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PROYECTO DE INVESTIGACIÓN 
 

 
 

FINALIDAD DEL PROYECTO 
La escasez de recursos hídricos padecida durante los últimos años ha conducido a la 

necesidad de utilizar aguas salinas para el riego (sobre todo con alto contenido en NaCl). Por un lado, 
la sobreexplotación de los acuíferos produce una intrusión paulatina de agua del mar en los acuiferos, y 
por otro lado, la reciente construcción de desalinizadoras que producen aguas aptas para el riego que 
han de rentabilizarse mezclándose con aguas de baja calidad. Todo ello supone una salinización de los 
suelos y la necesidad de incorporar plantas adaptadas a condiciones de salinidad. El proyecto de 
investigación para alcazar el título de Doctor, propone como fin, el utilizar aguas salinas riego, e 
investigar sobre las implicaciones que ello conlleva a nivel de absorción de agua y nutrientes, 
estudiando también los cambios fisiológicos en la planta para obtener una aplicación de las plantas 
objeto del estudio. 
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ANTECEDENTES Y ESTADO ACTUAL DE LOS CONOCIMIENTOS CIENTÍFICO TÉCNICOS 
 
Efecto de la salinidad en las plantas  
 
La salinidad se considera uno de los principales estreses ambientales y el mayor factor abiótico que 
limita la producción agrícola a nivel mundial. Por sus características edafoclimáticas, el sureste español 
es una zona altamente susceptible de presentar problemas de salinización tanto en las aguas que se 
emplean para el riego de los cultivos, como las de los suelos. Los principales factores que han 
propiciado este problema son entre otros, la gran actividad agrícola, las altas temperaturas del verano y 
la escasa precipitación. Por su ubicación geográfica y debido a la alta actividad agrícola, ha sido 
necesario que en esta zona se haya tenido la necesidad de extraer agua de sus acuíferos. Pero debido 
a la alta demanda agrícola, los acuíferos han sido sobreexplotados, lo que ha ocasionado que haya 
una intrusión de agua marina en éstos, contaminándolos e incrementando de manera excesiva la 
cantidad de sales solubles en el agua de riego (Vera-Nicolás, 2006).  

El rendimiento de una planta, expresado generalmente como biomasa de la planta o calidad del 
cultivo se ve afectado por la salinidad. Los efectos adversos de la salinidad sobre el crecimiento de la 
planta son: (1) estrés hídrico producido por la disminución del potencial osmótico del suelo, (2) 
desequilibrio nutricional, (3) y estrés salino originado por efecto específico de los iones (4) o la 
combinación de cualquiera de estos factores (Marschner, 1995; Shannon y Grieve, 1999). 
 Se ha observado que en condiciones de salinidad el crecimiento y desarrollo de la planta se ve 
afectado por múltiple patrones de expresión fenotípica que comprenden niveles fisiológicos  y 
bioquímicos (Munns, 2002) así como moleculares (Tester and Davenport, 2003; Mansour and Salama, 
2004) 

Las relaciones entre salinidad y nutrición mineral son extremadamente complejas y su 
interacción depende del nivel de salinidad, composición de las sales, variedad del cultivar, el nutriente 
que se estudie y de los distintos factores ambientales. Condiciones nutricionales extremas  pueden 
causar deficiencia o toxicidad  en una gran variedad de especies vegetales. 

Se ha observado que la salinidad afecta a la actividad de los iones de la solución nutritiva a 
través de cambios en la fuerza iónica, por precipitación, o formación de pares de iones (Tester and 
Davenport, 2003), resultando en un transporte y/o absorción excesiva de iones salinos principalmente 
Na+ y Cl- o un inadecuado transporte y/o absorción de elementos esenciales que afectan al crecimiento 
de la planta.  

 En general  uno de los aspecto más relevantes a considerar en la adaptación de las plantas al 
estrés salino es la influencia de la salinidad en la absorción de agua (Martinez-Ballesta et al., 2006). 
Para mantener el turgor en las plantas sometidas a estrés salino se produce el denominado ajuste 
osmótico que implica la acumulación neta de solutos en la célula es respuesta a una caída de potencial 
hídrico en el entorno. La acumulación de iones en la vacuola desempeña un papel muy importante en 
la respuesta de las plantas a salinidad. Para alcanzar el equilibrio iónico en las vacuolas, el citoplasma 
acumula compuestos de bajo peso molecular que no interfieren con el metabolismo celular (Fernandez-
Garcia et al., 2004; Martinez-Ballesta et al., 2004; Munns, 2005). 

Por lo tanto, la utilización de plantas resistentes a la salinidad que sean capaces de 
compartimentalizar los iónes salinos en la parte aérea de la planto o excretar esas sales en órganos 
especializados, es decir, el estudio de los mecanismos de tolerancia a la salinidad y la respuesta 
fisiológica de las plantas tanto glicofitas como halofitas, han sido un aspecto muy poco estudiado. De 
manera que uno de los objetivos planteados en este proyecto es el estudio de variedades adaptadas a 
la salinidad para su utilización en fitorremediación de suelos salinos. 
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Relaciones hídricas y acuaporinas 

En la planta, el transporte de agua a corta distancia y el transporte en tejidos no vasculares 
ocurre en parte a través de las membranas celulares. Sin embargo, la difusión a través de la bicapa 
lipídica de estas membranas no es suficiente para justificar el rápido paso del agua y varios estudios 
han demostrado la implicación de canales de naturaleza proteica denominados acuaporinas (Daniels et 
al., 1994; Kammerloher et al., 1994, Kaldenhoff et al., 1998; Tyerman et al., 1999). Las acuaporinas 
pertenecen a la familia de proteínas trans-membrana denominada MIP y se encuentran facilitando el 
transporte de agua a través de las membranas celulares (tonoplasto y membrana plasmática) (Maurel 
et al., 1993), siguiendo gradientes de presión osmótica e hidrostática (para revisión Carvajal et al., 1998 
y Maurel and Chrispeels, 2001). 

Las acuaporinas son característicamente bloqueadas por mercurio (Hg) y distintos estudios han 
demostrado que las variaciones en la conductividad hidráulica de los tejidos de la planta en respuesta a 
HgCl2 pueden ser debidas a un bloqueo de la actividad de las acuaporinas (Carvajal et al., 1999, 
2000a, 2000b; Clarkson et al., 2000; Martínez-Ballesta et al., 2003a, 2003b). Más específicamente, la 
inhibición de transporte de agua a través de la raíz por HgCl2 se ha empleado para indicar la proporción 
de flujo de agua total que ocurre via acuaporinas. Estos estudios también han confirmado la 
importancia de las acuaporinas en el transporte radial del agua desde el suelo a través de la raíz hasta 
alcanzar las vesículas del xilema. Así, el flujo de agua trans-membrana, y más concretamente la 
absorción de agua a través de la raíz puede ser controlada por cambios en la actividad o abundancia 
de acuaporinas. 

Los mecanismos moleculares y celulares de regulación de acuaporinas en condiciones 
normales o de estrés se han estudiado en numerosos trabajos (ver para revisión Martínez-Ballesta et 
al., 2006). Distintos estímulos pueden inducir cambios en la fosforilación o protonación de las 
acuaporinas, desempeñando un papel fundamental en la apertura y cierre de acuaporinas durante el 
estrés (Tournaire-Roux et al. 2003). 

El significado de la regulación de las acuaporinas y los mecanismos implicados durante la 
respuesta a estrés salino todavía no se ha establecido. Así, las diferentes regulaciones en el aumento o 
disminución en la expresión de los genes de las acuaporinas en condiciones de salinidad sugieren que 
podrían limitar las pérdidas de agua durante el primer estadío de la respuesta al estrés salino 
manteniendo la homeostasis celular. Sin embargo, resulta demasiado precipitado relacionar una mayor 
expresión de acuaporinas con un efecto beneficioso o nocivo para las plantas simplemente 
comparando patrones de expresión de genes PIP en condiciones de estrés. Lo que sí se ha visto 
claramente es una regulación a nivel de gen y proteína de las acuaporinas en respuesta de las plantas 
a estrés salino.  

Se ha observado que la salinidad puede incrementar las cantidades de mRNA que codifica 
para genes PIP en Arabidopsis (Martínez-Ballesta et al. 2003a; Boursiac et al. 2005) y en cebada 
(Katsuhara et al., 2003). Sin embargo Suga et al, (2002) observaron que en plántulas de rábano los 
niveles de mRNA y proteína de diferentes different PIPs y TIPs permanecieron inalterados tras la 
adición de NaCl. Se ha mostrado también una regulación favorable en la expresión de ciertas isoformas 
de acuaporinas en Arabidopsis y arroz en condiciones de estrés salino (Seki, et al., 2002). En 
Arabidopsis los niveles de proteínas disminuyeron con un retraso de varias horas con respecto al 
mRNA (Boursiac et al. 2005). En Mesembryanthemum crystallinum, las acuaporinas pueden ser re-
distribuídas desde el tonoplasto a compartimentos endosomales sugiriendo que esta re-distribución 
está implicada en el mantenimiento de la osmolaridad celular en condiciones de estrés osmótico (Vera-
Estrella et al., 2004). Recientemente se ha observado un incremento de la abundancia de acuaporinas 
PIP con salinidad y tiempo de tratamiento en raíces de plantas de bróculi (López-Pérez et al., 2009). 
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De cualquier manera, el estudio de la funcionalidad o presencia de acuaporinas en plantas en 
condiciones de desequilibrio iónico o alta concentración de iones (aguas salinas) así como los 
mecanismos que regulan su apertura o cierre resultan de gran importancia a la hora de optimizar 
recursos hídricos y en la búsqueda de cultivos más tolerantes. Además, los resultados obtenidos 
previamente proporciona la base para el estudio de estos mecanismos en bróculi, necesarios para 
alcanzar uno de los objetivos del proyecto: utilizar una acuaporina como marcador de resistencia a 
salinidad para programas de mejora. 
 
 
OBJETIVOS  
  
Objetivo General 
 
El objetivo principal de esta Tesis doctoral es el aprovechamiento del aguas salinas y de suelo 
salinizados para la el cultivo de plantas. Para ello pretendemos profundizar en el conocimiento de los 
mecanismos de absorción de agua de las plantas distintas variedes y como se altera su metabolismo y 
la absorción de nutrientes en condiciones de estrés salino y como retiran sales del suelo. Se estudiará  
también la forma de revalorizar los cultivos obtenidos. 
 
Objetivos específicos 
 
1.  Establecer fisiológicamente el efecto de la salinidad sobre las relaciones hídricas y la absorción de 

nutrientes en plantas halifitas y glicofitas. Estudiaremos el efecto de distintas concentraciones de 
NaCl sobre el paso del agua a través de la raíz, transpiración y ajuste osmótico para establecer el 
efecto y determinar y cuantificar la magnitud del estrés sobre estos parámetros.  

2. Estudiar el efecto de la salinidad en el transporte de agua a nivel celular (permeabilidad osmótica 
del agua y conductividad hidraulica) y caracterizar, la composición y propiedades de la membrana 
plasmáticas de las células de las raíces y de hojas de plantas cultivadas bajo condiciones de estrés 
salino  

3. Determinar la presencia de canales de agua (acuaporinas) en la fracción de membrana plasmática 
de células de plantas cultivadas en condiciones control y salino, determinando la permeabilidad 
osmótica Se identificaran los RNAm y proteínas de membrana de las células de la raíz.  

 
 

METODOLOGÍA Y PLAN DE TRABAJO  
 

Material Vegetal 
En todos los experimentos se utilizará variedades comerciales y silvestres de glicofitas y 

halófitas. 
Los experimentos se realizarán en cámara de cultivo controlado (cultivo hidropónico) y en 

campo. 
 
Actividad 1. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA SALINIDAD SOBRE EL CRECIMIENTO Y LA 
ABSORCIÓN DE NUTRIENTES.  
 
 Se determinará el efecto de distintas concentraciones de NaCl (100, 200, 300  mM) sobre los 
siguientes parámetros: 
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a. Crecimiento, por medio de la evolución del desarrollo de la planta o del área foliar 
b. Se analizará los nutrientes del xilema recogido con la bomba de Scholander a la presión 

necesaria para igualar la presión ejercida por la transpiración. Los aniones se analizarán por 
cromatografía iónica y los cationes por espectroscopia de absorción atómica (Fernández-García et 
al., 2002). 

c. Durante los experimentos y al final, se analizará también el material vegetal separado en hojas 
(jóvenes y viejas), tallo y raíz. 

d. Se determinará y calcularán las sales retiradas del suelo. Principalmente se estudiará el Na+ y el Cl- 
 
Todo ello se realizará en estudios a corto plazo, a 2, 4, 6 y 8 horas de la aplicación del estrés, a medio 
plazo, de 1 a 10 días de la aplicación del estrés y a largo plazo, a los dos meses de la aplicación del 
estrés.  
En los experimentos en campo se determinará también la concentración de nutrientes en el suelo. 
Estos se realizarán en todas las estaciones del año. 
 
Actividad 2. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA SALINIDAD SOBRE EL AJUSTE OSMÓTICO.  
 
Utilizaremos los mismos tratamientos de NaCl que en la actividad 1. También se realizará un estudio a 
corto, medio y largo plazo. Los parámetros a determinar serán: 
 
a. Conductancia estomática de las hojas, Gs. Esta se medirá con un porómetro en hojas jóvenes 

recién expandidas, a mitad del fotoperiodo. 
b. Potencial hídrico de las hojas. Se determinará con la bomba de Scholander. 
c. Potencial osmótico de las hojas. Se determinará en exudado de hoja utilizando un osmómetro. 
d. Análisis del exudado de hoja. Se determinará los iónes inorgánicos y compuestos orgánicos. 

Iones inorgánicos: los aniones se analizarán por cromatografía iónica y los cationes por 
Espectrometría de de Absorción Atómica. Iones orgánicos: los azúcares se determinarán por HPLC 
y los ácidos grasos y aminoácidos por cromatografía de gases. 
 

 
 

Actividad 3. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA SALINIDAD SOBRE LA ABSORCIÓN DE AGUA.  
 
 
Las tareas a realizar serán: 
 
a. Conductancia hidráulica de las raíces, L0. Ésta se medirá bien por el método de exudación 

natural, o bien con la bomba de Scholander (Carvajal et al., 1999). 
b. Porcentaje de agua que atraviesa la ruta simplástica y apoplástica. Se estudiará en las raíces 

por medio del colorante ‘light green dye’ (sólo se transporta por la ruta apoplástica) (Fernández-
García et al., 2002) 

c. Conductividad hidráulica de las células del cortex de la raíz, Lpc. Se determinará con la Sonda 
de Presión Celular (Cell Pressure Probe) (Martínez-Ballesta et al., 2003b) 

d. Porcentaje de agua que atraviesa los canales de agua. Bloquearemos los canales de agua 
añadiendo 50 µM de HgCl2 durante 5 minutos a la disolución nutritiva. De esta forma calcularemos 
la proporción de agua que atraviesa los canales de agua sensibles al mercurio (Carvajal et al., 
1996).  
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e. Flujos de agua en vesículas y protoplastos. Los flujos de agua se determinarán mediante 
cinética rápida usando un aparato de stopped-flow. Se medirá la entrada/salida de agua por los 
cambios en volumen cuando se diluyen las vesículas en un medio hipoosmótico. Se observarán las 
variaciones de los flujos causadas por la presencia de NaCl en vesículas de membrana plasmática 
y protoplastos o en la disolución de cultivo donde previamente crecieron dichas plantas. También 
se determinarán los flujos en protoplastos midiendo el incremento de volumen al disminuir la 
concentración osmótica del medio externo por la técnica de video-microscopía (Carvajal et al., 1999). 
Esta técnica permite medir la velocidad de entrada a las células así como la permeabilidad osmótica 
del agua (Pf) la conductividad hidráulica (Lp) y calcular la cantidad de agua que atraviesa los canales 
de agua al bloquear éstos con Hg. (Maurel et al., 1993) 
 
Se realizará un estudio a corto plazo midiendo tanto L0, como Lpc y el porcentaje de la ruta 

apoplástica y simplástica, midiendo a 2, 4, 6 y 8 horas de la aplicación del estrés, otro estudio a medio 
plazo midiendo a de 1 a 10 días de la aplicación del estrés y otro a largo plazo midiendo a los dos 
meses de la aplicación del estrés. Debido a que en los experimentos a largo plazo, las raíces serán 
excesivamente grandes para poder medir con todo el material, las medidas se efectuaran con sólo una 
parte 
 
 
Actividad 4. REGULACIÓN DEL FLUJO DE AGUA A TRAVÉS DE LA MEMBRANA PLASMÁTICA: 
CANALES DE AGUA (ACUAPORINAS)  
 
 
 La regulación de los flujos de agua se abordará estudiando la cinética del flujo en distintas 
condiciones y determinando los cambios en la concentración de canales en la membrana (aumento o 
disminución de su expresión). Se utilizarán vesículas de membrana plasmática y protoplastos. Para ello 
se abordarán las siguientes tareas: 
 
a. Identificación del ARNm. Se estudiará la expresión de los canales de agua, PIP tanto en raíces 

como en hojas de plantas de bróculi Se utilizarán los mismos tratamientos de NaCl que en 
apartados anteriores. La expresión de los canales de agua PIP se estudiará tanto en raíces como 
en hojas por medio de ‘Northern blots’. El grupo de investigación del CEBAS dispone de una sonda 
de ADN de Arabidopsis thaliana (Martínez-Ballesta et al., 2003a). Estudios preliminares han 
demostrado que dado la alta conservación de  parte de la secuencia de estos genes, la hibridación 
heteróloga es posible. 

b. Identificación de acuaporinas con anticuerpos. El grupo dispone de dos anticuerpos de 
Arabidopsis thaliana frente a acuaporinas PIP. Estos anticuerpos se utilizarán para detectar 
acuaporinas de bróculi en geles de electroforesis de preparaciones de membrana plasmática de 
raíces, y protoplastos, mediante inmunoblotting. Para separar adecuadamente los péptidos 
correspondientes a las bandas de 28-31 kD se realizará una electroforesis por el método de 
Schaeger. Las proteínas se electrotransferirán a membranas de nitrocelulosa. La reacción inmune 
se visualizará mediante la reacción de peroxidasa conjugada a anti-IgG de conejo. Un valor del 
peso molecular más preciso se podrá obtener mediante espectrometría de masas (MALDIT-OFF) 
de la banda del gel correspondiente a acuaporinas (Kaldenhoff et al., 1995). 

c. Análisis de la expresión de genes y de proteínas. Se determinará la expresión de genes 
(Nothern) y la síntesis de proteínas (Western) en plantas crecidas con NaCl (a concentraciones que 
dependerán de los resultados de los experimentos anteriores) 
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Actividad 5. DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACION DE SALES RETIRADA DEL SUELO 
POR LAS PLANTAS  

 

 Se determinará la retirada de sales del suelo (según los resultados obtenidos en los 
experimentos de las fases 3) y se aplicarán distintas dosis de riego junto a concentraciones variables 
de otros nutrientes como nitrato,sulfato y calcio sobre los siguientes parámetros como control del 
correcto desarrollo de las plantas: 
 

a. Crecimiento, por medio de la evolución del desarrollo de la planta o del área foliar 
b. Durante los experimentos y al final, se determinará la composición mineral en el material 

vegetal separado en hojas (jóvenes y viejas), tallo y raíz. 

c. El control y análisis mineral del suelo se realizará antes y después del experimento 

 

Actividad 6. VALORIZACIÓN DE LOS BIOMASA OBTENIDOS CON LAS PLANTAS HALOFITAS 
 
 
Nos proponemos con este estudio desarrollar diferentes tipos de estrategias para la utlilización de las 
plantas utilizadas en fitorremediación. Para ello es necesario determinar el análisis nutricional y 
fitoquímico  de los productos de la cosecha, es decir, toda la biomasa de la parte aérea (tallos, hojas, 
flores/frutos), según el siguiente esquema: 
 

a. Elaboración de análisis nutricional completo. Se enviarán a analizar a un laboratorio de 
análisis especializado. 

b. Análisis de vitaminas, principalmente vitamina C (se determinará por HPLC) y vitamina E (se 
determinará por  Cromatografía gaseosa).   

c. Análisis de compuestos bioactivos. Los compuestos fenólicos se analizarán por HPLC-
DAD, Glucosinolatos se analizarán por HPLC-DAD-ESI-MSn.  

d. Lípidos totales. La determinación de fosfolípidos totales se llevará a cabo mediante digestión 
con perclórico y la determinación del fosfato inorgánico. Los esteroles se separarán por 
cromatografía de gases tras su derivatización con BTSFA. La cuantificación se hará usando 
colestano como patrón interno. Los Ácidos Grasos se analizarán por cromatografía de gases 
tras la transmetilación de sus ésteres. 
 
 

Se valorará su uso alimentario directo, su utilización como ingrediente y su interés como obtención de 
bioenergía. 
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