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RESUMEN 

La salinidad y la contaminación por metales pesados es uno de los temas más 

importantes en la actualidad, debido a que están presentes en el agua, suelo, aire y 

alimentos. Este tipo de contaminantes afecta a las plantas en su crecimiento y desarrollo. 

Las halófitas, han desarrollado mecanismos con los cuales mantienen la homeostasis en 

estas condiciones de estrés, mientras la gran mayoría de las plantas de interés agrícola no 

tienen esta capacidad. Suaeda edulis es una planta halófita que es capaz de prosperar y 

crecer bajo estrés salino; sin embargo, se desconocen los mecanismos que utiliza para 

tolerar estas condiciones. En el presente trabajo se expusieron plantas in vitro de S. edulis 

a NaCl (300 y 600 mg/L), CuSO4 (100 y 250 mg/L), CdCl2 (100 y 250 mg/L) por 72 h, y por 

análisis de espectroscopía de absorción atómica se detectó que la concentración de estos 

aumenta en la planta conforme aumenta la concentración en el medio. Por otro lado, se 

identificó un gen tipo dehidrina en S. edulis (SeDHN-like) y los estudios bioinformáticos 

revelaron que pertenece a las proteínas LEA 2. Se realizaron estudios de expresión de 

SeDHN-Like y de 1-pirrolina-5-carboxilato sintasa (P5CS; enzima que participa en la 

síntesis de la prolina),  con la finalidad de saber si había una correlación entre la expresión 

de estos genes y los tratamientos antes mencionados; los resultaos revelaron que la 

expresión de P5CS y SeDHN-like es mayor en las plantas expuestas a exceso de salinidad, 

a CuSO4 y a CdCl2, que a las del grupo control.  
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ABSTRACT 

Salinity and contamination by heavy metals is one of the most important issues at 

present, because they are present in water, soil, air and food. This type of pollutants affects 

the plants in their growth and development. The halophytes have developed mechanisms in 

which they maintain homeostasis under these stress conditions, while the vast majority of 

plants of agricultural interest do not have this capacity to do it. Suaeda edulis is a halophyte 

plant that is able to thrive and grow under salt stress; however, the mechanisms used to 

tolerate these conditions are unknown. In this work in vitro plants of S. edulis were exposed 

to NaCl (300 and 600 mg / L), CuSO4 (100 and 250 mg / L), CdCl2 (100 and 250 mg / L) for 

72 h. Through the analysis of atomic absorption spectroscopy, it was detected that the 

concentration of these increases in the plant as the concentration in the meddle increases. 

On the other hand, a dehydrin-type gene was identified in S. edulis (SeDHN-like) and 

bioinformatic studies revealed that it belongs to the LEA 2 proteins. SeDHN-Like and 1-

pyrroline-5-carboxylate synthase expression studies were carried out (P5CS, enzyme that 

participates in the synthesis of proline), in order to know if there was a correlation between 

the expression of these genes and treatments previously mentioned. The results revealed 

that the expression of P5CS and SeDHN is higher in plants that are exposed to excess 

salinity, to CuSO4 and to CdCl2, than to those in the control group. 
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1. INTRODUCCIÓN 

El crecimiento de la población que ha tenido lugar durante los últimos años ha 

propiciado el desarrollo de la actividad industrial y agrícola. Debido a esto, un gran número 

de contaminantes químicos están siendo liberados e incorporados a los ecosistemas, y a 

los suelos, comprometiendo su capacidad autodepuradora. Entre los principales 

contaminantes se incluyen los metales pesados.  

La contaminación con metales pesados es uno de los temas más importantes en la 

actualidad, debido a que están presentes en el agua, suelo, aire y alimentos. El sistema 

suelo-planta se considera un sistema abierto que se encuentra sujeto a aportes, tales como 

contaminantes, fertilizantes y pesticidas, y también a pérdidas, mediante lixiviación, erosión 

o volatilización. La incorporación de los metales pesados por las plantas se produce 

fundamentalmente desde el suelo, a través de las raíces, y está influenciada por varios 

factores entre los que destacan el tipo de suelo, la temperatura, pH, aireación, condiciones 

redox y fertilización, la especie vegetal, el momento del desarrollo y el sistema radicular, 

entre otros. Una vez que los iones metálicos han sido absorbidos, pueden moverse por toda 

la planta, afectando su crecimiento y desarrollo. Es importante destacar que algunas 

plantas, como lo son las halófitas, han desarrollado mecanismos con los cuales mantienen 

la homeostasis en estas condiciones de estrés, mientras la gran mayoría de las plantas de 

interés agrícola no tienen esta capacidad.  

Las plantas halófitas son organismos capaces de prosperar y crecer en concentraciones 

altas de NaCl, ya que activan mecanismos fisiológicos para regular el potencial osmótico 

de las células, primordialmente para evitar la pérdida de agua y la entrada de iones tóxicos. 

La biosíntesis de osmoprotectores como la prolina, y de proteínas de defensa como la LEA 

(Late Embryogenesis Abundant) tipo dehidrina, son mecanismos que han desarrollado 

estas plantas para tolerar las condiciones de estrés salino.  

Suaeda edulis es una planta halófita que se encontró en el cráter del volcán Rincón 

deParangueo en Valle de Santiago, Guanajuato, las características del suelo son muy 

inusuales teniendo un pH de 9.2 y 34.8 mg/L de NaCl.  

No hay estudios moleculares y fisiológicos previos en esta planta, por lo que es de suma 

importancia investigar los mecanismos que utiliza para resistir condiciones tan adversas.  

En este trabajo, se estudió la respuesta de S. edulis al estrés salino y al producido 

por la presencia de metales pesados. Se comparó la expresión del gen 1-pirrolina-5-
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carboxilato sintasa (P5CS), enzima que participa en la síntesis de la prolina, y del gen LEA, 

de plantas expuestas a exceso de salinidad, a cobre y cadmio, con otras cultivadas en 

condiciones regulares. Además, se analizó la capacidad de esta planta de captar sodio y 

metales pesados (Cu y Cd) por el espectroscopía de absorción atómica. Así mismo, se 

identificó en un gen, que codifica para a una proteína con las características propias de las 

LEA 2 (SeDHN-like), además del gen P5CS. Se observó que la expresión de ambos genes 

en S. edulis cultivadas en presencia de metales pesados y salinidad, fue mayor con 

respecto a las del control, aunque no hay una diferencia significativa entre tratamientos Por 

su parte, los resultados de la absorción atómica mostraron que plantas de S. edulis 

expuestas a sales de cobre y cadmio, son capaces de acumular Na, Cu y Cd.  
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2. ANTECEDENTES 

Las plantas se encuentran expuestas a cambios constantes debido a la inestabilidad de 

las condiciones ambientales en nuestro planeta, sin embargo, para estos organismos es 

crucial adaptarse y aclimatarse a estas condiciones para poder llevar a cabo de una forma 

óptima su crecimiento, desarrollo, aumento de biomasa, productividad. Estos cambios 

ambientales son percibidos por los distintos órganos de la planta, y esta información se 

transmite internamente mediante la modulación de la síntesis de señales que activan las 

respuestas de desarrollo y crecimiento vegetativo. Las respuestas de la planta dependen 

del genotipo y del estado de desarrollo de la misma en el momento en el cual el estrés se 

está presentando, una vez activadas estás respuestas, el crecimiento, así como otro tipo 

de funciones, se verá limitado por el aporte de nutrientes, elementos minerales, H2O, entre 

otros. Bajo estas características la planta es capaz de reprimir las respuestas de 

crecimiento y desencadenar mecanismos de protección (Talón et al., 1991). 

 

2.1. Estrés osmótico por salinidad 

La salinidad afecta el crecimiento y producción de los cultivos porque reduce el potencial 

hídrico de la solución del suelo lo que hace que disminuya la disponibilidad de agua creando 

un desequilibrio nutritivo, dada la elevada concentración de elementos (Na, Cl) que pueden 

interferir con la nutrición mineral y el metabolismo celular; en consecuencia los diversos 

efectos observados a distinta escala, desde reducción de turgencia y crecimiento, hasta la 

pérdida de la estructura celular por desorganización de membranas e inhibición de la 

actividad enzimática, son el producto combinado del estrés hídrico, toxicidad iónica y el 

desequilibrio nutricional (Chávez et al., 2009). En Cereus validus se encontró que el 

metabolismo CAM se inhibe en un 67% como consecuencia de la salinidad por NaCl; pero 

existen plantas resistentes a este tipo de estrés como los cactus de las llanuras salinas 

cerca de Chichiriviche, Venezuela que están expuestos a condiciones altamente salinas del 

suelo únicamente durante la estación seca y en esta temporada no presentan raíces activas 

para la absorción, por lo que no acumulan NaCl y durante el resto del año, la alta 

precipitación limita el estrés salino (Casierra et al., 2006). 

La salinidad también afecta la fotosíntesis, principalmente a través de la reducción del 

área foliar, el contenido de clorofila y la conductancia estomática, y en menor extensión a 

través de una disminución de la eficiencia del fotosistema II. Los efectos adversos de la 
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salinidad pueden influir sobre el ciclo celular y la diferenciación, ya que detiene 

temporalmente el ciclo celular reduciendo la expresión y actividad de ciclinas y proteínas  

quinasa dependientes de ciclinas, lo que trae como resultado menos células en los 

meristemos y un crecimiento limitado (Chávez et al., 2009). Casierra et al. (2006) reportaron 

que la aplicación de 100 mM de NaCl redujo el crecimiento alrededor de 50% en Ferocactus 

acanthodes y Trichocereus chilensis y encontraron que a pesar de que la salinidad tuvo un 

efecto mínimo sobre la reducción en el área foliar en las especies evaluadas, la 

concentración de NaCl afectó negativamente la producción de materia seca y la eficiencia 

agronómica en el uso del agua, lo que en conjunto sería la resultante de una tasa 

fotosintética reducida; la salinidad, así como las altas temperaturas y la sequía pueden 

causar la desnaturalización y la pérdida de funciones en numerosas proteínas; por lo que 

se han identificado varios grupos de proteínas LEA (del inglés Late Embryogenesis 

Abundant) en cereales (Casierra et al., 2006). 

Roychoudhury. (2007), creó plantas transgénicas de tabaco que expresan el gen 

Rab16A, este gen codifica para una proteína LEA tipo DHN donde la expresión del gen está 

controlada por un promotor inducible por la salinidad, lo que conlleva a una acumulación de 

la proteína en las hojas de las plantas transgénicas sometidas a este tipo de estrés. Las 

mismas mostraron un incremento significativo en la tolerancia a la salinidad y tasas de 

crecimiento sostenidas bajo condiciones estresantes. Adicionalmente mostraron un 

incremento en la producción de osmolitos tales como azúcares reducidos, prolina y 

poliaminas. También mostraron una mejor maquinaria antioxidante y un balance mineral 

más favorable, lo que se reflejó en los reducidos niveles de peróxido de hidrógeno y de 

peroxidación lipídica, menor pérdida de clorofila, así como menor acumulación de sodio y 

mayor acumulación de potasio; estos resultados establecen el posible papel del gen 

Rab16A en conferir tolerancia a la salinidad sin afectar el crecimiento y el rendimiento de 

las plantas transformadas (Chávez et al., 2009). 

2.2. Plantas halófitas 

Las plantas halófitas son organismos capaces de prosperar y crecer en concentraciones 

altas de NaCl (Hellebust 1976, Flowers et al., 1986). La capacidad que presentan algunas 

de estas plantas halófitas para resistir altas condiciones de sal se debe a dos mecanismos 

principales: la primera, excluyen el reservorio de sal en hojas (exclusión de sal) y la segunda 

es que lo compartimentan en vacuolas (compartimentación de sal), el mecanismo de 

exclusión salina de las hojas se lleva a cabo por la selectividad de la captación de Na+ y Cl- 
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por las células que se encuentran en las raíces, estas células estelares, tienen preferencia 

por la carga del ión de Na+ y a través del xilema proceden a la eliminación de la sal (Flowers 

et al., 1977). Otro mecanismo de exclusión de sal es a través de las hojas mediante 

estructuras como las glándulas salinas, que son organelos tubulares, en los cuales se 

acumulan las sales que se absorben del suelo en exceso. Las sales se introducen a la 

vacuola mediante transporte activo, mediante un co-transportador de antiporte de Na+ y Cl-

, y cuando la célula colapsa, el contenido líquido de la vacuola se evapora y las sales forman 

una capa pulverulenta sobre la planta (Blumwald et al., 1985, Tester et al., 2003). La 

actividad antiportante sobre el estrés de salinidad se produce tanto en glicófitos como en 

halófitos (Flowers et al., 1977). La importancia de este mecanismo en la tolerancia a la sal 

es apoyada porque la sobreexpresión del gen AtNHX1, que codifica un co-transportador de 

Na+ / H+ mejoró la tolerancia a la sal de plantas (Apse et al., 1999).  Las halófitas han 

desarrollado "controles" en las dos estrategias, ya sea para la afluencia de Na+ en las raíces 

que se propone como un mecanismo importante para una menor acumulación de Na+, o 

bien para la compartimentación de Na+ en la vacuola en comparación con los glicófitos 

(Wang et al., 2006). 

Otra estrategia de las plantas halófitas es su capacidad de acumular osmolitos, como 

la Glicina Betaína y la Prolina que mantienen el equilibrio osmótico interrumpido por la 

presencia de un desajuste de iones en la vacuola (Wang et al., 2004). Las plantas halófitas 

pueden mantener una gran actividad metabólica incluso a concentraciones inhibidoras de 

Na+ intracelular (Waisel et al., 1986). Una estrategia crucial para producir cultivos tolerantes 

al estrés ha consistido en el uso de "extremófilos" como material de partida para los genes 

de tolerancia al estrés debido a su capacidad de sobrevivir y prosperar bajo regímenes 

ambientales extremos / fluctuantes (Banzai et al., 2002) 

 

2.3. Suaeda sp. 

El género Suaeda Forssk. ex Scop., consiste en un aproximado de 110 especies, 

pertenece a la subfamilia Suaedoidae Ulbr. que a su vez pertenece a la familia 

Chenopodiaceae (Schütze et al., 2003). Por lo general lo encontramos en zonas húmedas 

salinas o alcalinas y tiene una distribución cosmopolita en regiones costeras (Reed. 1979; 

Ferren et al., 2004), así como en el interior en las partes bajas de cuencas endorreicas 

(Rzedowski, 1978). El género comprende hierbas anuales o perennes, subarbustos y 

arbustos, con tallos erguidos o postrados, glabros o pubescentes, hojas sésiles o 
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subsésiles, alternas u opuestas, enteras, carnosas, aplanadas o semiteretes a teretes, 

flores inconspicuas con perianto actinomorfo o zigomorfo o irregular, de cinco segmentos, 

verdes, suculentos, persistentes y envolviendo al fruto, (1-2-) 5 estambres, 2-5 estigmas; 

flores arregladas en glomérulos en las axilas de brácteas foliares comúnmente arregladas 

en espigas o algunas veces racimos y utrícu- los con pericarpo membranáceo y semillas 

algunas veces dimórficas (Ferren et al., 2004). Suaeda incluye especies polimórficas, cuya 

variación parece que es debida a factores ambientales, pero probablemente también a 

diferencias genéticas (Ferren et al., 2004). Reconociendo la confusión taxonómica del 

género, Hopkins et al. (1977) sugirieron que los caracteres que son constantes y 

presumiblemente confiables a nivel de especie parecen ser el hábito herbáceo contra 

sufrutescente, el tipo de inflorescencia (incluyendo la densidad de los glomérulos), la forma 

de la hoja y longitud de los entrenudos, características del cáliz y tamaño de la semilla. 

Pedrol et al. (1988) indicaron que estudios de diversos autores sobre los efectos de los 

factores ambientales en diferentes especies de Suaeda, mostraron que la altura y número 

de los tallos, suculencia, grosor, longitud y forma de las hojas, varían según la salinidad del 

medio. 

Schütze et al. (2003), con base en los análisis moleculares realizados, propusieron una 

clasificación infragenérica para Suaeda, apoyada por caracteres morfológicos, 

reconociendo siete secciones. De acuerdo con estos autores, en Norteamérica se 

distribuyen siete especies de S.sect. Brezia (Moq.) Volk. in Engl. & Prantl así como seis de 

S. sect. Salsina Moq. Por su parte, Ferren y Schenk (2004) en el tratamiento taxonómico 

para las especies de Suaeda de Norteamérica, norte de México, coinciden en el 

reconocimiento de S.sect. Brezia pero reconocen S.sect. Limbogermen Iljin, que fue incluida 

en S.sect. Salsina por Schütze et al. (2003). 

 

2.3.1. Suaeda edulis 

S. edulis es una planta estrictamente anual de 15-110 cm de alto, erecta a 

ascendente, plantas de color verde, glauco o rojizo, tornándose pardas con la edad; glabras. 

Tallos no ramificados o 1-3 (-7) veces ramificados, en la base o a lo largo del tallo, más 

cortos o igualando al tallo principal; estriados con líneas de color verde, pardo o rojizo. Hojas 

alternas, suculentas, lineares o angostamente lanceoladas, más anchas en la base, las que 

sostienen ramas floríferas de 10.0-54.0 × 0.5-2.0 mm; margen membranáceo a todo lo 

largo, blanquecino; ápice apiculado. Inflorescencias en glomérulos axilares de 1-3 (5) flores, 
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a todo lo largo de las ramas o dispuestas en espigas de 1.0-3.0 cm de largo, algunas veces 

dando una apariencia paniculiforme por el acortamiento hacia la parte terminal de  las ramas 

laterales; brácteas similares a las hojas superiores pero gradualmente más cortas, 

comúnmente, las que sostienen glomérulos angostamente lanceoladas, más anchas en la 

base, de 2.0-12.0 × 1.0-1.8 mm, margen membranáceo, base envolvente. Bractéolas 

hialinas de 0.75-1.75 × 1.0-2.5 mm, ovadas o triangulares, irregularmente eroso-dentadas 

con ápice agudo a caudado. Flores hermafroditas, zigomorfas, la parte más larga de 0.5 -

0.7 mm en antesis y de 0.8-3.0 mm en etapa madura. Segmentos del perianto suculentos, 

fusionados hasta la mitad, verde-glauco, cóncavos, 1 a 3 provistos de cornículos distales, 

un segmento más grande con el cornículo más largo, cubriendo los dos laterales; en fruto 

son evidentemente nervados con alas abaxiales transversales. Estambres 2-3, 0.27-0.44 

mm, exsertos. Ovario depreso-ovoide; estigmas 2, papilosos, surgiendo del ápice atenuado 

del ovario. Semillas dimórficas, horizontales, negras o pardo claro, lenticulares, de 0.9-1.6 

mm. 2n = 54 (Noguez et al., 2013). 

S. edilis se distribuye en lagos salinos de Guanajuato, Jalisco, Michoacán, México, 

Distrito Federal, Tlaxcala y Puebla. Crece en suelos inundados y húmedos en pastizales 

halófilos con Distichlis spicata a intervalo altitudinal de 1,347 a 2,351 m. Se desarrolla 

perfectamente en cultivo en el Distrito Federal en San Andrés Mixquic, San Pedro Tláhuac, 

San Gregorio Atlapulco y Santiago Tulyehualco. Florece y fructifica de mayo a octubre 

(Noguez et al., 2013). 

2.4. Respuesta de las plantas a estrés abiótico 

A nivel fisiológico, uno de los cambios que presentan las plantas cuando se encuentra 

en presencia de estrés abiótico es el cierre de los estomas, lo cual origina una disminución 

en la tasa de transpiración (evitando la pérdida de agua) y por consiguiente una reducción 

en la asimilación de CO2 (gas necesario para llevar a cabo el proceso de la fotosíntesis), lo 

que ocasiona una inhibición en el crecimiento de la planta (Chaves et al., 2003).  

La señal inicial provocada por el estrés abiótico es percibida por receptores que se 

encuentran en la membrana celular, que con la activación inician o suprimen una cascada 

de transducción de señales de las células, mediante eventos de fosforilación y 

desfosforilación por medio de proteínas cinasas y fosfatasas. Éstas a su vez activan 

factores de transcripción que inducen la expresión de grupos de genes específicos que 

codifican proteínas que están involucradas en la respuesta al estrés en diversos procesos 
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para ayudar a las plantas a sobrevivir bajo condiciones desfavorables (Xiong et al., 2001; 

Xion et al., 2003; Bartels et al., 2005; Manajan et al., 2005). Las cascadas de transducción 

de señales se dividen en tres vías de señalización como se puede observar en la Fig. 1: la 

vía I está mediada por la transducción de señales a través de las MAPK cinasas e involucra 

la producción de antioxidantes y osmolitos. La vía II está mediada por proteínas cinasas 

dependientes de Ca+2 (CDPK) e involucra la producción de diferentes tipos de proteínas 

como las LEAs y la vía III involucra la vía SOS (Salt Overlay Sensitive) dependiente de 

calcio que regula la homeostasis iónica, la cual es una vía específica para el estrés iónico 

(Xiong et al., 2002; Kaur et al., 2005; Rodríguez et al., 2005; Singh et al., 2010).  

 

2.4.1. Vía I de señalización 

El estrés por salinidad, sequía, temperaturas extremas (frío y calor) causantes de la 

deshidratación y el estrés oxidativo son acompañados por la formación de especies 

reactivas de oxígeno (EROs) como los superóxidos, el peróxido de hidrógeno y los radicales 

hidroxilos (Apel et al., 2004; Sairam et al., 2004; Rodríguez et al., 2005; Brosché et al., 

2010). Una alta concentración de EROs inhibe la fotosíntesis, efecto debido principalmente 

al daño en el fotosistema II (Bartels et al., 2005, Rodríguez et al., 2005). Además, pueden 

causar peroxidación en los lípidos de las membranas, así como también la 

desnaturalización de proteínas y la mutación de los ácidos nucleicos (Mundree et al., 2002; 

Majan et al., 2005). Sin embargo, las plantas han desarrollado algunos mecanismos de 

destoxificación mediante antioxidantes enzimáticos (superóxido dismutasa, peroxidasas y 

catalasas) o no-enzimáticos (ascorbato, glutatión, flavonoides, alcaloides y carotenoides) 

(Xiong et al., 2002; Mittler. 2002; Sairam et al., 2004; Kaur et al., 2005; Bartels et al., 2005; 

Suzuki et al., 2006). Además, otros componentes, los osmolitos compatibles prolina, 

glutamato, glicina betaína, carnitina, manitol, sorbitol, fructanos, polioles, trehalosa, 

sacarosa, oligosacáridos, e iones inorgánicos como el K+, pueden funcionar como 

secuestradores de EROs. Dichas moléculas no interfieren con el metabolismo basal de las 

células, se acumulan en el citoplasma y en la vacuola a altas concentraciones, como 

respuesta a un estrés osmótico (Xiong et al., 2002). Otra de las funciones de los osmolitos 

compatibles es mantener la turgencia celular, favorecer la estabilidad de las membranas y 

de las proteínas (Nuccio et al., 1999; Wang et al., 2003; Barteles et al., 2005). Las EROs 

activan la vía de las MAPKs cinasas, las cuales se encargan de realizar la transducción de 

señales. La cascada de las MAPKs es activada por receptores/sensores de dos 
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componentes acoplados a proteínas G y proteínas histidina cinasa . Esta señalización es 

activada en respuesta al estrés osmótico y es la responsable de la acumulación de 

osmolitos compatibles que son importantes para el ajuste osmótico (Munnik et al., 2001; 

Zhu. 2002; Rodríguez et al., 2005). Dicha cascada la conforman tres proteínas cinasa 

interrelacionadas, MAPKKK, MAPKK y MAPK que son fosforiladas y activadas en los 

residuos de serina y treonina por una cinasa corriente arriba. La última MAPK fosforilada 

se encarga de fosforilar y activar compuestos específicos como lo son los factores de 

transcripción encargados de inducir la respuesta celular (Xiong et al., 2002; Xiong et al., 

2003; Kaur et al., 2005).  

 

2.4.2. Vía II de señalización 

En las plantas, el calcio es un nutriente esencial que se requiere para varias 

funciones estructurales de la pared y de la membrana celular, además de regular el 

crecimiento y desarrollo de la planta (White et al., 2003; Hepler. 2005). Ante un estrés iónico 

y osmótico se induce un incremento en la concentración de iones Ca2+ en el citoplasma, el 

cual entra a través de canales iónicos permeables de la membrana plasmática y también 

es liberado del retículo endoplásmico (Xiong et al., 2002; Bartels et al., 2005; Rodríguez et 

al., 2005). Las fluctuaciones de los niveles de calcio citosólico pueden ser detectados por 

proteínas cinasa dependientes de Ca2+ (CDPKs), calcineurinas del tipo B (CBLs) y 

calmodulinas (Fig. 1) (White et al., 2003; Kaur et al., 2005; Bartels et al.,  2005; Li et al., 

2008).  

 

2.4.3. Vía III de señalización 

Durante el estrés salino se altera la homeostasis iónica ocasionada por un aumento 

extra e intracelular de Na+ que conlleva a la activación de una señalización citoplasmática 

de Ca2+ en la cual participa la vía SOS (Salt Overly Sensitive), en donde SOS3 (proteína 

que se une al calcio mediante un motivo hélice-vuelta-hélice) se encarga de percibir las 

fluctuaciones de los niveles de Ca2+ citosólico provocados por el estrés. La proteína SOS3 

interactúa específicamente con la proteína SOS2, que tiene actividad de serina-treonina 

cinasa formando un complejo necesario para la fosforilación y activación de la proteína 

SOS1, un antiportador Na2/H+ de membrana plasmática que regula la homeostasis iónica 
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en plantas (Sairam et al., 2004; Gong et al., 2004; Mahajan et al., 2005). Por su parte, SOS4 

(cinasa dependiente de piridoxal) interviene en la regulación de la homeostasis de Na+ y K+ 

modulando las actividades de los transportadores de iones, y está implicada en la 

biosíntesis del piridoxal-5-fosfato, una forma activa de la vitamina B6 (Fig. 1) (Shi et al, 

2002).  

 

Figura 1. Esquema representativo de las diferentes vías de señalización (Xiang et al., 2002). 

 

 

2.4.4. Osmoprotectores en plantas halófitas 

Los osmoprotectores (también llamados solutos compatibles u osmolitos) son 

compuestos altamente solubles, no son tóxicos a concentraciones altas, su función principal 

es la de incrementar la presión osmótica en el citoplasma, además de que pueden 

estabilizar las proteínas y las membranas de las células cuando los niveles de sales o la 

temperatura del ambiente perturban la homeostasis del organismo. Los osmoprotectores 

juegan, por tanto, un papel muy importante en la adaptación de las células a varias 

condiciones ambientales adversas, como lo son los niveles altos de salinidad, sequía, frio 

(Yancey et al., 1982). Los osmolitos se sintetizan como una respuesta metabólica al estrés 
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salino, e incluyen azúcares, polioles, aminoácidos y compuestos de amonio y sulfonio 

terciarios y cuaternarios (Chen et al., 2002).  

El mecanismo de acción de los solutos compatibles para conferir protección a la planta 

en contra de los radicales libres durante las condiciones de estrés es aún desconocido. Sin 

embargo, estudios recientes sugieren un vínculo entre el aumento del contenido de 

osmolitos (por ejemplo, prolina y Glicina Betaína) en halófitas con disminución de la 

producción de EROs y una mejor tolerancia al estrés salino (Chen et al, 2002). 

 

2.4.5. Pirrolina-5-Carboxilato Sintetasa (P5CS) 

La síntesis de prolina para la protección de estructuras subcelulares y reducción del 

daño oxidativo causado por los radicales libres es una respuesta metabólica general a 

estrés salino (Hare et al., 2003). Los estudios in vitro mostraron que la acumulación de 

prolina puede ser un secuestrante de EROs y puede actuar para amortiguar el pH citosólico 

y equilibrar el estado redox de la célula (Matysik et al., 2002).  

Los tejidos que experimentan divisiones celulares rápidas y elongación, como los 

meristemos apicales de los brotes, acumulan un alto contenido de prolina que parece estar 

involucrado en la transición floral y el desarrollo embrionario. El nivel de la acumulación de 

prolina en las plantas varía de una especie a otra y puede ser 100 veces mayor durante el 

estrés que en condiciones normales de crecimiento. En las plantas, la prolina se sintetiza 

mediante dos rutas la del glutamato y la de la Ornitina (Lehmann et al., 2011). Aunque la 

ruta predominante es a partir de glutamato vía D 1 -pirrolina-5-carboxilato (P5C) por dos 

reducciones sucesivas catalizadas por P5C sintetasa (P5CS, EC 2.7.2.11) y P5C reductasa 

(P5CR, EC 1.5.1.2) (Fig. 2). P5CS es la enzima limitante de la velocidad para la síntesis de 

prolina y está controlada por inhibición de retroalimentación y regulación transcripcional. La 

eliminación de la inhibición de P5CS dio como resultado una mayor acumulación de prolina 

y protección de las plantas del estrés osmótico (Hu et al., 1992). 

Los genes para la biosíntesis de prolina se formaron primero en el citosol de las 

plantas y después en los cloroplastos (Verbruggen et al., 2008, Miller et al 2009), (Fig. 2). 

Bajo muchos esfuerzos, la acumulación de prolina se correlaciona con la actividad de 

P5CS, que es la enzima reguladora y limitante de la velocidad en la vía biosintética (Strizhov 

et al., 1997). 
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Figura 2. Representación esquemática de síntesis de la prolina en diferentes orgánulos celulares (Szadabos et 
al.2010). 

 

Los genes P5CS fueron clonados y caracterizados a partir de varias plantas como 

Arabidopsis thaliana (Savoure et al., 1995) Solanum lycopersicum (Fujita et al., 1998), 

Oryza sativa (Hur et al., 2004) y Sorghum bicolor (Su et al., 2011). En algunas especies, 

estos genes muestran diferentes patrones de expresión. Por ejemplo, los genes P5CS 

tienen diferentes funciones en el desarrollo de la planta y durante la respuesta al estrés 

(Verbruggen et al., 2008). En Arabidopsis, se encontró que P5CR estaba codificado por un 

solo gen el empalme alternativo podría generar dos proteínas diferentes (Hare et al.,1997). 

Dos isozimas de P5CR, que comprenden P5CR-1 y P5CR-2, se expresaron 

diferencialmente en cloroplastos de Spinacea oleracea (Murahama et al., 2001). 

La segunda ruta de biosíntesis de prolina incluye ornitina como precursor que puede 

transaminarse a P5C mediante ornitina-δ-aminotransferasa (OAT; EC 2.6.1.13) a través de 
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un producto intermedio, pirrolina-2-carboxilato (Delauney et al., 1993). La ruta de la ornitina 

parece predominar en las mitocondrias bajo un alto suministro de nitrógeno, mientras que 

la ruta del glutamato actúa durante el estrés osmótico y la limitación de nitrógeno (Sánchez 

et al., 2001). La importancia de ornitina y OAT en la biosíntesis de prolina ha sido 

cuestionada, ya que el contenido de prolina no se vio afectado en los mutantes knockout 

de avena de Arabidopsis. En cambio, se sugirió que OAT facilita el reciclaje de nitrógeno a 

partir de arginina a través de P5C que se convierte en glutamato por P5CDH (Funck et al., 

2008). 

Por el contrario, el catabolismo de prolina ocurre predominantemente en mitocondrias 

que, involucran prolina deshidrogenasa (PDH) o prolina oxidasa (POX) que, produce P5C 

a partir de prolina, y P5C deshidrogenasa (P5CDH) que convierte P5C a glutamato (Fig. 2). 

La PDH está codificada por dos genes, mientras que se ha identificado un solo gen P5CDH  

en Arabidopsis (Ribarits et al., 2007). El PDH y el P5CDH utilizan FAD y NAD como 

aceptores de electrones y generan FADH y NADH, respectivamente, y liberar electrones 

para la respiración mitocondrial (Deuschle et al., 2004). Así, se predijo que las enzimas 

biosintéticas (P5CS1, P5CS2 y P5CR) estarían localizadas en el citosol y los cloroplastos, 

mientras que la localización mitocondrial se predijo para las enzimas, como PDH1, PDH2 y 

P5CDH implicados en el catabolismo de la prolina (Szabados et al., 2009). La acumulación 

de prolina aumenta en las plantas al transferir los genes asociados con la vía biosintética. 

En cactus encontraron que el estrés salino estimula la expresión de P5CS que conduce a 

una acumulación de prolina potenciada (Silva-Ortega et al. 2008). Se encontró que las 

actividades de P5CS y P5CR se incrementaron significativamente en hojas de Morus alba 

(Chaitanya et al., 2009) y tabaco (Stein et al., 2011) con un potencial hídrico de la hoja 

decreciente. Por el contrario, se observó que el contenido de prolina disminuye cuando se 

elimina el P5CS en Arabidopsis y se reduce la síntesis de prolina (Szekely et al., 2008). 

Además, la transcripción de ProDH antisensor mejora la producción de prolina en el tabaco 

(Stein et al 2011). En morera, la actividad de la prolina deshidrogenasa se reduce con un 

aumento progresivo del estrés hídrico. De manera similar, existen estudios sobre la ruta 

alternativa de la prolina que involucra a las enzimas ornitina transaminasas, donde se 

encontró que su actividad era elevada en Morus alba y en anacardos con bajo contenido 

de agua (Chaitanya et al., 2009, Rocha et al., 2012).  
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2.4.6. Proteínas LEA (Late Embryogenesis Abundant) tipo Dehidrinas 

Las proteínas LEA (Late Embryogenesis Abundant) han sido agrupadas en varias 

familias en base a la similaridad de sus secuencias, a pesar de que no se han encontrados 

similitudes significativas entre los miembros de diferentes familias, sin embargo un 

unificador y una característica excepcional de la mayoría de las LEA es su alta hidrofilicidad, 

alto contenido de glicina (G), lisina (K), arginina (R), glutamina (Q) y de aminoácidos 

pequeños como serina (S) y alanina (A), además de la ausencia o una baja proporción de 

residuos de cisteína (C) y triptófano (W) (Battaglia et al., 2008). Dure et al. (1989) y otros 

investigadores (Baker et al., 1988) identificaron familias de proteínas LEA en base a su 

peso molecular y después en base a las características antes mencionadas descritas en 

diferentes cDNAs representativos de varias familias de plantas (Hundertmark et al., 2008). 

Sin embargo, existen otros trabajos que han clasificado a estas proteínas, como el de 

Battaglia et al. (2008) donde divide a las proteínas LEA en 7 grupos principales y toman 

como referencia la clasificación dada por Dure (1993), o las clasificaciones hechas por Bies-

Ethève et al. (2008), Hundertmark et al., (2008) y Shih et al., (2008); todas las clasificaciones 

anteriores toman en cuenta proteínas LEA atípicas e hidrofóbicas y establecen nuevos 

grupos de clasificación. 

Amara et al. (2012), mencionan que uno de los grupos más importantes y ampliamente 

estudiados es el grupo LEA 2 o también llamadas dehidrinas (DHNs). Su clasificación está 

basada en las características estructurales de la proteína como es la presencia o número 

de copias de ciertos motivos conservados como es el motivo o segmento K, S y Y. Todas 

las dehidrinas tienen al menos un segmento K (EKKGIMDKIKEKLPG) que generalmente 

está localizado en el extremo C- terminal de la proteína y que tienen la habilidad de formar 

una estructura α-hélice anfipática que tal vez juega un rol en su interacción con las 

membranas y proteínas en sus secciones tanto hidrofílicas como hidrofóbicas; el segmento 

S consiste en una serie de serinas que pueden ser modificadas a través de fosforilación y 

tal vez intervengan en la regulación de la conformación de la proteína y tenga actividad de 

unión de iones; el segmento Y (DEYGNP) está localizado cerca del extremo N- terminal y 

muestra homología con el sitio de unión de las proteínas a nucleótidos, parecido al de las 

chaperonas de varios organismos (Amara et al., 2012). También se ha identificado un 

segmento rico en lisinas generalmente localizado entre el segmento S y el K y se ha 

sugerido que puede participar en la unión de las DHNs al DNA o RNA (Yang et al., 2012). 
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También existe un motivo menos conservado conocido como segmento ɸ que es rico en 

aminoácidos polares y que se encuentra intercalado entre los segmentos K y está presente 

en algunas DHNs (Battaglia et al., 2008). 

Desde el descubrimiento de las proteínas LEA numerosos esfuerzos se han enfocado 

en determinar si son realmente una estrategia adaptativa utilizada por las plantas. En 

especial estudios de genética funcional han utilizado la planta modelo A. thaliana 

demostrando que, al anular la expresión de 1, 2 ó 3 diferentes proteínas LEA de un mismo 

grupo causa una deficiencia en la resistencia a sequía o a estrés osmótico, en comparación 

con las plantas silvestres (Reyes et al., 2008). Hundertmark et al., (2008) identificaron 51 

proteínas LEA codificadas por distintos genes en el genoma de A. thaliana que pudieron 

ser reclasificados en 9 grupos de acuerdo al peso molecular, localización, GRAVY (gran 

promedio de hidropatía) y motivos. Hubo poca superposición entre los genes expresados 

en tejidos vegetativos y en las semillas, siendo más altos los niveles de expresión en 

semillas. Un trabajo similar lo realizaron Bies-Ethève et al., (2008) donde también 

reclasifican a las proteínas LEA de A. thailana proponiendo nuevos motivos conservados, 

más cortos que los propuestos por otros autores, para dar una clasificac ión en 9 grupos 

también (Tabla 1). 

 

Tabla 1. Secuencias de los motivos conservados identificados para cada uno de los grupos LEA según Bies -

Etheve et al., 2008. 

Grupo LEA Motivo 1 Motivo 2 Motivo3 

LEA 1 RKEQLGHEGYQEMGHKGG LDE-AK-

GETVVPGGTGG-S-

EAQ-HLAEG-SGGQT 

LST-K-GGEAEEEG-

EIDESKF 

LEA 2 EKKG-EKIKEKLPGHH S-SSSSSSSS G-FDFL-KK-E 

LEA 3 AYDKA-AKD DKA-D-KE---A—KKV AQ-AQQKAHE-QSAK-

KTSQ 

LEA 4 SAKEKIS VSHKSK-VK-SL  

LEA 5 DVL---KL-DV-VTDAE-V-

AELR-P-PGGVAS-AAARLN 

KPV-DAAAIQ-

AAERAG----GG-AA-

QAA 

TIGEALEA------G 

LEA 6 W-PDP-TGYRP---R-D-

ELR—L-NNKQ 

MARS-K-KI-S-F-S-

LSNA-FRRG-AA-AA 

I-RR—V-T 

LEA 7 LKS-K-F-A-KL-IP-PE V-V-NP---IP----S-R—G-

IPD-G-L 

D-PVV—TIP—

GEIKLP—D 
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Las proteínas LEA ayudan a proteger las proteínas celulares contra el estrés y un gran 

número de mecanismos han sido propuestos para explicar el funcionamiento de estas 

proteínas; sin embargo, el mecanismo preciso en cómo actúan aún no está bien dilucidado.  

Una de las propuestas es que tal vez pueden llevar su función a través de la estabilización 

de las membranas actuando como chaperonas para prevenir la agregación y/o inactivación 

de las proteínas durante la deshidratación (Yang et al., 2012). Goyal et al., (2005) 

demostraron en su trabajo que las proteínas LEA no actúan como una clásica chaperona, 

donde el trabajo principal de éstas es facilitar el correcto plegamiento y ensamble de 

proteínas y complejos de proteínas, sino que exhiben un efecto protector sinérgico con la 

trealosa llamada también chaperona química, que es un azúcar no reductor que se sabe 

que se acumula durante la deshidratación en plantas. Las proteínas LEA se distinguen de 

las chaperonas plegadoras por dos elementos principalmente, primero por su falta de 

estructura y después por su relativamente pobre habilidad de prevenir la agregación 

inducida por calor y que muchas de estas chaperonas actúan en respuesta a es trés por 

calor, como son las conocidas proteínas de choque térmico (Hsps) (Tunnacliffe et al., 2010).  

Las proteínas LEA actúan controlando el plegamiento y la conformación de las 

proteínas estructurales, enzimas y membranas, preservan el agua impidiendo la 

desnaturalización de proteínas, renaturalizan las ya desplegadas y secuestran iones en los 

tejidos estresados (Chávez et al., 2009). Además, se ha demostrado que las proteínas LEA 

están involucradas en la protección de moléculas, tales como enzimas, lípidos y RNAm 

durante la deshidratación, el desarrollo y la maduración, cuando tiene lugar una desecación 

natural, las semillas acumulan transcriptos y proteínas de este tipo en una concentración 

relativamente alta; estas proteínas LEA son inducibles por el ABA (ácido abscísico) (Chávez 

et al., 2009). Aunque se ha demostrado que otras hormonas como ácido jasmónico (JA), 

metil jasmonato (MeJA) y ácido salicílico (SA) también inducen la expresión de algunas 

dehidrinas específicas (Yang et al, 2012; Richard et al., 2000; Siddiqui et al, 1998; Shen et 

al., 1996) 

Las proteínas LEA 2 o DHNs juegan un rol importante en la respuesta y adaptación 

a diferentes tipos de estrés abiótico como son sequía, alta salinidad y bajas temperaturas 

que producen deshidratación en plantas como A. thaliana, Zea mays y Hordeum vulgare 

(Rodziewicz et al., 2014). Esto ha sido ampliamente documentado por diferentes autores 

como López et al. (2003) que encontraron la correlación entre la acumulación de DHNs en 

7 cultivos de invierno de Triticum aestivum durante la exposición a déficit hídrico; tres de 
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estos cultivares mostraron una sobreexpresión significativa de una DHN de 24 kDa en 

comparación con los otros. Es importante tomar en cuenta que dependiendo del tipo de 

DHN que se presente es el tipo de acción reportada, por ejemplo, las DHN básicas o neutras 

tipo YnSK2 son inducidas por deshidratación, las DHN ácidas o neutras tipo YnKn, SKn y 

Kn preferencialmente se acumulan en respuesta a bajas temperaturas y las dehidrinas tipo 

KnS responden a deshidratación y a bajas temperaturas (Zhu et al., 2014). 

La proteína OpsDHN1 (Dehidrina de Opuntia streptacantha), que es codificada por 

el gen OpsDHN1, está clasificada como una DHN ácida tipo SK3 debido a que posee un 

segmento S y tres segmentos K, posee una estructura secundaria altamente desarreglada 

en solución acuosa y tiene un alto índice de hidrofilicidad como se puede observar en la 

Figura 3. El gen codifica para una proteína de 248 aminoácidos con una masa molecular 

de 28.36 kD y tiene un marco de lectura abierto de 747 bp. 

 

Figura 3. Representación esquemática de los motivos presentes en la proteína OpsDHN1.Segmento K 
(EKKGIME/DKIKEKLPG, áreas grises) y segmento S (serie de residuos de serina, área en negro); el triángulo 

señala el sitio de inserción del intrón (Ochoa et al., 2012). 

 

Esta DHN ha sido aislada de Opuntia streptacantha haciéndola uno de los pocos genes 

LEA descritos para cactáceas. Se ha observado que se encuentra principalmente 

expresada cuando se induce un estrés por frío, aunque también hay un aumento en la 

expresión cuando hay un estrés osmótico provocado por NaCl 250 mM. Se comprobó que 

un conjunto de varios tipos de estrés no alteran la expresión de este gen, solamente es 

sobrexpresado cuando en las combinaciones de estrés se encuentra frío o salinidad. Al 

igual que otros genes tipo LEA el OpsDHN1 es inducido por el ácido abscísico, y se ha 

observado que la expresión es mucho mayor cuando se induce un estrés por frío y se aplica 

ácido abscísico exógenamente al mismo tiempo, obteniendo una máxima expresión a los 6 

días de inducción del estrés y va disminuyendo a los 9 días de su aplicación (Ochoa et al., 

2012). 
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2.5. Fitorremediación 

La fitorremediación que tiene como objetivo degradar, asimilar, metabolizar o 

desintoxicar metales pesados, compuestos orgánicos y compuestos radioactivos por medio 

de la acción combinada de plantas y microorganismos con capacidad fisiológica y 

bioquímica para absorber, retener, degradar o transformar sustancias contaminantes a 

formas menos tóxicas (Kelley et al., 2000).  

Las fases del proceso por el cual las plantas incorporan y acumulan metales pesados 

son las siguientes (Navarro et al., 2007): 

Fase I. Implica el transporte de los metales pesados al interior de la planta y, después, al 

interior de la célula. La raíz constituye el tejido de entrada principal de los metales, los 

cuales llegan por difusión en el medio, mediante flujo masivo o por intercambio catiónico. 

La raíz posee cargas negativas en sus células, debido a la presencia de grupos carboxilo, 

que interaccionan con las positivas de los metales pesados, creando un equilibrio dinámico 

que facilita la entrada hacia el interior celular, ya sea por vía apoplástica o simplástica 

(Navarro et al., 2007).  

Fase II. Una vez dentro de la planta, las especies metálicas son secuestradas o 

acomplejadas mediante la unión a ligandos específicos (Navarro et al., 2007). Entre los 

quelantes producidos por las plantas se encuentran los ácidos orgánicos (ácidos cítrico, 

oxálico y málico), algunos aminoácidos (histidina y cisteína) y dos clases de péptidos: 

fitoquelatinas y metaloteínas (Navarro et al., 2007). Las fitoquelatinas son ligandos de alta 

afinidad que tienen como sustrato al glutatión. Están constituidas básicamentepor 3 

aminoácidos: ácido glutámico, cisteína y glicina, unidos por enlaces peptídicos. Las 

metalotioneinas son polipéptidos de unos 70-75 aminoácidos con un alto contenido en 

cisteína, aminoácido capaz de formar complejos con cationes mediante el grupo sulfidrilo. 

Tienen una marcada afinidad por las formas iónicas de Zn, Cd, Hg y Cu. (Navarro et al., 

2007). 

Fase III. Involucra la compartamentalización y detoxificación, procesos por el cual, el 

complejo ligando-metal queda retenido en la vacuola (Navarro et al., 2007).  

La fitoextracción o fitoacumulación consiste en la absorción de metales contaminantes 

mediante las raíces de las plantas y su acumulación en tallos y hojas. El primer paso para 

la aplicación de esta técnica es la selección de las especies de planta más adecuada para 

los metales presentes. Una vez completado el desarrollo vegetativo de la planta el siguiente 
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paso es cortarlas y proceder a su incineración y traslado de las cenizas a un vertedero de 

seguridad. La fitoacumulación se puede repetir ilimitadamente hasta que la concentración 

remanente de metales en el suelo esté dentro de los límites considerados como aceptables 

(Kumar et al., 1995). Algunas plantas empleadas para esta técnica fitocorrectiva son: 

Thlaspi caerulescens (Cd) (Begonia  et al., 1998); Sedum alfredii,  Viola baoshanensis y 

Vertiveria  zizanioides (Zn, Cd, Pb) (Reeves. 2003);  Alyssum murale, Trifolium nigriscens, 

Psychotria douarrei, Geissois pruinosa, Homalium guillainii, Hybanthus floribundus, 

Sebertia acuminata, Stackhousia tryonii, Pimelea leptospermoides,  Aeollanthus 

biformifolius y Haumaniastrum robertii (Ni) (Schwartz et al., 2003); Brassica juncea, 

Helianthus annuus, Sesbania drummondii (Pb) (Wenzel et al., 2003; Odjegba et al., 2004; 

Sharma et al., 2004); Brassica napus (Cu, Pb, Zn); y Pistia stratiotes (Ag,  Cd, Cr, Cu, Hg, 

Ni, Pb, Zn) (; Boonyapookana et al., 2005;  Chandra et al., 2005 y Zhuang et al.,  2007). 

2.6. Cultivo de tejido de plantas halófitas 

La propagación vegetativa de plantas mediante el uso de técnicas de cultivo in vitro se 

conoce comúnmente como micropropagación, término que hace referencia a que la 

cantidad de material vegetal necesaria para iniciar el cultivo es pequeña, mucho menor que 

en las técnicas tradicionales de propagación vegetativa, también conocidas colectivamente 

como macropropagación; existen diferentes opciones para realizar propagación vegetativa 

mediante cultivo in vitro por la multiplicación a partir de yemas ya existentes (apicales o 

axilares) (Pérez-Molphe et al., 2002).  
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3. JUSTIFICACIÓN 

S. edulis es una planta que crece en el cráter del Volcán Rincón de Parangueo en Valle de 

Santiago en el estado de Guanajuato, en un suelo con pH 9.2 y 34.8 mq/L de NaCl, estas 

son condiciones de constante estrés para la mayoría de las plantas, que tienen un 

adecuado desarrollo en un rango de pH 5.0 a 7.0, y con una salinidad de 4.08 cmol/kg 

(Mendez García et al., 2008). Estas cualidades, hacen suponer que S. edulis podría tener 

capacidad de desarrollarse también en suelos contaminados con metales pesados con 

potencial uso en la fitorremediación. Por lo que en este trabajo se realizó una investigación 

sobre la tolerancia de esta planta a altas concentraciones de salinidad y exposición de 

metales pesados. Además,  el estudio de expresión de los genes para una dehidrina y para 

la pirrolina-5-carboxilato sintetasa en S. edulis  en relación con el estrés por salinidad y 

metales pesados, abre la posibilidad de utilizar estos genes para mejorar la tolerancia de 

plantas de interés agrícola o fitorremediadoras.   
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4. HIPÓTESIS 

Si S. edulis es una planta tolerante al estrés salino, podría serlo también a Cu, Cd. 

La exposición de plántulas de S. edulis a NaCl, Cu y Cd inducirá la expresión de los genes 

SeDHN y P5CS.  
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5. OBJETIVOS 

 

5.1. Objetivo General 

Identificar y analizar la expresión de los genes SeDHN y P5CS en S. edulis cultivada 

in vitro, y analizar la capacidad de captación de metales pesados.  

 

5.2. Objetivos Particulares 

1.-Analizar la capacidad de S. edulis de acumular sodio, cobre y cadmio. 

2.-Identificar y analizar in silico los genes SeDHN y P5CS.  

3.-Analizar la expresión de los genes SeDHN y P5CS bajo tratamientos de salinidad y 
exposición a Cu y Cd.  
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6. MATERIALES Y MÉTODOS  

 

6.1 Material vegetal y condiciones de cultivo in vitro 

Se seleccionaron plántulas de S. edulis del Banco de Germoplasma in vitro del 

Laboratorio de Biología Molecular de Plantas de la Universidad Autónoma de 

Aguascalientes (edificio #60). El material vegetal, se propagó a partir de yemas axilares, en 

el medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) (Murashige y Skoog, 1962), preparado según 

las especificaciones señaladas en el anexo B.1. Se incubaron a 25°C en fotoperiodos de 

16 h luz, 8 de oscuridad. El material vegetal fue utilizado para exponerlo a condiciones de 

estrés abiótico y para la obtención de ADN. 

 

6.2 Exposición del material vegetal a estrés abiótico  

Plántulas de S. edulis cultivadas in vitro de aproximadamente 130 mg en peso fueron 

seleccionadas para el experimento de exposición. Grupos de 6 plantas fueron incubadas 

en frascos con 50 ml de medio MS líquido (Anexo B1), complementado con 100 o 250 mg/ml 

de CuSO4; 100 o 250 mg/ml CdCl2; o 300 o 600 mg/ml NaCl, o en medio basal, durante 72 

h en agitación continua. El material vegetal fue procesado para la cuantificación de metales 

y para la extracción de ARN para el análisis de expresión genética. 

 

6.1. 6.3 Análisis de la cantidad de sodio, cadmio y cobre en plántutas 

de S. edulis mediante espectroscopía de absorción atómica 

Las plántulas previamente expuestas a condiciones de CuSO4, CdCl2 y NaCl Se 

mantuvieron en ácido nítrico por 2 semanas, se filtraron y posteriormente se calentaron por 

2 h en baño de agua a ebullición, para ayudar a disolver los tejidos. Se filtró en papel 

whatman 1 y se añadió ácido nítrico 0.2% V/V. Las muestras se analizaron mediante 

espectroscopía de absorción atómica, en el equipo Pinacle 900T, con corrector Zeeman, 

marca Perkin Elmer, con Autosampler AS-90Plus.  
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6.1.1. 6.4 Extracción de ADN a partir de tejido fresco de S. edulis. 

Se realizó una extracción de ADN del tejido fresco mediante el método CTAB (Murray 

et al., 1980) con modificaciones implementadas en el Laboratorio de Biología Molecular de 

Plantas de la Universidad Autónoma de Aguascalientes: 2 mg de tejido congelado a -70°C 

por 24 h se pulverizó con la ayuda de un mortero, se colocó en un microtubo de 1.5 ml 

cuidando que no se descongelara la muestra; se agregaron 0.8 ml de buffer de lisis y se 

incubó a 65°C por 10 min agitando constantemente; pasado este tiempo las muestras se 

incubaron en hielo por 5 min. Se agregaron 300 μl de NaCl 1.4 M, se mezcló bien y se 

añadió un volumen de fenol- cloroformo (1:1), se agitó vigorosamente y se centrifugó 5 min 

a 12 000 rpm. Posteriormente la fase acuosa se transfirió a un tubo nuevo, se agregó 1 

volumen de cloroformo –alcohol isoamílico (24:1), se agitó fuertemente y se centrifugó 5 

min a 12 000 rpm. Se transfirió la fase acuosa en un nuevo tubo; se agregó 1 volumen de 

isopropanol, se agitó por inversión 10 veces y se incubó 10 min a temperatura ambiente . 

Pasado el tiempo se centrifugó 5 min a 12 000 rpm, se eliminó el sobrenadante y la pastilla 

se lavó 2 veces con 100 μl de etanol al 70%. La pastilla se secó y se resuspendió en 50μl 

de agua. Las muestras de ADN se conservaron a 4°C.  

El ADN se analizó mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1% teñido con 

bromuro de etidio y visualizado bajo luz UV en el fotodocumentador DyNA Ligt Dual Intensity 

UV de Labnet. Se cuantificó y determinó la pureza del ADN extraído con el 

espectrofotómetro Thermo scientific modelo Genesys 10S UV-VIS a las longitudes de onda 

260 y de 280 nm.  

La concentración de ADN se dedujo con la siguiente fórmula utilizando un factor de 

dilución de 50:  

ADN μg/ml =  OD 260 x Factor de dilución x 50 μg/ml

1000
 

Para conocer la pureza de la muestra se aplicó la siguiente operación: 

Pureza= OD 260/ OD 280 

(Concepción et al., 2005) 
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6.5 Amplificación de los genes SeDHN y P5CS mediante PCR  

Las amplificaciones de los fragmentos se llevaron a cabo mediante la técnica de 

PCR (Reacción en Cadena de la Polimerasa) utilizando el kit comercial Hot Start Mix PCR 

Reaction. La mezcla de reacción consistió en: 2 μl de agua libre de nucleasas, 5μl del Mix 

Hot start, 1 μl de c/ oligonucleótido y 1 μl de ADN (50ng aproximadamente). Se aplicaron 

las condiciones de amplificación como se muestra en la Tabla 2. 

Se utilizó un termociclador de gradientes de temperatura marca CORBETT 

Research. Las muestras amplificadas se verificaron mediante electroforesis en gel de 

agarosa al 1%, teñido con bromuro de etidio y visualizadas bajo luz UV. 

 

Tabla 2. Condiciones y oligos que se util izaron en los PCRs. 

Gen Oligos 
Condiciones de 

amplificación 

LEA 

FSeDHN 
5’ GAGGAGGAGGGAGATGACGAAGAC 3’  
RSeDHN 
5’ GAAGGGGGTTGATCACACTCCACA 3’  

95°C/ 5 min; 30 ciclos 
de 95°C/ 1 min, 59°/ 1 
min, 72°C/ 1 min; 72°C/ 
7 min. 

P5CS 

FP5CS 
5’ CAGTTTGGATATGGCGAAGCAGAT 3’  
RP5CS 
5’ GAGCAAAACCCAACCCACGAC 3’ 

95°C/ 5 min; 30 ciclos 
de 95°C/ 1 min, 55°/ 1 
min, 72°C/ 1 min; 72°C/ 
7 min. 

ACT 

Factina: 
5’AACTGGGATGACATGGAGAA3’ 
Ractina: 
5’ATCACACTTCATGA TGGAGTTGTA3’  

94°C/ 5 min; 30 ciclos 
de 94°C/ 1 min, 50°C/ 1 
min, 75°C/ 1 min; 75°C 
por 7 min.  

 

 

 

6.6 Purificación y secuenciación de los productos de PCR 

La purificación de los productos de PCR se realizó con el kit Wizard SV Gel and 

PCR CLean-Up System (Promega): el producto de PCR se mezcló con un volumen igual 

de la solución “membrane binding”, se depositó en una microcolumna colocada en un tubo 

de colecta, se incubó a temperatura ambiente durante 1 min y se centrifugó a 16,000 g 

durante 1 min, se descartó el filtrado, se añadió 700µL de la solución “membrane wash” y 
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se centrifugó a 16,000 g por 1 min, se descartó el filtrado. Se realizó un segundo lavado 

añadiendo 500 µL de la solución “membrane wash” y se centrifugó a 16,000 g por 5 min. 

Posteriormente para eliminar los residuos de etanol se centrifugó a 16,000 g por 1 min y se 

dejó la columna a temperatura ambiente por 20 min. La microcolumna se pasó a un tubo 

eppendorf nuevo de 1.5 ml y se le añadió 30 µL de agua libre de nucleasas y se incubó 

durante 1 min a temperatura ambiente. Para finalizar se centrifugó a 16,000 g por 1 min, se 

desechó la microcolumna y se almacenó el filtrado con el ADN purificado a 4°C. Los 

productos de PCR se enviaron a secuenciar al Laboratorio Nacional de Biotecnología 

Agrícola, Médica y Ambiental (LANBAMA) del Instituto Potosino de Investigación Científica 

y Tecnológica A.C. (IPICYT) en el estado de San Luis Potosí. 

 

6.7 Análisis bioinformático 

Se realizó una búsqueda de genes homólogos de las secuencias obtenidas en el 

programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) del Centro Nacional de información 

Biotecnológica (NCBI; 65 http://www.ncbi.nlm.nih.gov) mediante la herramienta nucleotide 

blast (Blastn). Además, se hizo una traducción virtual de estas secuencias utilizando la 

plataforma ExPASy del Instituto Suizo de Bioinformática (http://web.expasy.org/translate/), 

y con la secuencia de nucleótidos obtenida se realizó una búsqueda de proteínas 

homólogas con el programa BLAStx del NCBI. Se realizó un alineamiento múltiple de 

aminoácidos en el programa MegAlign DNAstar 3.0 con el método ClustalW (DNASTAR, 

Inc.). Así mismo, se realizó una búsqueda de motivos conservados en la plataforma MEME 

(Motif-based sequence analysis tools; http://meme.nbcr.net/meme/) de Bailey y Elkan 

(1994) y una búsqueda de dominios funcionales con la herramienta PROSITE (Database of 

protein domains, families and functional sites) del servidor EsPASy del Instituto Suizo de 

Bioinformática (http://prosite.expasy.org/prosite.html). 

 

 

 

 

 

http://www.ipicyt.edu.mx/
http://www.ipicyt.edu.mx/
http://prosite.expasy.org/prosite.html
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6.8 Análisis de la expresión genética 

6.8.1 Extracción de ARN 

Se extrajo ARN total del tejido expuesto a condiciones de estrés utilizando el kit 

PureZol de BioRad. Se pesaron 100 gr de tejido fresco pulverizado y se le agregó 1 ml de 

PureZol, se homogenizó y se dejó incubar por 24 h a 4°C, al término de ese tiempo se le 

agregaron 0.2 ml de cloroformo mezclándolo vigorosamente por 15 min, se dejó incubar a 

temperatura ambiente por 24 h, se centrifugó a 12000 RPM por 15 min a 4°C, se transfirió 

la fase acuosa a un tubo nuevo y se le adicionaron 0.5 ml de alcohol isopropílico, se incubó 

por 5 min a temperatura ambiente por 5 min y se centrifugó a 12000 RPM por 15 min a 4°C, 

se descartó el sobrenadante y se lavó el pellet adicionando 1 ml de etanol al 70%, se agitó 

vigorosamente en vortex y se centrifugó a 7500 RPM por 5 min a 4°C, se adicionaron 50 

μL de agua libre de RNAsa (agua tratada con DEPC) y se almacenó a -80°C. 

 

6.8.2 RT-PCR en tiempo real 

El análisis de expresión se realizó en el Centro de Investigaciones Biológicas del 

Noreste (CIBNOR) en La Paz, Baja California Sur en el laboratorio de Ecología Microbiana 

Molecular con el Dr. Abraham Loera Muro. La síntesis de cDNA se realizó con el kit 

Scientific First Strand Synthesis (Thermo Scientific): en un micro tubo libre de nucleasas se 

adicionó 1 μL del Buffer DNasa 10X, 1 μL de DNasa, 5 μg del templado de ARN y agua 

libre de nucleasas para completar 10 μL, se mezcló, y centrifugó, para después incubar a 

37°C por 2 min. Se adicionaron 4 μL del Mix de Reacción 5X, 2 μL del Mix de Enzima 

Máxima y por último 4 μL de agua libre de nucleasas. Se mezcló y se centrífugó para 

después incubar a 25°C por 10 min, al término de ese tiempo se incubó a 50°C por 15 min 

y después a 85°C por 5 min. El producto de la síntesis se dejó a -20°C para su posterior 

uso. Se cuantificó en un Nanodrop 2000 Spectrophotometer de Thermoscientific . La 

amplificación de los transcritos se llevó a cabo con la siguiente mezcla de reacción: 5.0 μL 

de SYBER Green (Mezcla maestra de RT-PCR, Applied Biosystem, Carlsbad, CA, USA), 

0.3 μM de cada oligonucleótido, 10 ng de cDNA, 3y agua en una reacción con volumen total 

de 10μL. Los oligonucleótidos utilizados se describen en la Tabla 3. 
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Tabla 3. Oligonucleótidos que se utilizaron para el RT-PCR en tiempo real. 

Gen Oligonucleótido 

PSe5CS 

FSeP5CS: 5’GCGTTGGCAGTCATTCTTTT´ 

RSeP5CS: 3’GATGTTCATGCTGCCATTGA’ 

SeDHN 

FSeDHNtr: 5’ATTAGGAGAAACTTCCAGGC3´ 

RSeDHNtr: 3’ ACGTGGATCTTCTCTATTGC5’ 

Β-Tub 

FSeβTub: 5´ 5’GCGTTGGCAGTCATTCTTTT´ 

RSeβTub:  

3’ GATGTTCATGCTGCCATTGA’  

 

Las condiciones de amplificación del RT-PCR fueron: 95°C por 20 s, 40 ciclos de 95°C por 

3 s y 59°C por 30 s. La curva Melt o de disociación se realizó por 80 ciclos de 95°C por 15 

s, 60°C por 1 min, 95°C por 30 s y 60°C por 15 s. La reacción se realizó en un equipo Bio 

Rad CFX96 Real-Time System.  

 

6.9 Análisis estadístico 

El análisis estadístico se realizó en el programa STATISTICA 8.0 de Stat Soft. Inc. Se 

compararon los tratamientos mediante ANOVA de una vía seguido de una prueba de 

Tuckey (α 0.05). Los gráficos se realizaron en el programa GraphPad Prism 6.0. Todos los 

resultados fueron calculados de datos de al menos tres experimentos independientes y 

representan la media de las repeticiones ± una desviación estándar. 
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7 RESULTADOS  

 

7.1 Análisis de la capacidad S. edulis de acumular sodio, cobre y 

cadmio 

7.1.1 Efectos físicos en plantas expuestas a  sodio, cobre y cadmio 

En las plantas expuestas a concentraciones de 100 y 250 µg /L de CdCl2 y de CuSO4 

durante 72 h no se observan cambios drásticos en la planta solo cambió un poco de color 

ya que se tornó un poco etioladas (Fig. 4A y 4B). Por su parte, en las plantas expuestas a 

300 y 600 µg /L de NaCl por 72 h, se observó que las puntas de las hojas y de las raíces 

se ennegrecieron. 

Figura 4. S. edulis expuesta a 100 µg /L de CdCl2 y CuSO4 a 0 y 72 h.  

 

7.1.2 Determinación de Cu, Cd y NaCl en S. edulis por espectroscopía 

de absorción atómica  

Mediante espectroscopía de absorción atómica se determinó el contenido de cobre, 

cadmio y sodio en plantas expuesta a CuSO4, CdCl2 y NaCl, respectivamente. En la Tabla 
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4 se muestran los resultados. Las plantas de S. edulis expuestas a 100 y 250 µg /L de 

CuSO4 acumularon 7.58 y 12.97 µg/100mg de cobre; las de 100 y 250 µg /L de CdCl2, 12.26 

y 19.57 µg /100 mg de cadmio; y las de 300 y 600 µg /L de NaCl, 3.43 y 4.39 µg /100 mg 

de sodio (Tabla 4).  

 

Tabla 4. Cuantificación de Cu, Cd y Na por espectroscopía de absorción atómica. *Datos despreciables de 

acuerdo al margen de error que hay en el espectrómetro. 

Tratamiento 
µg /L 

EN EL MEDIO (MS) µg /L 
EN LA PLANTA 

µg/100mg 

COBRE 

0 1.180 ± 0.0075   1.29  

100 CuSO4 13.89 ± 0.0038  7.58  

250 CuSO4 34.72 ± 0.142 12.97  

CADMIO 

0 0.00 ± 0.005 0.000  

100 CdCl2 24.45 ± 1.408  12.26  

250 CdCl2 61.125 ± 0.96  19.57  

SODIO 

0 1.08 ± 0.080 0.62  

300 NaCl 5.33 ± 0.077  3.43  

600 NaCl 
13.32 ± 0.056  

 
4.39  

 

 

7.2 Identificación de genes de S. edulis involucrados en la tolerancia 

a salinidad, Cu y Cd 

Mediante PCR, se realizó una amplificación de los genes P5CS y el de la proteína 

LEA 2 (llamado SeDHN like haciendo referencia a S. edulis), para secuenciarlos e 

identificarlos mediante análisis bioinformático. El producto de PCR del gen P5CS fue de 

750 pb, mientras que el de SeDHN like fue de 500 pb (Fig. 5). En la Figura 6 se muestra la 

secuencia obtenida de la amplificación del gen SeDHN-Like de 426 nucleótidos 
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Figura 5. Análisis de PCR. Análisis electroforético en geles de agarosa: M) Marcador de peso 

molecular de 1 kb (Promega), 1) DNA de S. edulis, 2) PCR de P5CS, 3) PCR de SeDHN like. 

 

Figura 6. Secuencia del producto de PCR del gen SeDHN like de S. edulis. 

La comparación de la secuencias en nucleótidos en la base de dato mostró que el 

fragmento tienen una identidad entre el 93 y 95 % con OpsDHN1 (No. de acceso 

HM581971.1), Leuchtenbergia principis Dehidrin (No. de acceso KP720562.1) y Opuntia 

ficus indica Dehidrin (No. de acceso KP720561.1) (Tabla 5). La traducción virtual de las tres 

secuencias está dada para OpfiDHN-like con148 aminoácidos (número de acceso en NCBI: 

AKC92526.1), LepDHN- like con 164 aminoácidos (número de acceso en NCBI: 

AKC92527.1) y MabDHN- like con 145 aminoácidos (número de acceso en NCBI: 

AKC92525.1) (Tabla 5), todos con un MLA (marco de lectura abierto) de +1. 
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Tabla 5. Genes homólogos del gen SeDHN-Like. 

Descripción Max  Total  Valor 
Valor  

e 

Identida

d 

N° de 

acceso 

Opuntia Streptacantha 

DHN1 
649 649 95% 0.0 93% HM581971.1 

Leuchtenbergia principis 

Dehidrin 
638 638 95% 

5e-

179 
93% KP720562.1 

Opuntia ficus indica 

Dehidrin 
616 616 84% 

2e-

172 
95% KP720561.1 

Mammilaria bombicina 

Dehidrin 
608 608 93% 

4e-

170 
92% KP720560.1 

 

Se alinearon la secuencia de la proteína SeDHN-Like de S. edulis y las secuencias 

parciales de las proteínas de Opuntia ficus-indica tipo dehidrina (Opfi-DHN like), 

Leuchtenbergia principis tipo dehidrina (Lep-DHN like) y Mammillaria bombycina tipo 

dehidrina (Mab-DHN like) y Opuntia streptacantha (OpsDHN like).El alineamiento múltiple 

en aminoácidos mostró la similitud que comparten OpfiDHN-like (KP720561.1), LepDHN-

like (KP720562.1) y MabDHN-like (KP720560.1) con S. edulis SeDHN-Like, esta similitud 

se presenta principalmente en los segmentos conservados para las dehidrinas como es el 

segmento K y un segmento rico en histidinas (H), en que OpfiDHN-like y OpsDHN1 tiene 6 

H; LepDHN-like y MabDHN-like tienen tres H, y SeDHN like cuenta con 5 H., como se 

muestra en el recuadro verde y en los re los recuadros rojos se encuentran resaltados los 

segmentos K como se muestra en la Figura 7. 
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Figura 7. Alineamiento múltiple de las secuencias de aminoácidos de diferentes dehidrinas. El recuadro verde 
muestra los segmentos ricos en histidina, y los recuadros rojos resaltan los segmentos K. 

 

7.3  Análisis de expresión mediante RT-PCR en tiempo real 

Se comparó la expresión genética de plantas de S. edulis expuestas a condiciones 

de estrés salino y por la presencia de metales pesados. Se realizó un análisis de expresión  

en tiempo real de los genes P5CS y SeDHN like. Los resultados de expresión se muestran 

en las Figuras 11 y 12.  
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En la Figura 9 se representa la comparación de la expresión del gen SeDHN like,y en la 

Figura 10 la expresión del gen P5CS. La expresión de ambos genes, de acuerdo a los 

resultados estadísticos, mostró diferencias significativas con respecto al control 

(normalizado a cero), más no entre los tratamientos en la prueba de comparación de medias 

con el método de Tuckey (α 0.05). 

.  

Figura 9. Nivel de expresión del gen SeDHN-Like ante estrés por salinidad, CuSO4 y CdCl2 por 72 h. No se 
observan diferencias significativas entre los tratamientos, pero si se observa una elevada expresión si se 

compara con la expresión del control (normalizado a cero). 

Figura 8. RNA total de Suaeda edulis. Se observa la presencia de dos bandas 

correspondientes a las subunidades 28S y 18S del RNAr de Suaeda edulis. 
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Figura 10. Nivel de expresión del gen P5CS  ante estrés por salinidad, CuSO4 y CdCl2 por 72 h. No se observan 
diferencias significativas entre los tratamientos, pero si se observa una elevada expresión si se compara con la 

expresión del control (normalizado a 0). 
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8 DISCUSIÓN 

Bioacumulación de Na, Cu y Cd por S. edulis 

Para medir la capacidad de bioacumulación de metales, plántulas de S. edulis fueron 

expuestas a CuSO4 y CdCl2 durante 72 h. En estas condiciones se observó que las 

plántulas comenzaron a cambiar su coloración, ya que el color verde de la plántula se 

comenzó tornar de color amarillo (Fig. 4). Las plántulas expuestas fueron analizadas 

mediante espectrofotometría de absorción atómica y los resultados muestran que las 

plántulas control de S. edulis contienen 1.29 µg/100 gr de Cu, esto es debido a que el cobre 

es elemento esencial en los componentes del medio MS (Tabla 4) (Murashige y Skoog, 

1962). Por otro lado, se observa que conforme se eleva la concentración de Cu en el medio, 

también se incrementa en la planta por ejemplo; de 13.89 µg/L en el medio se cuantificó en 

la planta 7.58 µg/100 gr y para 34.72 µg/L en el medio y en la planta fue de 12.97 µg/100 

gr. Estos resultados son similares a los de Ait et al. (2002) quienes evaluaron la 

bioacumulación y la tolerancia de Cu en maíz (Zea mays L.) y observaron que a mayor 

concentración de Cu en el medio hidropónico, se incrementa la concentración en las raíces 

y partes aéreas de la planta. Aunque el maíz es una glicófita, y no una halófita como S. 

edulis, también muestra una relación entre la concentración que hay en el medio y la 

absorbida por la planta. A la fecha no hay trabajos en S edulis sobre la captación de 

metales, pero sí para otras halófitas. Sepúlveda et al. (2013) observaron  que Salicornia sp, 

cultivada en macetas con relaves con una concentración de Cu 94600 µg/100 gr, 

bioacumuló el metal hasta una concentración de 18200 µg /100 gr. En comparación con 

nuestros resultados Salicornia sp tiene una mayor absorción de Cu que S edulis, sin 

embargo hay que tener en cuenta el tiempo de exposición, ya que estas plantas siempre 

han estado en suelos contaminados con Cu y en nuestro trabajo las plántulas solo 

estuvieron en exposición por 72 h. Otro ejemplo donde se ha trabajado con plantas en 

suelos contaminados con Cu son los estudios de Wang et al. (2008) encontraron valores 

muy bajos de bioconcentración para Cu en la especie Humuluas scandens con 220 µg /100 

gr  en plantas que crecen en torno a minas, lo que indica que la bioacumulación depende 

de la eficiencia de cada especie.  

Por su parte, en los estudios de absorción de Cd, en las plantas control no se encontró 

el metal, pero en las expuestas a una concentración en el medio de 24.45 µg/L de Cd, se 

cuantificaron 12.26 µg/100 gr. Entre los pocos estudios de captación de Cd en Suaedas, se 

encuentra un reporte con S. fructicosa en donde la evaluaron como planta biorremediadora, 
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para lo que fueron irrigadas por un mes con soluciones de NaCl, Cd y Cu, con el fin de 

analizar la respuesta de compuestos tales como glutatión, fitoquelatinas y EROs (I. Bankaji 

et al,. 2015).  Estudios similares fueron realizados con S. salsa para analizar la captación 

de metales en sedimentos de descomposición en la zona del rio amarillo en China, donde 

se diseñaron tres tratamientos de enterramiento de desechos con altos niveles de Cu, Zn, 

Cd, Co, Cr y Mn, en la zona intermareal del estuario del río Amarillo para determinar los 

efectos de los metales en los sedimentos durante la descomposición de los desechos y el 

efecto que tenían en la planta salsa S. salsa, sin embargo los resultados fueron muy 

inconsistentes, ya que algunas veces acumulaban  algunos metales y otras veces los 

liberaban, esto conforme aumentaban la profundidad del entierro (Zhigao et al., 2017). Así 

mismo con S. vera para verificar su uso potencial en la fitoextracción de metales del suelo 

y evaluar el impacto de diferentes agentes quelantes, como los ácidos orgánicos naturales 

en la captación y translocación de metales. En este estudio se observó que la mayor 

acumulación de metales ocurrió en las raíces 2733-5076 µg/100 gr (Gómez-Garrido et al., 

2018). Aunque nuestros resultados se realizaron in vitro, se ha demostrado que S. edulis, 

al igual que otras especies de Suaeda, es capaz de bioacumular Cu y Cd, y pudiera ser 

utilizada en la fitorremediaciónde suelos contaminados. 

También se analizó la capacidad de acumulación de Na en plántulas de S. edulis 

expuesta a NaCl durante 72 h, mediante espectroscopía de absorción atómica. Los 

resultados mostraron que tanto las plántulas del grupo control (0.62 µg/ 100 g) como las 

expuesta a NaCl acumulan hasta 4.39 µg/100 gr de Na, cuando el medio contenía 13.32 

µg/L. de este elemento. La acumulación de Na no fue tan alta como con Cu y Cd. 

Identificación del gen tipo dehidrina en S. edulis 

En lo que respecta a la identificación del gen tipo dehidrina en S. edulis, (SeDHN-

like), mediante PCR se obtuvo un fragmento de 500 pb (Fig. 6). La secuencia en nucleótidos 

tiene características similares a las del fragmento identificado por Hernandez-Camacho et 

al., (2017), de M. bombycina (MabDHN- like), además tiene una similitud del 93 y 95% con 

las dehidrinas  de Opuntia streptacantha (OpsDHN1), y L. principis (LepDHN- like) (Tabla 

7). 

En el alineamiento múltiple se confirmó que el fragmento amplificado corresponde a 

un segmento de un gen lea tipo 2 (Fig. 7).En el alineamiento con las secuencias de SeDHN-

Like, OpfiDHN-like, MabDHN- like, LepDHN- like y OpsDHN1 se observó que contienen tres 
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repeticiones del segmento K (Fig. 7), este es muy similar al reportado por Sun et al., (2013) 

quien realizó una comparación de la secuencia de aminoácidos de AmDHN de 

Ammopiptanthus mongolicus con otras dehidrinas reportadas en la base de datos NCBI y 

encontró una región conservada EKKGIMNKIKEKLPG correspondiente al motivo o 

segmento K. Este segmento tiene una gran relevancia en cuanto a su función ya que 

cuando las proteínas están expuestas a un ambiente de deshidratación forman una α-hélice 

anfipática que permite su unión con otras proteínas parcialmente desnaturalizadas (Qiu et 

al., 2014). En nuestra secuencia también, se identificó un motivo rico de 5 histidinas (H) que 

está presente en otras dehidrinas de plantas, que también coinciden con los resultados de 

Hernández-Camacho et al., (2017) donde trabajaron con las cactáceas O. ficus indica 

(OpfiDHN-like), M. bombycina (MabDHN- like) y L. principis (LepDHN- like) en donde 

sólo encontró fragmentos de 3 Histidinas. Sin embargo, este fragmento se ha 

encontrado en varias especies como Saussurea involucrata (Qiu et al., 2014), Ricinus 

communis (Krüger et al., 2002), Opuntia streptacantha (Hernández-Sánchez et al., 2015), 

Sorghum bicolor (Halder et al., 2015) e híbridos de Triticum aestivum L. x Thinopyrum 

ponticum (Qin y Qin, 2016).  

Estudios de expresión 

Las plántulas expuestas a Cu, Cd y NaCl fueron analizadas mediante PCR en 

tiempo real para evaluar la expresión de los genes SeDHN-LIKE y P5CS. Se observó una 

mayor expresión de SeDHN-LIKE en las plántulas expuestas que en las del control (Fig. 9). 

Este aumento de expresión se debe posiblemente a que SeDHN-LIKE consta de 5 

histidinas que ha mostrado unirse a iones metálicos (Qin y Qin, 2016). También Hara 

(2005), menciona que dos histidinas juntas en su secuencia contribuyen con una unión más 

fuerte con los iones metálicos que las proteínas que tienen separadas estos aminoácidos  

en el mismo dominio. Así mismo, otros autores como Halder et al., (2015) y Hara (2016) 

han reportado que este segmento rico en histidinas puede ayudar a recobrar la actividad de 

ciertas proteínas desnaturalizadas por la presencia de metales, por lo que esta acción 

puede ayudar a prevenir un daño fisiológico en las plantas ante estrés por metales pesados.  

Watson, (2006) menciona que si las condiciones de estrés hídrico se prolongan con el 

tiempo, se acumulan también algunas proteínas LEA que evitan la agregación de proteínas  

o ayudan en su plegamiento, según los aminoácidos correspondientes al segmento K de 

las dehidrinas. Así mismo, Rosales et al., (2014) mencionan que el segmento K junto con 
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el segmento ɸ de la dehidrina DHN1 de Vitis vinifera juega un rol muy importante ante la 

respuesta a estrés biótico y abiótico ya que actúa como un escudo molecular de las 

proteínas parcialmente desnaturalizadas en lugar de como una chaperona clásica 

interactuando directamente con proteínas desnaturalizadas. La SeDHN-like también 

contiene estos segmentos K. Esto también coincide con los estudios de Selvam et al. (2012) 

quienes realizaron trabajos con S. asparagoides en donde identificaron una proteína LEA 

tipo 2 inducida por estrés salino, mencionan que la transcripción de SaDhn se indujo 

específicamente por estrés salino, postulan que la Dehidrina ejerce un papel citoprotector 

contra la deshidratación. Sin embargo Hernandez-Camacho (2016), menciona que no 

encontró un aumento de la expresión diferencial de MabDHN en M. bombicyna con el 

control ante NaCl 250 mM por lo que este gen no tiene un papel importante ante estrés 

por alta salinidad a esta concentración, pero hay que tomar encuenta la diferencia de 

especies, ya que hay una gran diferencia entre una cactácea como M. bombicyna que 

no tiene actividad de las dehidrinas en presencia de salinidad y la S. asparagoides, que 

cuenta con mecanismos totalmente diferentes ante varios tipos de estrés abiótico incluidos 

su respuesta favorable a la salinidad (Monther et al, 2014).  

 

En los resultados de P5CS, se observó una expresión del gen en las plántulas 

expuestas a Cu, Cd y NaCl, 1.7 veces mayor que en las del control. Sin embargo, no se 

observaron diferencias significativas entre las plántulas tratadas con Cu, Cd y NaCl (Fig. 

10). Bagdi et al. (2015), en estudios de la expresión del gen P5CS en arroz y otras plantas 

observaron una expresión de 1.35 veces mayor que el control cuando están en condiciones 

de estrés salino, estos mismos autores indican que a altas concentraciones de NaCl (4.25 

mM) disminuyen la actividad de la enzima P5CS y que a bajas concentraciones (85  mM) se 

incrementan. 

En estudios realizados con S. marítima bajo estrés salino, Binod B Sahu et al. (2009) 

observaron que la P5CS es una proteína importante para la adaptación salina. Así mismo 

Lei Zhang et al. (2001) en estudios con S. salsa tratadas con altas concentraciones de NaCl 

observaron una mayor expresión de P5CS.En otros estudios con el transcriptoma de S. 

fructicosa en tratamientos bajo condiciones de salinidad, se observó que también hay una 

sobre expresión de la P5CS (Diray-Arce et al., 2015). Estudios similares se hicieron en S. 
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glauca (Hangxia-Jin et al., 2016). Los estudios de expresión de P5CS en otras especies de 

Suaeda son coincidentes con los nuestros en S. edulis. 
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9 CONCLUSIONES 

Se comprobó que bajo condiciones in vitro S. edulis es capaz de bioacumular Cu, Cd y 

Na.  

Se identificó un gen tipo dehidrina en S. edulis (SeDHN-like), la traducción virtual del 

fragmento mostró la presencia de 2 segmentos K, y un segmento de 5 histidinas presentes 

en las proteínas LEA 2. 

Se observó que la expresión de los genes SeDHN-Like y P5CS en plantas expuestas a 

Cu, Cd y salinidad fue mayor que las del control, aunque no se encontraron diferencias 

significativas de expresión entre los diferentes tratamientos. 
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III.- ANEXOS 

ANEXO A: CARACTERÍSTICAS DE LOS OLIGONUCLEÓTIDOS 

UTILIZADOS  

 

A.1. Características de los oligonucleótidos FSeDHN y RSeDHN 

sintetizados de acuerdo al programa DNAStar.  

Secuencia: FSeDHN: 5’ GAGGAGGAGGGAGATGACGAAGAC 3’  

                   RSeDHN: 5’ GAAGGGGGTTGATCACACTCCACA 3’  

52.9% de GC, dTm de 2.5 °C, Temperatura de alineamiento de 58.8 °C, la longitud del 

fragmento es de 497 pb.  

A.2. Características de los oligonucleótidos F P5CS y RP5CS 

sintetizados de acuerdo al programa Primer design del NCBI.  

Secuencia: FP5CS 5’ CAGTTTGGATATGGCGAAGCAGAT 3’  
                   RP5CS  5’ GAGCAAAACCCAACCCACGAC 3’ 

75.6% de GC, dTm de 2 °C, Temperatura de alineamiento de 72.2 °C, la longitud del 

fragmento es de 157 pb.  

A.3. Características de los oligonucleótidos FSeDHNTr y RSeDHNTr 

sintetizados de acuerdo al programa Primer design del NCBI.  

Secuencia: FSeDHnCuant 5’ TTAAGGAGAAACTTCCAGGC 3’  

                   RSeDHNCuant 5’ ACGTGGATCTTCTCTATTGC 3´ 140  

45% de GC, dTm de 0.1 °C, Temperatura de alineamiento de 55 °C, la longitud del 

fragmento es de 115 pb.  

A.4. Características de los oligonucleótidos FBtub1 y RBtub1  

Secuencia: F2Btub  

                   Rbtub  

55% de GC, dTm de 2°C, Temperatura de alineamiento de 59 °C, la longitud del 

fragmento es de 249 pb. 

ANEXO B. MEDIOS DE CULTIVO Y BUFFERS UTILIZADOS.  

B.1. Medio de cultivo Murashige y Skoog (MS):  
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Preparación de las soluciones concentradas para el medio MS: 

SOLUCIÓN  REACTIVO  CANTIDAD  

SOLUCION A  

Concentración: 

1000X. Volumen: 50 

mL  

Cloruro de calcio (CaCl2-2H2O)  22.0 g 

SOLUCION B.  

Concentración: 

1000X. Volumen: 50 

mL  

Yoduro de potasio (KI)  

Cloruro de cobalto (CoCl2-6 H2O)  

41.50 mg 

1.25 mg 

SOLUCION C.  

Concentración: 400 

X. Volumen: 50 mL  

Fosfato monobásico de K (KH2PO4)  

Ac. borico (H3BO3)  

Molibdato de sodio (NaMoO4)  

3.40g 

0.124 g 

0.005 g 

SOLUCION D.  

Concentración: 400 

X. Volumen: 50 mL  

Sulfato de magnesio (MgSO4-7H2O)  

Sulfato de manganeso (MnSO4-H2O)  

Sulfato de zinc (ZnSO4-7H2O)  

Sulfato de cobre (CuSO4-5 H2O)  

7.40 g 

0.340 g 

0.172 g 

0.50 mg 

SOLUCION E.  

Concentración: 200 

X. Volumen: 100 mL  

Sulfato ferroso (FeSO4-7H2O)  

EDTA disódico (Na2EDTA)  

0.557 g 

0.745 g 

SOLUCION F.  

Concentración 100 

X. Volumen: 100 mL  

Glicina  

Piridoxina HCl  

Ac. nicotinico  

Tiamina HCl  

Mio inositol  

20.00 mg 

5.00 mg 

5.00 mg 

1.00 mg 

1.00 g 

 

Observaciones  

En la Solución E Disolver ambos componentes por 

separado, para lo cual puede requerirse calor. 

Agregar poco a poco la solución de Fe a la de EDTA 

y aforar. Debe de quedar de color amarillo sin 

precipitados.  

Almacenar estas soluciones en frascos limpios 

(lavados y enjuagados con agua destilada) y en 

refrigeración.  
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Para preparar 1 litro de medio MS se agregan las siguientes cantidades de las soluciones 

anteriormente preparadas: 

SOLUCIÒN VOLUMEN mL 

A 

B 

C 

D 

E 

F 

1 

1 

2.5 

2.5 

5 

10 

 

Posteriormente se pesan y añaden 30.0 g de sacarosa, 1.90 g de Nitrato de potasio y 1.65 

g de Nitrato de amonio. Se ajusta el pH del medio a 5.7 con NaOH o HCl 0.1 N. Se afora a 

1 L con agua destilada y se añaden 8 g/L de Agar como gelificante. El gelificante se disuelve 

calentando el medio en horno de microondas y agitando posteriormente. El medio se 

distribuye en frascos de cultivo (dependiendo de su capacidad) se tapan y esterilizan a 121 

ºC por 20 min.  

B.2 Buffer de lisis para extracción de ADN   

CTAB al 2%, NaCl al 1.4 M, EDTA al 20 mM, Tris HCl pH8 al 100 mM, β-mercaptoetanol 

al 2%. NOTA: El β- mercaptoetanol se agrega hasta que se vaya a utilizar el buffer. 
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