM de NaCl). La 

toma de muestra de tejido vegetal se realizó seleccionando cinco plántulas 

representativas de cada uno de los dos tratamientos al día 7 para poder comparar 

con los resultados obtenidos por Cosentino y Cols. (2010), donde a partir de este 

día observan un nivel de expresión diferencial en tres distintas isoformas del 

transportador antiporte Na+/H+. Tanto para los ensayos de respuesta fisiológica 

como para el análisis de expresión se tomó la segunda y tercera hoja a partir del 

eje primario, lo que equivale entre 200 μg a 400 μg de tejido foliar. Solo para las 

muestras empleadas para el análisis de expresión se empleo tijeras tratadas con 

etanol al 70% y con RNAsa Zap (Invitrogen). El tejido foliar fue colocado y 

envuelto en sobres de papel aluminio estéril y etiquetado para ser congelados 

inmediatamente con N2 líquido inactivando cualquier actividad de RNAsas. Una 

vez congeladas las muestras fueron almacenadas a -80ºC hasta su uso. 

 

6.2 Evaluación del potencial hídrico (ψ), contenido de humedad y relación 

PS/PF 

Cada muestra de tejido foliar fue colocada dentro de un  potenciómetro (WP4-T 

Pewpoint Potentiometer) utilizando un soporte circular limpio. Se cuidó de cubrir 

toda la superficie, ya que esto representa un valor ψ más exacto y rápido. El 

equipo regula la temperatura de la superficie de la muestra y la temperatura 

interior de la cámara del equipo para equilibrar el punto de rocío. Estas mismas 

muestras fueron pesadas en una balanza analítica para obtener el peso fresco (g). 

Posteriormente las muestras fueron mantenidas en un horno de secado a 60°C 

durante 3 días para obtener el peso seco (g). Por diferencia con relación al peso 
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fresco se obtuvo el porcentaje en contenido de humedad del tejido foliar. Así 

mismo se obtuvo la relación PS/PF. 

 

6.3 Contenido de prolina 

Se utilizó el procedimiento descrito por Bates et al. (1973), con algunas 

modificaciones en la cantidad de material foliar. Las muestras de entre 0.25 y 0.3 g 

de tejido foliar fueron congelados con N2 líquido para poderlas triturar en tubos 

eppendorf de 2 ml usando pistilos de cristal con 1 ml de ácido sulfosalicílico al 3%. 

El homogenizado se filtró a través de papel filtro Whatman #2, adicionando 4 ml 

más de ácido sulfosalicílico al 3%. 

Posteriormente se elaboró una mezcla de reacción agregando 2 mL del 

homogenizado, con 2 ml de la ninhidrina ácida y 2 ml de ácido acético glacial en 

un tubo de ensayo, el cual se incubó durante una hora a 100°C; al final de este 

período la reacción se mantuvo en un baño de hielo. Después se realizó la 

extracción del cromóforo adicionando 4 ml de tolueno, seguido de una agitación 

vigorosa en vortex por 20 segundos. 

Posteriormente se dejaron en reposo los tubos hasta que se separó la mezcla en 

dos fases; se aspiró la fase acuosa que está compuesta por el tolueno y 

cromóforo. Por último se efectuó una lectura en un espectrofotómetro a 520 nm, 

utilizando tolueno como blanco. La concentración de prolina se determinó con 

base en una curva patrón de prolina y calculando sobre una base de peso fresco 

como sigue: 

                                                 [μM de prolina x ml de tolueno x 115.1 g/mol] 
μg de prolina/g de PF hoja =  
                                       [g de muestra x 1000] 

 

6.3.1 Curva patrón de Prolina 

Se elaboró una solución de prolina 0.1 mM y a partir de esta se preparó una 

solución 0.01 mM. Empleando la solución de prolina 0.01 mM se preparó por 

triplicado, 2 ml de las siguientes diluciones en agua: 10 μM,   5 μM,  1 μM, 0.5 μM, 

0.1 μM y 0.05 μM. Para obtener los 2 ml por triplicado de  las concentraciones de 

20 μM, 30 μM y 50 μM se diluyó a partir de la solución de prolina 0.1 mM. 
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Posteriormente se elaboró una mezcla de reacción agregando los 2 ml de la 

respectiva solución de prolina, con 2 ml de la ninhidrina ácida y 2 ml de ácido 

acético glacial en un tubo de ensayo, la cual se incubó durante una hora a 100°C, 

al final la reacción se detuvo en un baño de hielo. Enseguida se realizó la 

extracción del cromóforo como se indicó anteriormente en el punto 6.3.  

Las lecturas de absorbancia se relacionaron de manera lineal con la concentración 

de prolina, por lo que se realizó un ajuste por mínimos cuadrados de los valores 

obtenidos, para estimar las constantes correspondientes a la ordenada al origen 

(a), la pendiente de la recta (b) y el coeficiente de regresión lineal (r2). 

 

 

6.4 Contenido de Na+ y K+  

Las muestras fueron mantenidas en un horno de secado a 60°C durante 3 días. 

Posteriormente para evaluar el contenido de Na+ y K+ se realizó una extracción 

con mezclas de ácidos a partir de tejido seco de hojas para ser analizadas en un 

espectrofotómetro de absorción atómica GBC Avanta y el MPT-LAN03/11-06.  

 

6.5 Contenido de clorofila 

Se emplearon 0.2 g de hoja, que fue congelada en nitrógeno líquido y triturada con 

pistilos de cristal en tubos eppendorf 2 ml para luego ser resuspendida en 1.5 ml 

acetona-agua al 90%. Se agitó en vortex por 10 seg y se dejó incubar en la 

oscuridad a 4 ºC durante 24 h. Después de este período se centrifugaron las 

muestras a 2700xg durante 5 minutos a temperatura ambiente. Por último se midió 

la densidad óptica (absorbancia) del sobrenadante a 665 y 645 nm, comprobando 

que no existían turbidez ni partículas en suspensión. Como blanco se utilizó 

acetona-agua al 90%. 

Para la estimación de la concentración de clorofila a y b se emplearon las 

siguientes ecuaciones: 

Chla (mg/mL) = [12.7 x Abs665] – [2.69 x Abs645] 

Chlb (mg/mL) = [22.9 x Abs645] – [6.68 x Abs665] 

Chltotal = Chla + Chlb 
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Donde Chla y Chlb son las respectivas concentraciones de clorofila a y b estimadas 

con las anteriores ecuaciones. Para su expresión en términos del peso fresco de 

la muestra, se empleó la siguiente ecuación: 

                                                    [mg/mL de Clorofila x mL de acetona 90%] 
mg de Clorofila/g de PF hoja =  
                                              [g PF de hoja] 

 

6.6 Aislamiento de ARN total mediante el método de TRIzol (Invitrogen) 

Para el aislamiento del ARN total se trató el material a utilizar como micropipetas, 

pinzas y  la campana de extracción, con etanol al 70% y con RNAsa Zap. Para 

homogenizar las muestras de tejido, se emplearon morteros estériles y enfriados 

previamente a -80°C. El tejido se trituró utilizando N2 líquido. Inmediatamente el 

homogenizado se colocó en tubos eppendorf  de 2 ml rotulados y fueron 

colocados en hielo, se adicionó 1 ml de TRIzol por cada 200 mg de tejido. Las 

muestras se centrifugaron a 12000 rpm durante 10 min a 4°C, para separar 

detritos. 

Se recuperó el sobrenadante en tubos eppendorf de 1.5 ml rotulados y se 

incubaron durante 5 min a 15-30°C para causar la disociación de complejo de 

nucleoproteínas. Después se adicionaron 200 μl de cloroformo por cada 1 ml de 

TRIzol empleado en cada muestra y se agitó vigorosamente durante 15 segundos. 

Las muestras se incubaron durante 3 min a 15-30°C y después se centrifugaron a 

12000 rpm durante 15 min a 4°C observando 3 fases, una fase inferior color rojo, 

una interfase de fenol-cloroformo y una fase acuosa incolora en la parte superior. 

Esta última fue transferida a un tubo nuevo y se precipitó el ARN total con 0.5 ml 

de isopropanol por cada  ml de TRIzol empleado, se agitó suavemente y se 

adicionó 1 μl tRNA de levadura para hacer más eficiente la recuperación de ARN. 

Se incubó durante 10 min de 15-30°C para luego centrifugar a 12000 rpm durante 

15 min a 4°C para precipitar el ARN. Después el sobrenadante fue eliminado y se 

lavó la pastilla de ARN con 1 ml de etanol al 75% preparado con agua tratada con 

DEPC (dietilpirocarbonato) al 1% por cada ml de TRIzol empleado. Posteriormente 

se centrifugó a 7500 rpm durante  5 min y 4°C; se eliminó el sobrenadante y se 

secó la pastilla de cada muestra en la campana a temperatura ambiente para 

finalmente resuspenderla en 20 μl de agua tratada con DEPC al 1%. El RNA total 

se cuantificó en espectrofotómetro (NanoDrop ND-100). 



25 

 

 

 

 

6.6.1 Análisis del aislamiento de ARN total 

Para la visualización del ARN total aislado se realizó una electroforesis en gel de 

agarosa-formaldehído al 1% en buffer MOPS 1X. El material a utilizar incluyendo 

la cámara de electroforesis horizontal se mantuvo libre de RNAsas, limpiando con 

hipoclorito al 5% seguido de RNAsa Zap. La mezcla se preparó en un matraz 

Erlenmeyer estéril empleando agua tratada con DEPC al 1%, buffer MOPS 10X 

(MOPS 0.2 M, acetato de Na 50 mM, EDTA 10 mM, pH 7.0, empleando agua 

tratada con DEPC al 1% y esterilizado en autoclave). La agarosa se disolvió 

calentando en microondas,  evitando su ebullición. Se dejó enfriar a 55°C y se 

adicionó formaldehído al 37% en campana de extracción y adicionando 

SYBERSafe 10000X, como medio de tinción. Se mezcló la solución levemente 

evitando la formación de burbujas y se vació en la placa libre RNAsas, esperando 

media hora antes de usar el gel. La preparación de las muestras de ARN a cargar 

se hizo para 3 μg de ARN. Se adicionó al volumen necesario de ARN un volumen 

de agua tratada con DEPC al 1% y se calentaron las muestras a 65°C durante 10 

min colocándose después inmediatamente en hielo. El buffer de carga para ARN 

(0.75 ml de formamida deoinizada, 0.15 ml de MOPS 10X, 0.24 ml de 

formaldehido, 0.1 ml de agua con DEPC, 0.1 de glicerol, 0.08 de azul de 

bromofenol al 10%)  se utilizó a temperatura ambiente, hasta el momento de 

cargar la muestra en el gel. Como marcador estándar de peso molecular se 

empleó 0.1-10 Kb RNA Ladder 1μg/μl (Invitrogen). Se colocó buffer MOPS 1X 

previamente refrigerado en la cámara de electroforesis, antes de cargar las 

muestras, hasta cubrir ligeramente el gel. La cámara de electroforesis se colocó 

sobre un baño de hielo y se corrió la electroforesis a 50V durante 2 h. 

Posteriormente las bandas fueron visualizadas en UV empleando un 

fotodocumentador (BioDoc.ItTM Imaging System UVP).  

 

6.6.2 Tratamiento de ARN con DNAsa I (Invitrogen) 

Para eliminar ADN genómico contaminante, 1 μg  de ARN total se limpió con 1 U 

de DNAsa I (Invitrogen), buffer 10X (200 mM Tris-HCl pH 8.4, 20 mM MgCl2, 500 

mM KCl) y agua tratada con DEPC al 1% para un volumen final de 10 μl. La 

reacción se incubó por 15 min a temperatura ambiente y posteriormente se 

inactivó la DNAsa con EDTA 25 mM y calentamiento por 10 min a65°C. 
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6.6.3 Preparación de ADNc (ADN complementario) utilizando IMPROM II 

(Invitrogen) 

A partir de 1 μg  de RNA total limpiado con DNAsa, se preparó el ADN 

complementario utilizando Oligo d(T) en tubos eppendorf 0.2 ml. Para 

desnaturalizar el ARN de las muestras, éstas se incubaron a 70°C durante 5 min. 

Y se colocaron inmediatamente en hielo. Por separado se preparó la siguiente 

mezcla de reacción: 

Tabla III. Mezcla de reacción para preparación de cDNA 

Reactivo Concentración Volumen μl 

Buffer IMPROM II  5X 4 

MgCl2 25mM 2.5 

dNTP´s 10mM 1 

RNA Sin 40U/μL 0.5 

IMPROM II  1 

H2O DEPC (Vf=9μL)  0 

 

Una vez realizado esto, se repartió en volúmenes iguales la mezcla maestra para 

cada muestra de ARN purificada con DNasa conteniendo el Oligo d(T). La 

reacción una vez lista para cada muestra se llevó a cabo en el termociclador, 

usando el siguiente programa: 25°C durante 10 minutos para el alineamiento de 

los primers, seguidos de 60 minutos a 45°C para la extensión y posteriormente 15 

minutos a 70°C para la inactivación de la enzima y finalmente mantener a 15°C. 

Los ADNc fueron almacenados a -20°C hasta su uso. 
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6.7 Reacción en cadena de polimerasa cuantitativa (qPCR)  

A partir del análisis de las secuencias reportadas en el GeneBank para cada gen 

McNhx1 y McNhx2, se seleccionaron los siguientes pares de primers en regiones 

específicas de cada secuencia (tabla IV). El gen de referencia fue seleccionado a 

partir de un microarreglo heterólogo de Arabidopsis thaliana y confirmado por 

qPCR. 

Tabla IV. Características de los primers utilizados en qPCR 

Gen y acceso 

en GenBank 

Nombre 

del primer 

Secuencia 5´-3´ Tm %GC Tamaño 

de 

producto 

            

McNhx1 

(AM746985.1) 

 

McNHX1F1 

 

GATGCCTTGGACATTGAGAAGT 

 

64.1°C 

 

45.5 

 

90 pb 

McNhx1 

(AM746985.1) 
McNHX1R1 CATGAGCAGACCCAGCAATATG 66.5°C 50 90 pb 

McNhx2 

(AM748092.1) 

McNHX2F1 GGAACTTGGCACTGATGTGAAT

C 

66.6°C 47.8 97 pb 

McNhx2 

(AM748092.1) 

McNHX2R1 CAACGACATTGTCCTGTACAAG

GA 

66.8°C 45.8 97 pb 

UBI1 

(AB571099.1) 

UBI1F1 CGCACCTTGGCTGACTACA 64°C 57 103 pb 

UBI1 

(AB571099.1) 

UBI1R1 AACAACCAGACCATGCAACA 65°C 45 103 pb 

UBIP1 

(AF053563.1) 

UBIP1F TACTGGAAAGACTATCACCC 61°C 51 415 pb 

UBIP1 

(AF053563.1) 

UBIP1F ATGCCTCCCCTCAAACGA 66.2°C 58 415 pb 
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Para comenzar a realizar la reacción se limpió el área de trabajo, así como las 

micropipetas con etanol al 70% y se aplicó luz UV durante 15 min. Se utilizó 

puntas nuevas eppendorf de 10 y 200 μl con filtro y agua filtrada Milli Q estéril para 

la reacción. Se empleó el equipo Rotor-Gene 6000 Series Software 1.7 (Corbett 

Research). Los datos obtenidos en el qPCR se analizaron empleando el algoritmo  

2-ΔΔCT   de Livak and Schmittgen (2001) para evaluar los cambios en la expresión 

relativa de los genes McNhcx1 y McNhx2 usando el gen endógeno de 

poliubiquitina como control interno. Cada muestra fue repetida 3 veces. 

La mezcla de reacción se preparó como se describe a continuación: 

Tabla V. Mezcla de reacción para preparación de qPCR 

Reactivo Concentración Volumen μl 

SsoFast Eva green 

Supermix 
2X 5 

Primer F 20μM 0.1 

Primer R 20μM 0.1 

cDNA 25-50ng/μL 1 

H2O milli Q estéril 

(vf=10μl) 
 3.8  
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Y se utilizó el siguiente programa: 

 

 

 

 

 

 

6.7 Análisis estadístico 

Se realizó un análisis de varianza (ANOVA) de dos vías con un nivel de 

significancia de p<0.05 usando el programa STATISTICA 7.0 para Windows. 

Posteriormente se realizó una prueba de rango múltiple de Duncan cuando se 

observaron diferencias significativas entre los tratamientos con salinidad. 
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7.  Resultados  

7.1 Germinación y crecimiento de material vegetal 

Los resultados en el porcentaje de germinación entre los tres fenotipos indican que 

al día 4, no hubo diferencias entre el número de semillas germinadas en el 

fenotipo P0 y P11, mientras que el fenotipo P9 muestra un menor porcentaje de 

germinación; sin embargo, después del día 6 se observó un aumento en el número 

de semillas germinadas en los tres fenotipos aún al día 10. Siendo del 36 y 42% 

para los fenotipos P0 y P11 y del 13% en el caso del fenotipo P9. Así mismo se 

observó que P0 y P11 germinan más rápido que P11 (Figura 5). Sin embargo, en 

un experimento realizado en otro lote de semillas bajo las mismas condiciones, P9 

y P11 mostraron un porcentaje de germinación al día 10 del 30 y 10% 

respectivamente, mientras que P0 se mantuvo cerca del 40%. Siendo de esta 

manera, P9 y P11 los que varían en su porcentaje de germinación mientras que 

P0 se mantiene constante.  En la figura 6 se muestran las plántulas de 6 semanas 

de edad al día 7 de la aplicación del estrés salino con 500 mM de NaCl. 

 
Figura 5. Porcentaje de germinación de semillas de los fenotipos P0, P9, P11 de 
M. crystallinum. Los valores representan las medias ± DS (n=3). 
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Figura 6. Plántulas de vidrillo de 6 semanas de edad al día 7 de la aplicación del 
tratamiento 
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7.2 Evaluación del potencial hídrico (ψ), contenido de humedad y relación 

PS/PF 

Para conocer el comportamiento relacionado con el ajuste osmótico presente en 

las plantas durante el estrés por salinidad se evaluó el potencial hídrico, así como 

el contenido de humedad. El análisis del potencial hídrico mostró que aún en 

condiciones control, los fenotipos P9 y P11 mantienen una tendencia a ser más 

negativa con respecto a P0. Indicando una diferencia significativa solamente entre 

P0 con una media de -2.01 ± 0.49 y P9 con una media de -3.3 ± 0.51, pero no así 

estos últimos con respecto a P11 con una media de -2.98 ± 0.41. En presencia del 

estrés por salinidad, el análisis indicó una tendencia negativa más marcada en P0, 

P9 y, sobre todo en P11. Mostrando una diferencia significativa solo entre P0 con 

una media de -5.08 ± 0.67 y P11 con una media de -6.85 ± 1.02, pero no hubo 

diferencia significativa de estos últimos con respecto a P9 con una media de -5.87 

± 1.1 (Figura 7A). En el caso del contenido de humedad, el análisis mostró que en 

condiciones control P9 y P11 mantienen una tendencia parecida entre ellos que es 

menor a P0, así como diferente significativamente. En presencia de estrés por 

salinidad, esta vez la tendencia entre los tres fenotipos fue parecida, pero el 

análisis solo mostró diferencia significativa entre P0 con una media de 76.59 ± 

0.07 y P11 con una media de 76.96 ± 0.2, pero no así con respecto a P9 con una 

media de 76.6 ± 0.42 (Figura 7B). La relación PS/PF mostró que la cantidad de 

biomasa en tejido foliar incrementó en presencia de salinidad. Sin embargo la 

relación PS/PF fue menor el P11 y diferente significativamente con respecto a P0 

y P9 (Figura 7C). 
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Figura 7. Evaluación del potencial hídrico (A), contenido de humedad (B) y (C) 
relación PS/PF en brotes de vidrillo al día 7 de exposición a 500 mM de NaCl. Los 
valores representan las medias ± DE (n=5). Las letras arriba de cada barra indican 
diferencias significativas con un valor de significancia de p<0.05. 
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7.3 Contenido de prolina 

La acumulación de prolina en la célula vegetal  bajo estrés por salinidad o sequía 

es uno de los cambios que ocurren durante osmoregulación en muchas plantas. 

Se evaluó la cantidad de prolina en tejido foliar y debido a la variabilidad de las 

muestras no se observaron diferencias significativas en el contenido de prolina en 

respuesta a estrés salino entre los fenotipos, sin embargo los datos sugieren una 

tendencia a un mayor contenido de prolina principalmente el fenotipo P11 en 

contraste con P0 (Tabla VI).   

 

Tabla VI. Contenido de prolina (µg/ µg de PF de hoja) evaluado en brotes de 

vidrillo al día 7 de exposición a estrés por salinidad con 500 mM de NaCl. Los 

valores representan las medias ± DE (n=5), p>0.05. 

 
Fenotipo 

  

 
Control  

 
500 mM NaCl  

 
P0  0.88 ± 1.3  119.10 ± 22.1  

 
P9  4.03 ± 1.6  168.67 ± 52.3  

 
P11  13.03 ± 0.8  227.41 ± 73.4  
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7.4 Contenido de Na+ y K+ 

Dos de los mecanismos por los cuales la homeostasis iónica es mantenida en las 

plantas halófitas para tolerar el estrés por salinidad, son el secuestro de Na+ en la 

vacuola y su exclusión mediante células epidérmicas modificadas. De esta manera 

la relación Na+/K+ a nivel celular se mantendría inalterada bajo estrés. Para 

evaluar el efecto de la salinidad sobre la homeostasis iónica en los tres fenotipos 

se cuantificaron los contenidos de Na+, K+ y la relación Na+/K+ en tejido foliar. En el 

contenido de Na+, el análisis mostró que en condiciones control solo el fenotipo 

P11 presentó un mayor contenido de Na+ acumulado en la hoja, siendo de 3 y 4 

veces más que P0 y P9 respectivamente. El contenido de Na+ bajo estrés por 

salinidad incrementó de manera distinta en los tres fenotipos, siendo mayor en P9 

y P11, con una media de 156.55 ± 13.3 y 137.19 ± 4.1 respectivamente (Figura 

8A). El análisis para el contenido de K+ indicó que, en aún en condiciones control, 

P11 posee un nivel más bajo que P0 y P9 y que es diferente significativamente 

con una media de 86.62 ± 3.6. Bajo estrés por salinidad el contenido de K+ en la 

hoja disminuyó mayormente en P9 y P11 con respecto a P0 (Figura 8B). El 

análisis para la relación Na+/K+ en condiciones control, mostró un incremento de 7 

veces en P11 con respecto a P0 y P9. Bajo estrés por salinidad, la relación 

incrementó de manera significativa el doble en P9 y P11 con respecto a P0 (Figura 

8C).  
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Figura 8. Contenido de Na+ y K+ evaluado en brotes de vidrillo al día 7 de 
exposición a estrés por salinidad con 500 mM de NaCl. A) Contenido de Na+, B) 
contenido de K+ y C) relación Na+/K+. Los valores representan las medias ± DE 
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(n=5). Las letras arriba de cada barra indican diferencias significativas con un valor 
de significancia de p<0.05. 

 

7.5 Contenido de clorofila  

Los pigmentos fotosintéticos son importantes en las plantas principalmente por 

que se encargan de la captación de luz, así como de la producción de la fuerza 

reductora. Se conoce que ambas clorofilas a (CHLa) y b (CHLb), son propensas al 

daño causado por la salinidad del suelo. Además, tanto la sequía como la 

salinidad alteran la proporción CHLa/ CHLb. Se realizó la cuantificación del 

contenido de clorofila en tejido foliar, encontrando significativamente mayor 

cantidad de CHLa en P9 y P11 con respecto a P0 en condiciones control. Bajo 

estrés por salinidad, el contenido de CHLa incrementó significativamente en los 3 

fenotipos (Figura 9A). En caso del contenido de CHLb, en condiciones control fue 

mayor en P11 y diferente significativamente con respecto a P9 y P0. Bajo estrés 

por salinidad, el contenido de CHLb mostró ser más estable, sin haber diferencias 

significativas entre los fenotipos (Figura 9B). El análisis del contenido CHL total 

mostró un incremento significativo en P9 y P11 con respecto a P0 en condiciones 

control. Bajo estrés por salinidad, se observó un incremento significativo en los 

tres fenotipos, siendo el mayor en P9 con una media de 104.5 ± 16.7 (Figura 9C). 

La relación CHLa/ CHLb en condiciones control no mostró diferencias 

significativas entre los tres fenotipos. Bajo estrés salino la relación CHLa/ CHLb 

incremento significativamente solo en P9 y P11 (Figura 9D). 
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Figura 9. Contenido de clorofila evaluado en brotes de vidrillo al día 7 de 
exposición a estrés por salinidad con 500 mM de NaCl. A) CHLa, B) CHLb, C) 
CHL total, D) Relación CHLa/ CHLb. Los valores representan las medias ± DE 
(n=5). Las letras arriba de cada barra indican diferencias significativas con un valor 
de significancia de p<0.05. 
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7.6 Calidad del ARN total y ADN complementario 

El ARN total extraído de los 3 fenotipos presentó las bandas correspondientes al 

ARN ribosomal 28S y 18S, donde se encuentra también el ARNt y ARNm  (Figura 

10). Además se obtuvieron concentraciones que van de 3 a 4 µg/µl y relaciones 

260/280 muy cercanas a 2, lo que indica que la calidad de las muestras es buena 

y se pueden utilizar para análisis de expresión de genes.  

 

Figura 10. Electroforesis de ARN total en gel de agarosa-formaldehído al 1%.  
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La calidad del ADNc se evaluó mediante PCR, mediante la amplificación del gen 

de poliubiquitina de 415 pb (Figura 11). Los productos de PCR se observaron en 

los tamaños esperados en los 3 fenotipos tanto en muestras control como en 

muestras tratadas con 500 mM de NaCl.  

 

 

Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de amplicones de poliubiquitina 
obtenidos a partir de ADNc 
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7.7 Reacción en cadena de polimerasa cuantitativa (qPCR)  

El análisis de expresión mostró que tanto el gen McNhx1 como el McNhx2 

incrementaron significativamente su expresión con respecto al control de 

poliubiquitina en los fenotipos P0 y P9, sin embargo la expresión relativa de estos 

genes mostró que se encuentran suprimidos en el fenotipo P11. McNhx1 

incrementó 2 y 3 veces más en P0 y P9 respectivamente (Figura 12A) y McNhx2 

de 5 y 3 veces más en P0 y P9 respectivamente con respecto al control (Figura 

12B). 

 

 

Figura 12. Análisis de expresión del gen A) McNhx1 y B) McNhx2 evaluado en 
brotes de vidrillo al día 7 de exposición a estrés por salinidad con 500 mM de NaCl 
mediante qPCR. Los niveles de expresión relativa fueron calculados mediante el 
método      2-ΔΔCT    y normalizados con el gen de poliubiquitina. Los valores que 
sobrepasan la línea punteada indican genes que inducen su expresión por efecto 
del estrés. Los valores representan las medias ± DE (n=5). Las letras arriba de 
cada barra indican diferencias significativas con un valor de significancia de 
p<0.05. 
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8. Discusión 

La salinidad es considerada como un factor de estrés para muchas plantas, aún 

para muchas plantas halófitas (Lv et al., 2012). Así mismo es conocido como estas 

plantas acoplan estrechamente el crecimiento con la absorción de sales durante la 

osmoregulación y a su vez como esto es influenciado por la especie, el periodo 

exposición y el nivel de estrés (Benzarti et al., 2012). En el presente estudio, se 

evaluaron en 3 fenotipos de vidrillo identificados como P0, P9 y P11 la expresión 

de los genes del transportador antiporte Na+/H+ McNhx1 y McNhx2, así como la 

respuesta fisiológica mediante la acumulación de prolina, evaluación del potencial 

hídrico, contenido de humedad, relación PS/PF, contenido de clorofila y contenido 

de Na+ y K+ en tejido foliar bajo estrés por salinidad.  

 

Para obtener las plántulas se realizó la germinación en condiciones control de los 

tres fenotipos y se observó un porcentaje de germinación distinto siendo mayor 

para el fenotipo P0 y P11, que en P9. Aún se desconoce acerca de las 

características en el proceso de germinación de vidrillo, Sin embargo Bohnert y 

Cushman (2001) indican que en su hábitat nativo (desierto del Namib, África del 

Sur) esta especie germina siendo moderadamente tolerante al frio y a la salinidad 

y se vuelve estable al pasar al estado de plántula juvenil, todo esto durante un 

periodo corto de lluvia en el invierno. Por otra parte, Gutterman (1994) señala  que 

factores relacionados con la maduración de la semilla cuando aún se encuentra en 

la planta madre, la  herencia genotípica, así como el fenotipo materno afectan la 

capacidad de germinación de muchas especies de plantas en tal manera que solo 

una porción de las semillas germinará en cualquier momento aún en condiciones 

controladas. Gutterman & Gendler (2005) indican cómo es que muchas especies 

de plantas que habitan en climas extremos como en caso del genero 

Mesembraynthemum que son alrededor de 74 especies, desarrollan semillas con 

distintos tipos de dormancia. Así mismo, indican como en el caso de 

Mesembraynthemum nodiflorum el ritmo anual entre el invierno-verano regula la 

germinación y a su vez como la tasa con la que M. nodiflorum germina dependerá 

de la parte en la que se desarrolló la semilla en la capsula; es decir si fue en la 

parte terminal lo hará más rápido que si ocurrió en la parte media. Esto podría 

explicar en parte la diferencia observada durante la germinación en los tres 

distintos fenotipos y en los distintos lotes de semillas de vidrillo, la cual es una 
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planta anual (Adams et al., 1998) y que como se mencionó antes germina durante 

el invierno y se desarrolla en condiciones adversas.  

 

En la parte fisiológica, al evaluar el potencial hídrico se observó una disminución 

significativa  en los tres fenotipos de vidrillo sometidos a estrés por NaCl 500 mM, 

consistente con resultados obtenidos por Brini y Cols. (2007) donde se observa 

una disminución del potencial hídrico al someter a 200 mM NaCl a A. thaliana. Sin 

embargo, solo hubo diferencias significativas entre P0 y P11 con una tendencia a 

ser más negativo en P9 y P11. Este fenómeno se ha observado durante el ajuste 

osmótico en plantas sometidas a estrés por salinidad y/o sequía (Brini et al., 2007; 

Turkan et al., 2009; Kholodova et al., 2011). Durante el ajuste osmótico ocurre una 

disminución del potencial hídrico en la hoja así mismo en tallo y zona radicular, 

debido a la acumulación de solutos compatibles y mediante el balance osmótico 

por secuestración de Na+ y Cl- en la vacuola dirigiendo a un incremento en el 

gradiente del potencial hídrico entre la solución del medio salino y la planta 

(Turkan et al., 2009). Generando de esta manera la fuerza que es requerida para 

conducir la absorción de agua hacia el interior de la planta (Brini et al., 2007). Por 

lo tanto, un potencial hídrico más negativo en P9 y P11 indicaría una menor 

capacidad para retener el agua intracelular.  

Al evaluar el contenido de humedad, se debe tomar en cuenta  el alto contenido de 

humedad en las hojas jóvenes de vidrillo. Según lo reportado por Kholodova y 

Cols. (2011) el contenido de humedad se encuentra alrededor del 97% de su peso 

fresco, lo cual corresponde a 32 g de H20 por 1 g de peso seco. De acuerdo a lo 

anterior, una disminución de 97% a 93% en el contenido de humedad en una base 

de peso fresco correspondería a una disminución de dos veces en una base de 

peso seco. Este tipo de reducción en el contenido de humedad ocurre durante la 

senescencia natural (Bohnert & Cushman, 2001; Kholodova et al., 2011). En 

nuestros resultados, basados en hojas adultas de seis semanas de edad, el 

contenido de humedad foliar al día 7 fue alrededor del 80% en los tres fenotipos 

en condiciones control por lo que esto podría atribuirse a cambios en el contenido 

de metabolitos de bajo peso molecular o polímeros que han ocurrido por la edad 

de las hojas y lo cual tendría un efecto en el contenido de humedad (Kholodova et 

al., 2011). Sin embargo bajo el efecto de la salinidad se acelero este proceso, 

reduciendo el  contenido de humedad en el brote que fue de 4% en P0 y de 3% en 

P9 y P11, lo cual es consistente con los resultados reportados por Lv y Cols. 

(2012) donde se observó una reducción de alrededor del 4% en S. europea en 
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presencia de 500 mM de NaCl y la cual es una halófita del orden de las 

Caryophyllales al igual que el vidrillo.   

Por otra parte, la relación PS/PF en tejido foliar incrementó significativamente en 

los 3 fenotipos  en presencia de salinidad. Tomando en cuenta que el vidrillo es 

una planta facultativa C3-CAM, cambio que se ve inducido en presencia de 

salinidad y/o sequía (Winter & Holtum, 2007) luego de 6 semanas de edad y el 

cual va acompañado por cambios en el contenido de distintas moléculas como por 

ejemplo la acumulación de iones, ABA, enzimas relacionadas en la ruta CAM 

como P5C5 o PEP carboxilasa,  ácidos orgánicos como el malato y solutos 

compatibles (Adams et al., 1998; Bohnert & Cushman, 2001; Silvia-Ortega et al., 

2008; Cosentino et al., 2010), es una razón por la que se esperaría que relación 

PS/PF incrementara en presencia de salinidad, lo cual se interpreta también como 

contenido de biomasa o materia seca. Así mismo, al estar la planta optimizando el 

uso eficiente del agua durante el estrés se esperaría que su fotosíntesis no se 

viera impedida. Sin embargo esto no es posible corroborarlo con nuestros datos.  

Como se mencionó anteriormente, además de la disminución del potencial hídrico 

total de hojas, tallos y raíces, el ajuste osmótico en plantas en parte consiste en la 

acumulación de solutos compatibles en respuesta al déficit hídrico, tales como la 

prolina (Turkan et al., 2009). Nuestros resultados, al evaluar el contenido de 

prolina en tejido foliar bajo estrés por salinidad con 500 mM de NaCl, fueron 

consistentes con lo reportado por Cosentino y Cols. (2010) donde se observó un 

incremento en el contenido de prolina en M. crystallinum después de exponerse a 

400 mM de NaCl. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas debido 

a la variación obtenida en nuestras muestras. Por lo tanto, esto sugiere una 

tendencia a un mayor contenido de prolina en P11 en contraste con P0.  

 

Los resultados de el contenido de Na+ y K+ en tejido foliar de vidrillo, muestran que 

el fenotipo P11 acumula más Na+ aún en condiciones control en comparación con 

P0 y P9 y éste ion aumenta significativamente en respuesta a estrés salino de en 

los 3 fenotipos, pero principalmente en P9 y P11. Igualmente el contenido de K+ 

fue significativamente menor en P11 aún en condiciones control y durante el 

estrés salino los 3 fenotipos mostraron una disminución significativa. La relación 

Na+/K+ de P11 fue significativamente menor que P0 y P9 aún en condiciones 

control. Una disminución de K+ en la hoja, aunado a un incremento en la relación 

Na+/K+ se conoce que es la base para que pueda ocurrir una intoxicación por Na+ 

(Wang et al., 2012).  Así mismo se ha propuesto para algunas halófitas que el 
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valor de la relación Na+/K+ por encima de 1.0 después de la aplicación del estrés 

por salinidad puede mostrar el estado de la tasa de crecimiento y de esta manera 

ser usado para determinar la habilidad para tolerancia a la salinidad (Wang et al., 

2012). Esto este comportamiento es algo parecido a lo que se observó en el 

fenotipo P11 por lo que es posible que este fenotipo durante un tiempo mayor de 

exposición a los 7 días con 500 mM de NaCl sea más susceptible a la intoxicación 

por Na+. Por otra parte, esta alteración de relación Na+/K+ podría estar asociada a 

la nula expresión de los genes antiporte McNhx1 y McNhx2 que se observó por 

qPCR en P11 y que funcionan en la compartimentalización y regulación del 

exceso de sodio citosólico (Cosentino et al., 2010). Así mismo, Glenn y Cols. 

(2012) reportan que el Na+ es el catión predominante en el ajuste osmótico y el K+ 

es menos afectado en hoja en tres variedades del genero Atriplex bajo estrés 

salino; algo muy similar a lo que pudimos observar en los fenotipos P0 y P9.  

Las diferencias en expresión de los genes McNhx1 y McNhx2 entre los fenotipos, 

aunado a las diferencias en el potencial hídrico, así como  el mantenimiento de la 

homeostasis iónica sugieren que los fenotipos P0 y P9 poseen mecanismos de 

osmoregulación similares, pero distintos de P11. Otra característica que podría 

estar relacionada con esta diferencia es el amplio rango de crecimiento que puede 

presentarse entre distintas halófitas; tal es el caso de  Suaeda marítima que es 

una euhalófita, la cual crece en una salinidad alrededor de 5 g/L o como el caso de 

Thallungiella halophila, que es una miohalófita que puede crecer aún por encima 

de una salinidad de 30 g/L y que a su vez estas especies mencionadas poseen 

distintas tendencias a excluir o acumular sodio (Flowers y Colmer, 2008).  

Por otra parte, al  evaluar el contenido de clorofila (CHL) se observó un incremento 

principalmente de la CHLa en los tres fenotipos. Por lo tanto el contenido de la 

relación CHLa/CHLb también mostró ese incremento. En el caso de la clorofila 

Total solo en P11 no mostró un incremento significativo en presencia de salinidad, 

pero si lo hubo en P0 y P9. Esto fue consistente por los resultados reportados por 

Silvia-Ortega y Cols. (2008) donde al exponer a O. streptacantha la cual es una 

planta CAM a distintas concentraciones de NaCl llegando hasta 350 mM se 

observó un incremento en el contenido de clorofila total, en vez de una reducción 

en esta última. Por otra parte no se observaron cambios significantes de CHLb 

fenotipos en presencia de salinidad. Se conoce que la salinidad podría afectar la 

concentración de clorofilas en la hoja a través de la inhibición de la síntesis de 

estas mismas o acelerando su degradación (Raimi et al., 2011). Sin embargo 

nuestros resultados sugieren que al tratarse de una halófita, los cambios 
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inalterados en el contenido de CHlb se encuentran formando parte de un sistema 

de protección eficiente contra el daño oxidativo (Silvia-Ortega et al., 2008; Benzarti 

et al., 2012). Esto a su vez sugiere que en el caso del fenotipo P11, donde no 

hubo incremento en el contenido de CHLtotal, la salinidad pudo afectar el 

contenido de estos pigmentos.  

En la parte molecular se conoce que McNhx1 y McNhx2 son genes pertenecientes 

a la clase I y clase II de transportadores intracelulares respectivamente, los cuales 

se encuentran mediando el transporte acoplado de K+ o Na+ con igual afinidad  

como es el caso de McNhx1 o el transporte de K+ sobre el Na+ como sustrato 

como ocurre con McNhx2 (Cosentino et al., 2010). Si tomamos en cuenta que 

McNhx1 y McNhx2  se ubican tonoplasto y  membranas de compartimentos 

endosomales respectivamente (Cosentino et al., 2010). Entonces nuestros 

resultados observados en P11 sugieren que existe una posible pérdida ya sea de 

los elementos que regulan la expresión de estos genes o las funciones 

relacionadas con la compatimentalización vacuolar de Na+ y movimiento de Na+ 

y/o K+ dentro de compartimentos endosomales, lo cual se ha propuesto como 

parte del mecanismo de tolerancia a la salinidad (Bassil et al., 2011a). En 

Arabidopsis thaliana se ha demostrado que AtNhx1 y AtNhx2, así como AtNhx5 y 

AtNhx6 se encuentran expresándose en conjunto, y que solo la presencia de una 

doble deleción afecta procesos como el pH vacuolar y la homeostasis del K+, así 

como el tráfico vesicular de compartimentos endosomales a la vacuola; lo cuales 

son puntos críticos en la expansión celular, proliferación y respuesta a salinidad  

(Bassil et al., 2011a, Bassil et al., 2011b). Análisis filogenéticos realizados en 

secuencias de aminoácidos de distintos transportadores de la familia NHX, han 

indicado que McNhx1 se encuentran dentro de la misma clase que AtNhx1 y 

AtNhx2 de Arabidopsis thaliana y que McNhx2 se encuentra dentro de la clase de 

AtNhx5 y AtNhx6 (Pardo et al., 2006, Cosentino et al., 2010), por lo que es 

probable que en vidrillo esté ocurriendo esta doble actividad de estas isoformas y 

que en el caso del fenotipo P11 exista una deleción y/o deficiencia en esta 

actividad. Lo que da lugar a futuros estudios en esta posible mutante sobre 

evaluación funcional de elementos regulatorios; así como de genes relacionados 

con la tolerancia a salinidad en vidrillo, tales como el McNhaD y McSOS1 

encargados de la compartimentalización en cloroplasto y exclusión de Na+ en 

membrana plasmática respectivamente (Cosentino et al., 2010) lo cual daría una 

visión más amplia de cómo ocurre el mecanismo de tolerancia a salinidad en este 

fenotipo. 
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9. Conclusiones 

En conclusión el fenotipo P11 responde  fisiológica y molecularmente diferente a 

los fenotipos P0 y P9 ante un estrés salino. El fenotipo P11 no tiene la capacidad 

de encender los genes antiporte McNhx1 y McNhx2, aún en ausencia de estrés. 

Por lo anterior mantiene una mayor concentración de iones sodio en hojas de 

vidrillo alterándose la relación de Na+/K+ sin que esto disminuya la relación PS/PF 

y la producción de clorofila. 
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