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1.1 Importancia del potasio (K+) para las plantas 
 

Las plantas requieren 14 elementos minerales, denominados esenciales, 

para desarrollarse y completar su ciclo vital (Marschner, 2011) . Según los 

requerimientos de la planta, los elementos esenciales pueden clasificarse en 

macronutrientes y micronutrientes (Tabla 1). La concentración de 

macronutrientes en la planta es del 0,1 % en peso seco aproximadamente, 

mientras que los micronutrientes se encuentran en concentraciones inferiores o 

iguales al 0,01 %. 

 

Tabla 1: Elementos esenciales 

Macronutrientes Micronutrientes 

Nitrógeno (N) Hierro (Fe) 

Fósforo (P) Zinc (Zn) 

Potasio (K) Manganeso (Mn) 

Calcio (Ca) Boro (B) 

Magnesio (Mg) Cobre (Cu) 

Azufre (S) Molibdeno (Mo) 

 Cloro (Cl) 

 Níquel (Ni) 

 

El potasio (K+) forma parte del grupo de los macronutrientes esenciales y 

además, es el catión más abundante en los tejidos vegetales representando 

entre el 1 y el 10 % del peso seco de la planta (Leigh & Wyn Jones, 1984) . La 

concentración de K+ en el citosol de las células vegetales se encuentra alrededor 

de 100 mM y esto permite a la célula mantener la homeostasis y un correcto 
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funcionamiento. En otros compartimentos celulares como la vacuola, el K+ 

alcanza concentraciones de hasta 200 mM. En las vacuolas de las células 

oclusivas de los estomas, la concentración de K+ puede llegar a valores de 500 

mM. Las plantas obtienen el K+ del suelo a través de la raíz. La concentración de 

K+ en la solución del suelo oscila entre 0,1 y 1 mM. El K+ presenta una alta 

movilidad entre la raíz y la parte aérea a través del xilema y el floema (Karley & 

White, 2009) , distribuyéndose de forma eficiente por toda la planta para cumplir 

sus funciones. 

 

1.1.1 Funciones del K+ 

 

La naturaleza del K+ (ion positivo) hace que desempeñe muchas 

funciones importantes dentro de la planta. El K+ está implicado en el metabolismo 

celular, en el crecimiento y en la adaptación a diferentes estreses. El 

cumplimiento de estas funciones depende de que la planta sea capaz de 

mantener la concentración adecuada en cada uno de los compartimentos 

celulares y de la capacidad de la planta para movilizarlo a través del xilema y del 

floema a aquellos tejidos donde este catión cumple sus funciones.(Marschner, 

2011).  

El K+, gracias a su abundancia y debido a que está cargado positivamente, 

actúa como estabilizador de moléculas cargadas negativamente como ácidos 

nucleicos y proteínas (Figura 1). Además, participa como cofactor enzimático 

(Figura 1) en muchas reacciones provocando un cambio conformacional de las 

enzimas con las que interactúa y facilitando que se incremente la velocidad de 

reacción catalítica (Vmax) o aumentando la afinidad de la enzima por el sustrato 

(Km). El papel del K+ como cofactor es muy específico y su función no puede ser 

completamente sustituida por otros cationes como el Na+ o Li+ (Marschner, 

2011). 

El K+ también es esencial durante el proceso de síntesis de proteínas 

implicadas en el metabolismo vegetal como la ribulosa bifosfato carboxilasa 

(RUBISCO) o la enzima nitrato reductasa. Este hecho determina que en plantas 
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con déficit de K+ se observe una menor acumulación de aminoácidos, amidas y 

nitratos (Marschner, 2011) ya que son componentes de las proteínas.  

Otra de las funciones importantes que cumple el K+ es el mantenimiento 

de la turgencia celular (Marschner, 2011). El hecho de que el K+ sea el principal 

soluto inorgánico en el interior de la célula (Leigh & Wyn Jones, 1984) hace que, 

a través de la vacuola (Figura 1), sea el principal implicado en procesos que 

dependen directamente de cambios en el turgor de la célula como, por ejemplo, 

la apertura y cierre de los estomas, la elongación del tubo polínico, el crecimiento 

y mantenimiento de la estructura de la planta o el cierre del órgano de captura 

de las plantas carnívoras. 

Se debe destacar también el papel del K+ en el flujo de protones a través 

de la membrana de los tilacoides, y que está implicado en el establecimiento de 

un gradiente de pH que es imprescindible para la síntesis de ATP (Cotsaftis et 

al., 2012; Tester & Blatt, 1989). El movimiento de K+ a través de la membrana 

plasmática también es esencial para la regulación del potencial eléctrico en las 

células vegetales (Cheeseman & Hanson, 1979).  

 

Figura 1:Principales funciones del K+ en la célula vegetal. La carga positiva del K+ 
lo convierte en el principal estabilizador de moléculas cargadas negativamente como 
ácidos nucleicos (A) y proteínas (B). El K+ es esencial en el proceso de síntesis de 
proteínas (C). El K+ forma parte de la vacuola donde contribuye a mantener el turgor de 
la célula (D). Relacionado con el mantenimiento del turgor, el K+ participa en la apertura 
y cierre de los estomas (E). Figura modificada de Maathuis, F.J.M., 2009. 
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Algunos estudios recientes sugieren que el K+ está implicado, junto con el 

Ca2+ y las especies reactivas de oxígeno (ROS), en los procesos de señalización 

frente a situaciones de estrés (Shabala, 2017). La salida de K+ inducida por 

condiciones de estrés serviría como señal para la activación de rutas metabólicas 

que facilitan la supervivencia de la planta bajo condiciones adversas.  

Para cumplir con las funciones descritas, la planta tiene que captar el K+ 

de la solución del suelo a través de las raíces. Como se ha descrito, la 

concentración de K+ en la solución del suelo oscila entre 0,1 y 1 mM (F. J. 

Maathuis, 2009). Sin embargo, como se ha mencionado también anteriormente, 

la concentración de K+ en los compartimentos celulares debe ser más elevada, 

entre 100 y 500 mM, para asegurar el correcto funcionamiento de los procesos 

biológicos. Por ello, las plantas cuentan con eficientes sistemas de transporte 

para asegurar la absorción en la raíz y la translocación de K+ a la parte aérea. 

Además, el K+ puede ser movilizado de forma interna entre diferentes zonas de 

la planta en función de las necesidades (Karley & White, 2009) . 

Anatómicamente, ante la escasez de K+, las plantas son capaces de desarrollar 

y expandir su sistema radicular, destacando el mayor desarrollo de los pelos 

radicales (Jung et al., 2009) con el objetivo de explorar nuevas zonas del suelo 

que garanticen la adquisición de K+.  

Los síntomas relacionados con la deficiencia de K+ como el 

amarilleamiento y clorosis de las hojas, la aparición de necrosis de las mismas y 

la muerte de los meristemos laterales y apicales (Amtmann et al., 2018; 

Marschner, 2011)  aparecen cuando la concentración de K+ presente en la planta 

es inferior a  10 g kg-1PS. Esta situación de déficit de K+ hace que las plantas 

también presenten más susceptibilidad a los estreses abióticos, como la sequía, 

el frío y la salinidad, así como a los estreses bióticos, como el ataque de 

patógenos (Amtmann et al., 2008).  

Por todo lo anterior, el correcto estado nutricional de K+ de las plantas 

cultivadas es esencial para asegurar el buen rendimiento de los cultivos y la 

calidad nutricional de las cosechas.   
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1.1.2 El K+ en la agricultura 

 

Según datos de las Naciones Unidas (NU), la población mundial es más 

de tres veces mayor en la actualidad que a mediados del siglo XX. A mediados 

de noviembre de 2022, la población mundial alcanzó los 8.000 millones de 

habitantes. Esto hace necesario incrementar el ritmo de producción de alimentos 

para poder atender a toda la población. Como consecuencia de esta gran 

demanda de alimentos, la superficie cultivada ha aumentado considerablemente 

en el periodo de tiempo 1961-2020, creciendo alrededor del 0,1 % por año hasta 

situarnos en los 4.740 millones de hectáreas (ha) cultivadas en la actualidad 

(FAO, 2020). La rápida transformación de diferentes áreas como nuevas zonas 

de cultivo implica la utilización de suelos que son poco fértiles debido a la baja 

disponibilidad de nutrientes. La baja disponibilidad de nutrientes en las nuevas 

áreas de cultivo y el agotamiento de los nutrientes en las zonas que llevaban 

más tiempo cultivándose, ha hecho que durante los últimos años haya 

aumentado el uso de fertilizantes inorgánicos con el fin de mejorar la producción 

de los cultivos.  

Aunque el K+ representa un alto porcentaje de la corteza terrestre (~2,6 

%), la mayor parte del mismo no está disponible para las plantas (F. J. Maathuis, 

2009). Así, el K+ es uno de los tres nutrientes, junto con el nitrógeno y el fósforo 

que más se aporta como fertilizante inorgánico, suponiendo un 20 % de los 

fertilizantes inorgánicos utilizados (FAO, 2020). En 2020, el uso de K+ como 

fertilizante (39 millones de toneladas) ha aumentado un 81 % con respecto al 

año 2000 (21,54 millones de toneladas) (FAO, 2020). Para reducir el coste 

económico y medioambiental que conlleva el uso de fertilizantes, que en muchos 

casos puede ser abusivo (Galloway et al., 2008; Ju et al., 2009), es necesario 

optimizar el uso de los mismos por parte  de las plantas. Trabajando en esta 

dirección, se logrará reducir la importante huella de carbono que supone la 

producción y distribución de los fertilizantes, ya que, según un estudio publicado 

recientemente, la utilización de abonos sintéticos provoca la emisión de 2,6 

gigatoneladas de carbono al año, una cantidad que supera la emitida por la 

aviación y el transporte marítimo juntos (Gao & Cabrera Serrenho, 2023). 

También se evitarían problemas como la eutrofización debida al aporte incesante 
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de fertilizantes que afecta a diferentes ecosistemas como el de la laguna del Mar 

Menor (Informe del Instituto Español de Oceanografía, 2021). Además, la mejora 

de la planta con respecto a su capacidad en la adquisición de nutrientes 

supondría un menor gasto económico para los agricultores en un contexto 

geopolítico en el que los fertilizantes sintéticos se han encarecido un 58 % (The 

World Bank, 2022) con respecto al año 2002, debido al incremento del precio del 

gas natural.  

Las plantas obtienen el K+ a través de las raíces y a partir de la solución 

del suelo. En función de su disponibilidad para la planta, el K+ puede clasificarse 

en 4 tipos (Figura 2): 1) K+ soluble en la solución (0,1-0,2 %), disponible de forma 

directa para la absorción por parte de la raíz, 2) K+ intercambiable, que se 

encuentra unido electrostáticamente a los materiales que componen la fase 

orgánica y mineral del suelo, 3) K+ de intercambio lento, que forma parte de las 

arcillas y 4) K+ estructural, que es el que se encuentra formando parte de los 

distintos minerales del suelo y supone hasta el 99 % del total, que no está 

disponible de forma directa para las plantas (Rengel & Damon, 2008). 

Generalmente, el mantenimiento del equilibrio entre los 4 tipos de K+ genera una 

disponibilidad constante de K+ para las plantas. Para ello, cuando la 

concentración de K+ soluble disminuye, debe reabastecerse a partir del K+ 

intercambiable. Cuando disminuye la cantidad de K+ intercambiable, es el K+ de 

intercambio lento el encargado de participar en la restitución de los niveles de K+ 

intercambiable. Por último, la degradación de los minerales que contienen el K+ 

estructural es necesaria para mantener las reservas de K+ de intercambio lento. 

Cuando se rompe este equilibrio o aumenta excesivamente el lixiviado, los 

suelos se agotan, y es necesario aplicar fertilizantes inorgánicos o fertilizantes 

orgánicos (residuos vegetales o residuos animales) para garantizar la 

disponibilidad de K+ para la planta. En consecuencia, gracias al aporte de los 

nutrientes que son limitantes, se consigue cumplir con el principal objetivo de la 

aplicación de fertilizantes, que es el aumento del rendimiento de las cosechas. 

Según una guía (Los fertilizantes y su uso) elaborada por la FAO en 1965 y 

reeditada en 2002, con los fertilizantes, los rendimientos de los cultivos pueden 
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duplicarse e incluso triplicarse, lo que repercute muy positivamente en el 

rendimiento y la economía de los agricultores. 

 

Figura 2: El ciclo del K+ en el suelo. La figura representa los 4 tipos de K+ en función 
de su disponibilidad para la planta. Las líneas continuas representan el K+ que está en 
disposición de ser absorbido. Las líneas discontinuas muestran aquel K+ que se aleja 
de su absorción por parte de la planta. Los rectángulos muestran el K+ que se aporta al 
medio o el que se pierde según el tipo de flecha. Figura adaptada de Römheld, V. y 
Kirkby, E, 2010. 

 

1.2 Relevancia del sodio (Na+) para las plantas 
 

El Na+ es bastante abundante en la corteza terrestre y supone el 2,8 % 

(p/p) de la misma. La mayor parte del Na+ presente en la corteza terrestre se 

encuentra en forma de NaCl. En las regiones templadas, la concentración en la 

solución del suelo se encuentra comprendida entre 0,1 y 1 mM, por tanto, muy 

similar o superior a la concentración de K+. En las regiones áridas, esta 

concentración puede ser más alta, situándose entre 50 y 100 mM (Marschner, 

2011, Capitulo 8). Las altas concentraciones de NaCl, típicas de las zonas 

afectadas por salinidad, reducen el crecimiento de las plantas (Munns & Tester, 

2008). Los problemas causados por la salinidad sobre las plantas tienen tres 
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componentes: Efecto osmótico, efecto tóxico y estrés oxidativo. Más de 1.000 

millones de hectáreas de tierra en todo el mundo están afectadas por la salinidad. 

Un suelo salino se caracteriza por contener una alta concentración de sales 

solubles. Podemos clasificar un suelo como salino cuando la conductividad 

eléctrica (EC) del extracto de la pasta saturada del suelo es de 4 dS m-1 o 

superior, lo que equivale aproximadamente a una concentración de 40 mM de 

NaCl. El problema de la salinidad de los suelos es global, y se estima que, si no 

se toman medidas para evitarlo, en los próximos 30 años el porcentaje de suelos 

salinos podría alcanzar el 50 % de las tierras de cultivo (F. Wang et al., 2020) . 

Este problema global origina unas pérdidas anuales de más de 27.000 millones 

de dólares  (F. Wang et al., 2021). 

Aunque como resumen de los párrafos anteriores se podría concluir que 

el Na+ es perjudicial para las plantas, este catión también puede cumplir un papel 

beneficioso en el crecimiento y desarrollo de las mismas. Los efectos 

beneficiosos del Na+ se conocen bien en la agricultura y la horticultura (Pilon-

Smits et al., 2009). Por ejemplo, el Na+ es capaz de sustituir al K+ sin causar una 

disminución en el crecimiento. Este efecto sustitutivo podría deberse a que el 

Na+ es capaz de actuar como cofactor de las mismas enzimas que requieren K+, 

o a que, gracias a que el Na+ estaría sustituyendo al K+ en sus funciones 

osmóticas, podría quedar más K+ disponible para ser destinado a sus funciones 

de regulación enzimática. Otro efecto beneficioso del Na+ sobre las plantas es 

su capacidad para estimular el crecimiento de éstas cuando se encuentran 

creciendo a bajas concentraciones de K+ (10 µM) (M. Nieves-Cordones, Al 

Shiblawi, et al., 2016). Esta capacidad reside en el efecto que tiene este catión 

sobre la expansión celular y el balance hídrico de la planta. El Na+ se acumula 

en las vacuolas y actúa como soluto contribuyendo a la generación de turgor y 

por tanto a la expansión celular (Jeschke, 1972; Nunes et al., 1984). El Na+ se 

ha relacionado con una mejora en el balance hídrico de la planta cuando la 

disponibilidad de agua es limitada. Ante una repentina disminución de la cantidad 

de agua, las plantas suplementadas con Na+ cierran más rápido los estomas y, 

además, también son capaces de abrirlos más rápido cuando desaparece el 

estrés hídrico (Perera et al., 1997; Raghavendra et al., 1976). Además de lo 

descrito anteriormente, resultados recientes obtenidos en nuestro laboratorio (M. 
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Nieves-Cordones et al., 2020), muestran que el aporte de Na+ mejora el 

crecimiento de las plantas cuando éstas crecen en condiciones de bajo K+. Sin 

embargo, esta mejora del crecimiento requiere también el aporte de K+, de ahí 

que dicha mejora se observe en las plantas WT, pero no en las plantas slhak5, 

que carecen del sistema de entrada de K+ de alta afinidad SlHAK5 (Figura 3). 

 

 

El papel beneficioso del Na+ para las plantas podría tener, una explicación 

evolutiva. La evolución de las plantas briófitas a vasculares tuvo lugar en 

ambientes en los que el K+ del medio era escaso. El hecho de que el Na+ fuera 

predominante al principio de la historia evolutiva de las plantas podría estar 

relacionado con la capacidad de éste para sustituir al K+ en algunas de las 

funciones que cumple en las plantas terrestres (Rodríguez-Navarro & Rubio, 

2006) . Este escenario explicaría la existencia de transportadores de alta afinidad 

de Na+ en las plantas. Por ejemplo, se ha demostrado que el transportador 

OsHKT2.1 de arroz está implicado en el transporte de Na+ en condiciones de 

déficit de K+ (Horie et al., 2007) . PpHAK13 de Physcomitrella patients también 

es un ejemplo de transportador de alta afinidad de Na+ que, además, presenta 

muy baja permeabilidad por el K+ (Benito et al., 2012). Otro ejemplo de 

transportador implicado en la entrada Na+ y que contribuye a mantener la ratio 

Na+/K+ es SlHAK20 de tomate (Z. Wang et al., 2020). Es importante mencionar 

también al transportador ZmHAK4 de maiz, que forma parte del grupo IV de la 

Figura 3: Imagen de plantas WT y slhak5-1 crecidas a 10 µM de K+ en 
ausencia o presencia de 50mM NaCl. Figura modificada de (M. Nieves-
Cordones et al., 2020) 
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familia HAK junto a PpHAK13 y SlHAK20 (M. Nieves-Cordones, Ródenas, et al., 

2016) y estaría implicado en la reabsorción de Na+ a partir de la savia del xilema 

(Ming Zhang et al., 2019).  

En resumen, los efectos beneficiosos descritos para el Na+, así como la 

existencia de los sistemas descritos implicados en su entrada, hacen que se vaya 

abandonando poco a poco la idea de que las plantas tratan solamente de excluir 

el Na+ o compartimentalizarlo para evitar sus efectos tóxicos. Este hecho hace 

que sea necesario profundizar en el estudio de los sistemas implicados en la 

entrada de Na+ ya que su comprensión ofrece una oportunidad para seguir 

mejorando la respuesta de los cultivos con respecto al metabolismo de este ion 

y hacer frente a situaciones de estrés relacionados con la deficiencia de K+.  

 

1.2.2 El Na+ en la agricultura 

 

Los efectos positivos del Na+ sobre algunos cultivos han llevado a aplicarlo 

como fertilizante en muchas situaciones. Además, la aplicación de Na+ como 

fertilizante es especialmente importante en aquellos suelos que presentan una 

gran cantidad de K+ fijado (Wakeel et al., 2010) . Un ejemplo representativo de 

los beneficios de aplicar Na+ como fertilizante lo vemos con el cultivo de 

remolacha azucarera, donde la aplicación de Na+ como fertilizante en las 

primeras etapas del crecimiento provoca un incremento del índice de área foliar, 

que permite un incremento de la percepción de la luz. Así, mejora la eficiencia 

en el uso del agua y se reduce el estrés hídrico que pueda producirse durante la 

estación de crecimiento (Durrant et al., 1978) .  

Estudios recientes han mostrado que el aporte de Na+ promueve el 

crecimiento de especies como el trigo, la colza, el sorgo y el tomate cuando las 

concentraciones de K+ en el medio son bajas (20 µM). Debido a ello, en la 

actualidad se está planteando la utilización de fertilizantes con Na+ ante la 

escasez de K+, ya que los abonos de K+ presentan precios elevados. Sin 

embargo, estás practicas aún requieren estudios de campo a largo plazo con 

distintas especies para ajustar correctamente las proporciones K:Na para los 

diferentes cultivos y tipos de suelo (Thorne & M Maathuis, 2022). 
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Una correcta nutrición con respecto al Na+ repercute también de manera 

positiva sobre la ganadería. La concentración de Na+ en los pastos y forrajes es 

importante para la nutrición animal. Por ejemplo, la cantidad de Na+ requerida 

durante la lactancia de las vacas es de 2 g kg-1 PS de forraje (Smith & Middleton, 

1978) . Por tanto, el uso de Na+ como fertilizante en la agricultura es importante 

en muchas áreas del planeta tanto para mejorar el rendimiento de los cultivos 

como para contribuir a mejorar la nutrición animal. 

 

1.3 Bases moleculares de la absorción y transporte de K+ y 
Na+ 

 

El crecimiento y el desarrollo de las plantas requiere una eficiente 

adquisición de los elementos esenciales como el K+ y de todos aquellos que 

puedan reportarle beneficios durante el desarrollo como el Na+. La adquisición 

del K+ y Na+ a partir de la solución del suelo es mediada por las raíces, en 

concreto por las células de la epidermis y del córtex. Una vez captados por las 

células de la raíz, tanto el K+ como el Na+ son vertidos a los vasos del xilema 

para ser distribuidos al resto de la planta (Shi et al., 2000; White, 2012). Hay dos 

vías por las que los solutos y el agua pueden entrar en la raíz (Figura 4). La 

primera de ellas es la vía apoplástica. Por medio de esta vía el K+ y el Na+ 

presentes en la solución del suelo entran en la planta y circulan por el apoplasto, 

que es la parte de la raíz formada por los espacios intercelulares y la pared 

celular de las células de la raíz. Sin embargo, la vía apoplástica se ve limitada al 

llegar a la endodermis por la banda de Caspary, que está formada por la 

endodermis suberizada, y define el cilindro central que contiene el xilema y el 

floema (estela) (Barberon et al., 2016). Para que el K+ y el Na+ puedan llegar a 

la estela de la planta y verterse al xilema, deben seguir la vía simplástica. La vía 

simplástica está formada por el continuum de los citoplasmas de las células 

interconectados por plasmodesmos. Para que estos iones puedan atravesar la 

membrana de las células y entrar en el simplasto, es necesaria la presencia de 

sistemas de transporte a través de la membrana. En la distribución del K+ y el 

Na+ en la planta, el floema, y los sistemas de transporte localizados en el mismo, 

también juegan un papel fundamental. En definitiva, los sistemas de transporte 
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localizados en la membrana plasmática de diferentes células son piezas clave 

para el control de la homeostasis del K+ y la ratio Na+/K+ dentro de la planta y por 

tanto para asegurar su correcta nutrición.  

 

Figura 4: Vías de absorción de sustancias en la raíz. Los nutrientes y el agua pueden 
entrar en la planta a través de la vía simplástica (línea negra) atravesando las células 
de la epidermis a través de los plasmodesmos o a través de la vía apoplástica (línea 
verde), a través de los espacios intercelulares. Si los nutrientes siguen la vía del 
apoplasto, al llegar a la banda de Caspary (representada en rojo) es necesario su 
transporte a través de la membrana plasmática por medio de transportadores y canales, 
para entrar en el simplasto y llegar hasta el xilema. Figura modificada de Taiz 2006. 

 

1.3.1 Proteínas implicadas en el transporte de K+ y Na+ 

 

A continuación, se describen desde un punto de vista filogenético las 

familias a las que pertenecen los sistemas de transporte de K+ y Na+ más 

relevantes. 
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1.3.1.1 Canales de K+ y Na+ 

 

En el transporte de K+ y Na+ mediado por canales hay implicados dos 

grupos principalmente: Canales activados por voltaje y canales activados por 

nucleótidos cíclicos.  

1.3.1.1.1 Canales de K+ y Na+ activados por voltaje  

 

Los canales de K+ activados por voltaje, están presentes en todos los 

reinos: plantas, animales, hongos y bacterias (Jegla et al., 2018) . Esta familia 

está formada por proteínas multiméricas implicadas en el transporte de K+, con 

una alta selectividad por el mismo, a través de la membrana plasmática. Estas 

proteínas se disponen en la membrana formando una estructura que permite el 

movimiento específico del K+ a través de un poro. Las proteínas de esta familia 

presentan un largo fragmento citoplasmático que forma diferentes dominios: 

dominio C-linker, dominio de unión a nucleótidos cíclicos, dominio anquirina 

(presente solo en algunas subunidades) y dominio KHA (Jegla et al., 2018) . 

Según los estudios filogenéticos, los canales de K+ activados por voltaje pueden 

clasificarse en cinco grupos (Pilot, Pratelli, et al., 2003) . A continuación, se 

detallan estos cinco grupos aportando ejemplos de los canales mejor estudiados 

en Arabidopsis. 

Grupo I: este grupo está compuesto por canales implicados en la entrada 

de K+. En inglés son conocidos comúnmente con el nombre de “inward rectifiers”. 

Los miembros de este grupo tienen en su estructura el dominio anquirina que 

participa en las interacciones proteína-proteína (Michaely & Bennett, 1992) . Uno 

de los canales de este grupo mejor caracterizados en plantas es AKT1. Este 

canal se localiza en la membrana plasmática de las células de la raíz y es el 

principal implicado en mantener en la planta unos niveles de K+ adecuados para 

su nutrición ya que forma parte de la principal ruta de entrada de K+ cuando la 

concentración de éste en la solución externa es superior a 10 µM (Hirsch et al., 

1998) . Otros ejemplos representativos de este grupo son los canales SPIK y 

AKT6. Ambos se expresan en las flores (Lacombe et al., 2000; Mouline et al., 

2002) . El canal SPIK se expresa en los granos de polen y está implicado en la 
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germinación y el crecimiento del tubo polínico mediando la entrada de K+ 

requerida para estos procesos (Mouline et al., 2002).  

Grupo II: los canales pertenecientes a este grupo no presentan el dominio 

anquirina. Todos los miembros de este grupo están implicados en la entrada de 

K+. Como miembros representativos de este grupo tenemos los canales KAT1 y 

KAT2. Estos canales han sido bien caracterizados, se encuentran localizados en 

las membranas de las células oclusivas de los estomas y están implicados en el 

control del turgor y los movimientos de apertura de los estomas (Lebaudy et al., 

2010; Pilot et al., 2001).  

Grupo III: dentro de este grupo solo se ha identificado un miembro en 

Arabidopsis, el canal AKT2. Éste se expresa en el floema y en el mesófilo donde 

forma canales heteroméricos con KAT2, mencionado anteriormente, o canales 

homoméricos (Xicluna et al., 2007). Estructuralmente presenta el dominio 

anquirina como los canales del Grupo I. AKT2 está implicado en la entrada y 

salida de K+. Que actúe mediando la entrada o la salida de K+ en el floema 

depende de su estado conformacional. El cambio entre un estado y otro parece 

estar mediado por fosforilación y es importante para el transporte de solutos 

como la sacarosa a través de sistemas de transporte específicos bajo 

condiciones de baja energía. Por tanto, en condiciones de baja energía, AKT2 

estaría mediando la salida de K+ del floema favoreciendo el transporte de 

sacarosa a través de los simportadores sacarosa/H+ (Deeken et al., 2002; 

Michard et al., 2005).  

Grupo IV: al igual que en el caso anterior, este grupo cuenta con un solo 

representante, KC1. Este canal no presenta el dominio anquirina y no es capaz 

de formar homotetrámeros como sí forman otros miembros de la familia. Por 

tanto, KC1 desempeña su función a partir de la formación de heterotetrámeros 

con otros miembros de la familia pertenecientes a otros grupos. Los canales que 

forman son de entrada (Véry et al., 2014). Las subunidades de KC1 se expresan 

en las células de la raíz donde interactúan formando heterotetrámeros con AKT1, 

moderando su actividad y por tanto la adquisición de K+ a partir de la solución 

del suelo (Honsbein et al., 2009; Reintanz et al., 2002; Y. Wang et al., 2010). 

Además, contribuye a la regulación de la apertura estomática a través de las 

células del pavimento. Allí permite una acumulación de K+ y un turgor celular 
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adecuados para que las células del pavimento limiten el grado de apertura de los 

estomas y, en consecuencia, la pérdida de agua por transpiración (M. Nieves-

Cordones et al., 2022).  

Grupo V: los canales de este grupo están implicados en la salida de K+. 

Los miembros descritos en este grupo son SKOR y GORK y ambos presentan el 

dominio anquirina. SKOR se localiza en las células del periciclo y del xilema y 

está implicado en la carga de K+ en el xilema (F Gaymard et al., 1998). GORK 

se expresa en las células de los pelos radicales de la raíz y se encarga de mediar 

la salida de K+ hacia la solución externa. También se expresa en las células 

oclusivas de los estomas, mediando la salida de K+ y jugando un papel 

importante en el cierre de los mismos (Hosy et al., 2003; Ivashikina et al., 2001). 

. 

Además de los sistemas descritos en la clasificación anterior, 

recientemente se ha identificado el primer canal de Na+ activado por voltaje 

presente en un organismo eucariota fotosintético (Helliwell et al., 2020) . Este 

canal, que resulta selectivo por el Na+, está formado por dominios únicos que 

forman homotetrámeros y está presente en las algas haptofitas Emiliania huxleyi 

y Scyphosphaera apsteinii. Los canales de Na+ activados por voltaje parecen 

estar implicados en la absorción rápida de Na+ (Helliwell et al., 2020) . Aunque 

todavía no se han descrito estos sistemas en plantas terrestres, la existencia de 

plantas como Venus atrapamoscas (Dionaea muscipula), donde se ha descrito 

una excitabilidad eléctrica rápida, puede hacer pensar en este tipo de sistemas 

como implicados en la regulación de respuestas rápidas de Na+ en plantas 

terrestres.  

 

1.3.1.1.2 Canales activados por nucleótidos cíclicos 

 

Durante mucho tiempo se ha propuesto la idea de que el transporte de K+ 

que no tenía lugar a través de los canales y transportadores de K+ conocidos, 

era mediado por canales no selectivos, en inglés “Non selective cation channels” 

(NSCC) (Demidchik & Maathuis, 2007) . También se ha propuesto este tipo de 

sistemas como vía de entrada de Na+ en la planta. Por lo general, las familias de 
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canales no selectivos están poco estudiadas y los genes que codifican estos 

sistemas no están identificados. Aun así, se han propuesto miembros de algunas 

de estas familias como canales implicados en el transporte de K+ y Na+. Una de 

las familias mejor caracterizadas (Kaplan et al., 2007) y que ha sido propuesta 

para los canales no selectivos, es la familia de los canales activados por 

nucleótidos cíclicos, en inglés “Cyclic nucleotide gated channels” (CNGCs). Los 

CNGCs están relacionados evolutivamente con los canales de K+ activados por 

voltaje (Jegla et al., 2018) , de ahí que tengan una estructura parecida. Al igual 

que los canales activados por voltaje, los CNGCs forman canales tetraméricos 

(homoméricos o heteroméricos). Todos ellos tienen un dominio de unión a 

nucleótidos cíclicos en su extremo C-terminal. Algunos miembros de la familia 

como CNGC10, CNGC3 o CNGC2, han mostrado permeabilidad al K+ (Gobert 

et al., 2006; Leng et al., 1999; X. Li et al., 2005). Además de la permeabilidad por 

K+, CNGC10, localizado en la endodermis y la epidermis de la raíz, parece estar 

implicado en el transporte de Na+ (Jin et al., 2015). La expresión de CNGC3 en 

levaduras también muestra la permeabilidad de CNGC3 al Na+ (Gobert et al., 

2006). 

 

1.3.1.2 Transportadores de K+ y Na+ 

 

En el transporte de K+ y Na+ mediado por transportadores encontramos 

principalmente dos familias: transportadores HAK/KUP/KT y transportadores 

HKT. 

1.3.1.2.1 Transportadores HAK/KUP/KT 

 

Los miembros de esta familia muestran homología con los 

transportadores KUP de bacterias y con los transportadores HAK de los hongos. 

Los miembros de esta familia, cuyas siglas en inglés significan “High-Affinity K+/ 

K+ UPtake / K+ Transporter”, están presentes en el genoma de todas las plantas, 

lo que indica que cumplen un papel esencial en el mantenimiento de la 

homeostasis de K+ y la ratio Na+/K+ (Santa-María et al., 2018; Z. Wang et al., 

2020).  
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Los transportadores de esta familia no discriminan entre K+, Rb+ y Cs+ y 

son inhibidos por NH4
+. Estas propiedades farmacológicas han convertido a 

estos iones en herramientas útiles para estudiar el papel de estos 

transportadores en el transporte de K+. Por ejemplo, el Rb+ ha sido utilizado para 

estudiar el transporte de K+ mediado por transportadores HAK y el NH4
+ se ha 

utilizado como inhibidor específico de dicho transporte (Rubio et al., 2008). La 

permeabilidad que presentan estos transportadores a Cs+ hace que constituyan 

la principal vía de entrada para este catión tóxico en plantas como el tomate o el 

arroz (M. Nieves-Cordones et al., 2017, 2020).  

En las plantas, estos transportadores están formados por 10-15 dominios 

transmembrana (TM) (Véry et al., 2014). Filogenéticamente, pueden ser 

clasificados en 5 grupos (M. Nieves-Cordones, Ródenas, et al., 2016). El grupo 

1 presenta 2 subgrupos y el grupo 2 presenta 3 subgrupos. 

Grupo I: Este grupo se divide en Grupo Ia y Grupo Ib. Dentro del grupo Ia 

se encuentran transportadores presentes en dicotiledóneas y monocotiledóneas. 

Sin embargo, dentro del grupo Ib, solo aparecen transportadores pertenecientes 

a dicotiledóneas. En general, los transportadores del grupo I que han sido 

identificados y estudiados hasta la fecha actúan como simportadores K+-H+. La 

primera evidencia de este cotransporte se observó en Neurospora crassa, 

asociándose más tarde a NcHAK1. Posteriormente, también se confirmó este 

mecanismo en transportadores de plantas pertenecientes a este grupo 

(DmHAK5) (Rodríguez-Navarro, 2000; Scherzer et al., 2015). A este grupo 

pertenecen transportadores de alta afinidad de K+ que han sido bien 

caracterizados. Dentro del grupo Ia encontramos ejemplos como HvHAK1, 

OsHAK1, SlHAK5 o AtHAK5 presentes en cebada, arroz, tomate y Arabidopsis, 

respectivamente. También encontramos otros miembros como OsHAK21 que 

está implicado en la distribución de K+ en la parte aérea de plantas de arroz que 

crecen en condiciones de estrés salino (Shen et al., 2015). Dentro del grupo Ib 

encontramos sistemas como DmHAK5 que está implicado en el transporte de K+ 

que conduce al cierre del órgano de captura de las plantas de Dionaea muscipula 

(Scherzer et al., 2015). También VvKUP1/VvHAK1 pertenece a este grupo 

mediando la entrada de K+ en el fruto y por tanto regulando su tamaño (Davies 

et al., 2006). 
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Grupo II: Los sistemas de este grupo presentan diferencias respecto a 

sus propiedades. Algunos de sus miembros están implicados en el transporte de 

alta o baja afinidad de K+, mientras que otros participan en el transporte de 

hormonas o el desarrollo de la planta. Dentro de este grupo encontramos 3 

subgrupos: IIa, IIb y IIc. AtKUP4/TRH1 pertenece al grupo IIa y está implicado 

en el transporte de auxinas (Rigas et al., 2001; Vicente-Agullo et al., 2004) . 

AtKUP1/KT1 pertenece al grupo IIb y actúa mediando el transporte de K+ tanto 

de alta como de baja afinidad (Fu & Luan, 1998; E. J. Kim et al., 1998). AtKUP2, 

AtKUP6 y AtKUP8 son ejemplos de transportadores que pertenecen al subgrupo 

IIc, funcionan como sistemas de salida de K+ de baja afinidad y están implicados 

en el metabolismo de la planta a través de la señalización por auxinas y ABA 

(Osakabe et al., 2013). 

Grupo III: Los transportadores de este grupo se expresan en membranas 

de diferentes tejidos vegetales. Como ejemplos representativos encontramos 

AtKUP9 que está implicado en el crecimiento bajo condiciones de estrés por 

deficiencia de K+ (Mei‐Ling Zhang et al., 2020) y AtKUP7 que está implicado en 

el transporte de K+ desde la solución del suelo y su distribución hacia la parte 

aérea (M. Han et al., 2016). 

Grupo IV: Los transportadores pertenecientes a este grupo participan en 

el transporte de alta afinidad de Na+. Como transportadores bien caracterizados 

dentro de este grupo encontramos a ZmHAK4 y SlHAK20 de maíz y tomate, 

respectivamente. Ambos transportadores están implicados en el mantenimiento 

de la homeostasis K+/ Na+ bajo condiciones de estrés salino mediante el 

transporte de Na+ (Z. Wang et al., 2020; Ming Zhang et al., 2019). Otro ejemplo 

de transportador de alfa afinidad de Na+ perteneciente a este grupo es PpHAK13 

de Physcomitrella patens (Benito et al., 2012).  

Grupo V: En el último grupo encontramos sistemas como AtKUP5 de A. 

thaliana y PpHAK1 de P. patens. Estos sistemas han sido poco estudiados por 

el momento. Mientras que no está claro el papel que desempeña AtKUP5, se ha 

descrito que PpHAK1 está implicado en el transporte de K+ en un amplio rango 

de concentraciones (Garciadeblas et al., 2007) . 
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1.3.1.2.2 Transportadores HKT  

 

Los miembros de esta familia provienen de la subunidad de un canal de 

K+ ancestral que está relacionado con la familia Trk/Ktr presente en los hongos 

(Corratgé-Faillie et al., 2010) . En plantas, estos transportadores se encuentran 

como monómeros (Corratgé-Faillie et al., 2010). Las proteínas HKT están 

formadas por cuatro repeticiones de tipo MPM, M1A-PA-M2A – M1D-PD-M2D 

donde “M” corresponde con el segmento transmembrana y “P’’ corresponde con 

el dominio “loop”-poro. Todas las proteínas de la familia HKT tienen conservado 

un residuo de glicina en la tercera posición antes del final del dominio P. Esta 

glicina conservada recuerda a la del motivo GYG presente en los canales de K+ 

que es imprescindible para conferir selectividad por este ion (Rodríguez-Navarro, 

2000). Este residuo de glicina está conservado siempre en las posiciones PB, PC 

y PD. Sin embargo, existe variabilidad entorno al residuo presente en la posición 

PA. La variabilidad en esta posición determina la clasificación filogenética de 

estas proteínas y su mayor o menor afinidad por el Na+ y la selectividad por K+ 

(Ali et al., 2021; Mäser et al., 2002). Además, encontramos los motivos GNTXFP 

y SXYG conservados en las posiciones M2B y PD respectivamente (Rodríguez-

Navarro, 2000).  

Los transportadores HKT de plantas presentan una alta diversidad de 

sustratos en función de su selectividad iónica. En función de ésta, los miembros 

de la familia HKT se pueden clasificar en 3 tipos: transportadores selectivos de 

K+, transportadores selectivos de Na+ y simportadores Na+-K+. 

Filogenéticamente, los transportadores HKT se clasifican en dos subfamilias: 

subfamilia 1 y subfamilia 2 (Platten et al., 2006). 

Subfamilia 1: Los transportadores de esta subfamilia se han identificado 

en la mayoría de las plantas angiospermas (Platten et al., 2006) . En la posición 

PA tienen una serina (S) altamente conservada, de ahí que también puedan ser 

referidos como transportadores tipo SGGG (Hauser & Horie, 2010; Mäser et al., 

2002). La presencia de la serina proporciona selectividad al Na+, por tanto, los 

transportadores de esta subfamilia están implicados en el transporte de Na+. 

Como ejemplos bien caracterizados encontramos AtHKT1, OsHKT1, OsHKT1.3, 

OsHKT1.5 y OsHKT1.4. 
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Subfamilia 2: Los miembros de esta subfamilia solo aparecen en plantas 

monocotiledóneas (Platten et al., 2006). La estructura que determina la 

selectividad iónica presenta una glicina (G) en la posición PA, por tanto, también 

se pueden clasificar como transportadores tipo GGGG (Hauser & Horie, 2010; 

Mäser et al., 2002). . Aunque la presencia de la glicina en la posición PA confiere 

selectividad por el K+, los transportadores de esta subfamilia pueden operar 

como simportadores Na+ /K+ (Horie et al., 2001; Platten et al., 2006). Como 

ejemplo representativo tenemos OsHKT2.1 que participa en la entrada de Na+ 

ante condiciones de ayuno de K+ (Horie et al., 2007). Conviene destacar que, 

aunque la presencia de G en la posición PA facilita la entrada de K+, se ha podido 

demostrar que el transporte de Na+ sigue siendo posible a través de estos 

transportadores. Además, el transporte de K+ a través de algunos 

transportadores que presentan S en la posición PA (EcHKT1;2, McHKT1.1 o 

EpHKT1;2) estaría indicando que en la permeabilidad al K+ deben de estar 

implicados otros residuos además de los mencionados.  

 

1.3.2 Mecanismos de regulación de los sistemas de transporte de K+ 

y Na+ 

 

Durante el crecimiento y desarrollo de las plantas, la solución del suelo 

donde se encuentran sufre cambios continuos, como, por ejemplo, el aumento o 

disminución de la disponibilidad de K+. Para adaptarse a esta situación 

fluctuante, las plantas cuentan con mecanismos físicos de adaptación como el 

crecimiento de la raíz o el desarrollo de raíces secundarias o pelos radicales. 

Además de estos cambios físicos, la planta también presenta cambios 

moleculares para adaptarse a estas condiciones cambiantes. Por ello, la 

actividad de los sistemas implicados en el transporte de K+ está sometida a 

diferentes tipos de regulación: Regulación transcripcional y regulación 

postraduccional. 
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1.3.2.1 Regulación transcripcional  

 

El resultado de esta regulación es la inducción o la represión de los genes 

en función del estímulo ambiental al que se encuentre sometida la planta. Por 

ejemplo, cuando las plantas de Arabidopsis son ayunadas de K+, se observa en 

las células de la raíz una fuerte inducción de la expresión del gen que codifica el 

transportador de K+ de alta afinidad AtHAK5 (Gierth et al., 2005). El incremento 

de la expresión génica va precedido de unas señales que registran la deficiencia 

de K+ y que resultan en la inducción del gen. En primer lugar, se observa una 

hiperpolarización de la membrana (Rubio et al., 2014), y, posteriormente, un 

incremento en las ROS y en la concentración de etileno, que resulta en el 

incremento de la expresión de AtHAK5 (Jung et al., 2009). Otras hormonas como 

el ácido jasmónico (JA), las citoquininas o las giberelinas pueden tener un papel 

relevante en la regulación de la expresión de los genes que codifican los 

transportadores de K+. Por otro lado, cuando las plantas son suplementadas con 

K+, se observa la disminución de la expresión del gen que codifica AtKUP12 en 

las hojas de Arabidopsis (Armengaud et al., 2004). Hay que destacar que son 

pocos los genes que codifican sistemas de transporte o canales de K+ que están 

sometidos a regulación transcripcional en respuesta al suministro de K+ (Gierth 

et al., 2005) .  

1.3.2.2 Regulación postraduccional 

 

La regulación postraduccional tiene lugar una vez que las proteínas han 

sido sintetizadas por los ribosomas. Con respecto a los sistemas implicados en 

el transporte de K+, la regulación postraduccional tiene lugar mediante dos 

mecanismos, mediante la oligomerización de las proteínas y mediante su estado 

de fosforilación. 

Regulación mediante oligomerización: muchos de los sistemas 

implicados en el transporte de K+ y Na+ funcionan como multímeros. Estos 

sistemas aparecen como homo o heteromultímeros y cada uno de los 

monómeros que los forman participa en la formación del poro selectivo para K+ 

o para Na+. Un ejemplo representativo es el caso de AKT1, que forma un 
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homotetramero pero cuya actividad está además regulada mediante la 

interacción con KC1, una subunidad adicional cuya función es modificar la 

propiedades y estado de activación de AKT1 (Duby et al., 2008) . La regulación 

a nivel de oligomerización de los sistemas implicados en el transporte de Na+ no 

se ha descrito hasta el momento, y son necesarios más estudios para confirmar 

su existencia y en su caso, comprender los mecanismos implicados. 

 

Regulación mediante fosforilación: En el apartado sobre regulación 

transcripcional se ha descrito como las señales producidas por ROS o por 

hormonas suponen un paso previo para la inducción de la expresión de los 

genes. En el caso de la regulación postraduccional, son las señales de Ca2+, 

actuando como segundo mensajero, las que juegan un papel clave en la 

regulación de la actividad de las proteínas implicadas en el transporte de K+ 

(Saito & Uozumi, 2020). Ante un estímulo externo, se produce un aumento de la 

concentración citosólica de Ca2+ y, la duración, la magnitud y la oscilación de 

este aumento constituyen en una señal específica que conduce a la respuesta 

de la planta. Por ejemplo, cuando la planta se expone a bajas concentraciones 

de K+, se producen dos señales de Ca2+ sucesivas y diferentes en el citosol 

(Behera et al., 2017). Estas señales de Ca2+ son percibidas por proteínas 

capaces de unir Ca2+ (proteínas sensoras y efectoras de Ca2+). Entre las 

proteínas capaces de detectar las señales de Ca2+ se encuentran calmodulinas 

(CaMs), proteínas similares a calmodulina, en inglés Calmodulin-like proteins 

(CMLs), proteínas quinasas dependientes de Ca2+, en inglés Ca2+- dependent 

protein kinases (CDPKs) y proteínas del tipo calcineurina B, en inglés Calcineurin 

B-like proteins (CBLs). Las CBLs actúan en coordinación con proteínas quinasas 

que interactúan con CBLs, en inglés CBL-interacting protein kinases (CIPKs) 

(Saito & Uozumi, 2020) . 

En la regulación de los sistemas de transporte de K+, las proteínas CBL, 

en combinación con quinasas de la familia CIPK, juegan un papel fundamental 

(Saito & Uozumi, 2020) . Para la formación del complejo CIPK-CBL es necesario 

que, tras la señal de Ca2+ producida como consecuencia de la baja disponibilidad 

de K+, las proteínas CBL, que se localizan en la membrana plasmática de la 

célula, unan el Ca2+ a través de los dominios manos-EF. La unión del Ca2+ a 
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estas proteínas tiene como consecuencia el reclutamiento de las proteínas CIPK 

a la membrana plasmática, donde desempeñan su papel, modulando la actividad 

los sistemas implicados en el transporte de K+. Así pues, como ejemplos de esta 

regulación, encontramos la activación del canal AKT1 mediante su fosforilación 

por AtCIPK23/AtCBL1 (Xu et al., 2006). AtCIPK23 también es capaz de fosforilar 

y activar el transportador AtHAK5 mediante la interacción con AtCBL1, AtCBL8, 

AtCBL9, y AtCBL10 (Ragel et al., 2015; Ródenas et al., 2021). Además, en la 

regulación de AtHAK5 también están implicadas quinasas de la familia CIPK 

(Lara et al., 2020). 

También se ha descrito la participación de los complejos CIPK-CBL en la 

regulación de procesos relacionados con la respuesta al estrés salino (Qiu et al., 

2002). Esta ruta de regulación ha sido bien caracterizada y se denomina en 

inglés Salt Overly Sensitive pathway (SOS). Bajo una situación de estrés salino, 

el complejo AtCIPK24-AtCBL4 (SOS2-SOS3) es capaz de regular al antiportador 

Na+/H+ de membrana plasmática SOS1, permitiendo la salida de Na+ hacia la 

solución del suelo. Además, AtCBL10 puede interactuar con AtCIPK24, 

promoviendo el almacenamiento de Na+ en la vacuola a través de la activación 

de un sistema de transporte de Na+ todavía desconocido (B. G. Kim et al., 2007).  

 

1.4 Uso de sensores para la detección de iones en plantas 
 

Los procesos de adaptación a diferentes tipos de estrés, así como los 

procesos de desarrollo de las plantas, están sometidos a la regulación mediante 

señales de Ca2+ que, además de cumplir una función estructural, actúa como 

segundo mensajero (Kudla et al., 2010). Así, el estudio de las señales de Ca2+ 

citosólica reviste especial interés. En los últimos años se han desarrollado 

multitud de sensores codificados genéticamente que permiten medir los cambios 

en las concentraciones de Ca2+, en respuesta a diferentes estímulos que tienen 

lugar en los diferentes orgánulos de las células vegetales (Grenzi et al., 2021).  

En las plantas, entre las primeras herramientas que se desarrollaron para 

estudiar la dinámica del Ca2+ in vivo se encuentra la aequorina. Ésta es una 

proteína bioluminiscente de 22 kDa que fue descubierta y aislada a partir de la 
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medusa Aequeorea victoria en 1962 (Shimomura et al., 1962). La aequorina tiene 

3 sitios de unión a Ca2+ y, cuando el Ca2+ se une a la aequorina, la proteína 

experimenta un cambio conformacional que la convierte en una luciferasa que 

cataliza la reacción de luminiscencia de la coelenteracina. Cuando tiene lugar 

esta reacción enzimática se produce una emisión de luz azul (465 nm) que 

permite medir cambios en la concentración de Ca2+ ya que, cuando mayor es la 

concentración de Ca2+, un mayor número de moléculas de aequorina 

experimenta el cambio conformacional que permite catalizar la reacción de 

oxidación de la coelenteracina a coelenteramida dando lugar a mayor emisión 

de luz. El uso de estas proteínas supuso una revolución en la obtención de 

imágenes de señales de Ca2+ citosólico cuando se expresó la aequorina en 

plantas de Nicotiana plumbaginifolia y fue posible medir cambios en la 

concentración de Ca2+ citosólico (Knight et al., 1991). La aequorina fue el primer 

sensor de Ca2+ en formar parte de lo que se denomina indicadores de Ca2+ 

codificados genéticamente, en inglés, Genetically Encoded Calcium Indicators 

(GECIs) 

Debido a que la aequorina presentaba problemas como la necesidad de 

proporcionar coelenteracina o falta de linealidad en la tasa de emisión de la 

señal, se desarrollaron los tintes de Ca2+ (Tsien, 1980). Estos sensores químicos 

consisten en cromóforos fluorescentes unidos a quelantes selectivos de Ca2+. 

Algunos ejemplos de estos tintes son Fura-2 dextrano o calcium green dextrano 

y con ellos se realizaron los primeros estudios in vivo de las dinámicas de Ca2+ 

en células vegetales (Gilroy et al., 1991; Mcainsh et al., 1990). 

Aunque los tintes de Ca2+ habían supuesto un gran avance para la 

realización de estudios in vivo, presentaban una serie de limitaciones 

relacionadas con su secuestro en compartimentos celulares como la vacuola o 

con la necesidad de inyectarlos manualmente en las células vegetales. Por tanto, 

para superar las limitaciones encontradas en las dos herramientas descritas 

anteriormente, comenzaron a desarrollarse una nueva generación de sensores 

(GECIs), basados en explotar las propiedades de proteínas fluorescentes como 

GFP y la capacidad de la Calmodulina para unir Ca2+ (Miyawakee et al 1997). 

Poco después de su desarrollo, estos sensores fueron expresados exitosamente 
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en plantas de Arabidopsis thaliana (Allen et al., 1999). Estos sensores son 

denominados sensores ratiométricos. 

Los sensores ratiométricos consisten en fusiones en tándem de un 

mutante de la proteína verde fluorescente GFP que emite en azul cian (CFP), 

calmodulina, el péptido M13 y una GFP que emite verde, o YFP que emite 

amarillo, mejoradas (Figura 5). La unión de Ca2+ hace que la calmodulina 

envuelva el dominio M13 aumentando la transferencia de energía por resonancia 

de fluorescencia (FRET) entre las dos proteínas fluorescentes (Miyawaki et al., 

1997). Como se ha mencionado anteriormente, este tipo de sensores se expresó 

exitosamente en plantas. Conforme se iban realizando experimentos se fueron 

generando versiones mejoradas de estos sensores. La primera versión 

desarrollada fue YC2.1 (Miyawaki et al., 1997) y poco después se desarrollaría 

YC3.6, mediante la introducción de mutaciones especificas en la proteína 

fluorescente (Nagai et al., 2004). YC3.6 se expresó con éxito en el citosol y el 

núcleo de plantas de Arabidopsis para demostrar la regulación por ABA de los 

canales permeables a Ca2+ de las células oclusivas (Mori et al., 2006). YC3.6 se 

expresa en el núcleo y en el citosol, sin embargo, a lo largo del tiempo, y ante la 

necesidad de estudiar las señales de Ca2+ producidas en otros compartimentos 

celulares, los sensores se han ido modificando mediante la adición de etiquetas 

que permiten su localización especifica en distintos orgánulos y estructuras de 

las células vegetales como las mitocondrias (4mt-YC3.6), los cloroplastos 

(2Bam4-YC3.6), el núcleo (NUP-YC3.6) o la membrana plasmática PM-YC3.6-

LTI6b (Costa et al., 2017; Krebs et al., 2012; Loro et al., 2012, 2016). 
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Figura 5: Representación de la estructura de un sensor ratiométrico tipo 
“Cameleon”: En el esquema se muestra cómo se pueden medir los cambios en la 
concentración de Ca2+ gracias al FRET entre las proteínas fluorescentes. Cuando el 
Ca2+ se une a la estructura formada por CFP, calmodulina, péptido M13 e YFP, se 
produce un cambio conformacional produciendo cambios en las propiedades de emisión 
de CFP e YFP. Figura modificada de Miyawaki, 1997. 

Las ventajas que presentan este tipo de sensores a la hora de medir los 

cambios en la concentración de Ca2+ radican en su fiabilidad, la reducción de 

artefactos, la fuerte independencia de los niveles de expresión y la utilidad en la 

comparación de fondos genéticos (Grenzi et al., 2021).  
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Todo esto ha dado lugar al desarrollo de sensores ratiométricos diseñados 

para medir otros iones como el K+ , en inglés Genetically Encoded Potassium Ion 

Indicators (GEPIIs) (Bischof et al., 2017).La reciente caracterización de una 

proteína bacteriana (Kbp) que consta de un dominio BON (bacterial OsmY and 

nodulation) capaz de unir K+, y un segundo motivo de lisina (LysM) que 

interacciona con el primero en presencia de K+, ha permitido el diseño de una 

sonda de K+ basada en FRET (Bischof et al., 2017). En el caso de los GEPIIs, 

las proteínas fluorescentes optimizadas (mseCFP y cpVenus) están fusionadas 

a través del dominio BON de unión a K+ y el motivo LysM (Figura 6). La unión de 

K+ hace que el dominio BON interactúe con LysM, provocando un aumento de la 

transferencia de energía por resonancia (FRET) al igual que ocurría en los 

sensores de Ca2+.  

 

 

Figura 6: Representación esquemática del mecanismo de detección de K+ por los 
GEPIIs basados en FRET. Cuando aumenta la concentración de K+ en el medio, éste 
se une al dominio BON provocando la interacción con el dominio LysM. El cambio 
estructural provocado tras la unión del K+ permite medir los cambios gracias al FRET 
entre las proteínas fluorescentes. Figura modificada de Bischof, 2017. 

El desarrollo de los sensores de K+ y su expresión en plantas (Wang et al 

2021) abre un gran abanico de posibilidades a la hora de estudiar los cambios 

de concentración de K+ en los diferentes tejidos de la planta ante diferentes 
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estímulos. También estos sensores van a ser útiles para estudiar el papel del K+ 

en procesos de señalización. 

1.5 Implicación del K+ como segundo mensajero en tareas 
de señalización. 

 

Recientemente se ha propuesto un modelo en el que la salida de K+ en 

condiciones de estrés podría ser importante para el crecimiento y desarrollo de 

las plantas en condiciones hostiles. Este nuevo modelo concede al K+ un papel 

de señalizador junto con las ya bien estudiadas señales de Ca2+ y ROS (Shabala, 

2017) .  

Estudios previos han demostrado que mantener altas concentraciones de 

K+ citosólico protege a la planta frente a diferentes tipos de estrés como el estrés 

salino, el estrés inducido por metales pesados, el estrés provocado por hipoxia 

y el estrés oxidativo (Demidchik et al., 2010; M. Han et al., 2016; Murphy & Taiz, 

1997; Shabala & Pottosin, 2014). Sin embargo, a pesar de ello, las plantas 

presentan canales de salida de K+ como GORK que además de en las células 

oclusivas de los estomas, se expresa en la raíz. Curiosamente, la expresión de 

GORK se incrementa ante el estrés salino (Adem et al., 2014). Según el modelo 

propuesto, la salida de K+, provocaría un cambio metabólico con el objetivo de 

parar las reacciones anabólicas para ahorrar energía y poder responder al 

estrés. La respuesta al estrés estaría compuesta por 3 fases: homeostasis, 

aplicación de estrés y fase de recuperación (Shabala, 2017).  

Homeostasis: En esta fase la concentración de K+ permanece constante 

en la raíz. 

Aplicación de estrés: Una vez aplicado el estrés, se induce la salida 

masiva de K+ a través del canal GORK. Esta salida de K+ contribuiría a la 

estabilización del potencial de membrana y provocaría el cambio del estado de 

la célula para destinar la mayor parte de la energía a las reacciones de defensa 

frente al estrés. 

Fase de recuperación: La activación de la ATPasa de H+ debida al estrés 

permite la recuperación del K+ perdido para alcanzar de nuevo niveles óptimos 
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en la concentración de K+ y evitar así comprometer el transporte a larga distancia 

del mismo. 

Además de los estreses abióticos mencionados anteriormente, las plantas 

se enfrentan también al estrés biótico provocado por el ataque de patógenos. El 

estrés inducido por patógenos provoca la liberación de patrones moleculares 

asociados al daño, en inglés “damage-associated molecular patterns’’ (DAMPs). 

Muchos DAMPs son moléculas que, en un estado fisiológico normal, están 

presentes en el citosol de la célula y cumplen funciones metabólicas (Rubartelli 

& Lotze, 2007; Tanaka et al., 2014) . El ATP, que normalmente sirve como fuente 

de energía de los procesos metabólicos, se convierte en señal DAMP después 

de liberarse al medio externo como consecuencia de un daño celular provocado 

por patógenos o daño mecánico. El papel del ATP extracelular como señal en 

las plantas se describió por primera vez en 1970 (Burnstock, 1972; Jaffe, 1973). 

Muchos estudios han asociado la presencia de ATP extracelular con la 

generación de segundos mensajeros como Ca2+, ROS y NO (Tripathi et al., 

2018). Durante esta Tesis Doctoral se hicieron experimentos para estudiar cómo 

el ATP podía estar implicado también en la generación de una señal de K+ que 

estaría actuando, en este caso, como segundo mensajero. 

1.6 Plantas modelo y de interés agronómico 
 

Los organismos modelo son especies que cumplen una serie de 

características que los hacen ideales para ser estudiados. Para que un 

organismo sea considerado como modelo, debe de ser fácil de mantener, es 

decir que no suponga grandes costes económicos. El organismo modelo debe 

tener un ciclo biológico corto, debe de ser capaz de producir un alto número de 

descendientes y contar con un genoma sencillo (Bolker, 1995). Gracias a estas 

características, los organismos modelo son utilizados por muchos equipos de 

investigación por lo que se desarrollan muchas herramientas que permiten 

mejorar su estudio.  

Las plantas de interés agronómico son aquellas que son extensamente 

cultivadas ya que reportan beneficios nutricionales para la población. Estos 

beneficios nutricionales llevan a destinar millones de hectáreas a su cultivo 
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reportando también importantes beneficios económicos. Algunas plantas de 

interés agronómico cumplen las características necesarias para considerarse 

también organismos modelo. 

1.6.1 Arabidopsis thaliana L. como planta modelo 

 

Arabidopsis thaliana (Figura 7) es una pequeña planta que crece en forma 

de roseta y pertenece a la familia de las brasicaceas. Esta planta cumple con las 

características de organismo modelo mencionadas anteriormente. Fue descrita 

por primera vez por el médico Johannes Thal en las montañas Harz del norte de 

Alemania en 1577. Apareció publicada por Linneo en 1753 y recibió su nombre 

actual, Arabidopsis thaliana (L.) Heynh de Gustavo Heynh en 1842 (Krämer, 

2015). Friederich Laibach fue el primero en fomentar el uso científico de 

Arabidopsis en la década de 1940, aunque fue a partir de la década de 1980 

cuando se popularizó definitivamente debido a que los investigadores 

consiguieron combinar la selección genética con métodos de biología molecular. 

En el año 2000, se publicó la secuencia del genoma de Arabidopsis (Arabidopsis 

Genome Initiative, 2000). Este hecho ayudó a desarrollar bases de datos para 

trabajar con ella como The Arabidopsis Information Resource (TAIR) (Berardini 

et al., 2015). 

Por tanto, el cumplimiento de las características de organismo modelo, el 

desarrollo de técnicas eficientes para su transformación (Meyerowitz, 2003) y de 

numerosas herramientas bioinformáticas y biotecnológicas, ha hecho que sea la 

planta modelo más utilizada en la actualidad.  
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Figura 7: Planta de Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia-0 

1.6.2 Solanum lycopersicum L. como planta de interés agronómico 

 

El tomate, Solanum lycopersicum (Figura 8), es una planta dicotiledónea 

y herbácea perteneciente a la familia de las solanáceas y concretamente al 

género Solanum (Peralta et al., 2005). Sus orígenes se sitúan en la región andina 

que hoy comparten Colombia, Ecuador, Perú, Bolivia y Chile. En esta región 

crece de manera silvestre el antepasado más probable del tomate comercial, el 

tomate pequeño silvestre (Solanum lycopersicum var. cerasiforme). 

El cultivo de tomate representa una gran importancia económica ya que 

se usa tanto directamente en la alimentación, mediante la elaboración de 

ensaladas, como para obtener numerosos subproductos como zumos, 

concentrados de tomate, salsas y mermeladas. Por estas razones es el primer 

cultivo en importancia en cuanto a superficie y producción en España (Según la 

FAO, en 2021 se cultivaron 4.754.380 toneladas). Además, España es el octavo 

país productor de tomate del mundo. 

Además de ser una especie de interés agronómico, el tomate también 

cumple las características para ser un buen organismo modelo. En esta Tesis 

Doctoral los experimentos se han realizado con Solanum lycopersicum L. cv 
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Microtom. Aunque la variedad Microtom fue propuesta al principio como planta 

ornamental, su escasa talla, el crecimiento rápido, la fácil transformación 

genética y la alta producción de frutos llevó a esta planta a ser propuesta como 

modelo experimental para el estudio de la regulación y el desarrollo de la planta 

y del fruto de tomate (Marti et al., 2006).  

El genoma de tomate completamente secuenciado se publicó en 2012. En 

su secuenciación participaron 14 países (Tomato Genome Consortium et al., 

2012).  El genoma de tomate tiene 31.760 genes distribuidos en 12 cromosomas. 

Una vez disponible el genoma de tomate, se han desarrollado diferentes bases 

de datos como Sol Genomics Network (SGN) (Fernandez-Pozo et al., 2015) o 

TomExpress (Zouine et al., 2017) que facilitan el trabajo de los investigadores al 

proporcionar herramientas para trabajar e información sobre la secuencia, 

función y expresión de los genes anotados en las diferentes versiones del 

genoma de tomate.  

 

Figura 8 : Planta de Solanum lycopersicum var. Micro-Tom 
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El K+ es un nutriente esencial para las plantas siendo un elemento 

indispensable para el crecimiento y el desarrollo de las mismas. Por ello, la 

correcta nutrición de K+ es imprescindible para asegurar la calidad y producción 

de los cultivos. El Na+ también puede tener un papel importante en la planta y, 

en determinadas ocasiones, ser beneficioso para la misma.  

El objetivo fundamental de esta Tesis Doctoral es profundizar en el 

conocimiento de los mecanismos implicados en la entrada de K+ en la raíz de la 

planta, en la translocación a la parte aérea y en la regulación de estos procesos. 

A este primer objetivo se suman el estudio de la mediación de las proteínas 

reguladoras en la adquisición de otros elementos como el Na+, y el uso de 

sensores biológicos para medir la concentración de K+ en diferentes tejidos. 

Los objetivos específicos que se han planteado en esta Tesis Doctoral son 

los siguientes: 

1. Estudio del papel de SlHAK5, LKT1 y SlCIPK23 en la entrada y 

translocación de K+ en la planta de tomate. 

2. Caracterización de la función de SlCIPK23 en la regulación de los 

mecanismos de entrada de Na+ en la raíz. 

3. Estudio de la regulación de SlSKOR por SlCIPK23. 

4. Expresión en plantas de sensores de iones codificados genéticamente. 
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3.1 MATERIALES 
 

3.1.1 Material biológico 

3.1.1.1 Bacterias 

 

3.1.1.1.1 Escherichia coli 

 

El uso de Escherichia coli ha sido fundamental para el almacenamiento y 

propagación de las construcciones de ADN plasmídico utilizadas durante el 

desarrollo de la tesis doctoral. En concreto, se ha utilizado la cepa Top10 para 

ambos fines (Tabla 2). 

3.1.1.1.2 Agrobacterium rhizogenes 

 

La cepa ATCC 15834 de Agrobacterium rhizogenes (Tabla 2)., se utilizó 

para generar raíces transgénicas de tomate.  

3.1.1.1.3 Agrobacterium tumefaciens 

 

La cepa GV3101 de Agrobacterium tumefaciens (Tabla 2), ha sido 

utilizada para la generación de plantas transgénicas, permitiendo la expresión 

permanente de genes (GEPI1.0 y Clúster CRISPR) en Solanum lycopersicum o 

la expresión transitoria en plantas de Nicothiana benthamiana (SPYNE y 

SPYCE). 
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Tabla 2: Cepas de bacterias utilizadas 

Cepa Genotipo Referencia 

Top 10 

Δ(araA-leu)7697, [araD139]B/r, Δ(codB-lacI)3, 

φ80dlacZ58(M15), galK0, mcrA0, galU-, recA1, 

endA1, nupG-, rpsL-(strR), Δ(mcrC-mrr)715 

(Edwards 

et al., 

2011) 

ATCC 15834 Sin publicar 
(Ron et al., 

2014) 

GV3101 RifR pMP90 (pTiC58CT-DNA) 

 (Koncz & 

Schell, 

1986) 

 

3.1.1.2 Levaduras 

3.1.1.2.1 Saccharomyces cerevisiae 

 

En el caso de levaduras, la cepa 9.3 de Saccharomyces cerevisiae (S. 

cerevisiae) (Tabla 3), que carece de los sistemas TRK1 y TRK2 de entrada de 

K+ y de los sistemas de salida de Na+ ENA1-ENA4 (Bañuelos et al., 1995) , ha 

sido utilizada para la realización de ensayos de complementación con el objetivo 

de estudiar la función y regulación de los sistemas implicados en el transporte 

de nutrientes como K+ y elementos beneficiosos como el Na+ .  

 

Tabla 3: Cepa de levadura utilizada. 

Cepa Genotipo Referencia 

9.3 
MATα, ena1D:HIS3::ena4D, leu2,ura3-

1,trp1- 1,ade2-1,trk1D, trk2::pCK64 

(Bañuelos 

et al., 

1995) 
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3.1.1.3 Plantas 

3.1.1.3.1 Arabidopsis thaliana 

 

Se han utilizado plantas de Arabidopsis de la variedad Columbia (Col-0) 

para la realización de los experimentos. Éstos se han llevado a cabo con plantas 

con genotipo silvestre (WT) y con plantas mutantes homocigóticas del gen que 

codifica para la proteína quinasa AtCIPK23 (Tabla 4). También se han utilizado 

plantas transgénicas de Arabidopsis que expresan el sensor de K+ GEPI1.0 y el 

sensor de Ca2+ R-GECO. 

 

Tabla 4: Líneas de Arabidopsis utilizadas. 

Línea Origen 

Silvestre Arabidopsis Biological Resource Center 

atcipk23 Este laboratorio (M. Nieves-Cordones et al., 2012)  

GEPI1.0 
Cedida por Zaida Andrés del laboratorio de Karin 

Schumacher, Heidelberg (Alemania) 

GEPI1.0 x R-GECO 
Desarrollada durante la tesis en el laboratorio de Alex 

Costa 

 

3.1.1.3.2 Solanum lycopersicum 

 

Para los experimentos realizados durante esta tesis se han utilizado 

plantas de Solanum lycopersicum de la variedad Micro-Tom (Tabla 5). Los 

ensayos se han llevado a cabo con plantas de genotipo WT, plantas mutantes 

homocigóticas para los genes que codifican las proteínas LKT1 Y SlHAK5, 

implicadas en el transporte de K+ y plantas mutantes homocigóticas para el gen 

que codifica la proteína quinasa SlCIPK23, implicada en la regulación del 

transporte de K+. También se han utilizado plantas transgénicas de tomate que 

expresan el sensor de K+ GEPI1.0. 
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Tabla 5: Líneas de tomate (var. Micro-Tom) utilizadas. 

Línea Origen 

Silvestre Micro-Tom WT 

lkt1 Desarrollada durante la tesis 

slhak5 Material del grupo de investigación 

slcipk23 Desarrollada durante la tesis 

GEPI1.0 Desarrollada durante la tesis 

 

3.1.1.3.3 Nicotiana benthamiana 

 

Se han utilizado plantas de Nicotiana benthamiana silvestre (Tabla 6) para 

la realización de los experimentos de complementación bimolecular fluorescente 

(BiFC). Para ello, sus hojas fueron infiltradas con A. tumefaciens. 

 

 

Tabla 6: Línea utilizada de N. benthamiana. 

Línea Origen 

Silvestre Material del grupo de investigación 

 

3.1.1.4 Ovocitos de Xenopus laevis 

 

Se han utilizado ovocitos procedentes de la rana de uñas africana 

Xenopus laevis como sistema de expresión heteróloga en la realización de 

experimentos de fijación de voltaje con dos electrodos. (Figura 9) 
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Figura 9: Ovocitos de Xenopus laevis utilizados para los experimentos de fijación 
de voltaje. (A) Selección de ovocitos obtenidos de la rana. (B) Ovocito en la cubeta de 
perfusión traspasado por los electrodos y preparado para iniciar la fijación de voltaje.  

 

3.1.2 Medios y condiciones de cultivo 

 

Los medios destinados al cultivo de bacterias y levaduras han sido 

esterilizados mediante el uso de autoclave. Las condiciones para la esterilización 

fueron de 1 atmósfera de sobrepresión y 120 ºC durante 20 minutos. 

Los medios destinados al cultivo de plantas no se esterilizaron. El medio 

de cultivo utilizado para el cultivo de las raíces generadas mediante A. 

rhizogenes sí fue esterilizado. 

 

3.1.2.1 Medios y condiciones de cultivo para bacterias 

 

La cepa de E. coli ha sido cultivada en el medio Luria-Broth (LB) (Tabla 

7). En cada caso, y dependiendo de la resistencia que le confiriera el plásmido a 

amplificar, el medio se ha suplementado con antibióticos (ampicilina (50 mg/L); 

kanamicina (50 mg/L); spectinomicina (50 mg/L)) con el objetivo de elaborar un 

medio selectivo.  

Las condiciones de cultivo fueron de 37 ºC y agitación en el caso de 

tratarse de cultivo en medio líquido. 
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Para el cultivo de A. tumefaciens también se utilizó el medio LB, 

suplementado siempre con los antibióticos rifampicina (50 mg/L) y tetraciclina 

(10 mg/L) y con kanamicina (50 mg/L) o spectinomicina (50 mg/L) según la 

resistencia aportada por el plásmido con el que se había transformado en cada 

caso. 

Las condiciones de cultivo fueron de 28 ºC y agitación en el caso de 

tratarse de cultivo en medio líquido. 

 

Tabla 7: Composición del medio LB. 

Compuesto Concentración 

Triptona 1 % (p/v) 

Extracto de levadura 0,5 % (p/v) 

NaCl 0,5 % (p/v) 

Agar Bacteriológico* 1,5 % (p/v) 

* Se añade solo en caso de medio sólido 

El crecimiento de A. rhizogenes se ha llevado a cabo en medio “Nutrient 

Agar” (NA) (Tabla 8). El medio se suplementó con el antibiótico requerido en 

cada caso. 

Las condiciones de cultivo fueron de 28ºC y agitación en el caso de 

tratarse de cultivo en medio líquido. 

Tabla 8:Composición del medio NA. 

Compuesto Concentración 

Triptona 0,3 % (p/v) 

Peptona 0,5 % (p/v) 

Agar Bacteriológico* 1,5 % (p/v) 

* Se añade solo en caso de medio sólido. 
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Las cepas generadas en el laboratorio fueron conservadas a -80 ºC. Para 

ello, se usaron 800 μL del cultivo en el que se encontraban creciendo en el 

momento de la toma de la muestra a los que se añadieron 200 μL de glicerina 

estéril. 

3.1.2.2 Medios y condiciones de cultivo para levaduras 

 

Para el manejo de levaduras se han utilizado tres medios diferentes. El 

medio YPD (Yeast Peptone Dextrose) (Tabla 9) (Ausubel et al., 2003) se empleó 

para el crecimiento y propagación de S. cerevisiae.  

 

Tabla 9:Composición del medio YPD. 

Compuesto Concentración 

Extracto de levadura 1 % (p/v) 

Peptona 2 % (p/v) 

Glucosa 2 % (p/v) 

Agar Bacteriológico* 1,5 (p/v) 

* Se añade solo en caso de medio sólido. 

 

Para la selección de las levaduras transformadas se utilizó el medio SD 

(Sherman Dextrose) (Tabla 10). Para esta selección, se excluyó del medio el 

requerimiento que debía ser sintetizado a partir del gen marcador del plásmido 

introducido en la levadura. 
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Tabla 10: Composición del medio SD. 

Compuesto Concentración 

YNB 0,67 % (p/v) 

(NH4)2SO4 0,5 % (p/v) 

Glucosa 2 % (p/v) 

Histidina** 2 % (p/v) 

Adenina** 2 % (p/v) 

Uracilo** 2 % (p/v) 

Leucina** 2 % (p/v) 

Triptófano** 2 % (p/v) 

Agar Bacteriológico* 2 % (p/v) 

* Se añade solo en caso de medio sólido. 

** Se adicionaba según requerimiento de la levadura 

 

El pH del medio se ajustó a 6,5 con NaOH. 

Para la realización de los experimentos de complementación en levaduras 

en condiciones de bajo K+ se eligió el medio PA (Fosfato de Arginina) (Rodriguez-

Navarro & Ramos, 1984). Composición en Tablas 11, 12 y 13.  
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Tabla 11: Composición del medio PA. 

Compuesto Concentración 

H3PO4 8 mM  

L-Arginina 10 mM  

MgSO4 2 mM 

CaCl2 0,2 mM 

KCl 
Variable según 

experimento 

Glucosa 20 % (p/v) 

Oligoelementos (1000X)  1 X 

Vitaminas (100X) 1 X 

Agar Bacteriológico* 1,5 % (p/v) 

* Se añade solo en caso de medio sólido. 

Tabla 12: Composición del stock de oligoelementos 1000X. 

Compuesto Concentración 

H3BO3 500 mg/mL 

CuSO4 40mg/mL 

KI 100 mg/mL 

MnSO4 H2O 400 mg/mL 

Na2MoO4 2H2O 200 mg/mL 

ZnSO4 7H2O 400 mg/mL 

FeSO4 500 mg/mL 
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Tabla 13: Composición del stock de vitaminas 100X. 

Compuesto Concentración 

Tiamina (Vit.B1) 40 mg/L 

Ácido nicotínico 

(Vit.B3) 
40 mg/L 

Ácido pantoténico 

(Vit.B5) 
40 mg/L 

Piridoxina (Vit.B6) 40 mg/L 

Biotina (Vit.B7) 20 mg/L 

 

3.1.2.3 Medios de cultivo para plantas 

 

3.1.2.3.1 Medio para cultivo hidropónico 

 

Para el cultivo de las plantas en sistema hidropónico se ha utilizado una solución 

nutritiva que se corresponde con una modificación de la solución Hoagland 

(Hoagland & Arnon, 1950) . Su composición se detalla en la Tabla 14. El pH de 

la solución se ajustó a 5,5 adicionando Ca(OH)2. 
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Tabla 14: Composición de la solución nutritiva de 1/5 Hoagland modificada. 

Compuesto Concentración 

M
a
c

ro
n

u
tr

ie
n

te
s

 

Ca(NO3)2 2H2O 1,4 mM 

MgSO4 2H2O 0,35 mM 

KCl 
Según 

experimento 

Ca(H2PO4)2 H2O 1 mM 

M
ic

ro
n

u
tr

ie
n

te
s

 

Fe-EDDHA 10 μM 

H3BO3 12,5 μM 

MnSO4 1 μM 

ZnSO4 1 μM 

CuSO4 0,5 μM 

(NH4)6Mo7O24 0,1 μM 

NiSO4 0,1 μM 

 

3.1.2.3.2 Sustrato para cultivo en suelo 

 

Este medio se utilizó, sobre todo, para el cultivo de plantas de Arabidopsis 

y N. benthamiana, pero también para cultivar plantas de tomate para la obtención 

de semillas. 

Como sustrato se utilizó una mezcla de turbas y perlita. El pH del suelo 

era de 6 y el contenido en materia orgánica del 97 %. 
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3.1.2.4 Soluciones para la conservación y manejo de los ovocitos 

 

Para la conservación y manejo de los ovocitos se ha trabajado 

principalmente con las soluciones OR2 y ND96 cuya composición aparece en las 

Tablas 15 y 16 respectivamente.  

 

Tabla 15: Composición de la solución OR2. 

Compuesto Concentración 

NaCl 0,48 % (p/v) 

KCl 0,015 % (p/v) 

MgCl2 0,02 % (p/v) 

HEPES 0,119 % (p/v) 

 

 

Tabla 16: Composición de la solución ND96. 

Compuesto Concentración 

NaCl 0,56 % (p/v) 

KCl 0,015 % (p/v) 

MgCl2 0,020 % (p/v) 

CaCl2 0,0264 % (p/v) 

HEPES 0,119 % (p/v) 

Gentamicina 0,005 % (p/v) 
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3.2 MÉTODOS 
 

3.2.1 Sistema de cultivo hidropónico, sistema de cultivo en maceta, 

condiciones de crecimiento para las plantas. 

 

Antes de su germinación, todas las semillas fueron esterilizadas. Para la 

esterilización de las semillas de tomate y Arabidopsis, éstas se trataron con 

alcohol etílico al 75 % durante 2 minutos. Transcurrido este tiempo se retiró el 

alcohol y se añadió durante 15 minutos una solución de lejía concentrada al 5 % 

y SDS al 0,02 %. Pasados los 15 minutos se realizaron 5 lavados con agua milliQ 

estéril y quedaron las semillas listas para ser germinadas. 

 

3.2.1.1 Sistema de cultivo hidropónico 

 

Para la realización de los experimentos con plantas de tomate las semillas 

fueron germinadas en placas rellenas con solución nutritiva modificada de 

Hoagland (1/5) en estado sólido (Figura 10A). Una vez germinadas 

(aproximadamente una semana después de su siembra), las plántulas se 

traspasaron a cajas de puntas de micropipeta modificadas (Figura 10B) y 

rellenas con solución nutritiva para ser aclimatadas. 

 

Figura 10: Sistema de germinación y aclimatación para plántulas de tomate. (A) 
Placa con solución nutritiva modificada (1/5 Hoagland) en estado sólido. (B) Caja de 
puntas modificada para permitir la aclimatación de las plántulas antes de la realización 
de los experimentos. 
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Una vez aclimatadas, las plantas de tomate se cultivaron haciendo uso 

del sistema de cultivo hidropónico. Para ello, se utilizaron contenedores de 

plástico con un volumen de 10 o 4 litros (Figura 11A y 11B) que contenían 

solución modificada de Hoagland (1/5) (descrita en el apartado de materiales). 

Los barreños contaban con tapaderas que fueron modificadas para generar los 

orificios con el diámetro adecuado para ubicar las plantas en contacto con la 

solución nutritiva. Las plantas se pusieron sobre la tapa del barreño utilizando 

como soporte una fibra de poliéster que podía adaptarse perfectamente a la 

arquitectura del tallo proporcionándoles sostén (Figura 11C). Además, cada uno 

de los contenedores contaba con un aireador (Figura 11D) para proporcionar el 

oxígeno requerido por las raíces. Las condiciones de luz, temperatura y humedad 

estaban controladas. Para ello se fijó un fotoperiodo de 16 h de luz, 25 ºC de 

temperatura diurna, 22 ºC de temperatura nocturna y una humedad relativa del 

45 % durante el día y del 50 % durante la noche. El sistema de iluminación 

empleado consistió en bombillas led Philips que aportaron una densidad 

homogénea de flujo de fotones de 360 µmol m-2 s-1. 

 

Figura 11: Material utilizado para el cultivo hidropónico de tomate. (A) Contenedor 
de 10 litros utilizado para los experimentos de larga duración. (B) Barreño de 4 litros 
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utilizado habitualmente. (C) Fibra de poliéster utilizada para soporte. (D) Sistema de 
aireación.  

Por su parte, las plantas de Arabidopsis utilizadas para los experimentos 

también se cultivaron en sistema hidropónico (Gibeaut et al., 1997). En este 

caso, se utilizaron contenedores de plástico (Figura 12A) que fueron rellenados 

con un volumen de 2,5 litros de solución nutritiva (1/5 Hoagland). Las tapaderas 

de estos barreños fueron perforadas ajustándose a un diámetro que permitiese 

insertar un microtubo de 1,5 mL.. El microtubo se rellenó con lana de roca, un 

material inerte que, al igual que en el caso anterior, actuaba como soporte para 

facilitar el crecimiento y correcto desarrollo de la raíz (Figura 12B). La semilla, 

una vez esterilizada, se germinaba sobre la lana de roca desde un principio, en 

el mismo contenedor donde se iba a llevar a cabo el experimento (Figura 12C). 

Tras colocar las semillas, el contenedor se llevó a la cámara de cultivo (Figura 

12D). Para el cultivo de Arabidopsis, se fijó un fotoperiodo de 8 h de luz, 22 ºC 

de temperatura y una humedad relativa del 65 %. El sistema de iluminación en 

este caso consistió en el uso de tubos fluorescentes Philips TLD 36/W 83, 

Silvana F 36WGRO, que aportaban una densidad homogénea del flujo de 

fotones de 150 µmol m-2 s -1 (Figura 12D). 
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Figura 12: Material utilizado para el cultivo hidropónico de Arabidopsis. (A) 
Contenedor de 2,5 litros. (B) Microtubos rellenos de lana de roca. (C) Plantas 
preparadas para el experimento después de ser germinadas sobre el microtubo. (D) 
Disposición de los barreños en la cámara de cultivo.  

 

3.2.1.2 Sistema de cultivo en maceta 

 

El cultivo de las plantas en macetas se realizó con el objetivo de crecer 

las plantas hasta la obtención de semillas para la propagación de las líneas. 

Las plántulas de tomate germinadas se pasaron a macetas rellenas con 

sustrato (descrito en el apartado de materiales) y se mantenían creciendo hasta 

la maduración de los frutos de los que se extraían las semillas (Figura 13). Las 

macetas se depositaron en bandejas que se rellenaban con agua una vez por 

semana como sistema de riego. Las condiciones de crecimiento de la cámara 

fueron similares a las de las plantas de tomate en cultivo hidropónico, descritas 

en el apartado anterior. 

 

Figura 13: Planta de tomate cultivada en maceta. 

 

Las plantas de Arabidopsis se cultivaron en macetas más pequeñas 

(Figura 14A). Como en el caso de tomate, el objetivo también fue propagar las 

diferentes líneas. Para ello, cuando las plantas tuvieron un tamaño suficiente y 

comenzaron a brotar las inflorescencias, se añadieron colectores comerciales de 
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semillas Aracons™ (Arasystem-Betatech) (Figura 14B). Las macetas se 

depositaron en bandejas que se rellenaban con agua una vez por semana como 

sistema de riego. Las condiciones de crecimiento de la cámara fueron similares 

a las de las plantas de Arabidopsis en cultivo hidropónico, descritas en el 

apartado anterior. 

 

Figura 14: Cultivo en maceta de plantas de Arabidopsis. (A) Plantas de Arabidopsis 
cultivadas en maceta. (B) Plantas de Arabidopsis cultivadas en maceta con colectores 
comerciales de semillas para la obtención de las mismas y propagación de las líneas. 

 

El cultivo de N. benthamiana se realizó en macetas similares a las 

empleadas para tomate. Sin embargo, en este caso, las macetas fueron 

recortadas para disminuir el volumen de sustrato empleado de forma que el 

desarrollo morfológico de la planta fuera el ideal para permitir posteriormente la 

infiltración con A. tumefaciens (Figura 15). El riego también se realizó mediante 

inundación de la bandeja una vez a la semana. 

 

Figura 15: Cultivo de plantas de N. benthamiana en maceta. 
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3.2.2 Producción de plantas ‘Knock out’ (KO) mediante CRISPR-Cas 

y generación de líneas transgénicas 

 

El sistema CRISPR-Cas permite la inactivación de genes en plantas de 

forma específica y eficiente. Ya se había empleado anteriormente en plantas de 

interés agrícola como el tomate (Brooks et al., 2014).  

La generación de líneas transgénicas nos permitió la expresión genética 

de manera constitutiva en las plantas de las herramientas necesarias tanto para 

la edición genética como para la expresión ectópica de genes de interés, como 

el sensor de K+.  

3.2.2.1 Diseño de secuencias guía (sgARN) y ensamblaje de los 

plásmidos para edición genética 

 

En el laboratorio, ya se contaba con las líneas mutantes slhak5, slskor y 

lkt1, que habían sido desarrolladas anteriormente con esta herramienta. En esta 

Tesis Doctoral, y como se indica en el apartado de materiales, se han utilizado 

plantas de S. lycopersicum (variedad Micro-Tom) para la inactivación de 

SlCIPK23 mediante edición genética. Para inactivar SlCIPK23 (locus: 

Solyc02g02144) se identificaron regiones de 20 pb mediante la herramienta web 

Breaking Cas del Centro Nacional de Biotecnología (Oliveros et al., 2016) que 

permitían dirigir un complejo sgARN-Cas9 al gen SlCIPK23. Concretamente, se 

diseñó un sgARN dirigido al exón 2 del gen SlCIPK23 (Figura 16) que presentaba 

una alta especificidad (la probabilidad de que se alineara en un sitio inespecífico 

(off-target) era inferior al 0,5 %). El fragmento de 20 pb se clonó en el plásmido 

pEn-C1.1 (Schiml et al., 2016) (Figura 17), haciendo uso de la enzima de 

restricción BbsI en fase con una secuencia estructural denominada “scaffold” que 

permite la interacción del sgARN con Cas9. La secuencia codificante del sgARN 

está aguas abajo del promotor pU6-26. Este plásmido presenta un gen de 

resistencia a ampicilina y los elementos necesarios para la edición genética 

están flanqueados por dos puntos de corte para la enzima de restricción MluI, 

conformando un casete de expresión. Posteriormente, tras digerir con la enzima 

MluI, el casete de expresión se clonó, permitiendo la coexpresión constitutiva de 
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todos los elementos, dentro del ADN-T del plásmido pCAS9-TPC2 (Figura 17), 

una modificación de pCAS9-TPC descrito en (Schiml et al., 2016), que se hizo 

para introducir el gen de resistencia a kanamicina y seleccionar las líneas 

transgénicas por este antibiótico.  

 

 

Figura 16:Representación esquemática del gen SlCIPK23 y localización de los 
sitios diana para el complejo sgARN-Cas9. En rojo se representan las 20 pb que dan 
especificidad a complejo sgARN. La secuencia subrayada corresponde a la secuencia 
PAM necesaria para que pueda cortar la endonucleasa Cas9. La diana para el complejo 
sgARN se encuentra en el exón 2 de SlCIPK23. 

 

Figura 17: Representación de los plásmidos utilizados para la edición con 
CRISPR-Cas9. 
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3.2.2.2 Generación de las líneas transgénicas de tomate 

 

Para generar las líneas transgénicas de tomate, se transformó la cepa de 

A. tumefaciens GV3101 con el plásmido pCAS9-TPC2 que albergaba los 

elementos necesarios (sgARN, y proteína Cas9) para la edición genética de las 

plantas de tomate. Se incubaron cotiledones de plantas de tomate (Figura 18A) 

con suspensiones de la bacteria transformada y posteriormente se regeneraron 

las plantas (Figura 18B) mediante cultivo in vitro (Eck et al., 2019) y se 

seleccionaron las plantas resistentes a kanamicina.  

 

Figura 18: Proceso de transformación genética de plantas de tomate. (A) 
Cotiledones incubados en medio selectivo tras la infección con A. tumefaciens. Plantas 
de tomate regeneradas a partir de los cotiledones. (B) Las plantas permanecen en medio 
de enraizamiento hasta la aparición de la raíz. 
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Tras la regeneración de la parte aérea y la raíz, las plantas se pasaron a 

macetas y se aclimataron antes del estudio de su genotipo (Figura 19). 

 

Figura 19: Aclimatación de plantas de tomate regeneradas a partir del cultivo in 
vitro. Para la aclimatación se utilizaron botellas de plástico cuyo tapón permitía controlar 
la humedad que recibía la planta. 

 

Siguiendo este método de generación de plantas transgénicas, también 

se desarrollaron las plantas transgénicas de tomate que expresan 

constitutivamente el sensor ratiométrico de K+ GEPI1.0. Mediante una reacción 

de PCR se amplificó la secuencia codificante para el sensor a partir del plásmido 

pGGZ004-plantGEPI1.0 con unos cebadores que permitieron introducir los sitios 

de corte para las enzimas de restricción XhoI y BamHI. Al mismo tiempo, con el 

objetivo de clonar el sensor, se digirió el plásmido pBI321 con las mismas 

enzimas de restricción y se realizó una reacción de ligamiento entre el producto 

de PCR y el plásmido digerido (DNA ligase T4 Thermo Fischer). El producto de 

PCR se insertó en el sitio de clonación múltiple dando lugar a pBI321-

plantGEPI1.0 (35S::plantGEPI1.0-pBI321). 
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3.2.2.3 Selección y mantenimiento de líneas 

 

Para identificar las líneas en las que el gen SlCIPK23 estaba inactivado, 

se procedió a la caracterización del genotipo de las planas regeneradas 

(generación T0). Para ello se amplificó mediante PCR (Phire Plant Direct PCR 

Kit, Thermo Fischer Scientific) el fragmento del gen SlCIPK23 (1121 pb) que 

contenía la zona a editar, y el producto de amplificación fue secuenciado por el 

método Sanger (STAB vida, Lisboa, Portugal). Una vez recibidos los 

cromatogramas de las secuencias correspondientes a los productos de PCR, 

éstos fueron analizados haciendo uso de la herramienta web CRISPR-ID 

(Dehairs et al., 2016). Las plantas que presentaban mutaciones que alteraban la 

fase de lectura para el gen SlCIPK23 fueron seleccionadas para obtener semillas 

(Tabla 17). Las plantas de la generación T1 se usaron para los experimentos.  

 

Tabla 17: Secuencia mutante obtenida en el gen SlCIPK23. La mutación (inserción) 
aparece representada con una letra minúscula. La secuencia diana de SlCIPK23 se 
muestrea en rojo y la secuencia PAM aparece subrayada. 

Nombre Cadena Alelos Genotipo 

SlCIPK23 

(WT) 
+ 5’ TTATTAGACACCCCAATGT-AATCCGG 3’  

slcipk23 + 5’ TTATTAGACACCCCAATGTaAATCCGG 3’ + 1pb Homocigótico 

 

3.2.3 Determinación de potenciales de membrana en células de la raíz 

 

Para la determinación del potencial de membrana de las células de la 

epidermis y córtex de la raíz de plantas de tomate se usaron microelectrodos de 

borosilicato (1B120F-4, World Precision Instruments Inc. Sarasota, FL) (Figura 

20A) (F. J. M. Maathuis & Sanders, 1994; Rubio et al., 2008, 2014). Los 

microelectrodos rellenados con KCl a 200 mM, fueron introducidos en un 

portaelectrodos (MEHF1S10, World Precision Instruments Inc. Sarasota, FL) que 

contenía una semicélula Ag/AgCl, conectada a un amplificador de alta 
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impedancia (DUO 773, World Precision Instruments Inc. Sarasota, FL) (Figura 

20B. Las raíces se montaron sobre una cámara (Figura 20C) que podía ser 

acoplada a la platina de un microscopio invertido (Figura 20D). Para asegurar el 

buen estado de la raíz, evitar la desecación y aplicar los tratamientos, la cámara 

se rellenó mediante un sistema de perfusión con una solución control que 

contenía 0,5 mM Ca2+ ajustada a pH 6 (5 mM MES/Bis-Tris). La velocidad de 

perfusión fue de 10 mL min-1. Una vez preparada la muestra, los microelectrodos 

se introducían en las células de la raíz (Figura 20A) hasta obtener un potencial 

estable que permitiera comenzar los experimentos.  

 

Figura 20: Equipo de electrofisiología para la determinación de los potenciales de 
membrana. (A) Microelectrodo introducido en una célula de la raíz (B) Electrómetro (C) 
Cámara de perfusión sobre la que se coloca la raíz. (D) Sistema de perfusión, 
microelectrodo, y muestra acoplados sobre la platina de un microscopio invertido. 
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3.2.4 Determinación del contenido de cationes, aniones y tasa de 

absorción de cationes. 

 

Las plantas fueron cosechadas después de los experimentos. Durante la 

cosecha se separaron en raíz y parte aérea. Después de determinar el peso 

fresco de ambas partes, los tejidos se secaron a 65 ºC durante al menos 4 días 

con el objetivo de determinar el peso seco. El material seco se digirió con 

HNO3:H2O2 (5:3 v:v) en un microondas (CERM Mars Xpress, North Carolina) y 

el contenido de cationes se determinó mediante análisis en  ICP-OES (Iris 

Interpid II, Thermo Electron Corporation, Franklin). 

Para el análisis del contenido de aniones, se recogieron 50 mg de material 

vegetal seco, se añadieron 10 ml de agua miliQ y se agitaron (agitación 

mecánica) las preparaciones durante 30 minutos. Tras la agitación se 

centrifugaron las muestras durante 20 minutos a 4000 rpm. Pasado este tiempo, 

se cogió el sobrenadante y se pasó por un filtro de 45 µm. La solución resultante 

fue usada para determinar el contenido de aniones mediante análisis en el 

cromatógrafo de iones Dionex Aquion (Thermo Fisher Scientific). 

Las tasas netas de absorción de K+ se determinaron a partir del contenido 

de K+ en las plantas cosechadas a los 14 y 21 días de crecimiento en cultivo 

hidropónico a 1,4 mM de K+ según la formula descrita a continuación: 

Tasa Neta de Absorción = (C2-C1)/ (t2- t1) * (R2 + R1) / 2 

En la fórmula, C es la concentración total de K+, R es el peso seco de la 

raíz y t es el tiempo de la cosecha, 1 y 2 indicarían en qué orden cronológico 

fueron cosechadas las plantas.  

Las tasas de absorción de Rb+ se determinaron a partir del contenido de 

Rb+ de plantas que fueron ayunadas de K+ durante 7 días y luego transferidas a 

una solución sin K+ suplementada con 0,02 mM de RbCl. La tasa de absorción 

de Rb+ se calculó a partir de la concentración de Rb+ en la planta completa, el 

tiempo de duración del experimento y el peso seco de la raíz.  
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3.2.5 Generación de raíces transgénicas de tomate. 

 

Para la generación de raíces pilosas transgénicas de tomate se utilizó un 

protocolo establecido anteriormente (Ron et al., 2014) . Se esterilizaron semillas 

de tomate de las líneas WT y slcipk23. Las semillas esterilizadas se sembraron 

en placas que contenían medio Murashige y Skoog (MS) solidificado con 0,8 % 

de agar. Cuando las plantas tenían alrededor de 5 días, los cotiledones tenían el 

tamaño ideal para ser transformados. Se cortaron los cotiledones y se incubaron 

durante 20 min. en una solución de Agrobacterium rhizogenes (ATCC15834) que 

presentaba una densidad óptica (DO) de entre 0,2 y 0,4 (550 nm).  

Antes de la incubación con los cotiledones, A. rhizogenes se transformó 

con dos construcciones diferentes. La primera construcción consistía en el 

plásmido pBI321 vacío. La segunda construcción consistía en el plásmido 

pBI321 con la secuencia insertada del gen SlCIPK23 (35S::SlCIPK23-pBI321). 

Para insertar la secuencia en el plásmido, tanto el ADNc de SlCIPK23 como el 

plásmido de digirieron con las enzimas XhoI y SacI y tras realizar un ligamiento 

con ligasa (DNA ligase T4 Thermo Fischer) el ADNc de SlCIPK23 quedó 

insertado en el sitio de clonación múltiple del vector.  

Los cotiledones de tomate se secaron con un papel de filtro después de 

su incubación con la suspensión de A. rhizogenes con el objetivo de eliminar el 

exceso de bacteria. Una vez secos, se transfirieron a placas Petri que contenían 

medio MS sólido suplementado con sacarosa al 3 %. Los cotiledones se 

incubaron en este medio durante 3 días en oscuridad y una temperatura 

controlada de 26 ºC. Pasado este tiempo, los cotiledones se pasaron a otra placa 

como la descrita en el paso anterior suplementada con cefotaxima (200 mg L-1) 

y kanamicina (50 mg L-1). La cefotaxima se utilizó para eliminar A. rhizogenes 

una vez tuvo lugar la agroinfección y transferencia del ADN-T a los cotiledones, 

y la kanamicina para seleccionar las raíces que se generaban y que habían sido 

correctamente transformadas. Los cotiledones permanecieron en este medio 

hasta la aparición de las raíces pilosas (10-14 días) (Figura 21A). Se obtuvieron 

raíces transformadas de cada construcción y, de cada una, se transfirieron entre 

6 y 10 raíces a botes con medio 1/5 de Hoagland sólido suplementado con 
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sacarosa al 1 % y los antibióticos mencionados anteriormente. Las raíces 

crecieron en este medio durante 14 días (Figura 21B).  

 

Figura 21: Generación de raíces transgénicas de tomate mediante transformación 
con A. rhizogenes. (A) Cotiledones con raíces adventicias creciendo en medio MS. (B) 
Raíces transformadas creciendo en botes con medio 1/5 de Hoagland sólido. 

Se realizó un control de transformación para calcular la eficiencia del 

proceso. Para ello se incubaron cotiledones de tomate con una cepa de A. 

rhizogenes que expresaba la construcción 35S::GUS-Int-pBI321. Las raíces 

generadas se cultivaron durante 14 días en botes con 1/5 de Hoagland sólido. 

Se realizó la tinción GUS y se contabilizó el porcentaje de raíces que eran 

transgénicas.  

 

3.2.6 Ensayos de fluorescencia en Nicotiana benthamiana y Xenopus 

laevis 

3.2.6.1 Complementación bimolecular fluorescente en hojas de N. 

benthamiana 

 

Para comprobar la interacción entre las proteínas bajo estudio se utilizó la 

técnica de complementación bimolecular fluorescente que había sido descrita 

previamente (Waadt et al., 2008) . Los ADNs codificantes para las proteínas 

objeto de estudio (LKT1, SlSKOR, AtSKOR, SlHKT1.1, SlHKT1.2, SlCIPK23, 

SlCBL1, SlCBL9, AtCIPK23, AtCBL1, y AtCBL9) se clonaron en el sitio de 

clonación múltiple de los plásmidos pSPYNE173 y pSPYCE(M). LKT1, SlSKOR, 

AtSKOR, SlHKT1.1, SlHKT1.2, SlCBL1, SlCBL9, AtCBL1 y AtCBL9 se clonaron 

en el plásmido pSYPCE(M) (en fase con la mitad C-terminal de YFP, YFPC). Por 
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su parte, SlCIPK23 y AtCIPK23 se clonaron en el plásmido pSPYNE173 (en fase 

con la mitad N-terminal de YFP, YFPN). Se generaron las siguientes 

construcciones LKT1::YFPC, SlSKOR::YFPC, AtSKOR::YFPC, SlHKT1.1::YFPC, 

SlHKT1.2::YFPC SlCBL1::YFPC, SlCBL9::YFPC, AtCBL1::YFPC, AtCBL9::YFPC, 

SlCIPK23::YFPN, y AtCIPK23::YFPN. Además, AtSOS1::YFPN + AtSOS1::YFPC 

se usaron como control positivo (Núñez-Ramírez et al., 2012). Cada construcción 

se utilizó para transformar A. tumefaciens GV3101 generando así diferentes 

cepas que fueron utilizadas para los experimentos de complementación. 

Después de crecer durante 3 semanas, las hojas de las plantas de N. 

benthamiana se co-infiltraron con diferentes combinaciones de las cepas 

generadas. Antes de la agroinfiltración, las cepas de A. tumefaciens fueron 

cultivadas en estría en placas de LB sólido + rifampicina, tetraciclina y 

kanamicina durante dos días. La noche de antes de la infiltración cada una de 

las cepas se creció en un matraz con LB líquido más los antibióticos 

mencionados. Las células de A. tumefaciens se recogieron por centrifugación y 

se transfirieron a medio de infiltración (10 mM MES pH 5,6, 10 mM MgCl2 y 100 

µM acetosiringona), incubándose durante 3h. Transcurrido este tiempo, las 

mezclas de cepas se ajustaron a una densidad óptica de 0,25 (600 nm) y se 

usaron para infiltrar las hojas de N. benthamiana. Para asegurar la efectividad 

de la agroinfección, se incluyó en la mezcla A. tumefaciens que expresaba la 

proteína P19 a una densidad óptica de 0,1. La proteína P19 del virus TBSV de 

tomate actúa como supresor del silenciamiento génico. Por tanto, facilita la 

sobreexpresión de los genes durante la infiltración de las hojas.   

Para comprobar la interacción entre las proteínas mediante la 

reconstitución de la proteína fluorescente YFP, se utilizó el microscopio de 

epifluorescencia (LEICA DM6). La señal de la YFP se observó utilizando el filtro 

del microscopio L5 (BP480/40, Dic. Mirr. 505, BP527/30) tras la excitación y la 

emisión. 

3.2.6.2 Complementación bimolecular fluorescente en ovocitos de 

Xenopus laevis 

 

Además de en hojas de N. benthamiana, es posible realizar los ensayos 

de complementación bimolecular fluorescente en ovocitos de Xenopus. Para 
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ello, se realizó una PCR utilizando como molde las construcciones generadas 

que han sido descritas en el apartado anterior. Se diseñaron unos cebadores 

(Tabla 25, Anexo II) que permitieron introducir el promotor T7 en el extremo 5’ 

de las secuencias codificantes para las proteínas de interés. Además, gracias al 

cebador reverso, se pudieron amplificar también los fragmentos en fase YFPC e 

YFPN . Se generaron dos tipos de productos de PCR: T7- ADNc- YC y T7- ADNc- 

YFPN. Los productos de PCR resultantes se utilizaron para la síntesis de ARNc 

(mMESSAGE mMACHINE ™ T7 Ultra kit Thermo Fischer) que se inyectó usando 

el microinyector Nanoliter 2010 (World Precision Instruments) en los ovocitos. 

Cuatro días después de la inyección del ARNc se observó el resultado de la 

complementación usando el microscopio confocal (Leica Stellaris 8). La proteína 

YFP se excitó a 514 nm y la fluorescencia emitida se recogió entre 522 y 625 

nm. La intensidad de fluorescencia de la señal de la superficie de los ovocitos se 

midió con el programa Fiji.  

3.2.7 Experimentos de fijación de voltaje en ovocitos de Xenopus 

laevis 

Se obtuvieron los ADNs codificantes de LKT1, SlSKOR, SlCIPK23, 

SlCBL1 y SlCBL9 mediante amplificación por RT-PCR a partir de las raíces de 

tomate (Anexo II). Los fragmentos amplificados se clonaron en el plásmido 

PCR2.1 TOPO (Invitrogen) y se comprobaron mediante secuenciación Sanger. 

Las secuencias de ADNc obtenidas se amplificaron con unos cebadores 

específicos (Anexo II) para introducir el promotor T7 en el extremo 5’ como ha 

sido descrito en el apartado anterior. Una vez amplificados los fragmentos se 

sintetizó el ARNc y se midió su concentración usando un espectrofotómetro 

Nanodrop. Se inyectaron 20 ng del ARNc de LKT1 y 5 ng del ARNc de SlSKOR, 

SlCIPK23, SlCBL1 y SlCBL9 en los ovocitos de Xenopus usando el microinyector 

Nanoliter 2010 (World Precision Instruments). Antes de realizar los experimentos 

de fijación de voltaje, los ovocitos se conservaron de 3 a 5 días en la solución 

ND96 (descrita en el apartado de materiales) a una temperatura de 18 ºC. El 

potencial de membrana de los ovocitos se fijó con un amplificador Axoclamp 

900A (Molecular Devices). Para recoger y analizar los datos se utilizó el software 

Henry Suite EP (http://www.psrg.org.uk/electrophys.html). La solución utilizada 

durante el experimento para el registro de los datos de LKT1 contenía 100 mM 

http://www.psrg.org.uk/electrophys.html
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de gluconato potásico, 1 mM de CaCl2, 2 mM MgCl2 y 10 mM de MES-NaOH. El 

pH se ajustó a 5,5. La inhibición por Cs+ se comprobó añadiendo 10 mM de CsCl 

a la solución descrita. Para los gráficos I/V se utilizó la intensidad de corriente en 

estado estacionario. Los voltajes de membrana oscilaron entre 0 y 140 mV 

(incrementos de 20 mV; potencial de mantenimiento 20 mV; potencial de 

desactivación 20 mV). En el caso de SlSKOR, la solución contenía (mM): 1 

CaCl2, 2 MgCl2, 10 HEPES-NaOH (pH 7.5) y KCl a la concentraciones indicadas. 

Las curvas corriente-voltaje en estado estacionario se obtuvieron a partir de 

corrientes en estado estacionario resultantes de la fijación de voltaje en el rango 

-80 a +60 mV (incrementos de 20 mV; potencial de mantenimiento -60 mV; 

potencial de desactivación, -60 mV). 

En el caso de HKT1.2 la solución contenía (mM) 2 NaCl, 0 KCl 6 MgCl2, 

1,8 CaCl2, 10 MES y 200 de Manitol, por último, el pH se ajustó a 5,5. Las curvas 

corriente-voltaje en estado estacionario se obtuvieron a partir de corrientes en 

estado estacionario resultantes de la fijación de voltaje en el rango -20 a -140 

(incrementos de -20 mV; potencial de mantenimiento -20 mV, potencial de 

desactivación, -20 mV). 

La probabilidad relativa de apertura (Po/Pomax) se calculó de la siguiente 

manera Pomax = I/ Imax donde Imax es la corriente registrada a la máxima 

probabilidad de apertura obtenida a partir de la ecuación de Boltzmann: I = Imax 

x [1/(1 + exp(zg x F x (V – Ea50)/ R x T)))] en la que las corrientes de cola iniciales 

se ajustaron como se describió previamente (Jeanguenin et al., 2011). zg es la 

“gating charge”, V es el potencial de membrana aplicado, Ea50 es el potencial de 

activación y F, R y T representan la constante de Faraday, la constante de los 

gases ideales, y la temperatura respectivamente.  

La intensidad de la corriente en estado estacionario se determinó en cada 

pulso hiperpolarizante o despolarizante. 

La constante de activación se calculó como el tiempo en el que se observó 

la mitad de intensidad de corriente en estado estacionario mediante un ajuste 

exponencial de primer orden de las corrientes dependientes del tiempo en pulsos 

hiperpolarizantes. 
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La constante de desactivación se obtuvo mediante ajustes exponenciales 

de primer orden de las corrientes de cola al potencial de desactivación (20 mV). 

El ajuste de las curvas se realizó con el software Sigma plot.  

3.2.8 Ensayos de complementación en levadura 

 

Se usó la cepa de levadura 9.3 descrita en el apartado de materiales para 

realizar los ensayos de complementación funcional. Antes de empezar los 

experimentos, las células de levadura se cultivaron en medio YPD con una 

concentración de 100 mM de K+ lo que fue fundamental para permitir el correcto 

crecimiento y evitar la reversión genotípica por la mutación de sistemas 

endógenos de la levadura. Tras incubar el cultivo durante toda la noche a 28 ºC 

se realizaron diluciones decimales seriadas en agua estéril para conseguir 

suspensiones con densidades ópticas (DO600) de 1, 0,1, 0,01, y 0,001 en el caso 

de los experimentos de complementación de K+ y 1, 0,2, 0,04 y 0,008 en los 

experimentos de sensibilidad a Na+. Una vez realizadas las diluciones, se 

inocularon 10 µl de cada una en placas de cultivo cuadradas con PA solidificado 

con 1,5 % de agar y con distintas concentraciones de K+ o Na+. El tiempo de 

incubación a 28 ºC hasta observar las colonias de levadura dependió de factores 

como la concentración de K+ y el fenotipo y osciló entre 3 y 7 días.  

Para los ensayos de complementación a bajas concentraciones de K+, la 

cepa de levadura 9.3 se transformó con diferentes combinaciones de ADNc que 

codificaba las proteínas SlHAK5, qSlHAK5, SlCIPK23, SlCBL1 y SlCBL9. Los 

ADNcs de SlHAK5 y qSlHAK5 se clonaron en el plásmido pYPGE15 (Brunelli & 

Pall, 1993) y fueron descritos previamente (Ragel et al., 2015; Rubio et al., 2008). 

El ADNc de SlCIPK23 se amplificó con los cebadores descritos en la tabla 25 

(Anexo II), se digirió con las enzimas de restricción EcoRI y SalI y se clonó en el 

sitio de clonación múltiple del plásmido pGPD414 (Mumberg et al., 1995). El 

ADNc de SlCBL1 Y SlCBL9 se amplificó con los cebadores descritos en el Anexo 

II , se digirió con las enzimas SpeI y SalI y se clonó en el sitio de clonación 

múltiple del plásmido p425GPD (Mumberg et al., 1995).  

Para los ensayos de sensibilidad a distintas concentraciones de Na+, se 

transformó la levadura 9.3 con diferentes combinaciones de ADNc que 
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codificaba las proteínas SlHKT1.1, SlCIPK23, SlCBL1 y SlCBL9. El ADNc de 

SlHKT1.1 fue sintetizado y clonado en pESC (sintetizado por la empresa 

Genscript). El ADNc de SlCIPK23 se amplificó con unos cebadores (descritos en 

Anexo II) para introducir el sitio de restricción para la enzima BsaI. El producto 

de PCR se digirió con BsaI y se clonó en el sitio de clonación múltiple del 

plásmido p2P, una modificación del plásmido pGPD414 (Mumberg et al 1995), 

para introducir el sitio de restricción para BsaI. SlCBL1 y SlCBL9 se clonaron en 

p425GPD según se ha descrito en el apartado anterior.  

 

3.2.9 Manejo de microscopios, análisis de imagen y preparación de 

soluciones de imagen  

 

3.2.9.1 Microscopios 

Se han utilizado diferentes microscopios para la realización de los 

experimentos. Para los experimentos de complementación bimolecular 

fluorescente en hojas de N. benthamiana, se utilizó como hemos descrito 

anteriormente el microscopio de epifluorescencia LEICA DM6. Las muestras se 

prepararon sobre un portaobjetos con el envés de la hoja hacia arriba, después 

se colocó un cubreobjetos y se rellenó con agua el espacio entre el portaobjetos 

y el cubreobjetos.  

El microscopio confocal LEICA Stellaris 8 se utilizó para los experimentos 

de complementación bimolecular de fluorescencia como se ha descrito en 

apartados anteriores. Las muestras se prepararon depositando el ovocito en una 

cubeta a la que se añadió ND96 para asegurar el buen estado de la muestra 

durante la visualización al microscopio.  

Los experimentos con el sensor GEPI1.0 de K+ se realizaron con tres 

microscopios diferentes. El microscopio invertido de fluorescencia (Widefield) 

(Ti-E Nikon) se utilizó para analizar la fluorescencia en raíces y en estomas de 

Arabidopsis tras aplicar tratamientos de ATP y ABA. Se utilizó un objetivo seco 

CFI PLAN APO X20 y la excitación de la muestra se realizó con la lámpara para 

fluorescencia Prior Lumen 200 PRO a 440 nm y con una potencia de láser que 

varió entre el 20 y el 80 % según el experimento. Para el análisis tipo Cameleon 
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se utilizó el bloque óptico FRET CFP/YFP A11400-03 (emisión 1 483/32 nm para 

CFP y emisión 2 542/27 nm para cpVenus) con un espejo dicroico de 510 nm 

(Hamamatsu) para la adquisición simultanea de CFP y cpVenus. El microscopio 

invertido de fluorescencia LEICA THUNDER DMi8 se utilizó para analizar la 

fluorescencia en estomas de tomate después de la aplicación de tratamientos 

para abrirlos o cerrarlos. Se utilizó un objetivo de multiinmersión Leica x20/0.75. 

En este caso, la proteína CFP se excitó con la lámpara para fluorescencia 

integrada en el microscopio a 440 nm con una potencia de laser del 80 % y la 

proteína cpVenus se excitó a 510 nm con una potencia de láser de 25 %. Las 

imágenes se recogieron con la cámara Leica DFC9000 GTC VSC-12349. El 

microscopio confocal Nikon AX R se utilizó para analizar las raíces de plantas 

que expresaban el sensor GEPI1.0 y R-GECO. 

Las muestras que expresaban el sensor pH-GFP, se estudiaron utilizando 

el microscopio invertido de fluorescencia Ti-E-Nikon (Widefield). La excitación de 

la muestra se realizó con la lámpara para fluorescencia Prior Lumen 200 PRO a 

405 y 488 nm y la emisión se recogió con un filtro de paso 505/530 nm (Chroma 

Technology Corp). 

Para los experimentos realizados con los microscopios Nikon se utilizó el 

software NIS Elements. El software utilizado por los microscopios de Leica fue 

LAS X.  

3.2.9.2 Análisis de imagen 

 

Las imágenes ratiométricas individuales se analizaron utilizando el 

software Fiji. La intensidad de fluorescencia se determinó de manera 

independiente para cada uno de los dos canales (canal de emisión de CFP y 

canal de emisión de cpVenus) sobre las regiones de interés (ROIs) usando un 

plugin de Fiji (ROI Manager). Los valores de las emisiones de CFP y cpVenus 

de las ROIs analizadas se usaron para calcular la ratio (R) (cpVenus/CFP). Los 

cálculos de la ratio se realizaron con Microsoft Excel (Microsoft Office 365). Los 

valores de fondo inespecífico fueron sustraídos de forma independiente para 

cada uno de los dos canales antes de calcular la ratio.  
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3.2.9.3 Soluciones de imagen 

 

Durante la adquisición de imágenes las raíces permanecían montadas en 

una cámara y sumergidas en una solución de imagen (Tabla 18) que facilitaba la 

correcta conservación de las mismas. 

 

Tabla 18: Solución de imagen para la raíz. 

Compuesto Concentración 

KCl 5 mM 

MES 10 mM 

CaCl2 10 mM 

 

El pH de la solución se ajustó a 5,8. 

La solución de imagen utilizada para los estomas (Tabla 19) presentaba 

modificaciones en la concentración de CaCl2 y en este caso, el pH debía ser 

ajustado a 6,15.  

 

Tabla 19: Solución de imagen para los estomas. 

Compuesto Concentración 

KCl 5 mM 

MES 10 mM 

CaCl2 50 µM 
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3.2.10 Cruzamiento de líneas de Arabidopsis thaliana 

 

Se llevó a cabo el cruzamiento de la línea GEPI1.0 de Arabidopsis con la 

línea R-GECO1 (Ngo et al., 2014; Zhao et al., 2011). Se seleccionaron los 

botones florales de plantas GEPI1.0 que se encontraban en estado óptimo para 

ser fecundados (no habían emergido todavía los pétalos y el botón floral estaba 

bien formado). Las flores maduras se eliminaron. Los botones florales 

seleccionados para la fecundación se procesaron con unas pinzas de 

microcirugía eliminando pétalos y estambres de forma que sólo quedó el pistilo 

no fecundado. Se utilizó la planta R-GECO1 como donante de polen. De esta 

planta se obtuvo una flor madura con los pétalos abiertos y los estambres 

completamente formados y produciendo polen en las anteras. La flor con los 

estambres se puso en contacto con el pistilo del parental femenino para realizar 

la fecundación. Las flores fecundadas mediante este método se marcaron con 

un fragmento de cinta en el tallo floral para realizar el seguimiento del proceso. 

Las plantas fecundadas se mantuvieron en la cámara de cultivo hasta la 

formación y maduración de la silicua. Una vez secas, las silicuas se recogieron 

y las semillas se depositaron en microtubos de 1,5 ml.  

La comprobación de los genotipos de las plantas de las semillas de los 

cruzamientos se realizó mediante la comprobación de los fenotipos de emisión 

de fluorescencia (cpVenus y mCherry) en el microscopio de epifluorescencia.  

 

3.2.11 Análisis estadísticos y representación gráfica 

 

El análisis de la varianza (ANOVA) se realizó con el programa Statistix V.8 

para Windows (Analytical Software, Tallahassee, FL). Los grupos de datos 

homogéneos se identificaron mediante la prueba post hoc de LSD (p < 0,05). 

Para las comparaciones por pares, se utilizó la prueba t de Student. Se utilizó el 

programa Sigma Plot 14.0 para el ajuste de datos (Michaelis-Menten, Boltzmann 

y ajustes exponenciales de primer orden).  
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Gran parte de los datos obtenidos durante esta Tesis Doctoral se 

representan en forma de gráficos de cajas con barras y bigotes. En ese caso, los 

recuadros de las cajas van del primer cuartil al tercer cuartil, y los bigotes indican 

los valores mínimo y máximo. Las líneas centrales muestran las medianas 

(segundo cuartil). Los puntos de datos fuera de los recuadros son valores 

atípicos. 
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4.1 CAPÍTULO 1: ESTUDIO DEL PAPEL DE SlHAK5, LKT1 Y 
SlCIPK23 EN LA ENTRADA DE K+ EN LA PLANTA DE TOMATE 
 

4.1.1 Análisis del fenotipo de plantas lkt1 

 

Para evaluar la contribución del canal de K+ LKT1 a la nutrición de este 

elemento en las plantas de tomate (var. Micro-Tom), se generaron mutantes de 

pérdida de función “knock-out (KO)” con el sistema CRISPR-Cas. Para ello se 

diseñaron dos secuencias guías de ARN (sgARNs) que dirigieron la 

endonucleasa Cas9 al locus de LKT1 para generar una rotura de la doble hélice 

(Figura 22). Se seleccionaron dos líneas mutantes independientes (lkt1-1 y lkt1-

2) que contenían mutaciones que alteraban la fase de lectura del gen LKT1 

(Tabla 20).  

 

 

Figura 22:Representación esquemática del gen LKT1 y los sitios diana para el 
complejo sgARN-Cas9. Los sitios diana aparecen marcados en rojo. La diana para el 
sgARN1 se encuentra en el exón 2 y la diana para el sgARN se encuentra en el exón 3. 
Las secuencias PAM aparecen subrayadas.  
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Tabla 20: Secuencias mutantes obtenidas en el gen LKT1. Las mutaciones 
(deleciones) aparecen representadas con un guion. Las secuencias diana de LKT1 se 
muestran en rojo y la secuencia PAM aparece subrayada.  

 

Nombre Cadena Alelos Genotipo 

LKT1 
(WT) 

- 5’ TCCGTCTTAGCAAGTGGCCCTGCTGG 3’   

lkt1-1 - 5’ TCCGTCTTAGCAAGTGG-CCTGCTGG 3’    -1 bp Homocigótico 

lkt1-2 
- 5’ TCCGTCTTAGCAAGTG----TGCTGG 3’    -4 bp 

Homocigótico 
o bialélico 

- 5’ TCCGTCTTAGCAAGTGG-CCTGCTGG 3’    -1 bp 

 

Estas líneas fueron propagadas y utilizadas para los experimentos. Para 

realizar el análisis fenotípico se realizaron experimentos creciendo plantas WT, 

lkt1-1 y lkt1-2 en medio hidropónico con una solución modificada de 1/5 de 

Hoagland añadiendo hasta cuatro concentraciones diferentes de K+ externo (0,1 

mM, 1,4 mM, 5 mM y 10 mM) durante 14 días. Como resultado de los 

experimentos se observó que las plantas lkt1 cultivadas a una concentración 

externa de 1.4, 5 y 10 mM de K+ presentaban un menor contenido de K+, tanto 

en parte aérea como en raíz, comparadas con las plantas WT. Sin embargo, esto 

no ocurría cuando las plantas se cultivaban a 0.1mM de K+ (Figura 23A y 23B). 

Al mismo tiempo, y como consecuencia del análisis del resto de iones, también 

se observó que cuando se realizaba el experimento a concentraciones externas 

de 1.4, 5 y 10 mM de K+, el contenido en Mg2+ era claramente superior 

(aproximadamente el doble) en las raíces de plantas lkt1 que en las plantas WT. 

Cuando la concentración externa era de 0.1 mM no se apreciaban estas 

diferencias (Figura 23D). En la parte aérea no se observaron diferencias en la 

concentración de Mg2+ entre lkt1 y WT, independientemente de la concentración 

de K+ en el medio (Figura 23C). El análisis de la biomasa mostró que no había 

diferencias entre las plantas WT y lkt1, ni en la parte aérea ni en la raíz (Figura 

23E y 23F). Estos resultados mostraron que el canal LKT1 era necesario para 

mantener las concentraciones de K+ en las plantas de tomate al nivel de las 

plantas silvestres. 
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Figura 23: Concentración de K+ y Mg2+ y peso seco de parte aérea y raíz de plantas 
WT, lkt1-1 y lkt1-2 crecidas a diferentes concentraciones de K+ (0,1, 1,4, 5 y 10 mM 
K+) durante 14 días.  Concentración de K+ en la parte aérea (A) y raíz (B). 
Concentración de Mg2+ en la parte aérea (C) y raíz (D). Peso seco de la parte aérea (E) 
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y raíz (F). Los datos se muestran en gráficos de cajas (n = 4-6). Las letras indican grupos 
homogéneos de datos donde p <0,05 de acuerdo con el test LSD (realizado después de 
un ANOVA). En (E) y (F), el resultado de ANOVA fue >0,05 lo que indica que no hay 
diferencias significativas en las medias de todos los grupos. 

En las plantas WT cultivadas a 0,1 mM de K+ y en las plantas lkt1 se 

producía una disminución del K+ interno y por tanto de las cargas positivas 

aportadas por éste. Al mismo tiempo se observó un incremento en la 

concentración Mg2+ (Figura 23) que podía compensar el déficit de carga positiva 

y de osmolitos. Se estudió si otros cationes como Ca2+ y Na+ mostraban un 

comportamiento similar. Para determinar qué parte de la disminución de K+ se 

podía compensar por el aumento en otros cationes se cuantificó el contenido 

como mEq gDW
-1 de Mg2+, Ca2+ y Na+ (Tabla 21). También se calculó cuanto K+ 

era compensado por estos cationes. En las raíces, el incremento de la 

concentración de Mg2+ compensaba el 70 % del descenso de K+ (Tabla 21). El 

Na+ compensaba hasta el 20 % de la perdida de K+ mientras que el Ca2+ tiene 

una menor implicación en la compensación (1-5 %). En la parte aérea, el Ca2+ y 

no el Mg2+ es el que cumple el papel principal en la compensación (32%-47% del 

K+ fue sustituido por Ca2+). Por tanto, el Mg2+ fue el principal catión inorgánico 

implicado en reemplazar el K+ en las raíces. 

Tabla 21: Concentración miliequivalente (mEq gDW
-1) en parte aérea y raíz de 

plantas WT, lkt1-1 y lkt1-2 crecidas a 0,1 y 1,4 mM de K+ y sustitución de K+ por 
Mg2+, Ca2+ y Na+. 

Tejido 
K+ en 

solución 
(mM) 

Genotipo K+ Mg2+ Ca2+ Na+ 

% de K+ perdido que 
ha sido reemplazado 

por: 
 

Mg2+ Ca2+ Na+ 
Total 

mEq/gDW
-

1 

Parte 
aérea 

0,1 

WT 
0.43 

± 
0.02 

0.51 
± 

0.02 

2.12 
± 

0.06 

0.06 
± 

0.01 
   

3.11 ± 
0.11 

lkt1-1 
0.45 

± 
0.03 

0.48 
± 

0.02 

2.01 
± 

0.09 

0.05 
± 

0.01 
   

2.99 ± 
0.15 

lkt1-2 
0.39 

± 
0.01 

0.48 
± 

0.01 

1.85 
± 

0.07 

0.04 
± 

0.01 
   

2.76 ± 
0.10 

1,4 

WT 
1.22 

± 
0.02 

0.45 
± 

0.01 

1.83 
± 

0.03 

0.03 
± 

0.01 

8.06* 36.32 4.12 3.52 ± 
0.06 

lkt1-1 
0.85 

± 
0.04 

0.48 
± 

0.03 

2.00 
± 

0.07 

0.03 
± 

0.01 

10.19** 47.62 0.74 3.36 ± 
0.14 

lkt1-2 
0.87 

± 
0.02 

0.47 
± 

0.01 

1.94 
± 

0.08 

0.03 
± 

0.01 

7.98** 31.96 0.98 3.31 ± 
0.12 
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Raíz 

0,1 

WT 
0.49 

± 
0.01 

1.32 
± 

0.04 

0.36 
± 

0.01 

0.24 
± 

0.02 
   

2.41 ± 
0.08 

lkt1-1 
0.43 

± 
0.02 

1.24 
± 

0.03 

0.40 
± 

0.02 

0.20 
± 

0.02 
   

2.27 ± 
0.08 

lkt1-2 
0.40 

± 
0.02 

1.20 
± 

0.06 

0.38 
± 

0.01 

0.21 
± 

0.01 
   

2.19 ± 
0.09 

1,4 

WT 
1.49 

± 
0.03 

0.57 
± 

0.02 

0.35 
± 

0.02 

0.03 
± 

0.01 

74.00 1.80 20.57 2.45 ± 
0.06 

lkt1-1 
0.80 

± 
0.03 

1.10 
± 

0.04 

0.38 
± 

0.02 

0.07 
± 

0.01 

76.02 4.71 5.71 2.35 ± 
0.10 

lkt1-2 
0.76 

± 
0.06 

1.08 
± 

0.03 

0.36 
± 

0.02 

0.05 
± 

0.01 

68.47 1.67 2.52 2.24 ± 
0.12 

 

*Calculado como 100*(C0,1K-C1,4K) / (K1,4 – K0,1K). C= es la concentración mEq del catión analizado. 

Representa la ratio entre el incremento en mEq aportado por cationes inorgánicos en relación con la pérdida 

de K+ debido al crecimiento en solución de 0,1 mM K+ en plantas WT. 

**Calculado como 100*(Clkt1- CWT) / (KWT- Klkt1). C = es la concentración mEq del catión analizado. 

Representa la ratio entre el incremento en mEq aportado por cationes inorgánicos en relación a la pérdida 

de K+ debido a la mutación lkt1. 

Los efectos sobre los contenidos de Mg2+ en las plantas lkt1 resultaron 

interesantes y se decidió estudiar si éstos se observaban también en las plantas 

de Arabidopsis K+ mutantes en el homólogo AKT1. Para ello, se determinó el 

contenido de Mg2+ en plantas de Arabidopsis WT y mutante akt1, cultivadas bajo 

diferentes concentraciones de K+ (Figura 24). El análisis de las plantas cultivadas 

a 0.1 y 1.4 mM de K+ mostró que akt1 acumulaba menos K+ y más Mg2+ que las 

plantas WT en las raíces en ambos tratamientos (Figura 24B y 24D). El mismo 

fenotipo se observó en la parte aérea, excepto en las plantas crecidas a 1,4 mM 

de K+. En este último caso, el contenido de Mg2+ en la parte aérea fue similar en 

las plantas WT y akt1 (Figuras 24A y 24C). Hay que resaltar que, a diferencia de 

las plantas de tomate, en las plantas de Arabidopsis las diferencias más 

importantes en los contenidos de K+ y Mg2+ entre las líneas WT y akt1 se 

observaron cuando éstas se cultivaron a 0.1 mM de K+. En este sentido, el 

contenido de Mg2+ se incrementó un 100 % en las raíces akt1 comparado con 

las WT, mientras que a 1.4 mM K+, el incremento sólo fue del 50 % (Figura 24D). 
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Figura 24 Contenido de K+ y Mg2+ en partes aéreas y raíces de plantas WT y akt1 
de Arabidopsis crecidas a 0.1 y 1.4 mM K+ durante 35 días. Contenido de la parte 
aérea (A) y raíz (B) de plantas WT y akt1 de Arabidopsis. Contenido de Mg2+ de parte 
aérea (C) y raíz (D) de plantas WT y akt1 de Arabidopsis. Los datos se muestran en 
diagramas de cajas (n=6). Las letras indican grupos homogéneos de datos agrupados 
a p < 0,05 según la prueba post-hoc de LSD (realizada tras ANOVA). 

4.1.2 Contribución de LKT1 a la absorción de K+ a concentraciones 

externas en el rango milimolar  

 

Tras los primeros resultados, se investigó si el bajo contenido de K+ 

observado en las raíces de plantas lkt1 era debido a una menor capacidad de 

absorción del K+ por parte de la raíz. Para ello, se cosecharon en dos tiempos 

diferentes plantas WT, lkt1-1 y lkt1-2 que habían crecido a 1,4 mM de K+, con el 

objetivo de calcular las tasas netas de absorción de K+. Los resultados de los 

experimentos mostraron que la tasa neta de absorción de K+ de las plantas lkt1 
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fue aproximadamente un 50% menor que en las plantas WT (Figura 25A). Un 

análisis más detallado de la función de LKT1 en la raíz se llevó a cabo a nivel 

celular, mediante el uso de microelectrodos simples que fueron introducidos en 

células individuales de la raíz para determinar su potencial eléctrico con respecto 

al exterior. Este enfoque, permite identificar las concentraciones externas de K+ 

a las que LKT1 es el principal sistema implicado en su transporte a través de la 

raíz. En este caso, la absorción de K+ se dedujo de la magnitud de la 

despolarización de la membrana inducida por un aumento de la concentración 

externa de K+. Las despolarizaciones de membrana inducidas por K+ en las 

células radicales de lkt1-1 y lkt1-2 fueron de menor magnitud que en las WT bajo 

todas las concentraciones de K+ administradas (Figura 25B). La máxima 

diferencia entre WT y las líneas mutantes se observó a 2.5 mM K+ (los valores 

de despolarización mostraron una reducción del 75% y el 66% en las raíces de 

lkt1-1 y lkt1-2, respectivamente). Las despolarizaciones de la membrana fueron 

menores en las raíces lkt1-1 y lkt1-2 que en la línea WT incluso cuando la 

solución administrada era de 20 mM de K+. El ajuste de los datos de 

despolarización de la membrana frente a la concentración externa de K+ se llevó 

a cabo mediante la ecuación de Michaelis-Menten. De estos ajustes se 

dedujeron unos valores de Km aparente de 1,3 ± 0,3 mM, 13 ± 3,7 mM y 6,4 ± 

1,9 mM K+ para las raíces WT, lkt1-1 y lkt1-2, respectivamente (Figura 25B). Las 

despolarizaciones máximas inducidas por K+ (Dmax) fueron 37.5 ± 2.0, 39,7 ± 6.1 

y 31,07 ± 3.9 mV para raíces de WT, lkt1-1 y lkt1-2, respectivamente. Por tanto, 

la mutación lkt1 redujo de forma considerable la afinidad aparente del transporte 

de K+ en las raíces de tomate, mientras que la despolarización máxima por K+ 

(Dmax) no se alteró. En general, estos datos indicaban que LKT1 es un 

componente importante en el transporte de K+ a través de la raíz en condiciones 

de disponibilidad suficiente de K+. 
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Figura 25: Absorción de K+ in plantas WT y lkt1. (A) Tasa de absorción neta de K+ en 
plantas WT, lkt1-1 y lkt1-2 calculada a partir del incremento en el contenido de K+ de la 
planta entre dos cosechas (día 14 y día 21 de crecimiento de la planta) según está 
descrito en (M. Nieves-Cordones et al., 2010) . Los datos se muestran en diagramas de 
cajas (n = 4). ** indican un valor de p < 0,01 en Student’s t test. (B) Absorción de K+ 
medida como despolarizaciones de membrana de células de la epidermis y el córtex de 
la raíz de plantas WT, lkt1-1 y lkt1-2 estimuladas por el aumento de las concentraciones 
externas de K+. Las medidas se realizaron mediante la introducción de microelectrodos 
individuales en raíces de plantas de 14 a 21 días cultivadas en solución 1/5 de Hoagland 
a 1,4 mM K+. Los datos se ajustaron a la cinética de Michaelis-Menten (R2 de 0,93, 0,97 
y 0,99 para los datos de WT, lkt1-1 y lkt1-2, respectivamente). Los valores de Km fueron 
1,3 ± 0,3 mM 13,0 ± 3,7 mM y 6,4 ± 1,9 mM K+ para WT, lkt1-1 y lkt1-2, respectivamente. 
Los valores (Dmax) fueron 37,5 ± 2,0 mV, 39,7 ± 6,1 mV y 31,07 ± 3,9 mV para WT, lkt1-
1 y lkt1-2, respectivamente. Los datos son valores medios de al menos tres repeticiones 
y las barras de error representan la error estándar. 
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4.1.3 Las plantas lkt1 son hipersensibles a altas concentraciones de 

Mg2+ 

Como se ha visto en apartados anteriores, las plantas lkt1 presentaban 

más Mg2+ en la raíz que las plantas WT. Por ello, se evaluó si diferentes 

concentraciones externas de Mg2+ afectaban a la acumulación de K+ y Mg2+ en 

los diferentes órganos de plantas WT y lkt1. Para este estudio, las plantas se 

cultivaron bajo tres concentraciones diferentes de Mg2+: 0,05, 0,35 y 20 mM. En 

todos, los casos la concentración de K+ del medio fue de 1,4 mM. La 

concentración estándar de Mg2+ en la solución modificada de Hoagland (1/5 

Hoagland) utilizada de forma estándar en esta tesis, es de 0,35 mM.  

El análisis del contenido de iones puso de manifiesto que el contenido de 

K+ era similar en la parte aérea de las plantas WT y lkt1 cuando éstas eran 

cultivadas en el medio que contenía una concentración de 0,05 mM de Mg2+ 

(Figura 26A). Sin embargo, cuando las plantas eran cultivadas en medios con 

0,35 y 20 mM de Mg2+, el contenido de K+ en la parte aérea fue menor en las 

plantas lkt1 que en las plantas WT (Figura 26A). 

Respecto a la raíz, las plantas lkt1 presentaron menor contenido de K+ 

comparado con las plantas WT bajo todas las condiciones de Mg2+ utilizadas en 

el experimento (Figura 26B). Al igual que en el caso de la parte aérea, el 

contenido más bajo de K+ en la raíz se dio cuando las plantas eran cultivadas a 

20 mM de Mg2+ y esto ocurría tanto para WT como para lkt1 (Figura 26B). Merece 

la pena destacar que el contenido de K+ fue más elevado en la parte aérea y la 

raíz de las plantas lkt1 cultivadas a 0,05 mM Mg2+ que cuando fueron cultivadas 

a una concentración estándar (Figura 26A y 26B). Por tanto, la conclusión que 

podemos obtener es que cuando la concentración externa de Mg2+ es muy baja, 

las plantas lkt1 son capaces de acumular más K+, tanto en la parte aérea como 

en la raíz. Por su parte, la concentración de K+ en la parte aérea y raíz de plantas 

WT es similar a 0,05 mM y a 0,35 mM Mg2+. Estos resultados indican que el K+ 

y el Mg2+ compiten por entrar en la raíz en ausencia de LKT1.  

También se han analizado los valores de Mg2+ en los tejidos. El contenido 

de Mg2+ en la parte aérea fue similar en ambos genotipos bajo las tres 

condiciones experimentales probadas (Figura 26C). Sin embargo, en la raíz sí 

se observaron diferencias y las raíces de plantas lkt1 presentaron un contenido 
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de Mg2+ más elevado que las WT, independientemente de la concentración 

externa de Mg2+ (Figura 26D).  

Con respecto a los pesos secos de la parte aérea y la raíz, los valores 

fueron similares en ambos genotipos a las concentraciones de 0,05 y 0,35 mM 

de Mg2+, mientras que a 20 mM de Mg2+, las plantas lkt1 mostraron una 

disminución importante en el peso seco en ambos órganos (aproximadamente 

del 60%) comparado con el de plantas WT (Figura 26E y 26F). Además, y a 

diferencia de las plantas WT, las plantas lkt1 desarrollaron clorosis en los 

márgenes de las hojas (Figura 26G). Por tanto, la presencia de LKT1 se ha 

mostrado fundamental para hacer frente a la presencia de altas concentraciones 

de Mg2+. 
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Figura 26: Concentración de K+ y Mg2+ y peso seco de plantas WT, lkt1-1, lkt1-2 
crecidas bajo tres condiciones diferentes de Mg2+ (0,05, 0,35 y 20 mM Mg2+) 
durante 14 días. (A) Concentración de K+ en la parte aérea. (B) Concentración de K+ 
en raíz. (C) Concentración de Mg2+ en la parte aérea. (D) Concentración de Mg2+ en raíz. 
(E) Peso seco de la parte aérea. (F) Peso seco de la raíz. Fotografías de plantas WT, 
lkt1-1 y lkt1-2 crecidas a 20 mM de Mg2+. Las flechas indican las zonas cloróticas de la 
hoja. Barra de escala = 2 cm. Los datos se muestran en gráficos de cajas (n =4-6). Las 
letras indican grupos homogéneos de datos agrupados a p < 0,05 según la prueba post-
hoc de LSD (realizada tras ANOVA).  

4.1.4 La actividad de LKT1 es incrementada debido a la interacción 

con los complejos SlCIPK23-SlCBL1/9 

 

Para profundizar en los mecanismos de regulación del canal LKT1, se 

utilizaron sistemas de expresión heteróloga. En estudios previos realizados en 

Arabidopsis, cebada y arroz, se había descrito que los complejos CIPK23-

CBL1/9 activaban el transporte de K+ a través de proteínas homólogas a LKT1 

(Boscari et al., 2009; Cuéllar et al., 2010; Geiger et al., 2009; J. Li et al., 2014; 
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Xu et al., 2006). Para comprobar que una ruta similar estaba operando en 

tomate, se expresaron el canal LKT1 y diversas proteínas reguladoras del 

complejo CIPK-CBL, en ovocitos de Xenopus laevis. Utilizando la técnica de 

fijación de voltaje con dos electrodos, en inglés two-electrode voltage-clamp 

(TEVC), se estimaron las corrientes a través de la membrana plasmática que 

generaba la entrada de K+ desde soluciones con distintas concentraciones del 

mismo y a distintos voltajes. Cuando se expresó LKT1 en ausencia de complejos 

CIPK-CBL se observaron corrientes que se activaban lentamente con el tiempo 

(Figura 27A y 27D). Estas corrientes se inhibieron por completo tras añadir 10 

mM de Cs+, lo que indicaba que estaban mediadas por LKT1, ya que este canal 

se bloquea fuertemente por Cs+ (Hartje et al., 2000). Sin embargo, cuando la 

expresión de LKT1 se realizó junto con los complejos SlCIPK23-SlCBL1 y 

SlCIPK23-SlCBL9, se produjo un incremento de la magnitud de la corriente (600 

% y 100 %, respectivamente) (Figuras 27A – 27D). Merece la pena destacar que, 

cuando se expresó LKT1 sólo con una de las proteínas del complejo (SlCIPK23 

o SlCBL1) no se observó un claro incremento de la amplitud de la corriente y por 

tanto de la actividad de LKT1 (Figura 27D). Respecto a las cinéticas del canal, 

se observó que los tiempos de activación y desactivación del canal LKT1 fueron 

más cortos en presencia de SlCIPK23-SlCBL1 y SlCIPK23-SlCBL9 (66 % y 40 

% respectivamente), que cuando estaba presente solo LKT1 (Figura 27E y 27F). 

Además, la presencia de los complejos permitió la apertura de los canales a 

potenciales menos negativos de acuerdo con las ecuaciones de Boltzmann 

(Figura 27G). Por tanto, de estos experimentos se pueden deducir dos 

conclusiones. En primer lugar, SlCIPK23-SlCBL1/9 aumenta notablemente la 

sensibilidad del canal LKT1 al potencial eléctrico de la membrana. En segundo 

lugar, SlCIPK23-SlCBL1 contribuye de forma más importante al aumento de la 

actividad de LKT1 que SlCIPK23-SlCBL9. 
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Figura 27: Caracterización electrofisiológica de LKT1-SlCIPK23-SlCBL1/9 en 
ovocitos de Xenopus. Corrientes representativas de los ovocitos que expresan LKT1 
(A), LKT1 + SlCIPK23 + SlCBL1 (B) y LKT1 + SlCIPK23 + SlCBL9 (C). (D) Curvas 
Corriente / voltaje obtenidas al final de los pulsos de hiperpolarización (ver apartado 
3.2.7 de materiales y métodos). Constantes de activación (E) y desactivación (F) de la 
actividad del canal en ovocitos que expresan LKT1, LKT1 + SlCIPK23 + SlCBL1 y LKT1 
+ SlCIPK23 + SlCBL9. Los datos se muestran en gráficos de cajas (n = 5) ** y *** indican 
p< 0,01 y p< 0,001 en el test t de Student, respectivamente. (G) Probabilidades relativas 
de apertura de LKT1, LKT1 + SlCIPK23 + SlCBL1 y LKT1 + SlCIPK23 + SlCBL9. 
Representación de la media de los valores de 5-7 repeticiones y del error estándar 
(barras de error) (G).  

 

Otro de los sistemas de expresión heteróloga que se ha utilizado para 

caracterizar la interacción entre proteínas ha sido la complementación 

bimolecular fluorescente (BiFC) en hojas de N. benthamiana. Estos 

experimentos han permitido comprobar, mediante la reconstitución de la proteína 

fluorescente (Waadt et al., 2008), la interacción directa entre las proteínas 

utilizadas en los experimentos con los ovocitos de Xenopus.  
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Como control positivo del experimento, se ha usado AtSOS1 (Núñez-

Ramírez et al., 2012) . Se ha descrito previamente que AtSOS1 forma dímeros. 

De esta manera, cuando AtSOS1-nYFP y AtSOS1-cYFP interaccionan, se 

observa la fluorescencia que emite YFP al ser excitada por el láser del 

microscopio. Los resultados mostraron que LKT1 interaccionaba con SlCIPK23, 

pero no con SlCBL1 ni con SlCBL9 (Figura 28). Además, también se observó 

que SlCIPK23 era capaz de interaccionar con SlCBL1 y SlCBL9. Por tanto, 

SlCIPK23 puede actuar como puente en el sistema canal-CIPK-CBL y llevar a 

cabo la activación del canal.  

 

Figura 28: Visualización de la interacción entre proteínas de los complejos LKT1-
SlCIPK23-SlCBL1/9 en ensayos de BiFC. Cada proteína se fusionó o al extremo N-
terminal (YFPN) o al extremo C-terminal (YFPC) de la proteína amarilla fluorescente 
(YFP), y las interacciones fueron ensayadas mediante la co-expresión de las proteínas 
de fusión YFPN e YFPC en las hojas de Nicotiana benthamiana tal y como se ha indicado 
en el apartado de Materiales y Métodos. AtSOS1-YFPN + AtSOS1-YFPC se usó como 
control positivo. Para cada construcción se muestra la señal YFP, la imagen de campo 
claro y una fusión de ambas. Barra de escala = 100 µm. 
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4.1.5 SlHAK5 es activado por los complejos SlCIPK23-SlCBL1/9 

 

En estudios previos se ha descrito que el transportador de K+ de 

Arabidopsis AtHAK5 es activado en levaduras por el complejo AtCIPK23-

AtCBL1/9 (Ragel et al., 2015). Para comprobar si los complejos homólogos de 

tomate, SlCIPK23-SlCBL1/9 son capaces de regular SlHAK5, se han realizado 

experimentos de complementación a bajo K+ haciendo uso de la cepa 9.3 de 

levadura descrita en el apartado de materiales y métodos, que carece de los 

sistemas endógenos para el transporte de K+ TRK1 y TRK2. El transportador 

nativo SlHAK5 no se ha mostrado funcional en levadura. Sin embargo, una 

quimera de SlHAK5, qSlHAK5, que contiene los primeros 18 residuos del 

transportador de pimiento CaHAK1 del extremo N-terminal, sí que se ha 

mostrado funcional (M. Nieves-Cordones et al., 2008). Para los ensayos de 

complementación se han utilizado tanto la proteína nativa SlHAK5 como la 

versión quimérica, qSlHAK5 (Nieves-cordones et al 2008). Las levaduras que 

expresaban qSlHAK5 junto con el complejo SlCIPK23-SlCBL1/9 proliferaron en 

el medio con bajo K+ (0,1 mM K+), mientras que para el resto de las 

construcciones no se observó crecimiento (Figura 29). Cabe destacar que las 

levaduras que expresaban el transportador qSlHAK5 junto con el complejo 

SlCIPK23-SlCBL9 experimentaron un crecimiento más rápido que aquellas que 

expresaban qSlHAK5 junto con el complejo SlCIPK23-SlCBL1 (Figura 29). El 

rápido crecimiento de todas las cepas de levadura en el medio que contiene 50 

mM de K+ demuestra que los fenotipos observados eran dependientes del K+. 

Por tanto, en estos experimentos, el transportador qSlHAK5 ha sido activado por 

SlCIPK23-SlCBL1/9, mientras que SlHAK5 ha permanecido inactivo en 

levaduras como ya estaba descrito (M. Nieves-Cordones et al., 2008; Ragel et 

al., 2015). Gracias a que qSlHAK5 contiene solo una pequeña modificación en 

el segmento N- terminal y todos los componentes implicados en la permeabilidad 

del K+ a través de la membrana y la regulación de este estarían intactos, la 

regulación de qSlHAK5 por SlCIPK23-SlCBL1/9 puede ser válida para el 

transportador nativo SlHAK5 en la planta de tomate. 
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Figura 29:Crecimiento de levaduras que expresan el transportador de K+ SlHAK5 
o la construcción quimérica qSlHAK5 en presencia o ausencia de los complejos 
SlCIPK23/SlCBL1 o SlCIPK23/SlCBL9 en medio AP. La cepa 9.3 de levadura, 
deficiente en los transportadores endógenos de K+ TRK1 y TRK2, se transformó con 
vectores vacíos (EV) o con los vectores que contenían el cADN de las proteínas 
indicadas en la columna de la izquierda. Diez microlitros de suspensiones de levaduras 
procedentes de diluciones seriadas (1, 1/10, 1/100 y 1/1000) se pipetearon en medio 
mínimo AP suplementado con las concentraciones de K+ indicadas. (primera gota 
empezando por la izquierda OD600 = 1)  

 

 

4.1.6 SlCIPK23 regula la absorción de K+ en la planta mediada por 

LKT1 y SlHAK5 

 

Con el objetivo de demostrar la mediación de SlCIPK23 en la activación 

de ambos sistemas de transporte de K+ LKT1 y SlHAK5 en la planta, se 

caracterizó un mutante nulo slcipk23 que se obtuvo mediate el uso de la 

herramienta CRISPR-Cas. Para ello se diseñó una secuencia guía de ARN 

(sgARNs) que dirigieron la endonucleasa Cas9 al locus de SlCIPK23 para 

generar una rotura de la doble hélice (Figura 16, Materiales y Métodos). Tras 

ello, se seleccionó una línea que contenía mutaciones que alteraban la fase de 

lectura del gen SlCIPK23 (Tabla 17, Materiales y Métodos). La contribución de 

SlCIPK23 a la regulación de LKT1 ha sido estudiada en plantas que crecieron en 

condiciones de K+ suficiente (la cosecha de material vegetal para su análisis se 

realizó tras 14 días de crecimiento en medio hidropónico). Por su parte, la 
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contribución de SlCIPK23 a la regulación de SlHAK5 se estudió en plantas 

ayunadas de K+ mediante la medida del transporte de Rb+ a un concentración 

externa de 0,02 mM. De esta manera, las plantas de tomate se crecieron durante 

14 días a 1,4 mM de K+, y durante 14 días a 1,4 mM de K+ más 7 días de ayuno 

de K+ ([K+]ext = 0,003 mM). Tras la cosecha se analizó la concentración iónica de 

las plantas. Dicho estudio reveló que la concentración de K+ era similar en la 

parte aérea y en la raíz tanto en las plantas WT como en las plantas slcipk23 

cuando las plantas eran ayunadas una semana de K+ (Figura 30A y 30B). Sin 

embargo, el contenido de K+ era diferente en los diferentes órganos entre las 

plantas WT y slcipk23 cuando estas se cultivaban a 1,4mM de K+, siendo más 

bajo en la parte aérea y la raíz de plantas slcipk23 (Figura 30A y 30B).  

Tras analizar la concentración de K+, también se analizó el contenido de 

Mg2+. En este caso, el contenido en la parte aérea de plantas ayunadas fue 

menor en las plantas slcipk23 que en las WT. También en la parte aérea los 

valores fueron similares en los dos genotipos cuando las plantas se cultivaron a 

1,4 mM de K+ (Figura 30C). En la raíz no se observaron diferencias en la 

concentración de Mg2+ cuando las plantas se cultivaron en condiciones de ayuno 

de K+. Sin embargo, sí que se observaron diferencias en la concentración de 

Mg2+ en la raíz cuando las plantas se crecieron a 1,4 mM de K+. En este caso, la 

concentración de Mg2+ fue superior en las raíces de slcipk23, hasta un 60 %, que 

en las raíces de plantas WT (Figura 30D). Dado que el crecimiento a 1,4 mM de 

K+ dio lugar al mismo perfil en el contenido de K+ y Mg2+ en las raíces y partes 

aéreas de las plantas slcipk23 y lkt1 (Figuras 23 y 30), se ha podido deducir que 

SlCIPK23 es necesaria para la función de LKT1 en aquellas plantas que crecían 

a 1,4 mM de K+.. 
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Figura 30: Contribución de SlCIPK23 al transporte de K+ mediado por LKT1 y 
SlHAK5. Concentración de K+ y Mg2+ en parte aérea y raíz de plantas bajo condiciones 
de suficiencia o deficiencia de K+. Las plantas de tomate fueron cosechadas después 
de 14 días creciendo a 1,4 mM de K+ y 14 días a 1,4 mM de K+ + 7 días en ayuno de K+ 
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([K+]ext 0,003 mM). Concentración de K+ en la parte aérea (A) y en raíz (B) de plantas 
WT y slcipk23. Concentración de Mg2+ en la parte aérea (C) y en raíz (D) de plantas WT 
y slcipk23. Concentración de K+ en raíces pilosas obtenidas de cotiledones de plantas 
WT transformados con pBI321 (vector vacío) y de cotiledones de plantas slcipk23 
transformados con pBI321 (vector vacío) o 35S::SlCIPK23-pBI321 (construcción de 
complementación) y crecidas en medio 1/5 de Hoagland sólido (E). Tasa neta de 
absorción de Rb+ a 0,02 mM en plantas WT y slcipk23 ayunadas de K+. 

 

Para confirmar que el bajo contenido de K+ en las raíces de slcipk23 era 

debido a la mutación del gen SlCIPK23, se llevó a cabo un ensayo de 

complementación en la planta, haciendo uso de la generación de raíces pilosas 

de tomate mediada por Agrobacterium rhizogenes (Ron et al., 2014). En trabajos 

anteriores se ha descrito que algunas de las raíces obtenidas por este método 

podrían no ser transgénicas (Cheng et al., 2021; Irigoyen et al., 2020; Lin et al., 

2011). Con el objeto de calcular el porcentaje de raíces transgénicas obtenidas 

bajo nuestras condiciones experimentales, se llevó a cabo un test de 

transformación. Para ello, los cotiledones de plantas WT se infectaron con A. 

rhizogenes, que portaba la construcción 35S::GUS-Int-pBI321. Tras la infección 

y la generación de raíces, se contabilizó el número de raíces que mostraban 

expresión del gen GUS. Veintitrés raíces de un total de 28 (82%) mostraron 

expresión GUS (Figura 31). En el ensayo de complementación se han obtenido 

raíces a partir de cotiledones de plantas WT infectados con A. rhizogenes 

transformado con el vector vacío y de cotiledones de plantas slcipk23 

transformados con A. rhizogenes transformado con pBI321 o 35S::SlCIPK23-

pBI321 (construcción de complementación). Las raíces generadas se crecieron 

durante 14 días en medio sólido 1/5 de Hoagland con una concentración de 1,4 

mM de K+. Tras este tiempo, fueron cosechadas. Las raíces WT y slcipk23 

transformadas con pBI321 (vector vacío) mostraron un contenido de K+ similar a 

las raíces que crecieron en medio hidropónico (Figura 30B), siendo el contenido 

de K+ de las raíces de slcipk23 un 50% menor que el de las raíces WT (Figura 

30E). Las raíces transformadas con 35S::SlCIPK23-pBI321 mostraron un 

contenido de K+ en la raíz más alto que las raíces slcipk23 transformadas con el 

vector vacío (0.91 ± 0.09 mmol K+gDW
-1vs 0.63 ± 0.07 mmol K+gDW

-1, 

respectivamente) (Figura 30E). Sin embargo, la complementación observada fue 

parcial en las raíces 35S::SlCIPK23-pBI321 slcipk23, ya que no se recuperaban 

los niveles de K+ de las raíces WT (1,31± 0,13 mmol K+ gDW
-1). Dado que la 
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eficiencia de la transformación no es del 100%, es probable que las muestras 

35S::SlCIPK23-pBI321 slcipk23 contengan raíces no transgénicas, lo que podría 

explicar la complementación parcial observada.  

Como se ha mencionado anteriormente, la activación de SlHAK5 por parte 

de SlCIPK23 en planta ha sido estudiada mediante un experimento de transporte 

de Rb+. Para este experimento se ha administrado Rb+ a una concentración de 

0,02 mM a un contenedor de plantas WT y slcipk23 ayunadas de K+ (Figura 30F). 

Bajo estas condiciones experimentales, SlHAK5  media el 95% de transporte de 

Rb+ (M. Nieves-Cordones et al., 2020). Los resultados del experimento han 

revelado que las plantas slcipk23 presentan una reducción del 40% de la tasa de 

abosorción de Rb+ en comparación con las plantas WT (Figura 30F). Por tanto, 

se ha concluido que SlCIPK23 promueve la activación de SlHAK5 en las raíces 

de tomate, aunque SlHAK5 mantiene cierta actividad basal en ausencia de 

SlCIPK23.  

 

Figura 31: Tinción de GUS de raíces pilosas que expresan 35S::GUS-Int-pBI321 
(izquierda) y pBI321 vacío (control negativo) (derecha). Barra de escala = 75 µm. 
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DISCUSIÓN 
 

El trabajo realizado durante esta tesis doctoral y estudios previos 

realizados con SlHAK5 (M. Nieves-Cordones et al., 2020) han permitido 

desarrollar un modelo para el transporte de K+ en plantas de tomate que puede 

ser comparado con los modelos descritos para Arabidopsis y arroz (M. N. Nieves-

Cordones et al., 2016). Como en las especies mencionadas, el transporte de K+ 

en plantas de tomate está también dominado por un transportador tipo HAK5 y 

un canal de K+ tipo AKT1. SlHAK5 es el principal sistema de transporte de K+ 

operando en las células de la raíz a concentraciones externas de K+ inferiores a  

0,1 mM (M. Nieves-Cordones et al., 2020). A concentraciones superiores, LKT1 

que contribuye mayoritariamente al transporte de K+. La contribución de LKT1 se 

dedujo por el bajo contenido de K+, la baja tasa de absorción y la baja 

despolarización de la membrana inducida por K+ que tuvo lugar en las células de 

la raíz de plantas lkt1, en comparación con las plantas WT (Figuras 24-26). Los 

parámetros cinéticos de entrada de K+ en la raíz deducidos de las 

despolarizaciones inducidas por el K+ externo mostraron que la mutación KO de 

LKT1 afectó a la afinidad aparente por el K+ pero no a la velocidad máxima del 

transporte para captar este catión (Figura 25B). En comparación con Arabidopsis 

o arroz, las plantas lkt1 de tomate mostraron características distintivas. Por 

ejemplo, la concentración limite a la que el canal de K+ LKT1 es relevante para 

la nutrición de K+ en plantas de tomate (0,1 mM) es un orden de magnitud mayor 

que la de AKT1 en Arabidopsis (0,01 mM) (Pyo et al., 2010; Rubio et al., 2010). 

En arroz y Arabidopsis, el contenido de K+ en las raíces y en las partes aéreas 

de las plantas osakt1 y akt1 decreció de forma similar debido a la mutación (J. Li 

et al., 2014). En las plantas de tomate tanto el contenido de K+ de la raíz como 

de la parte aérea también se redujeron debido a la mutación lkt1 (Figuras 24A y 

24B). Sin embargo, una diferencia llamativa entre Arabidopsis y tomate es que 

el déficit de K+ no se compensa en plantas lkt1 de tomate cultivadas a 20 mM de 

K+ (Figura 25B), mientras que sí lo hace en plantas de akt1 cultivadas a 10 mM 

(M. Nieves-Cordones et al., 2010; Rubio et al., 2010). Estos resultados indican 

que hay sistemas de transporte de K+ en las plantas de Arabidopsis, todavía sin 

identificar, que pueden compensar completamente la ausencia de AKT1 a altas 
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concentraciones de K+, pero estos sistemas no serían suficientemente eficaces 

en las plantas de tomate.  

En sistemas de expresión heteróloga, los complejos CIPK23/CBL1-9 de 

Arabidopsis activaron los sistemas de transporte tipo HAK5 y AKT1 de diferentes 

especies (Boscari et al., 2009; Cuéllar et al., 2010; Geiger et al., 2009; Ragel et 

al., 2015; Scherzer et al., 2015; Xu et al., 2006), indicando que estos complejos 

constituyen un mecanismo de regulación bien conservado en plantas terrestres. 

Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral indican que el complejo 

SlCIPK23-SlCBL1/9 incrementa la actividad de LKT1 en ovocitos de Xenopus 

(Figura 27), lo que confirma la presencia de esta vía de regulación en plantas de 

tomate. En Arabidopsis, la subunidad reguladora AtKC1 forma canales 

heteroméricos con AKT1, produciendo canales con diferentes propiedades de 

transporte con respecto a los canales AKT1 homoméricos (Duby et al., 2008; 

Honsbein et al., 2009; Reintanz et al., 2002; Y. Wang et al., 2010) . En concreto, 

AtKC1 evita la salida de K+ a través de los canales AKT1 en condiciones de bajas 

concentraciones de K+ externo (Duby et al., 2008; Geiger et al., 2009). Un 

homólogo de AtKC1 existe en las plantas de tomate, SlKC1 (Y.-H. Wang et al., 

2002) y sería interesante estudiar en el futuro el papel de esta subunidad dentro 

del modelo de transporte de K+ en tomate. SlCIPK23-SlCBL1/9 produjeron 

valores más bajos de las constantes de activación y desactivación del canal 

LKT1 (aproximadamente un 66 y 40 % más rápido que con el canal solo, 

respectivamente) (Figura 27E, 27F). Además, se observó que el complejo 

SlCIPK23-SlCBL1/9 aumentaba la probabilidad de apertura del canal para un 

potencial de membrana determinado (Figura 27G). Por tanto, el complejo 

SlCIPK23-SlCBL1/9 tuvo un fuerte impacto positivo en la sensibilidad de LKT1 al 

voltaje de membrana. Estos efectos del complejo SlCIPK23-SlCBL1/9 sobre las 

constantes de activación y desactivación de LKT1 no habían sido descritos 

anteriormente para otros canales tipo AKT1. En la mayoría de los casos no hay 

información relativa a las constante de activación y desactivación debido a la 

ausencia de actividad del canal de K+ en ausencia de los complejos CIPK23-

CBL1/9 (Boscari et al., 2009; Cuéllar et al., 2010; Geiger et al., 2009; Xu et al., 

2006). Solo en el caso de OsAKT1, fue posible comparar la actividad de OsAKT1 

con OsAKT1 + OsCIPK23 + OsCBL1/9 (J. Li et al., 2014). Se observó un 
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incremento en las corrientes macroscópicas de OsAKT1 después de su 

coexpresión con OsCIPK23 + OsCBL1/9 , pero no hubo cambios aparentes en 

las características de apertura en función del voltaje (J. Li et al., 2014). Una 

cinética de activación y desactivación más rápida de LKT1 en presencia de 

SlCIPK23-SlCBL1/9, como se muestra en este trabajo (Figura 27), podría 

constituir un mecanismo de adaptación a las fluctuaciones en la solución externa, 

lo que permitiría un rápido ajuste del transporte de K+ en la raíz ante las nuevas 

condiciones ambientales. Por tanto, la cinética de los canales de K+ de la raíz 

podría ser un aspecto relevante de la nutrición de K+ de las plantas que requerirá 

más atención en el futuro.  

Los ensayos de BiFC mostraron que SlCIPK23 podía actuar como puente 

entre LKT1 y SlCBL9 sin aparente interacción directa entre SlCBL1/9 y LKT1 

(Figura 28). En Arabidopsis, se había observado la interacción directa entre 

CBL1/9 y AKT1 en ensayos de ubiquitina partida (Grefen & Blatt, 2012). En arroz, 

la interacción de OsAKT1 con OsCIPK23 se observó en ensayos de BiFC solo 

si se coexpresaban con OsCBL1 (J. Li et al., 2014). En vid, el canal de K+ 

activado por voltaje VvK3.1 también interaccionó con VvCBL4, pero no con 

VvCIPK3 en experimentos de doble híbrido (M. Nieves-Cordones et al., 2019). 

Por tanto, podrían existir diferentes tipos de asociaciones entre la proteína diana, 

CIPK y CBL. Sin embargo, los experimentos mostrados en esta Tesis Doctoral 

con ovocitos de Xenopus muestran que solo la coexpresión de SlCIPK23 con 

SlCBL9/1 incrementaba claramente la actividad del canal de K+ LKT1 (Figura 

27D), indicando la necesidad del complejo CIPK-CBL completo para la 

regulación de LKT1. El hecho de que las plantas slcipk23 resultaran una 

fenocopia de las plantas lkt1 crecidas a 1,4 mM de K+ (Figuras 24 y 26), sugirió 

que la actividad de LKT1 en la planta depende totalmente de SlCIPK23, sin que 

participe, aparentemente, otro mecanismo de compensación bajo condiciones 

de suficiente K+ cuando SlCIPK23 no está presente.  

Bajo condiciones de bajo K+, SlCIPK23 reguló a SlHAK5 para incrementar 

el transporte de alta afinidad de K+. Este transporte fue activado por el complejo 

SlCIPK23-SlCBL1/9 en levaduras (Figura 29), y esta vía de regulación también 

estaba operando en planta ya que la entrada de Rb+ desde una solución externa 

con una concentración de 0,02 mM de Rb+, se redujo un 40% en plantas slcipk23 
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ayunadas de K+ (Figura 26F). En este tipo de ensayo, el 95% de la tasa de 

absorción de Rb+ depende de SlHAK5 (M. Nieves-Cordones et al., 2020). Sin 

embargo, a pesar de una importante reducción de la actividad de SlHAK5 en las 

plantas slcipk23 (40%), todavía se puede observar una actividad significativa de 

SlHAK5 en ausencia de la quinasa. En Arabidopsis se han obtenido resultados 

similares (Ragel et al., 2015), y se han propuesto dos explicaciones. La primera 

explicación propone que la pérdida de AtCIPK23 puede ser compensada por 

otras quinasas. De hecho, se ha demostrado que AtHAK5 puede ser activado 

por AtCIPK1, AtCIPK9 y otras quinasas de la familia AtCIPK, además de por 

AtCIPK23 (Lara et al., 2020). Otra explicación a estos resultados es que AtHAK5 

tiene una actividad basal independiente de su activación por una quinasa CIPK 

(Ródenas et al., 2021). Estas explicaciones podrían aplicarse también a las 

plantas de tomate, un aspecto interesante que requiere de más investigaciones. 

Las bajas tasas de absorción de Rb+ de las plantas slcipk23 a 0,02 mM de Rb+ 

en comparación con las plantas WT (Figura 26F) contrastan con el contenido 

similar de K+ en plantas WT y slcipk23 tras el periodo de ayuno de K+ (Figura 

26A). Es posible que no haya fenotipo con respecto al contenido de K+ en plantas 

slcipk23 debido a que el impacto de la mutación slcipk23 sobre el transporte de 

K+ de alta afinidad es menor que el de la mutación slhak5. 

Resulta interesante destacar que los resultados de los experimentos 

realizados en levaduras con qSlHAK5 mostraron que el complejo SlCIPK23-

SlCBL9 tenía un mayor impacto positivo con respecto a la activación de SlHAK5 

que el complejo SlCIPK23-SlCBL1 (Figura 29). En contraste, los experimentos 

en ovocitos de Xenopus con LKT1 mostraron que el complejo SlCIPK23-SlCBL1 

fue más eficaz activando el canal que el complejo SlCIPK23-SlCBL9 (Figura 27). 

Por tanto, se podría especular que las actividades de transporte de LKT1 y 

SlHAK5 podrían estar moduladas diferencialmente mediante la inclusión de 

SlCBL1 o SlCBL9 en el complejo con SlCIPK23.  

Durante el trabajo desarrollado en esta Tesis Doctoral, se ha mostrado 

que en tomate y en Arabidopsis, la reducción del contenido de K+ en los tejidos 

es compensada mayoritariamente por Mg2+. El Mg2+ se almacena 

preferentemente en las vacuolas como una reserva metabólica, lo que permite 

que la concentración de Mg2+ en el citoplasma sea relativamente baja (<1 mM) y 
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esté bien controlada (Shaul, 2002). De hecho, el Mg2+ podría asumir 

parcialmente funciones desempeñadas por el K+ relacionadas con el equilibrio 

de cargas y el control del potencial osmótico en la vacuola y de la célula, 

minimizando así los efectos negativos de las condiciones de bajo K+ (Shaul, 

2002). Los experimentos realizados durante esta Tesis Doctoral aportan una 

evidencia de la sustitución química del K+ por Mg2+ en las raíces. Sin embargo, 

son necesarias más investigaciones para determinar qué funciones del K+ han 

sido asumidas por el Mg2+ en las células de las plantas con bajo contenido de 

K+. Se sabe que existe un antagonismo K+/ Mg2+ en plantas (Daliparthy et al., 

1994; Kabu & Toop, 1970; Koch et al., 2019; Newman et al., 1987; Pujos & 

Morard, 1997) e investigaciones recientes han empezado a desvelar los 

mecanismos moleculares implicados en este antagonismo. Un ejemplo de la 

relación molecular entre la homeostasis de estos dos cationes es el cuarteto de 

CIPKs de Arabidopsis CIPK3/9/23/26 que, junto con CBL2/3, regulan la 

acumulación de K+ (a través del canal vacuolar de K+ TPK1) (R J Tang et al., 

2020) y Mg2+ (a través de un sistema de transporte no identificado) (Mogami et 

al., 2015; Ren Jie Tang et al., 2015) en la vacuola. La señalización de lípidos 

parece estar implicada también en esta relación ya que la fosfolipasa Dα1 es 

necesaria en Arabidopsis para crecer a altas concentraciones de Mg2+ 

(Kocourková et al., 2020). Cabe destacar que esta adaptación ocurre a través de 

la regulación de la homeostasis de K+ (por ejemplo, a través de la inducción de 

genes como AtHAK5 o AtCIPK9). A nivel de la membrana plasmática, se ha 

sugerido que los canales regulados por nucleótidos cíclicos (CNGCs) podrían 

contribuir tanto al transporte de K+ como de Mg2+ en la raíz, siendo, por tanto, 

sistemas de transporte candidatos a estar implicados en el antagonismo K+ / 

Mg2+ (Kobayashi & Tanoi, 2015). Durante esta Tesis Doctoral se intentó 

profundizar en este tema mediante el estudio de las plantas lkt1, ya que éstas 

mostraron alterada la ratio K+/ Mg2+ en las raíces a altas concentraciones 

externas de K+. El crecimiento de las plantas a bajas concentraciones de Mg2+ 

(0,05 mM) permitió la acumulación de más K+ en las partes aéreas y raíces de 

plantas lkt1 que cuando las plantas se crecieron a la concentración estándar de 

Mg2+ (0,35 mM) (Figura 26A y 26B). Por tanto, en ausencia del canal selectivo 

de K+ LKT1, el K+ y el Mg2+ parecen competir para entrar en la raíz. Estas 

observaciones concuerdan con la existencia de un sistema no selectivo de 
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transporte que contribuye al transporte de K+ y Mg2+ en la raíz como se ha 

sugerido para Arabidopsis (Caballero et al., 2012; Coskun et al., 2013; Demidchik 

et al., 2002). Este sistema permitiría una rápida compensación de K+ con Mg2+ si 

hay un déficit de K+. Sin embargo, es necesario seguir investigando para 

comprender el transporte de Mg2+ y su relación con el transporte de K+ en las 

plantas.  

Además de lo anterior, se observó que LKT1 jugó un papel crítico en 

plantas de tomate bajo una suministro alto de Mg2+ (Figura 26). Las altas 

concentraciones de Mg2+ tienen claros efectos negativos sobre el crecimiento de 

las plantas de tomate y Arabidopsis (Figura 26) (Kocourková et al., 2020; Ren 

Jie Tang et al., 2015) y sobre el rendimiento de los cultivos (Qadir et al., 2018). 

Por tanto, los resultados obtenidos del estudio de LKT1 muestran que los 

sistemas selectivos de transporte de K+ son objetivos interesantes para 

desarrollar plantas tolerantes al exceso de Mg2+.  

 

 

4.2 CAPÍTULO 2: CARACTERIZACIÓN DE LA FUNCIÓN DE 
SlCIPK23 EN LA REGULACIÓN DE LOS MECANISMOS DE 
ENTRADA DE Na+ EN LA RAÍZ 

 

4.2.1 La entrada de Na+ en plantas ayunadas de K+ depende de la 

actividad de SlCIPK23 

Algunos resultados preliminares realizados durante esta Tesis Doctoral 

sugerían una mayor acumulación de Na+ en las plantas de tomate ayunadas de 

K+. Para estudiar si esta acumulación dependía de la quinasa SlCIPK23, se 

analizó el contenido de Na+ en plantas WT y slcipk23. Se utilizaron dos 

condiciones de cultivo para los experimentos. Por un lado, un grupo de plantas 

se cultivaron con suficiente K+ en el medio (1,4 mM K+ durante 21 días) mientras 

que otro grupo de plantas se cultivaron en condiciones de ayuno de K+ durante 

la última semana (1,4 mM K+ durante 14 días + 7 días a 0,003 mM de K+). Es 

importante mencionar que la concentración de Na+ en estas soluciones nutritivas 

era de 90 µM. Cuando las plantas se cultivaron en el medio con condiciones de 
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K+ suficiente, ambos genotipos mostraron concentraciones similares de Na+ 

tanto en la raíz como en la parte aérea (Figura 32A y 32B). Sin embargo, en 

condiciones de ayuno de K+, las plantas WT incrementaron el contenido de Na+ 

en la parte aérea y la raíz un 100 % y un 550 % respectivamente (Figura 32A y 

32B). Este comportamiento respecto a la concentración de Na+ observado en las 

plantas WT ayunadas de K+ fue diferente en las plantas slcipk23. La 

concentración de Na+ en la parte aérea en el mutante ayunado de K+ permaneció 

similar a la de las plantas mutantes 1.4 mM K+ y el incremento en la 

concentración de Na+ de la raíz debido al ayuno de K+ fue de sólo un 90 %. Estos 

resultados indicaron que SlCIPK23 era necesaria en las plantas de tomate para 

la entrada de Na+ bajo condiciones limitantes de K+. No obstante, las plantas 

slcipk23 mostraban una cierta acumulación de Na+ por lo que debería también 

existir un sistema de entrada de Na+ no regulado por SlCIPK23. Es preciso 

resaltar que, ni las plantas lkt1 ni las plantas slhak5 mostraron estas diferencias 

con respecto a las plantas WT en la concentración de Na+ interno bajo el ayuno 

de K+ (Figura 33). Por tanto, el fenotipo de la concentración reducida de Na+ bajo 

condiciones de bajo K+ fue especifico de las plantas slcipk23. Después del 

fenotipo observado en tomate, se comprobó si AtCIPK23 cumplía una función 

similar en Arabidopsis. Para ello se crecieron plantas WT y atcipk23 aplicando 

los mismos tratamientos descritos anteriormente para tomate. Se observó que 

las plantas WT y atcipk23 mostraron concentraciones similares de Na+ tanto en 

raíz como en parte aérea bajo los dos tratamientos (Figura 32C y 32D). Además, 

la concentración de Na+ en la parte aérea no aumentó por el tratamiento de 

ayuno de K+, mientras que sí lo hizo alrededor de un 80 % en las raíces de 

plantas de Arabidopsis ayunadas de K+. En resumen, en comparación con las 

plantas de tomate, Arabidopsis tenía una capacidad reducida para acumular Na+ 

bajo condiciones de ayuno de K+ y AtCIPK23 no participó en la entrada de Na+ 

en plantas de Arabidopsis.  
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Figura 32: Concentración de Na+ en plantas de Arabidopsis y tomate. 
Concentración de Na+ en la parte aérea (A) y raíz (B) de plantas WT y slcipk23 de tomate 
crecidas bajo condiciones de suficiente K+ o deficiencia de K+. Las plantas de tomate se 
cultivaron durante 21 días a 1,4 mM de K+ (suficiente K+) o durante 14 días + 7 días a 
0,003 mM K+ (deficiencia de K+). Concentración de Na+ en la parte aérea (C) y raíz (D) 
de plantas WT y atcipk23 de plantas de Arabidopsis crecidas en condiciones de 
suficiente K+ o deficiencia de K+. Las plantas de Arabidopsis se crecieron durante 30 
días a 1,4 mM de K+ y luego un grupo de plantas se ayunaron de K+ durante 7 días 
mientras que el resto continuaron creciendo a 1,4 mM de K+. Los datos se muestran en 
los gráficos de cajas (n = 4-6). Las letras indican grupos homogéneos de datos p < 0,05 
de acuerdo con el test post hoc LSD (llevado a cabo después de un ANOVA). En (C) 
ANOVA fue p > 0,05, por tanto, no había diferencias significativas en entre las medias 
de los grupos.  
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Figura 33: Concentración de Na+ en plantas de tomate WT, lkt1-1 y slhak5-1 
crecidas bajo condiciones de ayuno de K+. Las plantas de tomate se crecieron 
durante 14 días a 1,4 mM de K+ y luego se ayunaron de K+ durante 7 días ([K+]ext = 
0,003 mM). Concentración de Na+ en la parte aérea y raíz de las plantas WT y lkt1-1 de 
tomate (A). Concentración de Na+ en la parte aérea y raíz de las plantas WT y slhak5-1 
de tomate (B). Los datos se muestran en gráficos de cajas (n = 6-9). Las letras indican 
grupos homogéneos de datos p < 0,05 de acuerdo con el test post hoc LSD (llevado a 
cabo tras ANOVA). 

 

4.2.2 Regulación de la entrada de Na+ por SlCIPK23 en condiciones 

de ayuno de K+ 

 

La concentración de Na+ en la solución estándar (1/5 Hoagland) utilizada 

en el experimento anterior es muy baja (0,09 mM de Na+). Con el fin de 

comprobar si las diferencias en las concentraciones de Na+ entre las plantas WT 

y las slcipk23 desaparecían en presencia de altas concentraciones de Na+, en 

condiciones de ayuno de K+, se planteó el siguiente experimento: Primero, todas 

las plantas de los distintos genotipos (WT, slcipk23, slhak5 y lkt1) se cultivaron 

durante 7 días a 1,4 mM de K+. Transcurridos los 7 días, un grupo de plantas se 

transfirió a una solución de ayuno de K+ (0,003 mM) y con condiciones estándar 

de Na+ (0,09 mM, 0,09Na), mientras que otro grupo de plantas se cultivó también 

en condiciones de ayuno de K+ (0,003 mM K+) pero en este caso suplementada 

con 10 mM de Na+ (10Na). Las plantas estuvieron creciendo 12 días bajo estas 
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condiciones antes de ser cosechadas. Tras su cosecha, las plantas se secaron 

y se determinó la concentración de iones de la raíz y el peso seco.  

Bajo ambos tratamientos (0,09Na y 10 Na), las plantas slcipk23 mostraron 

una menor concentración de Na+ en la raíz que el resto de los genotipos (Figura 

34A). La concentración de K+ se mantuvo similar en todos los genotipos cuando 

las plantas crecieron en 0,09Na. Sin embargo, cuando las plantas crecieron en 

la solución 10Na, las plantas slhak5 mostraron una concentración de K+ 

significativamente menor que el resto de los genotipos (Figura 34B). 

Por tanto, de estos resultados, podemos confirmar que: primero, el 

sistema de entrada de Na+ regulado por SlCIPK23 puede mediar la entrada de 

Na+ tanto a bajas (0,09 mM) como a altas concentraciones de Na+ (10 mM), ya 

que las plantas slcipk23 siguen teniendo menos Na+ en la raíz que las plantas 

WT a 10 mM Na+. Segundo, a 10 mM Na+ existe una entrada de Na+ que sería 

independiente de SlCIPK23 ya que el Na+ aumenta en raíces slcipk23 cuando 

hay 10 mM Na+ en la solución de cultivo. 

En el grupo de plantas cultivadas en condiciones estándar de Na+ 

(0,09Na), las raíces de las plantas slcipk23 y slhak5 mostraron un menor peso 

seco con respecto al del resto de fenotipos (Figura 34C). El peso seco de las 

raíces de plantas slcipk23 y slhak5 se incrementó cuando las plantas crecieron 

en la solución 10Na. Bajo estas condiciones, las plantas WT y lkt1 presentaron 

un peso seco de la raíz similar a cuando crecieron en la solución 0,09Na (Figura 

34C). 
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Figura 34: Análisis del fenotipo de las plantas WT, slcipk23, lkt1 y slhak5 
cultivadas bajo condiciones de ayuno de K+ y a diferente concentración de Na+. 
(A) Concentración de Na+ de las plantas cultivadas bajo las dos condiciones 
experimentales descritas. (B) Concentración de K+ de las plantas cultivadas bajo las dos 
condiciones experimentales descritas. (C) Peso seco de las plantas cultivadas en ayuno 
de K+ y con concentraciones de 0,09 mM o 10 mM de Na+. Los datos se muestran en 
gráficos de cajas (n = 4-5). Las letras indican grupos homogéneos de datos p < 0,05 de 
acuerdo con el test post hoc LSD (llevado a cabo tras ANOVA). 

A continuación, haciendo uso de los datos de plantas cosechadas 

previamente, se calculó la tasa neta de absorción de Na+ de las plantas crecidas 

bajo ambos tratamientos. La tasa neta de absorción aumentó tanto en las plantas 

WT como en las plantas slcipk23 al aumentar la concentración externa de Na+. 

La tasa de absorción de Na+ fue menor en la línea slcipk23 que en la WT en los 

dos tratamientos de Na+, 0,09Na y 10Na (Figura 35). En el caso de las plantas 

slcipk23, el incremento en la tasa de absorción debido al aumento del Na+ 

externo de 0,09 a 10 mM, se debería principalmente a la entrada de Na+ mediada 
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por sistemas independientes de la regulación mediada por SlCIPK23, mientras 

que, en el incremento de la tasa de absorción observado para las plantas WT, 

estarían implicados tanto el sistema de entrada de Na+ regulado por SlCIPK23 

como otros sistemas que no estarían regulados por la quinasa. 

 

 

Figura 35: Tasa de absorción de Na+ de plantas WT y slcipk23 ayunadas de K+ y 
cultivadas a 0,09 o 10 mM de Na+. Los datos se muestran en gráficos de cajas (n=4-
5). Las letras indican grupos homogéneos de datos p < 0,05 de acuerdo con el test post 
hoc LSD (llevado a cabo tras ANOVA). 

 

4.2.2.1 Las plantas slcipk23 presentan una morfología de la raíz 

diferente a la de las plantas WT 

 

Además del fenotipo relacionado con el peso seco (Figura 34A), se evaluó 

la longitud de la raíz de las plantas WT, slcipk23, lkt1 y slhak5 (Figuras 36A y 

36B). Cuando las plantas crecieron en la solución 0,09Na, las raíces de las 

plantas slcipk23, lkt1 y slhak5 mostraron una mayor longitud con respecto a las 

plantas WT. Sin embargo, cuando las plantas crecieron en la solución 10Na, se 

observó como la diferencia en la longitud de la raíz entre plantas WT y slcipk23 

desaparecía (Figuras 36A y 36B). También disminuyó la longitud de las raíces 

de plantas lkt1 y slhak5 cuando crecieron en 10Na. Además, como se muestra 
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en el apartado anterior, el peso seco de las plantas slcipk23 se vio incrementado 

en 10Na respecto a las plantas que crecieron en 0,09Na (Figura 34A). Es preciso 

mencionar que el peso seco de las raíces de las plantas slhak5 también aumentó 

en el medio suplementado 10Na (Figura 34A). Por tanto, la morfología de la raíz 

cambió en estos dos genotipos al suplementarlas con 10 mM Na+: redujeron su 

longitud y aumentaron su peso seco. La mayor longitud de las raíces en 

condiciones de bajo Na+ externo, podría constituir un patrón de crecimiento 

característico de las plantas en su camino por explorar el medio en búsqueda de 

K+ o Na+ (Figura 34C). La concentración de K+ fue similar en todos los genotipos 

cuando las plantas crecieron en la solución 0,09Na. Cuando las planas crecieron 

en 10Na, todas las plantas, salvo slhak5, mostraron la misma concentración de 

K+. Por tanto, estos resultados sugieren que características como una mayor 

longitud de la raíz podrían relacionarse con el crecimiento de raíces que exploran 

el medio para encontrar K+ o Na+ ante una situación de escasez del primero. 

 

Figura 36: (A) Longitud de las raíces de plantas WT, slcipk23, lkt1 y slhak5 
cultivadas a 0,09 mM o 10 mM de Na+. (B) Representación gráfica de las plantas 
utilizadas en el experimento. Los datos se muestran en gráficos de cajas (n = 4-5). 
Las letras indican grupos homogéneos de datos p < 0,05 de acuerdo con el test post 
hoc LSD (llevado a cabo tras ANOVA). 
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4.2.3 Uso de inhibidores de sistemas de transporte conocidos para 

la identificación de candidatos 

 

Se utilizaron diferentes compuestos que habían sido descritos como 

inhibidores relativamente específicos de cada familia de sistemas de transporte 

de K+ o Na+ de las plantas, con el objetivo de identificar la familia a la que 

pertenecía la proteína que estaba implicada en la entrada de Na+ que se 

observaba en las plantas de tomate descrita anteriormente (Tabla 22). El uso de 

inhibidores específicos de cada familia de sistemas de transporte de iones en 

experimentos de entrada de éstos en la planta, es decir, la caracterización 

farmacológica del transporte puede dar información sobre qué tipo de 

transportador podría estar implicado en dicho proceso. 

 

Tabla 22: Especificidad de los inhibidores del transporte para cada una de 
las familias de transportadores.  

Inhibidor Familia inhibida Referencia 

NH4
+ HAK/KUP/KT 

 (Alemán et al., 2011; M. 

Nieves-Cordones et al., 

2007; Rubio et al., 2008)  

Ba2+ 
HKT, Canales activados por voltaje 

y Canales no selectivos (NSCCs) 

 (Garciadeblás et al., 

2003) 

Li+ NSCCs 
 (Rodríguez-Navarro & 

Benito, 2010)  

Ca2+ NSCCs  (Caballero et al., 2012)  

La3+ NSCCS  (Lewis & Spalding, 1997)  

 

 



IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN  Jesús Amo Pérez 

  114  
 

4.2.3.1 El NH4
+ inhibe la entrada de Na+ en plantas WT, pero no en 

plantas slcipk23. 

 

En general, se considera que el NH4
+ es un inhibidor del transporte de 

iones mediado por proteínas de la familia HAK/KUP/KT (Alemán et al., 2011; M. 

Nieves-Cordones et al., 2007; Rubio et al., 2008). Así, se plantearon 

experimentos usando NH4
+ en plantas WT y slcipk23 cultivadas durante 21 días 

(14 días a 1,4 mM de K+ y ayuno de K+ durante 7 días). A un grupo de plantas 

se le añadió NH4
+ en la solución nutritiva a una concentración de 4 mM durante 

el tiempo de ayuno, mientras que otro grupo de plantas permanecieron 

ayunadas, pero sin NH4
+ en el medio (tratamiento control). Después de los 7 días 

de ayuno se cosecharon las plantas y se determinó la concentración de Na+ en 

la raíz. En la raíz, el fenotipo observado bajo el tratamiento control mostraba, 

como ya se ha descrito anteriormente, una menor concentración de Na+ en las 

plantas slcipk23 que en las WT. Sin embargo, cuando las plantas ayunadas eran 

tratadas además con 4 mM NH4
+, la concentración de Na+ de las raíces de las 

plantas WT disminuía hasta no presentar diferencias significativas con respecto 

a las plantas slcipk23 (Figura 37A), cuya concentración permaneció similar a la 

del tratamiento control. La concentración relativa de Na+ (Figura 37B) en las 

raíces de plantas WT incubadas en presencia de 4 mM NH4
+ se vio reducida un 

50 % con respecto a las plantas control sin NH4
+. Por el contrario, la 

concentración relativa de Na+ de las plantas slcipk23 se incrementó 

aproximadamente un 40%. Por tanto, los resultados indicaban que el NH4
+ 

inhibía un sistema que estaba activo en las plantas WT, pero no en las slcipk23.  
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Figura 37: Concentración de Na+ en plantas WT y slcipk23 cultivadas en 
condiciones de ayuno de K+ en presencia (tratamiento) o no (tratamiento control) 
de 4 mM de NH4

+. Las plantas de tomate se crecieron durante 14 días a 1,4 mM de K+ 
y luego se ayunaron de K+ durante 7 días. Durante el ayuno a un grupo de plantas se 
les administró 4 mM de NH4

+ mientras que otro grupo de plantas permaneció únicamente 
en ayuno de K+. (A) Concentración de Na+ en la raíz de plantas de tomate tratadas con 
NH4

+ y sin tratar. (B) Concentración relativa de Na+ en la raíz de plantas bajo tratamiento 
control o tratamiento con NH4+. Los datos se muestran en gráficos de cajas (n = 3-4). 
Las letras indican grupos homogéneos de datos p < 0,05 de acuerdo con el test post 
hoc LSD (llevado a cabo tras ANOVA). 

 

4.2.3.2 El Ba2+ inhibe la entrada de Na+ en plantas WT y en plantas 

slcipk23 

 

En estudios previos realizados en arroz (Garciadeblás et al., 2003) se 

mostraba que el transporte de Na+ mediado tanto por sistemas de transporte no 

selectivos como transportadores de la familia HKT se inhibían con Ba2+.Para 

evaluar el efecto del Ba2+ sobre transporte de Na+, se cultivaron plantas WT y 

slcipk23 durante 21 días (14 días a 1,4 mM de K+ y se ayunaron de K+ durante 7 

días). A un grupo de plantas se le añadió Ba2+ en la solución nutritiva a una 

concentración de 4 mM durante el tiempo de ayuno. Al igual que en el caso 

anterior, otro grupo de plantas permanecieron ayunadas de K+ pero sin Ba2+ en 

el medio (tratamiento control). Se determinó la concentración de Na+ en las 

raíces. En la raíz, bajo el tratamiento control sin Ba2+, se observó el fenotipo de 

menor concentración de Na+ en las plantas slcipk23, descrito anteriormente. Sin 

embargo, a diferencia de lo que ocurría con el tratamiento de NH4
+, cuando se 
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aplicó el tratamiento con 4 mM Ba2+, se observó una disminución significativa en 

la concentración de Na+ tanto en las plantas WT como en slcipk23 (Figura 38A). 

El contenido relativo de Na+ en la raíz de plantas tratadas con Ba2+ (Figura 38B) 

disminuyó aproximadamente un 60 % en plantas WT y un 40 % en las plantas 

slcipk23. Por tanto, los resultados sugerían que el Ba2+ estaba inhibiendo un 

sistema que estaba funcionando en ambos genotipos y por lo tanto no se 

regulaba por SlCIPK23.  

 

Figura 38: Concentración de Na+ en plantas WT y slcipk23 cultivadas en 
condiciones de ayuno de K+ en presencia (tratamiento) o no (tratamiento control) 
de 4 mM de Ba2+. Las plantas de tomate se crecieron durante 14 días a 1,4 mM de K+ 
y luego se ayunaron de K+ durante 7 días. Durante el ayuno a un grupo de plantas se 
les administró 4 mM de Ba2+ mientras que otro grupo de plantas permaneció únicamente 
en ayuno de K+. (A) Concentración de Na+ en la raíz de plantas de tomate tratadas con 
Ba2+ y sin tratar. (B) Concentración relativa de Na+ en la raíz de plantas bajo tratamiento 
control o tratamiento con Ba2+. Los datos se muestran en gráficos de cajas (n = 3-4) Las 
letras indican grupos homogéneos de datos p < 0,05 de acuerdo con el test post hoc 
LSD (llevado a cabo tras ANOVA). 

 

 

4.2.3.3 El Li+ inhibe la entrada de Na+ en plantas WT y en plantas 

slcipk23.  

 

El Li+ compite con el Na+ en diferentes sistemas de transporte (Rodríguez-

Navarro & Benito, 2010) . La naturaleza similar de ambos iones hace que ciertos 

transportadores no discriminen entre ellos. Para saber si el sistema regulado por 

SlCIPK23 y encargado de la entrada de Na+ en tomate era capaz de transportar 
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Li+, se planteó un experimento en el que se evaluó tanto el efecto del Li+ sobre 

la entrada de Na+, como la acumulación del Li+ en las raíces de las plantas. Se 

cultivaron plantas WT y slcipk23 durante 21 días (14 días a 1,4 mM de K+ y se 

ayunaron de K+ durante 7 días). A un grupo de plantas se le añadió Li+ en la 

solución nutritiva a una concentración de 0,1 mM durante el tiempo de ayuno. 

Como se ha descrito en procedimientos anteriores, otro grupo de plantas 

permanecieron ayunadas, pero sin Li+ en el medio (tratamiento control). Se 

determinó la concentración de Na+ en la raíz. Las raíces de las plantas WT y 

slcipk23 presentaron menor concentración de Na+ cuando se cultivaron en 

presencia de Li+ que las plantas que permanecieron bajo el tratamiento control 

(Figura 39A). La disminución en el contenido relativo de Na+ de las plantas 

tratadas con respecto a las plantas control fue similar para ambos genotipos, 

aproximadamente del 20 % (Figura 39B). Se analizó también la acumulación de 

Li+ en raíces de plantas WT y slcipk23. Las raíces de plantas slcipk23 

acumularon menos Li+ que las raíces de WT (Figura 39C). Por tanto, los 

resultados mostraron que el Li+ estaba inhibiendo la entrada de Na+ en un 

sistema que estaba activo en ambos genotipos. La menor concentración de Li+ 

en las raíces de plantas slcipk23 podría deberse a que una parte del Li+ estaría 

entrando por el sistema de entrada de Na+ regulado por SlCIPK23.  
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Figura 39: Concentración de Na+ en plantas WT y slcipk23 cultivadas en 
condiciones de ayuno de K+ en presencia (tratamiento) o no (tratamiento control) 
de 0,1 mM de Li+.  Las plantas de tomate se crecieron durante 14 días a 1,4 mM de K+ 
y luego se ayunaron de K+ durante 7 días. Durante el ayuno a un grupo de plantas se 
les administró 0,1 mM de Li+ mientras que otro grupo de plantas permaneció creciendo 
en ayuno de K+. (A) Concentración de Na+ en la raíz de plantas de tomate bajo 
tratamiento control y tratadas con 0.1 mM de Li+. (B) Concentración relativa de Na+ en 
la raíz de plantas bajo tratamiento control o tratamiento con Li+. (C) Concentración de 
Li+ en la raíz de plantas de tomate bajo tratamiento control y crecidas con 0,1 mM de 
Li+. Los datos se muestran en gráficos de cajas (n = 3-4). Las letras indican grupos 
homogéneos de datos p < 0,05 de acuerdo con el test post hoc LSD (llevado a cabo tras 
ANOVA). 
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4.2.3.4 El Ca2+ y el La3+ inhiben la entrada de Na+ en plantas slcipk23. 

 

Los canales no selectivos de cationes (NSCCs) pueden ser inhibidos 

cuando se aplica Ca2+ en el rango milimolar (Caballero et al., 2012). También se 

ha descrito que en Arabidopsis, el La3+ inhibe canales de Ca2+ , además de 

canales iónicos no selectivos (Lewis & Spalding, 1997). Se realizó un 

experimento para comprobar si el Ca2+ o el La3+ inhibían la entrada de Na+. Para 

ello se planteó un experimento en el que las plantas WT y slcipk23 crecieron 

durante 21 días (14 días a 1,4 mM de K+ y 7 días en condiciones de ayuno de 

K+). A un grupo de plantas se les aplicó un tratamiento de 10 mM de Ca2+ o 10 

mM de La3+ durante el periodo de ayuno, mientras otro grupo de plantas 

permaneció en condiciones de ayuno de K+ pero sin la aplicación del tratamiento 

de Ca2+ o La3+ (tratamiento control). Tras la cosecha de las plantas, se determinó 

la concentración de Na+ en la raíz. No se observaron diferencias en la 

concentración de Na+ entre las raíces de las plantas WT crecidas con el 

tratamiento control y las raíces de plantas WT crecidas en la solución con 10 mM 

de Ca2+. Sin embargo, la concentración de Na+ de las raíces de plantas slcipk23 

crecidas a 10 mM de Ca2+ fue menor que la concentración observada en las 

plantas slcipk23 que crecieron con el tratamiento control (Figura 40A). La 

determinación de la concentración relativa mostró una disminución del 40 % en 

las plantas slcipk23 tratadas con respecto a las no tratadas. No se observaron 

diferencias en la concentración relativa de Na+ de las plantas WT por efecto del 

Ca2+. (Figura 40B) En el caso de las plantas tratadas con La3+, se observó una 

disminución de la concentración de Na+ en ambos genotipos, WT y slcipk23 

(Figura 40B). La concentración relativa de Na+ en las plantas tratadas con La3+ 

respecto a las plantas control fue un 20 % y un 50 % menor en las plantas WT y 

slcipk23 respectivamente (Figura 40B). 
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Figura 40: Concentración de Na+ en plantas WT y slcipk23 cultivadas en 
condiciones de ayuno de K+ en presencia (tratamiento) o no (tratamiento control) 
de 10 mM de Ca2+ o La3+. Las plantas de tomate se crecieron durante 14 días a 1,4 mM 
de K+ y luego se ayunaron de K+ durante 7 días. Durante el ayuno a un grupo de plantas 
se les administró 10 mM de Ca2+ o La3+ mientras que otro grupo de plantas permaneció 
creciendo en ayuno de K+. (A) Concentración de Na+ en la raíz de plantas de tomate 
bajo tratamiento control y tratadas con 10 mM de Ca2+ o La3+. (B) Concentración relativa 
de Na+ en la raíz de plantas bajo tratamiento control y tratamiento con Ca2+ o La3+. Los 
datos se muestran en gráficos de cajas (n = 3-4) Las letras indican grupos homogéneos 
de datos p < 0,05 de acuerdo con el test post hoc LSD (llevado a cabo tras ANOVA). 

 

 

4.2.4 SlCIPK23 no está implicado en la regulación de los 

transportadores de Na+ SlHKT1.1 y SlHKT1.2. 

 

En arroz, la entrada de Na+ en plantas ayunadas de K+ está mediada por 

un transportador de la familia HKT, en concreto por OsHKT2;1 (Horie et al., 

2007). En tomate, parece no existir un transportador ortólogo, sin embargo, los 

transportadores de tomate pertenecientes a la familia HKT, SlHKT1.1 y SlHKT1.2 

son los más cercanos filogenéticamente a OsHKT2.1. Se realizaron 

experimentos para determinar si alguna de las proteínas de tomate mencionadas 

estaba regulada por SlCIPK23 y podría mediar la entrada de Na+ observada en 

las plantas de tomate ayunadas de K+.  
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4.2.4.1 Experimentos de sensibilidad a Na+ en levaduras 

 

La capacidad de transportar Na+ por parte de los transportadores HKT de 

tomate se evaluó mediante su expresión en levadura (Figura 41). Si el 

transportador mediaba entrada de Na+, se esperaba una inhibición del 

crecimiento de la levadura debido a la toxicidad de este catión. Debido a que el 

transportador SlHKT1.2 no es funcional en levaduras (Asins et al., 2013), para 

los experimentos de sensibilidad a Na+ en levaduras se utilizó únicamente 

SlHKT1.1. Para ello, se utilizó la cepa 9.3 de levadura descrita en el apartado de 

materiales y métodos. Esta cepa carece de bombas de salida de Na+ ENA1 y 

ENA4 lo que la hace sensible frente a altas concentraciones de Na+. AtHKT1.1, 

que confiere sensibilidad a Na+ (Mäser et al., 2002), se usó como control positivo 

de la expresión de la proteína y de la sensibilidad frente a concentraciones 

crecientes de Na+. Todas las cepas de levadura proliferaron bien en los medios 

control (50 mM K+ y 0 mM Na+ o 5 mM K+ y 0 mM Na+). En el medio suplementado 

con 25 mM de Na+, tanto las levaduras que expresaban sólo el transportador de 

Arabidopsis AtHKT1.1 o de tomate SlHKT1.1 como las levaduras que 

coexpresaban el transportador de tomate SlHKT1.1 con el complejo SlCIPK23-

CBL1 o SlCIPK23-CBL9 presentaron mayor sensibilidad frente al Na+ que la 

cepa 9.3 con el vector vacío (empty vector, EV). Además, las levaduras que 

expresaban la proteína de tomate parecían ser más sensibles a 25 mM de Na+ 

que las que expresaban AtHKT1.1. Todas las levaduras fueron incapaces de 

crecer a 50 mM de Na+.  
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Figura 41: Crecimiento de levaduras que expresan el transportador de Na+ 
AtHKT1.1 y SlHKT1.1 de Arabidopsis y tomate, respectivamente. El transportador 
SlHKT1.1 se ha expresado en presencia o ausencia de los complejos SlCIPK23/SlCBL1 
o SlCIPK23/SlCBL9 en medio mínimo AP. La cepa de levadura 9.3 deficiente en bombas 
de salida de Na+ ENA1 y ENA4 se transformó con el vector vacío (EV) o con los vectores 
que contenían los cADNs de las proteínas indicadas en la columna de la izquierda. Diez 
microlitros de diluciones seriadas 1/5 (1, 1/5, 1/25 y 1/125) de las suspensiones de 
levadura fueron pipeteadas en medio mínimo AP suplementado con diferentes 
concentraciones de Na+ (Primera gota a la izquierda, OD600= 1). 

 

4.2.4.2 Experimentos de fijación de voltaje en ovocitos de Xenopus 

 

Se realizaron experimentos de fijación de voltaje en ovocitos de Xenopus 

para determinar si la presencia del complejo regulador SlCIPK-SlCBL tenía 

efecto sobre el transporte de Na+ a través de SlHKT1.2. Para ello, se inyectaron 

ovocitos de Xenopus con cARN que codificaba para SlHKT1.2, SlHKT1.2 + 

SlCIPK23 + SlCBL1 y SlHKT1.2 + SlCIPK23 + SlCBL9, respectivamente. 

Ovocitos inyectados con agua sirvieron como control negativo del experimento. 
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 Los resultados de estos experimentos (Figura 42) mostraron que la 

presencia de los complejos reguladores SlCIPK23/SlCBL1 o SlCIPK23/SlCBL9 

no tenía ningún efecto sobre la actividad de SlHKT1.2. Se observa cómo las 

curvas I/V tienen la misma pendiente, es decir, que no cambia la conductancia 

de Na+ del sistema de transporte. 

Figura 42: SlHKT1.2 media transporte de Na+ que no es regulado por el complejo 

CIPK23-CBL1/9. Los ovocitos se inyectaron con agua como control negativo o con 

cARNs de SlHKT1.2, SLCIPK23, SlCBL1 y SlCBL9 como se indica en la leyenda. Se 

muestran las curvas corriente-voltaje en estado estacionario. Pulsos de fijación de 

voltaje comprendidos entre -20 y -140 mV con incrementos de -20 mV. Medias ± SE 

(n=5) 

 

4.2.4.3 Experimentos de complementación bimolecular de 

fluorescencia 

 

Se ha utilizado la complementación bimolecular fluorescente en hojas de 

N. benthamiana como sistema de expresión heteróloga para caracterizar la 
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interacción entre proteínas. Estos experimentos permitieron comprobar, 

mediante la reconstitución o no de la proteína fluorescente (Waadt et al., 2008) , 

si existía interacción directa entre las proteínas utilizadas en los experimentos 

con levaduras (SlHKT1.1, SlCIPK23, SlCBL1 y SlCBL9) o con los ovocitos de 

Xenopus (SlHKT1.2, SlCIPK23, SlCBL1 y SlCBL9) (Figura 43).  

Como control positivo del experimento, se utilizó la interacción entre 

SlCIPK23-YFPN y SlCBL1-YFPC. En apartados anteriores, se ha demostrado que 

SlCIPK23 interacciona con SlCBL1 para formar el complejo SlCIPK23-SlCBL1. 

De esta manera, cuando SlCIPK23-YFPN y SlCBL1-YFPC interaccionan se 

observa la fluorescencia que emite YFP al ser excitada por el láser del 

microscopio. Los resultados mostraron que SlCIPK23 no interaccionaba con 

SlHKT1.2. La proteína SlCIPK23 tampoco interaccionó con el transportador 

SlHKT1.1. Por tanto, la proteína SlCIPK23 no estaría implicada en la regulación 

mediante interacción de los sistemas de transporte de Na+ SlHKT1.1 y SlHKT1.2.  

 

Figura 43: Visualización de la interacción entre proteínas en ensayo de BiFC. Cada 
proteína se fusionó o al extremo N-terminal (YFPN) o al extremo C-terminal (YFPC) de la 
proteína amarilla fluorescente (YFP), y las interacciones fueron ensayadas mediante la 
co-expresión de las proteínas de fusión YFPN e YFPC en las hojas de Nicotiana 
benthamiana tal y como se ha indicado en el apartado de Materiales y Métodos. 
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SlCIPK23-YFPN + SlCBL1-YFPC se usó como control positivo. Para cada construcción 
se muestra la señal YFP, la imagen de campo claro y una fusión de ambas. Barra de 
escala = 50 µm. 

 

DISCUSIÓN 
 

Al igual que con el Mg2+ (Capítulo I), el contenido de Na+ se ve 

incrementado notablemente en las plantas ayunadas de K+ (Figura 32A y Figura 

32B). La acumulación de Na+ en la planta puede ser beneficiosa si el K+ es 

limitante, y hay gran cantidad de evidencias en este sentido (F. J. M. Maathuis & 

Sanders, 1994; M. Nieves-Cordones et al., 2020; Subbarao et al., 2003; Wakeel 

et al., 2011). La concentración externa de Na+ en las soluciones nutritivas 

estándar sin Na+ añadido utilizadas para los experimentos de esta Tesis Doctoral 

fue de aproximadamente 90 µM, por lo que, probablemente, en estas 

condiciones, la entrada de Na+ podría tener lugar a través de un sistema de 

transporte que opere en el rango de la alta afinidad de Na+. Se ha demostrado 

que muchas especies de plantas terrestres muestran un transporte de alta 

afinidad de Na+ después de un tratamiento de ayuno de K+ (Garciadeblás et al., 

2003; Rodríguez-Navarro & Benito, 2010). Destaca el hecho de que la 

concentración de Na+ no aumentó de forma similar en plantas de Arabidopsis 

(Figura 32C y 32D) y en plantas de tomate (Figura 32A y Figura 32B) después 

del periodo de ayuno de K+, lo que sugirió que el transporte de Na+ activado por 

CIPK23 no está conservado en Arabidopsis. Además, en tomate, a diferencia de 

lo que ocurría en Arabidopsis, la acumulación de Na+ en la raíz fue altamente 

dependiente de la actividad de CIPK23. No obstante, el sistema de transporte 

que permite a las plantas de tomate acumular Na+ frente a condiciones de bajo 

K+ está pendiente de ser identificado en la actualidad. En trigo, se han descrito 

corrientes instantáneas de Na+ en las células de la raíz que se incrementan en 

respuesta a la retirada de K+, pero no se ha identificado el sistema de transporte 

implicado (Buschmann et al., 2000). En arroz, OsHKT2;1 media la entrada de 

Na+ ante condiciones de déficit de K+ (Horie et al., 2007). Sin embargo, la 

subfamilia II de los transportadores HKT no está conservada en dicotiledóneas 

como tomate (Platten et al., 2006). Resulta interesante destacar que la 

regulación de la salida de Na+ por CIPKs ha sido previamente descrita en las 
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plantas de tomate (Huertas et al., 2012). SlSOS2 (SlCIPK24) junto con SlSOS3 

(SlCBL4), activa SlSOS1 para mediar la salida de Na+ de la raíz de plantas de 

tomate bajo condiciones de estrés salino.  

De los estudios llevados a cabo en esta Tesis Doctoral se desprende la 

idea de que las redes CIPK-CBLs podrían haber evolucionado de forma diferente 

en las plantas terrestres y, debido a ello, podrían existir variantes interespecíficas 

en sus vías de regulación. El estudio aquí realizado evidencia roles distintos de 

una CIPK en dos especies de plantas. Por tanto, son necesarios más estudios 

acerca de las redes CIPK-CBLs para comprender y aprovechar la diversidad de 

roles de los sistemas CIPK-CBLs con el fin de obtener en el futuro cultivos más 

tolerantes a condiciones adversas y más eficientes en el uso de nutrientes.  

Los primeros experimentos donde se observó el fenotipo de las plantas 

slcipk23 relacionado con el transporte de Na+ en la raíz se realizaron con las 

plantas cultivadas en una solución que contenía alrededor de 90 µM de Na+. Por 

ello, al principio se pensó que el transporte de Na+ regulado por SlCIPK23 podría 

estar teniendo lugar a través de un sistema de transporte de alta afinidad. 

Basado en esta hipótesis, se planteó un experimento en el que las plantas fueron 

crecidas a 10 mM de Na+ para determinar si a esta concentración la entrada de 

Na+ también estaba regulada por SlCIPK23 (Figura 34). Los resultados (Figura 

34) mostraron que, aunque la concentración de Na+ en las plantas slcipk23 

cultivadas a 10 mM de Na+ aumentaba significativamente respecto a las plantas 

WT y slcipk23 cultivadas en el medio no suplementado con Na+, seguía 

existiendo una diferencia significativa en la concentración de Na+ entre ambos 

genotipos cuando estos crecían en el medio suplementado con 10 mM Na+. Por 

tanto, los datos obtenidos sugieren que la entrada de Na+ activada por SlCIPK23 

no solo tendría lugar en el rango micromolar, sino que también tenía lugar 

cuando el Na+ está presente en concentraciones milimolares. Los resultados 

también indican que existe una vía de entrada de Na+ independiente de 

SlCIPK23. En este sentido, el cálculo de la tasa neta de absorción (Figura 35), 

confirma que las diferencias entre fenotipos son significativas bajo ambas 

condiciones de cultivo. Además, conviene mencionar que las raíces de plantas 

slcipk23 mostraron una mayor longitud y un menor peso seco con respecto a las 

plantas WT cuando crecieron a 0,09 mM de Na+ y que estas diferencias se 
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redujeron cuando las plantas crecieron en el medio suplementado con 10 mM de 

Na+. Se observa por tanto un efecto beneficioso del Na+, independiente de la 

concentración interna de K+, sobre la biomasa de la raíz en condiciones de 

deficiencia de K+, que depende en gran medida de SlCIPK23.  

Para obtener más información acerca del sistema que podría estar 

mediando la entrada de Na+ regulada por SlCIPK23 se realizaron unos 

experimentos con inhibidores conocidos (Tabla 22) de las familias de sistemas 

de transporte candidatas para mediar la entrada de Na+. Dado que dentro de la 

familia HAK/KUP/KT encontramos transportadores como SlHAK20, ZmHAK4 o 

PpHAK13, implicados en los movimientos del Na+ (Benito et al., 2012; Z. Wang 

et al., 2020; Ming Zhang et al., 2019) se utilizó el NH4
+ , un inhibidor conocido de 

los transportadores de esta familia (Alemán et al., 2011; M. Nieves-Cordones et 

al., 2007; Rubio et al., 2008) para tratar de determinar si el transporte de Na+ 

estaba ocurriendo a través de un transportador de esta familia. Los resultados 

mostraron que el NH4
+ inhibía la entrada de Na+ en plantas WT 

(aproximadamente un 60 %) mientras que no inhibía en plantas slcipk23, donde 

además se observó un incremento de aproximadamente el 40 % en la 

concentración relativa de Na+ en la raíz (Figura 37). Por tanto, los resultados de 

estos experimentos sugieren que un miembro de la familia HAK/KUP/KT podría 

estar mediando el transporte de Na+ regulado por SlCIPK23. Tampoco se puede 

descartar que la inhibición por NH4
+ de la acumulación de Na+ en raíces WT se 

puede deber a efectos indirectos del NH4
+ sobre el potencial de membrana o el 

pH de las células de la raíz. Esto se estudiará próximamente. 

De manera diferente a lo que ocurría con el aporte de NH4
+, durante la 

aplicación de Ba2+, la entrada de Na+ se inhibió tanto en plantas WT 

(aproximadamente un 60 %), como en plantas slcipk23 (aproximadamente un 

40%) (Figura 38). Por tanto, el hecho de que la inhibición por Ba2+ se diera en 

las plantas slcipk23 estaba apuntando a la existencia de un sistema de entrada 

de Na+ sensible a Ba2+ independiente de la regulación por SlCIPK23. Este mismo 

comportamiento (inhibición en plantas slcipk23) se observó en los experimentos 

realizados con otros inhibidores como el Li+ (Figura 39), el Ca2+ y La3+ (Figura 

40). Estos experimentos permiten concluir que el sistema de transporte 

independiente de SlCIPK23 se inhibe por Ba2+, Li+, Ca2+ y La3+.Un patrón de 
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inhibición que es compatible con la de los canales no selectivos (NSCCs) 

(Demidchik & Maathuis, 2007) pero no con transportadores de la familia HKT.  

Los estudios realizados en arroz mostraron que OsHKT2.1 mediaba la 

entrada de Na+ ante condiciones de ayuno de K+(Horie et al., 2007). Como se ha 

mencionado anteriormente, la subfamilia II de los transportadores HKT no está 

conservada en dicotiledóneas como tomate. Sin embargo, sí que encontramos 

dos miembros de esta familia (SlHKT1.1 y SlHKT1.2) que son los más cercanos 

filogenéticamente a OsHKT2.1 y que podrían estar implicados en la entrada de 

Na+ en condiciones de ayuno de K+. Con el objetivo de confirmar o descartar la 

implicación de SlHKT1.1 o SlHKT1.2 en este transporte de Na+ y su regulación 

por SlCIPK23, se realizaron experimentos en levaduras y ovocitos que 

expresaban estos sistemas de transporte. Los experimentos con levaduras que 

expresaban SlHKT1.1 o SlHKT1.1 + SlCIPK23+SlCBL1, mostraron que eran 

capaces de transportar Na+, sin embargo, no mostraron una mayor sensibilidad 

a Na+ para aquellas levaduras que coexpresaban SlHKT1 con el complejo 

regulador SlCIPK23/SlCBL1 (Figura 41). Por otra parte, los experimentos 

realizados con ovocitos que expresaban SlHKT1.2, SlHKT1.2 + SlCIPK23 + 

SlCBL1 o SlHKT1.2 + SlCIPK23 + SlCBL9 mostraron que el sistema de 

transporte SlHKT1.2 era capaz de transportar Na+, sin embargo, su actividad no 

se vio modificada por la presencia de los complejos reguladores 

SlCIPK23/SlCBL1 o SlCIPK23/SlCBL9 (Figura 42). 

Los ensayos BiFC confirmaron que no hay interacción de la proteína 

SlCIPK23 con ninguno de los dos transportadores de tomate de la familia HKT, 

ya que cuando se coexpresaron en hojas de N. benthaniana las construcciones 

SlCIPK23-YFPN y SlHKT1.1-YFPC o SlCIPK23-YFPN Y SlHKT1.2-YFPC, no se 

produjo la reconstitución de la proteína fluorescente (Figura 43). De esta manera 

podemos descartar que la entrada de Na+ regulada por SlCIPK23 en tomate en 

condiciones de ayuno de K+ se produzca a través de estos transportadores de la 

familia HKT.  

Por tanto, de la información discutida en los párrafos anteriores podemos 

deducir que deben de realizarse más investigaciones para identificar el sistema 

implicado en la entrada de Na+ regulado por SlCIPK23. Los experimentos 

realizados con los inhibidores, junto con los experimentos en levaduras y de 
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interacción proteína-proteína en N. benthamiana ayudan a delimitar el número 

de candidatos implicados en la entrada de Na+.  Los datos obtenidos nos llevan 

a pensar ahora que el sistema bajo estudio podría ser un miembro de la familia 

HAK/KUP/KT.  

 

4.3 CAPITULO 3: ESTUDIO DE LA REGULACIÓN DE 
SlSKOR POR SlCIPK23 
 

4.3.1 SlSKOR se expresa mayoritariamente en la estela de la raíz 

 

Con el objetivo de identificar en plantas de tomate el ortólogo del canal 

SKOR de Arabidopsis (Frédéric Gaymard et al., 1998), se realizó un análisis 

filogenético (Figura 44). El genoma de tomate contiene 11 genes que podrían 

codificar canales de K+ regulados por voltaje, tres de éstos serían canales de 

salida como SKOR. Sin embargo, ninguno de estos tres se localizó cerca de 

AtSKOR en el árbol filogenético (Figura 44).  
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Figura 44: Árbol filogenético de las secuencias de canales de K+ activados por 
voltaje de tomate y Arabidopsis. Se incluyeron también MtGORK, VvK5.1, LsK5.1, 
EsK5.1 y HvK5.2 como homólogos de SlSKOR. La distancia evolutiva entre las 
secuencias de proteínas es proporcional a la longitud de la rama. Los números romanos 
indican los grupos filogenéticos dentro de la familia de canales de K+ de plantas 
dependientes de voltaje (Pilot, Pratelli, et al., 2003). El árbol filogenético se construyó 
con el programa Seaview usando el método Maximum-likehood como se había descrito 
previamente (Véry et al 2014). Se usaron las siguientes secuencias: LKT1 
(A0A3Q7J386), SlK1.1 (A0A3Q7IKC0), SlK2.1 (A0A3Q7FNG8), SlK2.2 (A0A3Q7HJI3), 
SlK3.1 (A0A3Q7EQE3), SlK3.2 (A0A3Q7IDF8), SlK4.1 (A0A3Q7ET97), SlK4.2 
(A0A3Q7IKY1), SlK5.1 (A0A3Q7FQ84), SlK5.2 (A0A3Q7GNC6), SlSKOR 
(A0A3Q7IRB9), VvK5.1 (F6HSG2), MtGORK (G7KG18), HvK5.2 (BAK07979.1), LsK5.1 
(XP_023769988.1) y EsK5.1 (XP_006408375.1).   

 

Se realizó un estudio de expresión génica mediante qPCR para identificar 

cuál era el canal de salida de K+ que más se expresaba en la estela de la raíz de 

tomate. Para ello, las plantas de tomate se crecieron en cultivo hidropónico con 

solución 1/5 de Hoagland durante 21 días. Tras este tiempo, se separó el córtex 

y la estela de las muestras de la raíz (Figura 46). Se cuantificó la expresión 

génica de los genes de los tres canales de salida en los tejidos obtenidos de la 

raíz. Se observó que uno de los genes mostraba mayor expresión que los demás 

tanto en el córtex como en la estela (Figura 45A y 45B).   

Figura 45: Expresión de SlSKOR, SlK5.1 y SlK5.2 en el córtex (A) y la estela (B) de 
las raíces de tomate. El nivel de expresión se expresa en 40 – ΔCt (n=3 grupos de 
raíces de 3 plantas diferentes). Las letras indican grupos homogéneos de datos a p < 
0,05 según el test post hoc de Tukey (realizado después de ANOVA).  
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El gen que más se expresaba fue nombrado como SlSKOR y los otros dos 

se denominaron SlK5.1 y SlK5.2, de acuerdo con la nomenclatura previamente 

establecida (Pilot, Pratelli, et al., 2003). Cabe destacar que la expresión de 

SlSKOR fue mayor en la estela que en el córtex (Figura 46). Se comprobaron los 

niveles de expresión de SlSKOR en otros tejidos de la planta de tomate y se 

concluyó que éste se expresaba principalmente en la raíz de la planta (Figura 

46C). Además, la expresión de SlSKOR se vio disminuida debido al ayuno de K+ 

(7 días) y por la aplicación de ABA (10 µM 3h) (Figura 46D y 46E), como ocurre 

en el caso de AtSKOR (Frédéric Gaymard et al., 1998; Pilot, Gaymard, et al., 

2003).   
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Figura 46 SlSKOR se expresa en la estela de la raíz de las raíces de tomate. (A) 

Fotografía de una raíz de tomate donde se puede ver la estela separada del córtex. 
Barra de escala = 1 mm. (B) Expresión relativa de SlSKOR medida mediante qRT-PCR 
en muestras aisladas de la estela y el córtex. El nivel de expresión se expresa como 40- 
ΔCt (n= 3 grupos de raíces de 3 plantas diferentes). (C) Expresión relativa de SlSKOR 
en los diferentes tejidos de la planta. El nivel de expresión se expresa como 40- ΔCt (n= 
3 grupos de raíces de 3 plantas diferentes). (D) Expresión relativa de SlSKOR en raíces 
en respuesta al ayuno de K+ (7 d). (E) Expresión relativa de SlSKOR en raíces en 
respuesta al tratamiento con 10 µM de ácido abscísico (ABA) (3h). De (F) a (H) 
Expresión relativa en las raíces de SlCIPK23 (F), SlCBL1 (G) y SlCBL9 (H) en respuesta 
al ayuno de K+ (7d). Las letras indican grupos homogéneos de datos a p < 0.05 de 
acuerdo con el test post hoc de Tukey (llevado a cabo tras ANOVA).  

 

 

Figura 47 :Expresión de SlK5.1 en respuesta al ayuno de K+ (7d) (A) y la aplicación 
de 10 µM de ABA durante 3 h (B). Expresión de SlK5.2 en respuesta al ayuno de 
K+ (7d) (C) y la aplicación de 10 µM de ABA durante 3 h (D). El nivel de expresión se 
expresa como 40- ΔCt (n= 3 grupos de raíces de 3 plantas diferentes). Las letras indican 
grupos homogéneos de datos a p < 0,05 según el test post hoc de Tukey (realizado tras 
ANOVA). 

 

Por tanto, el patrón de expresión y regulación de SlSKOR sugiere que es 

el ortólogo de AtSKOR (Frédéric Gaymard et al., 1998). También se analizó la 

expresión en las raíces de los reguladores de la nutrición de K+ en tomate como 

SlCIPK23, SlCBL1 y SlCBL9 en respuesta al ayuno de K+ (7 días). SlCIPK23 y 

SlCBL1 se expresaron más fuertemente en la raíz que SlCBL9 (Figura 46F-46H). 

Con respecto al tratamiento de ayuno de K+, solo SlCIPK23 vio incrementada su 
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expresión mientras que la expresión de SlCBL1 y SlCBL9 fue similar tanto a 1,4 

mM de K+ como a 0 mM de K+ (7 días). Por su parte SlK5.1 y SlK5.2 no mostraron 

los mismos cambios que SlSKOR frente a ABA o condiciones de ayuno de K+ 

(Figuras 47A-D). 

 

4.3.2 SlSKOR constituye canales selectivos de K+ en ovocitos de 

Xenopus 

 

La expresión de SlSKOR en ovocitos de Xenopus ha permitido establecer 

sus propiedades funcionales. La expresión de SlSKOR dio lugar a una corriente 

de salida activada por la despolarización de la membrana que no se observó en 

ovocitos inyectados con agua (Figura 48A). Las corrientes mediadas por 

SlSKOR mostraron un fuerte componente dependiente del tiempo con una 

cinética de activación sigmoidal. El efecto de la concentración externa de K+ en 

las corrientes mediadas por SlSKOR se estudió comparando las corrientes en 

estado estacionario con pulsos de fijación de voltaje (desde -80 hasta +60 mV) 

en gráficas I/V. Se observó que la disminución de la concentración externa de K+ 

(de 100 a 30 y 10 mM de K+) daba lugar a corrientes mayores que se activaban 

a valores más bajos del potencial de membrana (Figura 48B). Sin embargo, las 

corrientes a 3 mM de K+ externo fueron ligeramente menores que a 10 mM de 

K+ (Figura 48B). Se calculó la probabilidad relativa de apertura (Po/Pomax) de 

SlSKOR a diferentes concentraciones externas de K+ (Figura 48C). Potenciales 

de membrana menos negativos y bajas concentraciones externas de K+ dieron 

lugar a una mayor población de canales abiertos (mayores valores Po/Pomax) 

(Figura 48C). La concentración externa de K+ también influía notablemente en la 

Ea50 (potencial de semiactivación). El Ea50 pasó de +61 mV a 100 mM de K+ a 

+38 mV a 30 mM de K+ y a -1 mV a 3 mM de K+. La actividad de SlSKOR también 

se vio afectada por el pH externo. Las corrientes a +40 mV fueron dos veces más 

grandes a pH 7,5 que a pH 5,5 (Figura 48D). La selectividad por K+ de las 

corrientes mediadas por SlSKOR fue estudiada midiendo los potenciales de 

reversión (Erev) de las corrientes de cola. La representación de Erev frente a la 

concentración externa de K+ reveló que las corrientes mediadas por SlSKOR se 

aproximaron a los potenciales de reversión teóricos para K+ (EK) de acuerdo a la 
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ecuación de Nernst (Figura 48E). Por tanto, las corrientes mediadas por SlSKOR 

fueron principalmente de K+. Los cambios en Erev debidos a la sustitución del K+ 

por otros cationes (Rb+, Cs+ y Na+) permitieron determinar la permeabilidad 

relativa respecto al K+ (Figura 48F y 48G). Se observó que la permeabilidad 

relativa por el Rb+, Cs+ y Na+ fue aproximadamente 0,86, 0,48 y 0,28, 

respectivamente.  

 

Figura 48: SlSKOR forma canales de salida de K+ en ovocitos de Xenopus que son 
activados por bajas concentraciones externas de K+ y pH alcalino. (A) Registros 
representativos de ovocitos de Xenopus inyectados con agua (izquierda) y con SlSKOR 
(derecha) en experimentos de fijación de voltaje (TEVC). Pulsos de fijación de voltaje 
comprendidos entre -80 mV y +60 mV (incrementos de 20 mV; potencial de reposo, -60 
mV; potencial de desactivación, -60 mV). (B) Curvas corriente-voltaje en estado 
estacionario. (C) Probabilidades relativas de apertura (Po/Pomax) a diferentes 
concentraciones externas de K+ y (D) efecto de la alcalinización del medio externo sobre 
las corrientes en ovocitos que expresan SlSKOR. Medias ± SE (n = 6-8, 6-8, y 4 en (B), 
(C) y (D), respectivamente). Las curvas corriente-voltaje en estado estacionario de (B) 
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y (D) se obtuvieron a partir de corrientes en estado estacionario en pulsos de fijación de 
voltaje (-80 a +60 mV). Los valores Po/Pomax de (C) se obtuvieron a partir de corrientes 
de cola registradas a potenciales de desactivación (-60 mV). (E) Potenciales de 
reversión de ovocitos inyectados con SlSKOR (Erev SlSKOR) a diferentes 
concentraciones externas de K+. La línea continua representa el potencial de equilibrio 
para el K+ (EK). Medias ± SE (n=4-5). Los potenciales de reversión se calcularon a partir 
de las corrientes de desactivación con un protocolo a partir de las corrientes de cola 
(potencial de activación +60 mV, potenciales de desactivación flanqueados Erev en cada 
concentración de K+). (F) Corrientes de desactivación de las corrientes en ovocitos que 
expresan SlSKOR en presencia de diferentes cationes monovalentes. Los ovocitos se 
perfundieron con soluciones que contenían 100 mM de K+, Rb+, Cs+ o Na+ y se 
sometieron a un protocolo de corrientes de cola como se describe en (E). Medias ± SE 
(n=4). (G) Índices de permeabilidad relativa de ovocitos inyectados con SlSKOR a K+, 
Rb+, Cs+ y Na+. La variación de Erev en las corrientes de desactivación mostradas en (F) 
se utilizó para calcular los coeficientes de permeabilidad relativa mediante la ecuación 
de Goldman-Hodgkin-Katz. Medias ± SE (n=4).  

 

4.3.3 SlSKOR se inhibe por SlCIPK23-SlCBL1/9 

 

Estudios previos mostraron que la entrada de K+ en la raíz de la planta y 

su translocación a la parte aérea están estrechamente coordinadas (Kochian et 

al., 1989; M. Nieves-Cordones et al., 2019). Surgía la pregunta de si los 

reguladores como SlCIPK23-SlCBL1, implicados en la entrada de K+ (Capítulo 

I), podrían también estar implicados en la regulación del proceso de 

translocación de K+ a través de SlSKOR en las plantas de tomate. Para 

comprobar esta hipótesis, se expresó SlSKOR en presencia o ausencia de los 

componentes del complejo SlCIPK23-SlCBL1/9 en ovocitos de Xenopus. La 

coexpresión de SlCIPK23 + SlCBL1 o SlCIPK23 + SlCBL9 llevó a una fuerte 

reducción de las corrientes en estado estacionario mediadas por SlSKOR a 30 

mM de K+ (83 % y 87 %, respectivamente) (Figura 49A y 49B). La expresión de 

solo uno de los componentes del complejo regulador (SlCIPK23 o SlCBL1) con 

SlSKOR no afectó a la magnitud de la corriente en comparación con la expresión 

de SlSKOR solo (Figura 49A y 49B). Por tanto, la formación del complejo CIPK-

CBL fue necesaria para la inhibición de SlSKOR. Posteriormente, se comprobó 

si la concentración externa de K+ era importante para la regulación de SlSKOR 

mediada por SlCIPK23-SlCBL1. Las corrientes en estado estacionario mediadas 

por SlSKOR se registraron a 3 mM y 30 mM de K+ en presencia o ausencia de 

SlCIPK23-SlCBL1. Se observó que las corrientes macroscópicas eran de menor 

magnitud cuando SlSKOR se coexpresaba con el complejo SlCIPK23-SlCBL1, 
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tanto a 3 como a 30 mM de K+ (Figura 49C). El análisis de las probabilidades 

relativas de apertura (Po/Pomax) reveló que SlCIPK23-SlCBL1 convertía a los 

canales SlSKOR en menos sensibles al voltaje de membrana y a la 

concentración de K+ externo (Figura 49D). El primer efecto se observó por el 

desplazamiento de Ea50 hacia valores más altos del potencial de membrana (un 

cambio de +63 mV y +34 mV a 3 mM de K+ y 30 mM de K+, respectivamente) y 

la reducción de la “gating charge” (descenso del 52% y 28% a 3 mM de K+ y 30 

mM de K+, respectivamente) debido al SlCIPK23-SlCBL1 (Tabla 23, Figura 49D).  

 

Tabla 23: Potencial de semiactivación (Ea50) y ‘’gating charge’’ (Zg) para 
corrientes de ovocitos que expresan SlSKOR y SlSKOR-SlCIPK23-SlCBL1 a 3 y 30 
mM de K+. Ea50 y Zg se calcularon ajustando los valores Po/Pomax a la ecuación de 
Boltzmann. Los valores Po/Pomax se obtuvieron a partir de corrientes de cola registradas 
a potenciales de desactivación (-60 mV). 

 Ea50 (mV) zg 

3 mM K+ 30 mM K+ 3 mM K+ 30 mM K+ 

SlSKOR -3 ± 1 40 ± 5 -1.97 ± 0.14 -1.36 ± 0.17 

SlSKOR + SlCIPK23 + 
SlCBL1 

60 ± 7 74 ± 14 -1.02 ± 0.14 -0.98 ± 0.18 

 

La menor sensibilidad a K+ de SlSKOR debida a SlCIPK23-SlCBL1 se 

dedujo de los desplazamientos de Ea50 causados por un cambio en la 

concentración externa de K+. Cuando la concentración externa de K+ se 

incrementó de 3 mM hasta 30 mM de K+, Ea50 aumentó +43 mV en los ovocitos 

que expresaban SlSKOR y +14 mV en los ovocitos que expresaban SlSKOR-

SlCIPK23-SlCBL1 (Tabla 23). Por tanto, la actividad de transporte a través de 

SlSKOR fue muy baja en presencia del complejo SlCIPK23-SlCBL1, incluso 

cuando la concentración externa de K+ disminuía.  
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Figura 49: SlSKOR es inhibido por los complejos SlCIPK23-SlCBL1/9. (A) Curvas 
representativas de las corrientes registradas en ovocitos de Xenopus inyectados con 
SlSKOR, SlSKOR + SlCIPK23 + SlCBL1, SlSKOR+SlCIPK23+SlCBL9, SlSKOR + 
SlCIPK23 y SlSKOR + SlCBL1 en experimentos de TEVC realizados con una solución 
con una concentración de 30 mM de K+. (B) Diagramas de corriente- voltaje en estado 
estacionario de ovocitos inyectados con las construcciones mostradas en (A). Medias ± 
SE (n=4-8). Diagramas corriente- voltaje en estado estacionario (C) y probabilidades 
relativas de apertura (D) de ovocitos inyectados con SlSKOR y SlSKOR + SlCIPK23 + 
SlCBL1 a dos concentraciones externas de K+ (3 mM y 30 mM de K+). Medias ± SE 
(n=5-6). Las curvas corriente-voltaje en estado estacionario de (B) y (C) se obtuvieron 
de las corrientes en estado estacionario de los diferentes pulsos de fijación de voltaje (-
80 a +60 mV). Los pulsos de fijación de voltaje fueron desde -80 hasta + 60 mV 
(Incrementos de 20 mV); potencial de reposo, -60 mV; potencial de desactivación, -60 
mV).  
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4.3.4 La inhibición de canales tipo SKOR por parte de CIPK23-CBL1 

está conservada en tomate, vid, Medicago y lechuga, pero no en 

Arabidopsis y Eutrema salsugineum. 

 

Se evaluó si el complejo CIPK23-CBL1 regulaba a los canales homólogos 

a SlSKOR en otras especies de plantas. Primero se expresó el canal de K+ SKOR 

de Arabidopsis (AtSKOR), junto con AtCIPK23-AtCBL1 en ovocitos de Xenopus. 

Inesperadamente, AtCIPK23-AtCBL1 no afectó a las corrientes mediadas por 

AtSKOR (Figura 50). También se probó el otro canal de salida de K+ que está 

presente en el genoma de Arabidopsis, AtGORK. Al igual que ocurría en el caso 

de AtSKOR, las corrientes mediadas por AtGORK no fueron moduladas por el 

complejo AtCIPK23-AtCBL1 en los ovocitos de Xenopus (Figura 50). Por tanto, 

la regulación de los canales de salida de K+ mediada por CIPK23-CBL1 no 

estaba conservada en Arabidopsis. Estos resultados fueron inesperados ya que 

la regulación de los sistemas de transporte de K+ como HAK5 o AKT1 por parte 

de los complejos CIPK23-CBL1 sí que está conservada en diferentes especies 

de plantas (Boscari et al., 2009; Cuéllar et al., 2010; Geiger et al., 2009; Ragel et 

al., 2015; Xu et al., 2006) (Capítulo I de esta tesis). El modelo actual sobre este 

tema establece que el éxito de la regulación de un sistema de transporte por 

parte de un complejo CIPK-CBL depende de la presencia de determinados 

dominios proteicos (José Sánchez-Barrena et al., 2020) que se han conservado 

en numerosos ortólogos. Por tanto, la pérdida de la regulación de AtSKOR por 

parte de AtCIPK23-AtCBL1 podría haberse originado por la pérdida de estos 

dominios conservados en AtSKOR, en AtCIPK23-CBL1 o en ambos. Se realizó 

un experimento para determinar si el complejo de Arabidopsis AtCIPK23-CBL1 

era capaz de regular el canal de K+ SlSKOR de tomate. Para ello se expresó 

SlSKOR, SlSKOR con AtCIPK23-AtCBL1 y SlSKOR con SlCIPK23-SlCBL1 en 

ovocitos de Xenopus y se llevó a cabo un análisis de las corrientes 

macroscópicas obtenidas. Las corrientes relativas en estado estacionario a +60 

mV evidenciaron que AtCIPK23-AtCBL1 inhibía SlSKOR en una medida similar 

a SlCIPK23-SlCBL1 (Figura 50). Por tanto, se pudo deducir que la pérdida de 

regulación de AtSKOR mediada por AtCIPK23-AtCBL1 estaba originada por 

cambios en el canal AtSKOR, ya que el complejo regulatorio de Arabidopsis era 
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efectivo inhibiendo SlSKOR. A partir de aquí, se probaron más homólogos del 

canal SKOR presentes en tomate, pero también en otras especies para ver si 

eran regulados o no por el complejo CIPK23-CBL1. Para ello, se expresaron 

SlK5.1 y SlK5.2 de tomate, VvK5.1 de vid (Villette et al., 2019), MtGORK de 

Medicago truncatula (Drain et al., 2020) , LsK5.1 de lechuga (Lactuca sativa), 

EsK5.1 de Eutrema salsugineum y HvK5.2 de cebada (Véry et al., 2014) en 

ovocitos de Xenopus de forma similar a los experimentos descritos 

anteriormente. Desafortunadamente, no se observó actividad de los canales de 

K+ en los ovocitos que expresaban SlK5.1 y Hv5.2. Sin embargo, se obtuvieron 

resultados con el resto de los canales de K+. Se observó que las corrientes de 

K+ mediadas por SlK5.2, VvK5.1, MtGORK y LsK5.1 se redujeron alrededor de 

60-70% debido a la expresión de AtCIPK23-AtCBL1 o SlCIPK23-SlCBL1 (Figura 

50). De forma similar a lo ocurrido con AtSKOR y AtGORK, las corrientes de K+ 

mediadas por EsK5.1 no se inhibieron por AtCIPK23-AtCBL1 o por SlCIPK23-

SlCBL1 (Figura 50). Por tanto, la regulación de los canales tipo SKOR por los 

complejos CIPK23-CBL1 está presente en tomate, vid, Medicago y lechuga, pero 

no en Arabidopsis y Eutrema salsugineum. 
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Figura 50: La inhibición de los canales de salida de K+ por parte de los complejos 
CIPK23-CBL1 está conservada en tomate, Medicago trunculata, vid (Vitis vinífera), 
lechuga (Lactuca sativa) pero no en Arabidopsis y Eutrema salsugineum. Corriente 
relativa en estado estacionario a +60 mV (%) de ovocitos inyectados con cARNs que 
codifican canales de salida de K+ de Arabidopsis, tomate, Medicago, vid, lechuga y 
Eutrema salsugineum en presencia o ausencia de AtCIPK23 + AtCBL1 o SlCIPK23 + 
SlCBL1. Los valores relativos se calcularon respecto a la actividad de cada canal sin 
CIPK23 + CBL1. (todos los canales sin CIPK23 + CBL1 tienen el 100% de actividad 
relativa). Medias ± SE (n=5-16). Las letras indican grupos homogéneos de datos a p < 
0.05 de acuerdo con el test post hoc LSD (llevado a cabo tras ANOVA).  

 

4.3.5 La inhibición de SlSKOR por parte de los complejos CIPK23-

CBL1 está mediada por mecanismos dependientes e independientes de 

fosforilación 

 

SlSKOR y AtSKOR muestran un alto grado de homología: un 72% de 

identidad de secuencia y un 91% de similitud de secuencia. (Figura 60, Material 

suplementario de la tesis (Anexo III)). Debido a que SlSKOR, pero no AtSKOR, 

era regulado por los complejos CIPK23-CBL1, se pensó que el intercambio de 

fragmentos entre ambas proteínas podría ayudar a mapear los sitios diana de 

los complejos CIPK23-CBL1. Como parte de un trabajo previo realizado en el 

laboratorio por Laura Hurtado-Navarro, se diseñaron y construyeron unas 

proteínas quiméricas que contenían diversos dominios de SlSKOR y AtSKOR, y 

se evaluó la regulación por parte de los complejos CIPK23-CBL1 mediante su 

expresión en ovocitos de Xenopus. Las quimeras que se obtuvieron como trabajo 

previo a la realización de esta Tesis Doctoral fueron las siguientes: (i) AtSKOR-

(Ct)SlSKOR (dominio C-terminal de AtSKOR reemplazado por el de SlSKOR), 

(ii) SlSKOR-(Ct)AtSKOR (dominio C-terminal de SlSKOR reemplazado por el de 

AtSKOR) y (iii) (Nt)SlSKOR-AtSKOR (dominio N-terminal de AtSKOR 

reemplazado por el de SlSKOR). La quimera del canal AtSKOR-(Ct)SlSKOR 

mostró unas corrientes macroscópicas similares en presencia y en ausencia de 

AtCIPK23-AtCBL1 (Figura 51A). La quimera SlSKOR-(Ct)AtSKOR mostró una 

reducción del 68 % cuando ésta era coexpresada con AtCIPK23-AtCBL1 (Figura 

51B). Los resultados obtenidos con estas quimeras evidenciaban que el dominio 

C-terminal de SlSKOR no contiene ningún sitio diana para AtCIPK23-AtCBL1 y 
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por lo tanto el sitio o sitios implicados en la regulación deben estar localizados 

en otros dominios de SlSKOR (dominios N-terminal o transmembrana). La 

tercera quimera, (Nt)SlSKOR-AtSKOR, se inhibió un 37 % cuando se coexpresó 

con AtCIPK23-AtCBL1 (Figura 51C). Es importante resaltar que solo el cambio 

del dominio N-terminal permitió la regulación parcial de AtSKOR por parte de 

AtCIPK23-AtCBL1. El conjunto de estos resultados indicó que el dominio N-

terminal y los dominios transmembrana de SlSKOR estaban implicados en su 

inhibición por el complejo CIPK23-CBL1- Los complejos CIPK23-CBL1 regulan 

el transporte de K+ mediante fosforilación (Ródenas et al., 2021; Xu et al., 2006). 

Así pues, para comprobar si la fosforilación era importante para la inhibición de 

SlSKOR mediada por los complejos CIPK23-CBL1, se realizó, en primer lugar, 

un estudio con el servidor NetPhos3.1 

(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetPhos-3.1) sobre la secuencia 

de la proteína SlSKOR, para identificar sitios diana putativos de fosforilación por 

parte de la quinasa. Debido a que el C-terminal no estaba implicado en la 

regulación por CIPK23-CBL1/9, se estudiaron los fragmentos citosólicos 

presentes en el resto de la proteína (Figuras 51 A-C): N-terminal, el segmento 

de unión S2-S3 (entre los segmentos transmembrana 2 y 3) y el segmento de 

unión S4-S5 (entre los segmentos transmembrana 4 y 5). Un residuo que 

revestía especial interés fue la Ser57 en el N-terminal de SlSKOR (Figura 51D) 

que tenía una probabilidad de fosforilación de 0,995. Además, la secuencia de 

reconocimiento del sitio de fosforilación y esta Ser no estaban conservadas en 

AtSKOR (Figura 51D). El siguiente paso fue producir un mutante S57A en 

SlSKOR y en la quimera (Nt)SlSKOR-AtSKOR. La expresión de los canales WT 

y del mutante S57A en presencia o ausencia de AtCIPK23-AtCBL1 en ovocitos 

de Xenopus reveló que el complejo CIPK-CBL inhibía de forma similar tanto 

SlSKOR como a (Nt)SlSKOR-AtSKOR, independientemente de la mutación 

S57A (Figura 51D). Por tanto, este residuo no estaba implicado en la inhibición 

de SlSKOR mediada por los complejos CIPK23-CBL1. De este modo, se 

produjeron múltiples mutantes en los sitios de fosforilación con una probabilidad 

mayor a 0,5 en la predicción realizada con NetPhos3.1 para el N-terminal 

(Construcción M1, mutaciones S30A, S31A, S34A, S50A, S57A, S60A, S69A), 

segmento de unión S2-S3 (Construcción M2, mutaciones S139A, T141A, Y142A, 

T149A), segmento de unión S4-S5 (Construcción M3, mutación T215A) y una 

https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetPhos-3.1
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construcción que contenía todas las mutaciones (Construcción M4). Además, en 

estos experimentos, también se usó el mutante de AtCIPK23 AtCIPK23 K60N, 

que no presenta actividad quinasa (Ragel et al., 2015; Xu et al., 2006). La 

expresión de estas construcciones en ovocitos de Xenopus mostró que 

AtCIPK23 K60N-AtCBL1 podía inhibir SlSKOR, pero de forma parcial (Figura 

51E). Resultados similares se obtuvieron con el mutante SlCIPK23 K48N 

(mutado en el residuo homologo a K60 en tomate) comparado con SlCIPK23-

SlCBL1 (Fig 51E). Estos resultados sugieren que aproximadamente un 20 % de 

la reducción de la actividad de SlSKOR era dependiente de fosforilación mientras 

que el resto de reducción se producía mediante un mecanismo diferente. Es 

posible especular que, aproximadamente el 80 % de la reducción de la actividad 

tuvo lugar a través de un mecanismo independiente de la fosforilación y que es 

dependiente de los dominios transmembrana de SlSKOR ya que AtCIPK23-

AtCBL1 inhibió en mayor medida a SlSKOR-(Ct)AtSKOR (Figura 51B) que a 

(Nt)SlSKOR-AtSKOR (Figura 51C) y la única diferencia entre estas dos 

construcciones es la presencia de los dominios transmembrana de SlSKOR en 

SlSKOR-(Ct)AtSKOR (Figura 51B). Por su parte, los resultados obtenidos con 

las construcciones mutantes M1, M2, M3 y M4 aportaron algunas ideas acerca 

de los sitios de fosforilación. Por un lado, M1 y M4 fueron inhibidos por AtCIPK23-

AtCBL1 de manera similar a como ocurría con SlSKOR + AtCIPK23 K60N-

AtCBL1 (Figura 51E). Por otro lado, la inhibición de los mutantes M2 y M3 por 

parte de AtCIPK23-AtCBL1 fue comparable a la de SlSKOR + AtCIPK23-AtCBL1 

(Figura 51E). Por tanto, podríamos deducir que los sitios diana de fosforilación 

deben de localizarse en el dominio N-terminal de SlSKOR.  

 

4.3.6 SlSKOR, pero no AtSKOR, interacciona con SlCIPK23 en 

ensayos de BiFC 

 

Se llevaron a cabo ensayos de BiFC en hojas de Nicotiana benthamiana 

y en ovocitos de Xenopus para determinar la interacción entra las proteínas 

SKOR, CIPK23 y CBL1 y los posibles dominios de las mismas implicados en 

dicha interacción. Para ello, se fusionaron SlSKOR, AtSKOR, AtSKOR- 

(Ct)SlSKOR, SlSKOR-(Ct) AtSKOR y (Nt)SlSKOR-AtSKOR al dominio C-
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terminal de YFP (YFPC) y SlCIPK23 y AtCIPK23 se fusionaron al dominio N-

terminal de YFP (YFPN). En primer lugar, los ensayos de BiFC se llevaron a cabo 

en hojas de N. benthamiana mediante la expresión de SlSKOR, AtSKOR, y 

SlCBL1 en el plásmido pSPYCE(M) y SlCIPK23 en el plásmido pSPYNE173. La 

interacción entre SlCIPK23-YFPN y SlCBL1-YFPC sirvió como control positivo. 

Se observó que SlSKOR, pero no AtSKOR, interaccionaba con SlCIPK23 (Figura 

51F). Un segundo ensayo de BiFC se llevó a cabo esta vez en ovocitos de 

Xenopus. Para ello, se inyectaron en lo ovocitos los cARNs que codificaban para 

las proteínas mencionadas anteriormente, tal y como se indica en Figuras 51G y 

51H. SlCBL1-YFPC + SlCIPK23-YFPN y AtCBL1-YFPC + AtCIPK23-YFPN 

sirvieron como controles positivos y los ovocitos inyectados con agua mostraron 

el fondo de fluorescencia. La reconstitución de la YFP se observó en los ovocitos 

que expresaban SlCBL1-YFPC + SlCIPK23-YFPN, SlSKOR-YFPC + SlCIPK23-

YFPN, AtCBL1-YFPC + AtCIPK23-YFPN, SlSKOR-YFPC + AtCIPK23-YFPN, 

SlSKOR-(Ct)AtSKOR-YFPC + AtCIPK23-YFPN y (Nt)SlSKOR-AtSKOR-YFPC + 

AtCIPK23-YFPN pero no se produjo en aquellos que expresaban AtSKOR-YFPC 

+ SlCIPK23-YFPN, AtSKOR-YFPC + AtCIPK23-YFPN y AtSKOR-(Ct)SlSKOR-

YFPC + AtCIPK23-YFPN (Figura 51G y 51H). Se observó actividad del canal 

AtSKOR en los ovocitos que expresaban AtSKOR-YFPC + AtCIPK23-YFPN y 

AtSKOR-(Ct)SlSKOR-YFPC + AtCIPK23-YFPN, por lo que la ausencia de 

fluorescencia YFP no podía atribuirse a un efecto de la fusión YFPC sobre la 

expresión de la proteína. Así pues, SlSKOR, y no AtSKOR, mostró interacción 

con SlCIPK23 y AtCIPK23. Además, el dominio N-terminal de SlSKOR fue 

suficiente para permitir la interacción de (Nt)SlSKOR-AtSKOR con AtCIPK23. 

Estos resultados concuerdan con la presencia de un sitio de regulación mediante 

CIPK23 en el dominio N-terminal de SlSKOR.  
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Figura 51: El dominio N-terminal contiene un posible sitio de fosforilación o 
interacción implicado en la inhibición de SlSKOR por los complejos CIPK23-CBL1. 
Gráficos de corriente-voltaje en estado estacionario de ovocitos de Xenopus inyectados 
con: (A) AtSKOR-(Ct) SlSKOR (Dominio C-terminal de AtSKOR reemplazado por el de 
SlSKOR) +/- AtCIPK23 + AtCBL1, (B) SlSKOR- (Ct)AtSKOR (Dominio C-terminal de 
SlSKOR reemplazado por el de AtSKOR), +/- AtCIPK23 + AtCBL1 y (C) (Nt)SlSKOR-
AtSKOR (Dominio N-terminal de AtSKOR reemplazado por el de SlSKOR) +/- AtCIPK23 
+ AtCBL1. Los pulsos de fijación de voltaje estuvieron comprendidos entre -40 y +60 mV 
(incrementos de 20 mV; potencial de reposo, -60 mV; potencial de desactivación, -60 
mV). Medias ± SE (n = 8-10, 4, y 9-11 (A), (B) y (C), respectivamente). (D) Arriba: 
Alineamiento de los residuos del dominio N-terminal de AtSKOR y SlSKOR incluyendo 
el sitio de fosforilación Ser57 en SlSKOR (probabilidad de fosorilación de p=0.995 de 
acuerdo con el servidor NetPhos 3.1). Abajo: corriente relativa en estado estacionario a 
+60 mV (%) de ovocitos inyectados con cARNs que codifican SlSKOR, SlSKOR S57A, 
(Nt)SlSKOR-AtSKOR y (Nt)SlSKOR-AtSKOR S57A en presencia o ausencia de 
AtCIPK23 + AtCBL1. Medias ± SE (n= 7-12). (E) Arriba: corriente relativa en estado 
estacionario a +60 mV (%) de ovocitos inyectados con cARNs que codifican SlSKOR, y 
los mutantes de SlSKOR, M1, M2, M3, y M4 en presencia o ausencia de AtCIPK23 + 
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AtCBL1 o AtCIPK23 K60N (quinasa muerta) + AtCBL1. Abajo: pictograma de SlSKOR 
que indica los sitios de mutación de los mutantes M1, M2 y M3 (N-terminal, segmento 
de unión S2-S3 y segmento de unión S4-S5) y lista de mutaciones en los sitios de 
fosforilación de los mutantes SlSKOR M1, M2, M3 y M4. Medias ± SE (n= 7-11). En (D) 
y (E), los valores relativos fueron calculados con respecto a la actividad de cada canal 
sin CIPK23 + CBL1 (todos los canales sin CIPK23 + CBL1 tienen 100% de actividad 
relativa). Las letras indican grupos homogéneos de datos a p < 0.05 de acuerdo con el 
test post hoc de Tukey (llevado a cabo tras ANOVA). (F) Ensayos de BiFC en hojas de 
Nicotiana benthamiana. SlCIPK23- YFPN + SlCBL1-YFPC sirvió como control positivo. 
Barra de escala = 50 µm. (G) Ensayos de BiFC en ovocitos de Xenopus. Los ovocitos 
inyectados con agua sirvieron como fondo de fluorescencia y SlCIPK23-YFPN + SlCBL1-
YFPC y AtCIPK23-YFPN + AtCBL1-YFPC sirvieron como controles positivos. Barra de 
escala = 100 µm. (H). Media de la intensidad de fluorescencia obtenida en los ensayos 
de BiFC en ovocitos de Xenopus que expresan las construcciones indicadas. Medias ± 

SE (n= 5-10). Las letras indican grupos de datos homogéneos a p < 0.05 de acuerdo 
con el test post hoc de Tukey (llevado a cabo tras ANOVA) 

 

4.3.7 La concentración de K+ en el xilema se incrementa en plantas 

slcipk23 después del ayuno de K+ 

 

Quedaba por evaluar si la regulación de SlSKOR por parte de SlCIPK23 

se observaba en planta. Tras la obtención del mutante KO de slcipk23 con 

CRISPR-Cas (Capítulo I y Materiales y Métodos de esta Tesis Doctoral), se 

usaron las plantas slcipk23-1 en experimentos para caracterizar el fenotipo 

relacionado con la regulación de SlSKOR. Se crecieron plantas WT, slskor-1 y 

slcipk23-1 en medio hidropónico durante 14 días a 1,4 mM de K+. 

Posteriormente, la mitad de las plantas se transfirieron durante 3h a solución 

nueva también a 1,4 mM de K+ (1,4K) y la otra mitad se transfirieron a solución 

sin K+ (0K), también durante 3h. Durante las dos últimas horas del experimento, 

se recogió la savia del xilema (exudado) para medir su concentración de K+. Esta 

concentración de K+ en el xilema de plantas WT y slskor-1 no se vio alterada en 

las plantas ayunadas de K+ mientras que, bajo este mismo tratamiento, la 

concentración de K+ se incrementó en las plantas slcipk23-1 respecto a la 

concentración de aquellas que habían permanecido en la solución con 1,4 mM 

de K+ (Figura 52A).  
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Entender cómo SlSKOR es regulado en estas condiciones por SlCIPK23 

es un reto, y varios factores, incluyendo el potencial de membrana o las 

concentraciones citosólicas de K+ en las células del parénquima del xilema, 

pueden contribuir a la actividad de SlSKOR, aunque estos parámetros no se 

conocen todavía. Con los datos obtenidos, se podría avanzar una posible 

explicación. Se propone la hipótesis de que la falta de inhibición de SlSKOR por 

SlCIPK23 en las plantas mutantes slcipk23-1 está detrás del aumento de la 

concentración de K+ en el xilema tras el ayuno de K+ (Figura 52A). Este aumento 

no se observó ni en las plantas WT ni en las slskor-1 ya que, o bien SlCIPK23 

inhibía a SlSKOR en las plantas WT tras la privación de K+, o bien SlSKOR 

estaba ausente en las plantas slskor-1. Finalmente, se comprobó la expresión 

de los genes SlSKOR y SlCIPK23 en la corteza y la estela de las raíces WT en 

las soluciones 1,4K y 0K. Se observó que la expresión de SlSKOR era similar en 

las soluciones 1,4K y 0K tanto en el córtex como en la estela y que la de 

SlCIPK23 aumentó en córtex y estela tras el ayuno de K+ de 3 h (Figura 52B y 

52C).  
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Figura 52: La concentración de K+ en la savia del xilema se incrementa en las 
plantas slcipk23-1 tras un tratamiento de ayuno de K+. (A) Concentración de K+ en 
la savia del xilema de plantas WT, slskor-1, y slcipk23-1. Las plantas de tomate se 
crecieron durante 14 días en solución de 1/5 de Hoagland (1,4 mM de K+) y luego se 
transfirieron durante 3 horas a soluciones frescas que contenían o bien 1,4 mM de K+ 
(1,4K) o 0 mM de K+ (0K (3h)). Después de una hora todas las plantas fueron 
decapitadas y se recolectó la savia del xilema durante dos horas. Los datos se muestran 
en gráficos de cajas (n=4-5). Expresión de SlSKOR (B) y SlCIPK23 (C) en el córtex y la 
estela de raíces WT crecidas en soluciones 1,4K o 0K (3h) como se ha indicado. Media 
± SE (n=3). Las letras indican grupos homogéneos de datos a p < 0,05 de acuerdo con 
el test post hoc de Tukey (llevado a cabo tras ANOVA). (D) Modelo propuesto para la 
regulación de la absorción y translocación de K+ en plantas de tomate. La absorción de 
K+ en la epidermis y el córtex esta mediada por el canal de K+ LKT1 y el transportador 
de K+ SlHAK5, y está potenciada por los complejos SlCIPK23-SlCBL1/9 (Nieves-
Cordones et al 2020; Capítulo I). En la estela, SlSKOR media el transporte de K+ a la 
parte aérea cargando el K+ en el xilema. Significativamente, SlSKOR está regulado por 
los complejos SlCIPK23-SlCBL1/9, el pH externo y la concentración externa de K+. Un 
pH alcalino o una concentración externa baja de K+ (<30 mM) en el xilema deberían de 
aumentar la actividad de SlSKOR. Sin embargo, los complejos SlCIPK23-SlCBL1/9 
reducen la actividad de SlSKOR haciéndola menos sensible a las concentraciones 
externas de K+ y a los potenciales de membrana. SlCIPK23 es un eje molecular crucial 
para la nutrición de K+ en plantas de tomate, ya que puede regular tanto la absorción 
como la translocación de K+ a través de transportadores y canales de K+. En este 
sentido, SlCIPK23 puede servir como un mecanismo regulador rápido para ajustar la 
absorción y translocación de K+ en caso de que los gradientes de K+ externos (interfaz 
suelo- raíz) o internos (zonas longitudinales de la raíz) cambien repentinamente. Nuestra 
hipótesis es que la inhibición de SlSKOR por los complejos SlCIPK23-SlCBL1/9 se inicia 
en respuesta a la privación de K+ para evitar el eflujo masivo de K+ a través de SlSKOR 
al xilema. 
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DISCUSIÓN 
 

Se ha comprobado que SlSKOR es un actor importante para la carga de 

K+ en el xilema de plantas de tomate (Figuras 46 y 48). Los experimentos en 

ovocitos de Xenopus mostraron que SlSKOR funcionó como un canal selectivo 

de K+ que fue activado mediante la despolarización de la membrana, pH externo 

alcalino y concentraciones bajas de K+ (<30 mM) (Figura 48). Estas propiedades 

son típicas de los canales de salida de K+ de plantas como AtSKOR, AtGORK, 

MtGORK y Vv5.1 (Ache et al., 2000; Drain et al., 2020; Frédéric Gaymard et al., 

1998; Johansson et al., 2006; Lacombe et al., 2000; Villette et al., 2019). De 

acuerdo con los datos obtenidos en los ovocitos de Xenopus (Figura 48), la 

actividad de SlSKOR se puede ajustar eficientemente entre los rangos descritos 

para pH (5-8) (Wilkinson et al., 1998) y las concentraciones de K+ (3 – 60 mM) 

en el xilema de tomate (De Luca et al., 2021; Pérez-Alfocea et al., 2000; Taleisnik 

& Grunherg, 1994). A pesar de que no hay información disponible sobre el 

potencial de membrana de las células parenquimáticas del xilema, las plantas 

slskor mostraron un transporte reducido de K+ hacia las partes aéreas. Así pues, 

se espera que el potencial de membrana en estas células se encuentre dentro 

del rango de actividad de SlSKOR.  

Se ha comprobado que los complejos SlCIPK23-SlCBL1/9 regulan los 

sistemas de transporte implicados en el transporte de K+ (LKT1 y SlHAK5) 

(Capítulo I) y los sistemas implicados en la translocación (SlSKOR). Por tanto, 

emerge un modelo interesante en el cual SlCIPK23 constituye un eje central para 

la coordinación de la regulación entre la absorción de K+ y su translocación en 

las plantas de tomate (Figura 52D). Una alta actividad de los complejos 

SlCIPK23-SlCBL1/9 en la epidermis, córtex y la estela, potenciaría la entrada de 

K+ (debido a la activación de LKT1 y SlHAK5) mientras que reduciría su 

translocación (debido a la inhibición de SlSKOR). Dicho escenario favorecería la 

acumulación de K+ en las raíces en relación con la parte aérea.   

Estreses específicos como el ayuno de K+ o el estrés hídrico reducen la 

translocación de K+ pero no la entrada de K+, debido a la menor actividad de los 
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sistemas de carga de K+ en el xilema y el incremento de la deposición de suberina 

(Barberon et al., 2016; Cram & Pitman, 1972; M. Nieves-Cordones et al., 2019; 

Roberts, 1998; Roberts & Snowman, 2000). La reducción en la expresión de 

SlSKOR debida a los tratamientos de ayuno de K+ y ácido abscísico (ABA) 

(Figura 46D y 46E), se correspondió con la ya descrita para SKOR en 

Arabidopsis (F Gaymard et al., 1998; Pilot, Pratelli, et al., 2003). Es razonable 

pensar que la regulación de los sistemas implicados en la carga de K+ en el 

xilema tuviera lugar a nivel transcripcional a largo plazo, como se observa para 

SlSKOR en Figura 46D. En contraste, la regulación postraduccional tendría lugar 

a corto plazo. Por tanto, después de un cambio en las condiciones ambientales, 

la inhibición de SlSKOR mediada por SlCIPK23-SlCBL1/9 contribuiría a ajustar 

la carga de K+ del xilema en una escala de minutos a pocas horas. De hecho, el 

contenido de K+ en estado estacionario de las plantas slcipk23 no indicó que la 

translocación de K+ estuviera afectada después de un largo periodo en 

suficiencia o deficiencia de K+ (Capítulo I). En contraste, slcipk23 mostró un 

incremento en la concentración de K+ en la savia del xilema después de un 

periodo corto de ayuno de K+. (Figura 52A). Se puede especular que el papel de 

SlCIPK23 es reducir rápidamente la translocación bajo condiciones de ayuno de 

K+. Se observó que SlCIPK2 (Solyc06g007430) y SlCIPK9 (Solyc05g047600) 

junto con SlCBL1, también inhibían SlSKOR (Figura 53). El rol fisiológico de la 

inhibición de SlSKOR mediado por otros complejos CIPK-CBLs está todavía por 

determinar. Sin embargo, es evidente que múltiples CIPKs pueden regular un 

sistema de K+ como en el caso de AKT1 o AtHAK5 en Arabidopsis (Lara et al., 

2020; Sung et al., 2007) y este tema está ganando interés de cara a futuros 

estudios. 
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Figura 53: Corriente relativa en estado estacionario a +60 mV (%) de ovocitos 
inyectados con los cARNs que codifican SlSKOR en presencia o ausencia de 
AtCIPK23 + AtCBL1, SlCIPK9 + SlCBL1 (en (A)) y SlCIPK2 + SlCBL1 (en (B)). Los 
valores relativos son calculados con respecto a la actividad de SlSKOR sin CIPK23 + 
CBL1. Medias ± SE (n=6-13). Las letras indican grupos homogeneous de datos a p < 
0,05 de acuerdo con el test post hoc de Tukey (llevado a cabo tras ANOVA). 

 

Desde tiempo atrás, se ha observado la conservación de los sistemas 

CIPK-CBL de regulación del transporte iónico (Boscari et al., 2009; Cuéllar et al., 

2010; Geiger et al., 2009; W. Han et al., 2021; J. Li et al., 2014). Sin embargo, la 

inhibición de los canales tipo SKOR mediada por CIPK23-CBL1 se observa en 

tomate, Medicago, vid y lechuga, pero no en Arabidopsis y Eutrema salsugineum 

(Figura 50). Una posible explicación para estos resultados es que AtSKOR y 

EsK5.1 habrían perdido los sitios diana para la regulación por CIPK23-CBL1 en 

algún punto en el linaje de las Brasicaceas ya que los complejos CIPK23-CBL1 

de Arabidopsis podían inhibir los canales SlSKOR, MtGORK, Vv5.1 y LsK5.1 

(Figura 50). Una conclusión importante de estos resultados es que las dianas 
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para las redes CIPK-CBL han cambiado durante la evolución de las plantas 

terrestres. Por lo tanto, se puede anticipar que existen variantes interespecíficas 

de este tipo en las plantas. En el caso que aquí se presenta, parece que es la 

proteína (SKOR), y no el complejo CIPK-CBL el que ha perdido la capacidad de 

participar en esta red de regulación en algunas especies de plantas. 

Está bien aceptado que las redes de proteínas son entidades dinámicas 

en las que las conexiones entre proteínas aparecen o desaparecen con el tiempo 

(un proceso conocido como “recableado de la red”). Algunos investigadores han 

postulado que el recableado de las redes tiene profundos efectos en la respuesta 

global de la red y desempeña un papel en la evolución de los organismos vivos 

(Shou et al., 2011; Zitnik et al., 2019). Por tanto, no sería de extrañar que el 

recableado de las redes de sistema de transporte-CIPK-CBL tomara parte en la 

evolución de las plantas terrestres, ya que (i) dichas redes son particularmente 

relevantes para la adaptación de las plantas al medio ambiente (Ren Jie Tang et 

al., 2020) y (ii) se expandieron enormemente tras la colonización terrestre 

(Dreyer et al., 2021; Edel et al., 2017; Edel & Kudla, 2015; Gomez-Porras et al., 

2012; Santa-María et al., 2018).  

Dado el contexto actual de cambio climático, sería muy interesante 

estudiar y explotar las conexiones recableadas del sistema de regulación CIPK-

CBL-sistemas de transporte de plantas adaptadas a entornos adversos. La 

función del canal SKOR en plantas de tomate sirvió como punto de partida en el 

estudio de las redes recableadas CIPK-CBL en plantas. Además, estos 

resultados, ponen de manifiesto la importancia de realizar estudios en especies 

de cultivo como el tomate, ya que la especie modelo Arabidopsis parece haber 

perdido mecanismos relevantes relacionados con la regulación de la nutrición de 

K+. 
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4.4 CAPITULO 4: EXPRESIÓN EN PLANTAS DE SENSORES 
DE IONES CODIFICADOS GENÉTICAMENTE 

 

4.4.1 Caracterización de las líneas GEPI1.0 de Arabidopsis 

 

Los experimentos para la caracterización de las líneas GEPI1.0 de 

Arabidopsis se realizaron en la Universidad de Milán, en el laboratorio del 

Profesor Alex Costa, durante una estancia de tres meses que ha permitido 

completar parte del trabajo de esta Tesis Doctoral. 

A partir de líneas de Arabidopsis que expresan el sensor GEPI1.0, se 

llevaron a cabo una serie de experimentos que han permitido extraer 

conclusiones acerca de la utilidad de los sensores de K+ para el estudio de la 

dinámica de este catión en las plantas. Estos trabajos también han permitido 

poner a punto estos sensores para su utilización en otras especies vegetales.  

 

4.4.1.1 La concentración de K+ en la raíz aumenta al incubar las 

plántulas en concentraciones elevadas de K+. 

 

Se llevó a cabo un experimento para estudiar cambios en la concentración 

de K+ en las células de las raíces de plantas GEPI1.0 incubadas a diferentes 

concentraciones de este nutriente. Se incubaron plántulas de entre 4 y 5 días 

durante 1 h en una placa de 6 pocillos (Figura 54A). Cada pocillo contenía 

solución de imagen (descrita en el apartado de Materiales y Métodos) con 

diferente concentración de K+ cada uno (0, 0,5, 5, 20, 100 y 250 mM). Después 

de una hora de incubación, se midió la intensidad de fluorescencia de las 

proteínas que componen el sensor GEPI1.0 (cpVenus y CFP) y se calculó la ratio 

cpVenus/CFP. Se determinó que la ratio de las plantas incubadas en la solución 

con concentraciones de 100 y 200 mM era significativamente superior a la ratio 

de las plantas incubadas en 0, 0,5, 5 y 20 mM K+ (Figura 54B). De estos 

resultados se pudo deducir que el sensor era útil para medir los cambios en la 

concentración citoplasmática de la raíz cuando ésta expuesta a concentraciones 

elevadas de K+. Además, de los resultados se puede obtener la conclusión de 
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que la concentración citosólica de K+ es constante en el rango de 

concentraciones de K+ externo de 0 a 20 mM, lo que muestra la capacidad del 

citosol para mantener la homeostasis de K+.  

 

Figura 54 (A)  Representación esquemática de plantas GEPI1.0 de Arabidopsis 
incubadas a 0, 0,5, 5, 20, 100, y 200 mM de K+. (B) Ratio cpVenus/CFP de las plantas 
incubadas a las concentraciones de K+ mencionadas. Los datos se muestran en 
gráficos de cajas (n=4-11). Las letras indican grupos homogéneos de datos a p < 0,05 
de acuerdo con el test post hoc de LSD (llevado a cabo tras ANOVA) 

 

Observando estos resultados, surgió la pregunta de si el aumento en la 

concentración citoplasmática de K+ podía provocar modificaciones en la 

concentración de Ca2+ o cambios en el pH a largo plazo. Por tanto, para 

comprobar si la concentración de Ca2+ y el pH se encontraban alterados a 

medida que se modificaba la concentración de K+ en el medio exterior, plántulas 

de entre 4-5 días que expresaban el sensor de Ca2+ (WT-NES-YC3.6) y plántulas 

que expresaban el sensor de pH (pH-GFP) se incubaron siguiendo el 

procedimiento descrito anteriormente. Las concentraciones de K+ utilizadas en 

este experimento fueron 0, 5 100 y 250 mM. Las plantas que expresaban el 

sensor de K+ mostraron un incremento en la concentración de K+ en el citosol de 

las células de la raíz de manera similar al experimento anterior (Figura 55A). La 

concentración de Ca2+ en el citosol de las raíces que expresaban el sensor WT-

NES no se vio modificada y no había diferencias entre las plantas que se habían 

incubado en distintas concentraciones de K+ (Figura 55B). El valor de pH 

citoplasmático permaneció estable y no varió entre los diferentes tratamientos 
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(Figura 55C). Como conclusión de estos datos se puede decir que la 

acumulación de K+ a largo plazo en el citoplasma no afecta a la concentración 

de Ca2+ a largo plazo y además tampoco altera el pH del citosol. En las 

condiciones experimentales descritas, las células de la raíz de las plantas son 

capaces de mantener estables estos dos parámetros independientemente de la 

concentración externa de K+.  

 

 

Figura 55: (A) Ratio cpVenus/CFP de plantas GEPI1.0 de Arabidopsis incubadas a 
0, 5, 100 y 200 mM de K+. (B) Ratio cpVenus/CFP de plantas WT-Nes-YC3.6 de 
Arabidopsis crecidas a 0, 5, 100 y 200 mM de K+.(C) Ratio 405/488 de plantas pH-
GFP de Arabidopsis crecidas a 0, 5, 100 y 200 mM de K+. Los datos se muestran en 
gráficos de cajas (n=4-8). Las letras indican grupos homogéneos de datos a p < 0,05 de 
acuerdo con el test post hoc de LSD (llevado a cabo tras ANOVA) 

 

 

4.4.1.2 La concentración de K+ en el citosol de las células oclusivas 

es mayor cuando los estomas están abiertos en Arabidopsis thaliana 

 

En estudios previos se había descrito que como resultado de la 

acumulación de K+ en las células oclusivas de los estomas se produce la 

apertura de los mismos (Humble & Raschke, 1971). Además, también se observó 

un descenso en la concentración de K+ durante el cierre de éstos (MacRobbie, 

1987). Sin embargo, los datos sobre los cambios en la concentración de K+ en 

las células oclusivas de Arabidopsis thaliana son escasos a pesar de que es la 

especie más estudiada en cuanto los mecanismos moleculares de la regulación 

de los estomas. Por tanto, dada la relevancia para la planta del proceso de 
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apertura y cierre estomático, y la del K+ en este proceso, se decidió estudiar los 

cambios en las concentraciones de este ion en el citosol de las células oclusivas 

en respuesta ante diferentes estímulos que puedan conducir al movimiento 

estomático. Se aislaron los estomas de plantas de Arabidopsis que expresaban 

el sensor GEPI1.0. Para ello, un fragmento de hoja se adhirió a un cubreobjetos 

con la parte del envés en contacto con el mismo. Para adherir el fragmento al 

cubreobjetos se hizo uso de un adhesivo compatible con la viabilidad de las 

células. Una vez bien adherido, se eliminó el mesófilo con ayuda de una cuchilla 

de manera que sobre el cubreobjetos solo quedase adherida la epidermis inferior 

de la hoja donde se encuentran los estomas. Se evaluó primero la concentración 

de K+ de los estomas recién aislados, mostrando una ratio aproximado de 3,7.  

(Figura 56). Posteriormente, los estomas se sumergieron durante 3h en solución 

de imagen (descrita en el apartado de Materiales y Métodos) para inducir la 

apertura estomática. Posteriormente, los estomas se trataron con ABA a una 

concentración de 50 µM para estimular su cierre. Se evaluó la fluorescencia para 

ambos estados (abierto y cerrado) y se calculó la ratio cpVenus/CFP. Esta ratio 

cpVenus/CFP fue mayor en la población de estomas abiertos que en la población 

de estomas cerrados tras la aplicación de ABA. Por tanto, se podía inferir que la 

concentración de K+ fue mayor en las células oclusivas cuando los estomas 

estaban abiertos. La aplicación de ABA indujo el cierre estomático y con ello la 

disminución en la concentración de K+ de las células oclusivas. Por tanto, el uso 

del sensor de K+ ha revelado que existen cambios en la concentración de K+ en 

el citosol de las células oclusivas según el grado de apertura de los estomas en 

Arabidopsis thaliana. 
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Figura 56: Ratio cpVenus/CFP de estomas de plantas GEPI1.0 de Arabidopsis en 
estado basal, abierto y cerrado (tras tratamiento con 50 µM de ABA). Los datos se 
muestran en gráficos de cajas (n=54-92). Las letras indican grupos homogéneos de 
datos a p < 0,05 de acuerdo con el test post hoc de LSD (llevado a cabo tras ANOVA). 

 

4.4.1.3 La administración exógena de ATP produce una disminución 

transitoria de la concentración de K+ citosólico 

 

Como se ha mencionado en el apartado de Introducción, se ha descrito 

que el K+ podría actuar como segundo mensajero en respuesta a diferentes 

situaciones de estrés. 

Se planteó un experimento en el que plantas de Arabidopsis GEPI1.0 x R-

GECO (descritas en el apartado de Materiales y Métodos y que expresan los dos 

sensores) se trataron con ATP a una concentración de 2 mM con el objetivo de 

reproducir las condiciones externas que podrían aparecer tras diversas 

situaciones como, por ejemplo, el ataque de un patógeno. Se había probado que 

la aplicación de ATP en raíces de plantas R-GECO de Arabidopsis provocaba un 

incremento en la concentración de Ca2+ citosólico (Keinath et al., 2015). En 

nuestro caso, planteamos comprobar si se producían cambios en la 

concentración citosólica de K+. Para ello, se colocaron las raíces de plántulas 

GEPI1.0 x R-GECO de Arabidopsis en una cámara de perfusión sumergidas en 

solución de imagen y se dispuso la preparación en la platina del microscopio 

confocal. La raíz se perfundió continuamente con solución de imagen utilizando 
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una bomba de perfusión. Después de esperar entre 5-10 min para permitir la 

estabilización fisiológica de la muestra, comenzó el experimento. Se administró 

solución de imagen durante 2 minutos a una velocidad de 0,9 mL min-1. A los 2 

minutos se administró ATP durante 3 minutos. Transcurridos 5 min desde el inicio 

del experimento, se interrumpió la administración de ATP y se siguió 

administrando solución de imagen hasta el minuto 12. Se observó un incremento 

transitorio de Ca2+ aproximadamente 1 minuto después de la aplicación de ATP. 

Además, se observó un descenso transitorio de K+ que presentó un retraso de 

aproximadamente 10 s con respecto a la señal de Ca2+. Después de retirar el 

estímulo de ATP, se recuperaron los niveles basales de K+ y Ca2+ citosólicos 

(Figura 57A). Por tanto, los resultados de este experimento sugieren la 

participación del K+ en los procesos de señalización como segundo mensajero 

junto con las ya caracterizadas señales de Ca2+. Se observó que la respuesta de 

K+ iba precedida de la señal de Ca2+ (Figura 57B) y ésta podría tener relación 

con la disminución de K+ posterior. Estudios previos mostraron que el canal 

CNGC2 de Arabidopsis constituía un componente critico que vincula los 

receptores de ATP con la señal de Ca2+ (L. Wang et al., 2022). Sin embargo, Es 

necesaria la realización de más experimentos para caracterizar mejor este 

proceso y entender mejor la relación entre las dinámicas de K+ y Ca2+ y que 

sistema estaría implicado en la salida de K+. 
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Figura 57: (A) Señal de Ca2+ (ΔF/F0) y de K+ (ΔR/R0) de las plantas GEPI1.0XR-
GECO tratadas con 2 mM de ATP. (B) Imagen amplificada de las señales de Ca2+ y 
K+ donde se aprecia la diferencia de tiempo entre la señal de Ca2+ (magenta) y la 
de K+ (verde). El tiempo de diferencia entre la aparición de la señal de Ca2+ y la de K+ 
aparece representado en el gráfico como ‘retraso’. Media ± SE (n=3) 

 

4.4.2 Generación de líneas transgénicas GEPI1.0 de tomate. 

Se generaron líneas transgénicas GEPI1.0 de tomate. Dado que los 

estudios realizados con las plantas GEPI1.0 de Arabidopsis pusieron de 

manifiesto que los sensores de K+ eran una buena herramienta para estudiar las 

concentraciones citosólicas y las dinámicas de este ion bajo diferentes 

tratamientos, se pensó que era buena idea incorporar este sensor en una planta 

de interés agronómico para estudiar en ella las señales y distribución del K+. 

Como se explicó en el apartado de Materiales y Métodos, se realizó una 

reacción de PCR para amplificar la secuencia codificante del sensor a partir del 
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plásmido pGGZ004-plantGEPI1.0 con unos cebadores que permitieron introducir 

los sitios de corte para las enzimas de restricción XhoI y BamHI. Al mismo 

tiempo, con el objetivo de clonar el sensor, se digirió el plásmido pBI321 con las 

mismas enzimas de restricción y se realizó una reacción de ligamiento entre el 

producto de PCR y el plásmido digerido (DNA ligase T4 Thermo Fischer). El 

producto de PCR se insertó en el sitio de clonación múltiple, comprendido entre 

los sitios RB y LB dando lugar a la construcción 35S::plantGEPI1.0 que constituía 

el ADN-T. Una vez obtenido, el plásmido 35S::plantGEPI1.0-pBI321 se utilizó 

para transformar la cepa GV3101 de Agrobacterium tumefaciens y con ella se 

infectaron cotiledones de tomate. A partir del callo generado tras la infección, se 

regeneró la planta completa mediante la inducción primero de la parte aérea y el 

posterior enraizamiento. Después de la regeneración in vitro, las plantas de 

tomate se transfirieron a macetas donde se llevó a cabo el proceso de 

aclimatación. Una vez aclimatadas, se comprobó si las plantas regeneradas 

habían incorporado el ADN-T mediante reacción de PCR. De 16 plantas 

regeneradas, 11 habían incorporado el ADN-T, por tanto, la efectividad de la 

transformación fue del 69 %. Posteriormente, se evaluó la presencia de 

fluorescencia debida a la expresión del sensor en las plantas positivas para la 

PCR mediante el uso del microscopio de epifluorescencia.  

 

4.4.3 Caracterización de las líneas GEPI1.0 de tomate 

 

Tras seleccionar las plantas que habían incorporado el ADN-T y elegir 

aquellas que presentaban una buena señal para CFP y cpVenus mediante su 

observación al microscopio, se comenzó la caracterización de las líneas GEPI1.0 

de tomate obtenidas (Figura 58).  
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Figura 58: Imágenes tomadas con el microscopio de fluorescencia durante la 
comprobación de las líneas de tomate transformadas. (A) Señal de fluorescencia en 
la parte aérea de tomate debido a la expresión del sensor de K+ GEPI1.0. (B) Señal de 
fluorescencia en la raíz de tomate de una planta transformada con el sensor de K+ 
GEPI1.0. 

4.4.3.1 La concentración de K+ en el citosol de las células oclusivas 

es mayor cuando los estomas están abiertos en Solanum lycopersicum 

 

Se realizó un experimento en plantas de tomate similar al realizado con 

Arabidopsis. Se aislaron los estomas mediante la técnica explicada en el 

apartado 4.4.1.1. Se evaluó primero la fluorescencia y la ratio cpVenus/CFP de 

los estomas recién aislados. Tras el aislamiento y evaluación, los estomas se 

sumergieron durante 3 h en solución de imagen para inducir la apertura 

estomática. Transcurrido este tiempo, se midió la fluorescencia y se calculó la 

ratio cpVenus/CFP. Posteriormente, los estomas fueron incubados de nuevo en 

solución de imagen, pero ahora se añadió ABA a una concentración de 50 µM 

durante 2h. Después de este tiempo en presencia de ABA, se evaluó de nuevo 

la ratio cpVenus/CFP. Los resultados mostraron que las células oclusivas de la 

población de estomas abiertos presentaban mayor concentración de K+ que la 

población de estomas recién aislados. Además, tras el tratamiento de la muestra 

con 50 µM de ABA para inducir el cierre estomático, la ratio cpVenus/CFP de las 

células oclusivas también era menor, comparada con la que mostraban las 

células de los estomas abiertos (Figura 59).  
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Figura 59: Ratio cpVenus/CFP de estomas de plantas GEPI1.0 de tomate en estado 
basal, abierto y cerrado (tras tratamiento con 50 µM de ABA). Los datos se muestran 
en gráficos de cajas (n=37-42).  Las letras indican grupos homogéneos de datos a p < 
0,05 de acuerdo con el test post hoc de LSD (llevado a cabo tras ANOVA) 

 

 

DISCUSIÓN 
 

Desde que se probaron con éxito en plantas de Arabidopsis (Allen et al., 

1999) los sensores de iones basados en proteínas fluorescentes y codificados 

genéticamente han resultado ser herramientas muy potentes para el estudio de 

fenómenos como las dinámicas citosólicas de Ca2+ (sensores GECIs). Por 

ejemplo, se han estudiado las señales de Ca2+ durante el proceso de 

fecundación (Hamamura et al., 2014; Ngo et al., 2014), la respuesta de las 

plantas frente al ataque de herbívoros, frente a lesiones producidas por 

fenómenos mecánicos (como quemaduras o estrés osmótico) o los mecanismos 

implicados en la respuesta producida tras a la aplicación de aminoácidos (Grenzi 

et al., 2023). Así, los trabajos realizados hasta la fecha han permitido estudiar el 

papel del Ca2+ como segundo mensajero. Además, el desarrollo de etiquetas que 

han permitido localizar estos sensores en diferentes orgánulos de las células 

vegetales (Grenzi et al., 2021) han ayudado a conocer de forma más precisa los 

nichos donde se acumula el Ca2+ y las dinámicas características de este ion 

dentro de cada uno. Como se ha comentado en el apartado de Introducción, 
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recientemente se han desarrollado sensores de K+ (GEPIs) (Bischof et al., 2017) 

que han dado lugar a la identificación en Arabidopsis de células que actúan como 

nicho sensor de los cambios en las concentraciones de K+ y que serían capaces 

de actuar en la señalización y adaptación de la planta para mantener la 

homeostasis de nutrientes como el K+ (F. L. Wang et al., 2021). Por tanto, el 

desarrollo de los sensores de K+ y la aparición de los primeros trabajos que 

abordan este tema, son un buen precedente para seguir trabajando con el 

objetivo de caracterizar en profundidad, al igual que se ha hecho para el Ca2+, la 

homeostasis de K+ dentro de la planta.  

Los experimentos realizados durante esta Tesis Doctoral se llevaron a 

cabo con las líneas GEPI1.0 de Arabidopsis con el objetivo de profundizar en su 

caracterización. Los experimentos realizados mediante la incubación de las 

plantas a diferentes concentraciones externas de K+ mostraron que este sensor 

es una herramienta útil para comprobar el estado nutricional de la planta, ya que, 

gracias a los sensores, se pudieron medir cambios en la concentración citosólica 

de K+ de la raíz. Se había descrito que un aumento en la concentración de K+ en 

las células oclusivas de los estomas estaba relacionado con la apertura de los 

mismos (Humble & Raschke, 1971). La aproximación utilizada en esta Tesis 

Doctoral, basada en utilizar el sensor GEPI1.0 para medir los cambios en las 

concentraciones citosólicas de K+, ha permitido observar que en Arabidopsis 

thaliana las células oclusivas de los estomas en estado abierto (tras la incubación 

de 3 h en solución de imagen) presentan una mayor concentración de K+ que las 

células oclusivas de los estomas cerrados (tras la aplicación de ABA a 50 µM 

durante 2h). Además, la utilización de los sensores de K+ durante este trabajo ha 

posibilitado también evaluar la utilidad de los mismos para el estudio del posible 

papel del K+ como segundo mensajero. Como se ha indicado anteriormente, se 

había propuesto que el K+ puede actuar como segundo mensajero frente a 

diferentes situaciones de estrés (Shabala, 2017). Así, se realizó un experimento 

utilizando la aplicación ATP sobre plantas GEPI1.0 x R-GECO con el objetivo de 

mimetizar las moléculas DAMPs que se liberan durante el daño producido por 

una acción mecánica o durante el ataque de un herbívoro. Los resultados 

mostraron la producción de un pico de entrada de Ca2+ que tuvo lugar 10 s antes 

del inicio de la disminución de K+ del citoplasma de la célula. Además, se observó 
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cómo se recuperaban los niveles de K+ tras la retirada del estímulo (ATP). Por 

tanto, el comportamiento coincide con el modelo propuesto por (Shabala, 2017), 

que se ha explicado en el apartado de Introducción. Cabe destacar que, al 

modelo propuesto, habría que sumar la aparición de la señal de Ca2+ antes de la 

señal de K+. No obstante, se hacen necesarios más estudios para determinar si 

la señal de Ca2+ estaría implicada en la activación de los sistemas de transporte 

que conducen a la disminución del K+ citosólico. 

Hasta la fecha, la mayoría de los experimentos realizados con sensores 

de Ca2+ se han llevado a cabo en Arabidopsis. De manera similar, hasta la 

realización de esta Tesis Doctoral, los sensores de K+ solo se habían expresado 

en plantas de Arabidopsis (F. L. Wang et al., 2021). Sin embargo, debido a la 

importancia de trabajar con plantas de interés agrícola, como se ha mencionado 

en apartados anteriores, se pensó que sería interesante, como parte de esta 

Tesis Doctoral, expresar el sensor de K+ en plantas de tomate y realizar una serie 

de experimentos para probar su correcto funcionamiento. Para ello generaron 

plantas de tomate que expresaban el sensor GEPI1.0. Se realizó un experimento 

para comparar si el almacenamiento de K+ en los estomas respondía de forma 

similar en tomate y en Arabidopsis. Para ello se siguió el protocolo descrito en el 

apartado 4.4.3.1 y se evaluó la concentración de K+ presenten en las células 

oclusivas tanto de estomas abiertos como cerrados. Al igual que en el caso de 

Arabidopsis, las células oclusivas de los estomas abiertos presentaban una 

mayor concentración de K+ que la que presentaban las células oclusivas de los 

estomas cerrados. Por tanto, este experimento confirmó que la entrada de K+ es 

importante para la apertura de los estomas en ambas especies y que, además, 

el sensor de K+ expresando en plantas de tomate, estaba funcionando 

correctamente. Estos sensores codificados genéticamente presentan grandes 

ventajas respecto a otras técnicas para monitorizar iones dentro de las células 

como los electrodos ion selectivos o los tintes. Por ejemplo, un gran número de 

células y tejidos poco accesibles pueden ser estudiados fácilmente con los 

sensores.  

Los resultados obtenidos durante este trabajo abren la posibilidad de 

seguir investigando sobre el papel del K+ como segundo mensajero. Además, 

confirman la posibilidad de poder estudiar las señales de K+ en plantas de interés 
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agronómico. Hay que resaltar que este tema está emergiendo en la actualidad y 

que aún quedan muchas posibilidades en torno a estos sensores, como, por 

ejemplo, su expresión con etiquetas que permitan localizarlos específicamente 

en los diferentes orgánulos de las células vegetales. El trabajo con estas 

herramientas permitirá estudiar las señales de K+ al nivel que se han estudiado 

las de Ca2+. 
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1.  The K+ uptake model of Arabidopsis is conserved in tomato plants 

regarding the main actors involved, SlHAK5, LKT1, and SlCIPK23. 

However, some differences can be observed regarding to the ranges of K+ 

concentrations where these actors are relevant for K+ nutrition. 

 

2. Tomato plants require a correct K+ nutrition under high Mg2+ supply which 

explains that the lkt1 plants are hypersensitive to high external Mg2+ 

concentrations. 

 

3. The Na+ uptake in K+-starved tomato plants is to a great extent mediated 

by a transport system that is regulated by SlCIPK23. This system can 

operate at low and high Na+ concentrations. A SlCIPK23-independent 

pathway also contributes to Na+ uptake at high concentrations. 

 

4. The use of inhibitors suggests that the SlCIPK23-regulated Na+ transport 

system observed in K+-starved plants is inhibited by NH4
+. The SlCIPK23-

independent system is inhibited by Ba2+, Ca2+, Li+ and La3+.  

 

5. The Na+ transport mediated by the two HKT members present in tomato 

(SlHKT1.1 and SlHKT1.2) is not regulated by SlCIPK23-SlCBL 

complexes.  

 

6. In tomato, SlSKOR is inhibited by SlCIPK23-SlCBL1/9. This regulatory 

pathway is present in Medicago, grapevine and lettuce and lost in 

Arabidopsis or Eutrema salsugineum. 

 

7. The N-terminus and transmembrane domains of SlSKOR are involved in 

SlCIPK23-mediated inhibition. Around 20 % of regulation is due to 

phosphorylation and 80 % is due to another mechanism.  
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8. The use of Genetically Encoded Potassium Indicators (GEPIs) allowed us 

to show that the cytosolic K+ homeostasis in Arabidopsis is maintained in 

the 0-20 mM range of external K+ concentrations.  

 

9. Studies carried out with GEPI showed that external ATP leads to a 

transient decrease in cytosolic K+ in Arabidopsis. This could constitute a 

cellular signal for downstream processes. 
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6.1 INTRODUCTION 
 

Plants require 14 essential elements to develop and complete their life 

cycle. Among these elements, K+ is one of the most important to achieve correct 

plant growth. K+ is the most abundant cation in plant tissues and its nature as a 

positive ion is responsible for its different functions inside plants. K+ is absorbed 

by the roots through different transporters and channels. Usually, these transport 

systems are regulated by CIPK-CBL complexes, and this regulation is very 

important to ensure the correct plant nutrition. Moreover, regulatory systems such 

as CIPK-CBL complexes constitute a target that should be taken into account as 

a tool to improve crops. 

Although it is not an essential element, Na+ is present in plant tissues too. 

High amounts of external Na+ are related to different problems such as salinity. 

However, it has been proved that under certain conditions, Na+ accumulation can 

be beneficial to plants by contributing to maintenance some biological functions. 

As K+, Na+ is also absorbed by the roots through transporters and channels which 

could be also regulated by CIPK-CBL complexes.  

 

6.2 OBJECTIVES 
 

As K+ is an indispensable element for plant growth and development, 

proper K+ nutrition is essential to ensure crop quality and production. Na+ can 

also play an important role in the plant and could be beneficial for the plants under 

some conditions.  

The specific objectives that have been proposed for this Doctoral Thesis 

are the following: 

1. Study of the role of SlHAK5, LKT1, and SlCIPK23 in the uptake and 

translocation of K+ in the tomato plant. 

2. Characterization of the role of SlCIPK23 in the regulation of Na+ uptake 

in the root. 
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3. Study of the regulation of SlSKOR by SlCIPK23. 

4. Expression of genetically encoded ion sensors in plants. 

 

6.3 METHODOLOGY 
 

6.3.1 Bacterial and yeast strains and media 

 

The strain Top10 of Escherichia coli (Edwards et al., 2011)  has been used 

for the storage and propagation of the DNA constructs used during the 

development of the Doctoral Thesis. The medium used to grow bacteria was LB. 

Agrobacterium rhizogenes strain ATCC 15834 (Ron et al., 2014) was used 

to produce transgenic roots. The medium used to grow bacteria was NA.  

Agrobacterium tumefaciens strain GV3101 (Koncz & Schell, 1986) has 

been used to produce transgenic plants, allowing the constitutive expression of 

genes in Solanum lycopersicum plants or transitory expression in Nicotiana 

benthamiana plants. The medium used to grow bacteria was LB. 

In all cases, the required antibiotic was added to the medium to select the 

bacteria that had incorporated the plasmid of interest. 

Saccharomyces cerevisiae strain 9.3 was employed for functional 

complementation experiments. Cells were grown on SD medium (Sherman, 

1991) and AP medium. 

 

6.3.2 Plant material and growth conditions 

 

Arabidopsis, tomato, and Nicotiana benthamiana plants were used for 

experiments. All seeds were sterilized before the experiments.  

Arabidopsis and tomato plants were grown in hydroponic in 1/5 Hoagland 

modified solution. The solution pH was 5.5 and the solution was renewed every 

week. For Arabidopsis culture, the grow chamber conditions were the following: 
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a photoperiod of 8 h of light, 22 ºC of temperature, and relative humidity of 65 %. 

By contrast, for tomato culture, the grow chamber conditions consisted of a 

photoperiod of 16 h of light, 25 ºC daytime temperature, 22 ºC at night, and a 

relative humidity of 45 % during the day and 50 % at night.  

Nicotiana benthamiana plants were grown in pots with soil and the grow 

chamber conditions were similar to conditions for tomato culture.  

6.3.3 KO plants generation with CRISPR tools 

 

The CRISPR-CAS system allows for gene inactivation. During this 

Doctoral Thesis, it has been used to produce slcipk23 plants. A sequence of 20 

base pairs, which is part of an RNA guide (sgRNA) directed against SlCIPK23 

exon 2, was designed by using the Breaking Cas tool from Spain National 

Biotechnology Center (Oliveros et al., 2016). The sgRNA was cloned in a plasmid 

in frame with endonuclease CAS9. The plasmid was used to transform tomato 

cotyledons with Agrobacterium tumefaciens. After transformation, tomato plants 

were regenerated and genotyped.  

Plants that contained mutations for SlCIPK23 were selected for carrying 

out experiments.  

 

6.3.4 Membrane potential determination 

 

The determination of membrane potential of epidermal and cortex root 

cells was carried out with borosilicate microelectrodes (1B120F-4, World 

Precision Instruments Inc. Sarasota, FL) (F. J. M. Maathuis & Sanders, 1994) .  

The microelectrodes were introduced into the root until a stable potential 

was achieved. After that, different experimental solutions were perfused and 

changes in root membrane potentials were recorded.  
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6.3.5 Determination of ion and anion contents 

 

Plants were harvested after experiments. Shoots and roots were dried in 

an oven at 65 ºC for 4 days. The dry material was digested using HNO3:H2O2 (5:3 

v:v) in a microwave (CERM Mars Xpress, North Carolina). The ion content was 

determined by analysis in ICP-OES (Iris Interpid II, Thermo Electron Corporation, 

Franklin) 

For the anion content, 50 mg of plant dry-weight material was collected. 

10 ml of milliQ water was added to the dry material and the solution was shaken 

for 30 min. After shaking, samples were centrifuged, the supernatant was 

collected and the resulting solution was used to determine the anion content by 

analysis with a Dionex Aquion ion chromatograph. (Thermo Fischer Scientific) 

6.3.5 Transgenic roots generation 

 

Transgenic roots were produced by using the Agrobacterium rhizogenes 

strain ATCC15834. The empty pBI321 plasmid was used to transform the 

cotyledons of WT plants. The pBI321 plasmid containing the SlCIPK23 gene 

(35S::SlCIPK23-pBI321) was employed to transform the cotyledons of slcipk23 

plants. After 10- 14 days, the roots emerged from cotyledons. 

The emerged roots were grown for 14 days in glass jars containing 1/5 

Hoagland solid medium. After this time roots were collected and their ion content 

was determined.  

 

6.3.6 BiFC assays in Nicotiana benthamiana and Xenopus laevis 

 

6.3.6.1 BiFC assays in Nicotiana benthamiana 

 

BiFC assays were carried out to determine protein-protein interactions. For 

this purpose, the following group of proteins: LKT1, SlSKOR, AtSKOR, SlHKT1.1, 

SlHKT1.2, SlCBL1, SlCBL9, AtCBL1 y AtCBL9 were cloned in pSPYCE(M) 
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plasmid, in frame with the C-terminal half of YFP (YFPC). Meanwhile, SlCIPK23 

and AtCIPK23 were cloned in pSPYNE173, in frame with the N-terminal half of 

YFP (YFPN). In this way, different constructs were generated, and they were used 

to transform Agrobacterium tumefaciens. Different combinations of A. 

tumefaciens suspensions were used to infiltrate N. benthamiana leaves. The 

reconstitution or not of YFP and thus the presence or not of the fluorescent signal 

indicates the interaction or non-interaction of the proteins tested.  

6.3.6.2 BiFC assays in Xenopus oocytes 

 

In addition to N. benthamiana leaves, it is possible to perform fluorescent 

bimolecular assays in Xenopus oocytes. In this way, a PCR was performed using 

as a template the generated constructs described in the previous section. Primers 

were designed to introduce the T7 promoter at the 5’ end of the coding sequences 

for the protein of interest. In addition, by using the reverse primer, it was possible 

to amplify the YFPC and the YFPN fragments. From these PCR products, cRNAs 

synthesis was carried out, which were injected into oocytes (in different 

combinations) to express proteins and check protein-protein interactions under a 

confocal microscope.  

 

6.3.7 Two-electrode-voltage-clamp in Xenopus oocytes 

 

cDNAs for LKT1, SlSKOR, SlHKT1.2, SlCIPK23, SlCBL1 y SlCBL9 were 

obtained by PCR from tomato roots samples. The amplified fragments were 

cloned into PCR2.1 TOPO plasmid (Invitrogen) and correct sequences cofirmed 

by Sanger sequencing. The obtained cDNA sequences were amplified by PCR 

with specific primers to introduce the sequence of the T7 promotor at the 5’ end 

as has been described in the previous section. cRNAs were synthesized from 

these PCR products.  

Different concentrations of cRNAs coding for the mentioned proteins were 

injected into Xenopus oocytes using the microinjector Nanoliter 2010 (World 

Precision Instrument). The oocyte membrane potential was fixed by using the 
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amplifier Axoclamp 900 A (Molecular Devices). After applying different solutions, 

data were collected and analyzed with Henry Suite EP software.  

 

6.3.8 Yeast complementation assays 

 

The Saccharomyces cerevisiae strain 9.3 was used for these experiments. 

After overnight culture incubation at 28 ºC, serial dilutions were performed in 

sterile water to obtain suspensions with optical densities (OD600) of 1, 0.1, 0.01, 

and 0.001 in the case of K+ uptake complementation experiments and 1, 0.2, 0.04 

and 0.008 for Na+ sensitivity experiments. Once the dilutions were made, 10 µl 

drops of each of them were inoculated into square culture plates with solidified 

AP medium.  

For K+ uptake complementation experiments, the yeast strain 9.3 was 

transformed with different combinations of cDNAs coding for SlHAK5, qSlHAK5, 

SlCIPK23, SlCBL1, and SlCBL9. 

For Na+ sensitivity experiments, yeast strain 9.3 was transformed with 

different combinations of cDNAs coding for SlHKT1.1, AtHKT1.1, SlCIPK23, 

SlCBL1, and SlCBL9.  

 

6.3.9 Microscopy 

 

Different microscopes were used in this Doctoral Thesis work.  

For BiFC assays in N. benthamiana leaves, the LEICA DM6 

epifluorescence microscope was used. The samples were prepared in slides with 

the leaf abaxial side facing upwards. A coverglass was placed over the sample 

and the space between the slide and the coverglass was filled with water. 

For experiments with GEPI1.0 plants, two types of microscopes were 

used. The Ti-E Nikon inverted fluorescence microscope (Widefield) was used in 

ATP and ABA experiments. The LEICA THUNDER DMi8 widefield microscope 
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was also used in these kinds of experiments. The Nikon AX R confocal 

microscope was used for experiments with GEPI1.0XR-GECO plants.  

Individual ratiometric images were analyzed using Fiji software. The 

fluorescence intensity was determined independently for each of the two 

channels (CFP emission channel and cpVenus channel) over the regions of 

interest (ROIs) using a Fiji plugin (ROI Manager). 

 

6.4 RESULTS AND DISCUSSION 
 

6.4.1 LKT1 contributes to K+ uptake at millimolar concentrations 

 

Several experiments were carried out to determine whether the low K+ 

content in the roots and shoots of lkt1 plants was due to a lower K+ uptake 

capacity of the root. WT, lkt1-1, and lkt1-2 plants, which had grown at 1.4 mM K+, 

were harvested at two different times to determine the net K+ uptake rate. Results 

of the experiments showed that the net K+ uptake rate of lkt1 plants was 

approximately 50 % lower than that of WT plants (Figure 25A). A more detailed 

analysis of LKT1 function in the root was carried out at the cellular level, using 

simple microelectrodes which were introduced into individual root cells to 

determine their membrane potential. The membrane depolarizations induced in 

root cells by K+ were smaller in magnitude in lkt1-1 and lkt1-2 plants than in WT 

plants under all administered K+ concentrations (Figure 25B). The fit of the 

membrane depolarization data relative to external K+ concentration was carried 

out using the Michaelis-Menten equation. From these adjustments, apparent Km 

values of 1.3 ± 0.3 mM, 13 ± 3.7 mM and 6.4 ± 1.9 mM K+ were deduced for WT, 

lkt1-1, and lkt1-2 roots, respectively. Thus, the lkt1 mutation significantly 

decreased the apparent affinity of K+ transport in tomato roots.  
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6.4.2 lkt1 plants are hypersensitive to high Mg2+ concentrations 

 

lkt1 plants showed higher concentrations of Mg2+ in roots than WT plants. 

Plants were grown under three different Mg2+ concentrations: 0.05, 0.35, and 20 

mM. In all cases, the K+ concentration in the medium was 1.4 mM. Ion content 

analysis showed that K+ content was similar in the shoots of WT and lkt1 plants 

when the plants were grown on the medium containing 0.05 mM Mg2+ (Figure 

26A). However, when plants were cultivated in media containing 0.35 and 20 mM 

Mg2+, K+ content in the shoot was lower in lkt1 plants than in WT plants (Figure 

26A). As in the case of the shoot, a lower K+ content in roots was observed when 

plants were grown at 20 mM Mg2+ and this occurred for both WT and lkt1 plants 

(Figure 26B). Therefore, the conclusion is that when the external Mg2+ 

concentration is very low, lkt1 plants can accumulate more K+ in both the shoot 

and root.  

At 20 mM Mg2+, lkt1 plants showed an important decrease in shoot and 

root dry weight. In contrast to WT plants, lkt1 plants developed chlorosis in leaf 

margins (Figure 26G). Thus, LKT1 presence is essential to cope with the 

presence of high Mg2+ concentrations. 

 

6.4.3 LKT1 activity is enhanced by SlCIPK23-SlCBL1/9 complexes 

 

To deepen our understanding on the regulation mechanisms of the LKT1 

channel, two heterologous expression systems were used. In previous studies 

carried out in Arabidopsis, barley, and rice, it had been described that CIPK23-

CBL1/9 activated K+ transport through LKT1-like proteins (Boscari et al., 2009; 

Cuéllar et al., 2010; Geiger et al., 2009; J. Li et al., 2014; Xu et al., 2006). To 

verify that a similar pathway was operating in tomato, the LKT1 channel and 

several regulatory proteins of the CIPK-CBL complex were expressed in Xenopus 

oocytes. When LKT1 was expressed in absence of CIPK-CBL complexes, 

currents were observed to be slowly activated over time. (Figures 27A and 27D). 

However, when the LKT1 was expressed in combination with SlCIPK23-SlCBL1 

and SlCIPK23-SlCBL9, an increase in the magnitude of the currents took place.  
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Another heterologous system that has been used to characterize protein-

protein interactions has been the bimolecular fluorescent complementation 

(BiFC) in N. benthamiana leaves. The results showed that LKT1 interacted with 

SlCIPK23, but not with either SlCBL1 or SlCBL9 (Figure 28). Moreover, it was 

also observed that SlCIPK23 could interact with SlCBL1 and SlCBL9. Thus, 

SlCIPK23 can act as a bridge in the CIPK-CBL-channel system and carry out the 

channel phosphorylation.  

 

6.4.4 SlHAK5 is activated by SlCIPK23-SlCBL1/9 complexes 

 

The K+ transporter AtHAK5 was shown to be activated by AtCIPK23-

AtCBL1/9 in yeast (Ragel et al., 2015). Therefore, to check whether the tomato 

homologs SlCIPK23-SlCBL1/9 regulated SlHAK5, complementation of the yeast 

strain 9.3 at low K+ was assayed (Figure 29). The native transporter SlHAK5 has 

not been shown functional in yeast. However, a SlHAK5 chimera, qSlHAK5, is 

functional in yeast (M. Nieves-Cordones et al., 2008). Yeast expressing qSlHAK5 

with the SlCIPK23-SlCBL1/9 complex grew in low K+ medium (0.1 mM K+), while 

no growth was observed for the rest of the constructs (Figure 29). It should be 

noted that yeast expressing qSlHAK5 transporter together SlCIPK23-SlCBL9 

complex experimented faster growth than yeast expressing qSlHAK5 together 

SlCIPK23-SlCBL1 complex (Figure 29). 

 

6.4.5 SlCIPK23 regulates plant K+ uptake mediated by LKT1 and 

SlHAK5 

To demonstrate the role of SlCIPK23 in the activation of both the LKT1 

and SlHAK5 transport systems, a knock-out slcipk23 mutant was obtained by 

using the CRISPR-Cas tool and characterized. The study showed that K+ content 

was similar in the shoot and root of WT and slcipk23 plants when plants were 

grown in K+ starving conditions for one week (Figure 30A and 30B). However, K+ 

content was different in both organs between WT and slcipk23 plants when plants 

were grown in 1.4 mM K+, being lower in slcipk23 shoots and roots (Figure 30A 

and 30B). After analyzing K+ content, Mg2+ was also analyzed. In this case, the 
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Mg2+ content was higher in slcipk23 shoots than in WT shoots (Figure 30C). No 

differences in Mg2+ concentration were observed in the root when plants were 

grown under K+ starving conditions. However, differences were observed in root 

Mg2+ content when plants grew at 1.4 mM K+. In this case, Mg2+ was higher in 

slcipk23 roots, up to 60%, than in the roots of WT plants (Figure 30D).  

The SlHAK5 activation by SlCIPK23 in planta has been studied by Rb+ 

transport experiments. The results of the experiments revealed that slcipk23 

plants show a 40 % reduction in Rb+ transport ratio in comparison to WT plants 

(Figure 30F). Therefore, it was concluded that SlCIPK23 promotes the activation 

of SlHAK5 in tomato roots, although SlHAK5 retains some of its activity in the 

absence of SlCIPK23.  

 

6.4.6 Na+ entry in K+ starved plants is dependent on SlCIPK23 activity 

 

Na+ content was analyzed in WT and slcipk23 plants. Both, WT and 

slcipk23 plants showed similar Na+ content in shoot and root when plants were 

grown in a medium with sufficient K+ (Figure 32A and 32B). However, under 

starving K+ conditions, WT plants increased Na+ content in the shoot and root by 

100 % and 550 %, respectively (Figure 32A and 32B). The behavior of slcipk23 

plants starved of K+ was different. While the increase in shoot content remained 

similar to the increase observed in the WT plants, the increase in root Na+ content 

was only 90 %. These results showed that SlCIPK23 was necessary for tomato 

plants for Na+ entry under low K+ concentrations.  

Compared to tomato plants, Arabidopsis had a reduced ability to 

accumulate Na+ under K+ starving conditions and AtCIPK23 was not involved in 

Na+ influx in Arabidopsis plants. 
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6.4.7 SlCIPK23 – mediated regulation of Na+ uptake under K+ starving 

conditions is maintained at high Na+ concentrations.  

 

To check whether slcipk23 plants were able to reach the Na+ contents of 

WT plants by increasing external Na+ concentration, the following experiment 

was carried out. A group of plants was grown the last 12 days under limiting K+ 

conditions (0.003 mM) and at 0.09 mM Na+, while another group of plants was 

grown at the same time in a medium supplemented with 10 mM Na+. Roots of 

slcipk23 plants showed lower dry weight than the rest of genotypes studied. In 

this case, the roots of slhak5 plants also showed a low dry weight due to K+ 

starvation. In general, the root dry weight of slcipk23 and slhak5 plants increased 

when plants were grown in the 10Na solution. Then, the Na+ and K+ contents in 

plant roots of different genotypes growing under mentioned treatments (0Na and 

10Na) were determined. Under both, 0Na and 10Na treatments, slcipk23 plants 

showed lower root Na+ contents than rest of genotypes (Figure 34). K+ content 

was similar in all genotypes when plants were grown in 0Na. Therefore, from 

these results, it can be concluded that: first, the dry weight of K+-starved slcipk23 

and slhak5 plants increased in plants supplemented with 10 mM Na+. Second, 

the Na+ uptake system regulated by SlCIPK23 can mediate Na+ uptake at both 

low and high Na+ concentrations. In addition, a SlCIPK23-independent pathway 

for Na+ uptake was also observed. 

The root length of WT, slcipk23, lkt1, and slhak5 was also evaluated 

(Figure 36). When plants were grown in 0,09Na, the roots of slcipk23, lkt1, and 

slhak5 were longer than WT. However, when plants were grown in 10Na, the 

difference in length between WT and slcipk23 disappeared. Thus, these results 

suggest that characteristics such as longer roots can be related to a response of 

the plant to explore the medium in the search of Na+ or K+ in a situation of K+ 

shortage.  
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6.4.8 Use of inhibitors contribute to identify candidates for SlCIPK23-

mediated Na+ transport. 

 

Different compounds that had been described as relatively specific 

inhibitors of each family of plant K+ or Na+ transport systems (Table 22) were 

used to identify the family to which the protein involved in Na+ uptake belonged. 

NH4
+ is considered to be an inhibitor of ion transport mediated by proteins of the 

HAK/KUP/KT family (Alemán et al., 2011; M. Nieves-Cordones et al., 2007; Rubio 

et al., 2008). By contrast, previous studies carried out in rice showed that 

transporters of the HKT family were inhibited by Ba2+. 

The relative root Na+ content of WT plants treated with 4 mM NH4
+ 

decreased by 50 % with respect to non-treated plants. In contrast, the relative 

root Na+ content of slcipk23 plants increased by approximately 40 % (Figure 37). 

Therefore, these results showed that NH4
+ was inhibiting a system whose function 

was activated in WT plants but not in slcipk23 plants. 

In experiments carried out with Ba2+, when it was applied, a significant 

decrease in root relative Na+ content was observed in both WT and slcipk23 

plants (Figure 38). Thus, Ba2+ was inhibiting a system that was working in both 

genotypes and therefore was not regulated by SlCIPK23.  

Other inhibitors such as Li+, Ca2+, and La3+ were tested. When plants were 

grown at 0.1 mM Li+, root relative Na+ content decreased by 20 % in both WT and 

slcipk23 plants. However, with Ca2+ and La3+, a decrease in root relative Na+ 

content was only observed in slcipk23 plants.  

 

6.4.9 SlCIPK23 is not involved in SlHKT1.1 and SlHKT1.2 regulation. 

 

To determine whether the Na+ transport capacity under K+ starvation 

observed for the rice OsHKT2.1 (Horie et al., 2007) was conserved in any of the  

tomato proteins belonging to the HKT family, different experiments were 

performed.  
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The Na+ transport capacity of tomato HKT transporters was evaluated by 

their expression in the 9.3 yeast strain. In medium with 25 mM Na+, yeast 

expressing the Arabidopsis AtHKT1.1, the tomato SlHKT1.1, SlHKT1.1 together 

with SlCIPK23-SlCBL1 or with SlCIPK23-SlCBL9 showed a higher sensitivity to 

Na+ than 9.3 transformed with the empty vector. Therefore (Figure 41) it can be 

concluded that SlCIPK23 was not regulating Na+ transport mediated SlHKT1.1. 

Data about SlHKT1.2 expressed in oocytes showed that the 

SlCIPK23/SlCBL1/9 complex did not regulate this transport system. Although Na+ 

transport through SlHAKT1.2 could be observed in these experiments, no 

differences between the oocytes expressing SlHKT1.2 alone or together 

regulatory complexes were observed.   

In addition, fluorescent bimolecular complementation in N. benthamiana 

leaves has been used to study protein-protein interactions. The results showed 

that SlCIPK23 did not interact with SlHKT1.2 or with SlHKT1.1. Therefore, the 

SlCIPK23 protein is not involved in the regulation of the Na+ transport systems 

SlHKT1.1 and SlHKT1.2 (Figure 43). 

 

6.4.10 SlSKOR is inhibited by SlCIPK23-SlCBL1/9 complexes 

 

Previous studies showed that K+ uptake and its translocation are closely 

coordinated (Kochian et al., 1989; M. Nieves-Cordones et al., 2019). The 

question arose whether regulatory complexes such as SlCIPK23-SlCBL1 

involved in K+ transport (Chapter I), could also be involved in regulating the K+ 

translocation process through SlSKOR in tomato plants. To check this 

hypothesis, SlSKOR was expressed in Xenopus oocytes with or without 

SlCIPK23-SlCBL1/9 complexes. The co-expression of SlCIPK23 + SlCBL1 or 

SlCIPK23 + SlCBL9 led to a strong reduction of steady-stage currents mediated 

by SlSKOR at 30 mM K+ (83 % and 87 %, respectively) (Figure 49A and 49B).  
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6.4.11 Inhibition of SKOR-like channels by CIPK23-CBL1 is 

conserved in tomato, grapevine, Medicago, and lettuce but not in 

Arabidopsis and saltwater cress. 

 

It was assessed whether the CIPK23-CBL1 complex regulates channels 

homologous to SlSKOR in other plant species. The Arabidopsis SKOR K+ 

channel (AtSKOR) was expressed in Xenopus oocytes together with AtCIPK23-

AtCBL1. Surprisingly, AtCIPK23-CBL1 did not affect currents mediated by 

AtSKOR. The current model about this subject states that the success of the 

regulation of the transport system by the CIPK-CBL complex is dependent on the 

presence of certain protein domains (José Sánchez-Barrena et al., 2020) which 

have been conserved in many orthologs. Therefore, the loss of AtSKOR 

regulation by AtCIPK23-AtCBL1 complexes could have been caused by the loss 

of these conserved domains in AtSKOR, AtCIPK23-CBL1, or both. The relative 

steady-state currents showed that AtCIPK23-AtCBL1 inhibited SlSKOR, thus, the 

loss of AtSKOR regulation mediated by AtCIPK23-AtCBL1 should have been 

caused by changes in AtSKOR because AtCIPK23-AtCBL1 was able to inhibit 

SlSKOR. Then, more SKOR homologs present in tomato (SlK5.1 and SlK5.2), 

but also homologs present in other species (VvK5.1, MtGORK, Ls5.1, EsK5.1, 

and HvK5.2) were expressed in Xenopus oocytes to check whether they were 

regulated by CIPK23 complex or not. It was observed that K+ currents mediated 

by SlK5.2, VvK5.1, MtGORK, and LsK5.1 were reduced by around 60-70 % due 

to AtCIPK23-AtCBL1 or SlCIPK23-SlCBL1 expression (Figure 50). The K+ 

currents mediated by EsK5.1 were not inhibited by AtCIPK23-AtCBL1 (Figure 

50). Therefore, the regulation of SKOR-like channels by CIPK23-CBL1 

complexes is present in tomato, grapevine, Medicago, and lettuce, but not in 

Arabidopsis and saltwater cress.  
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6.4.12 SlSKOR inhibition by CIPK23-CBL1 is mediated by dependent 

and non-dependent phosphorylation mechanisms. 

 

Because SlSKOR, but not AtSKOR was regulated by CIPK23-CBL1 

complexes, domain swapping between SlSKOR and AtSKOR could help to map 

the target sites of the CIPK23-CBL1 complexes. As part of previous work carried 

out in the laboratory, chimeric proteins containing domains of SlSKOR and 

AtSKOR were designed and constructed and regulation by CIPK23-CBL1 

complexes was evaluated through their expression in Xenopus oocytes. It is 

important to note that only the presence of the N-terminal domain of SlSKOR 

allowed the partial regulation of AtSKOR by AtCIPK23-AtCBL1 (Figure 51). 

Moreover, the results with other chimera indicated that the N-terminal domain 

and transmembrane domains of SlSKOR were involved in its inhibition by the 

CIPK23-CBL1. Moreover, the results suggested that approximately 20 % of the 

reduction in SlSKOR activity was phosphorylation-dependent while the rest of the 

reduction (80 %) occurred by a different mechanism.  

6.4.13 Xylem K+ concentration is increased in slcipk23 plants after K+ 

deprivation 

After obtaining the KO mutant of slcipk23 using CRISPR-Cas (Chapter I 

and Methods of this Doctoral Thesis) slcipk23-1 plants were used to carry out 

experiments to characterize the of SlCIPK23 in the regulation of SlSKOR. The K+ 

concentration in xylem of WT and slskor-1 plants was not altered in plants starved 

for K+ for 3h, while under this treatment, the xylem K+ concentration was 

increased in slcipk23-1 plants compared to plants kept at 1,4 mM K+ (Figure 52).  

 

6.4.14 Characterization of Arabidopsis GEPI1.0 lines 

 

Experiments were conducted with Arabidopsis plants expressing the K+ 

sensor GEPI1.0. These experiments made it possible to obtain information on K+ 

dynamics in plant cells. 
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Changes in the K+ content were estimated in the roots of GEPI1.0 plants 

which had been incubated under increasing K+ concentrations. The ratio 

(cpVenus/CFP) of plants that were grown in 100 and 200 mM K+ was higher than 

the ratio of plants that were grown in 0, 0.5, 5, and 20 mM K+ (Figure 54B). From 

these results, it could be deduced that the K+ sensor was useful for measuring 

changes in root concentration under high K+ concentrations. We can also see 

that K+ concentrations in cytosol are stable in a wide range of concentrations 

which is indicative of proper homeostasis. Moreover, data acquired in 

experiments showed that the long-term K+ accumulation in cytosol does not affect 

the long-term Ca2+ concentration and does not alter the pH of the cytosol (Figure 

55). 

The K+ content was also analyzed in guard cells. The fluorescence was 

studied in both open and closed states of stomata and then the ratio 

cpVenus/CFP was calculated. The cpVenus/CFP ratio was higher in cytosol of 

guard cells in open state than in the closed state after applying ABA. Therefore, 

it could be concluded that K+ content was higher in open stomata (Figure 56). 

As mentioned in the introduction section, it has been described that K+ 

could act as a second messenger in response to different stress situations. An 

experiment with GEPI1.0 x R-GECO Arabidopsis plants was performed. GEPI1.0 

x R-GECO plants were treated with 2 mM ATP in order to reproduce the external 

conditions that could occur after a pathogen attack. The results of these 

experiments showed a K+ release after ATP supply, suggesting that K+ may be 

involved in a signaling processes as a second messenger in addition to the 

already characterized Ca2+ signals. It was observed that the K+ signal was 

preceded by the Ca2+ signal (Figure 57). This fact led us to think that the Ca2+ 

signal could lead to the activation of the mechanisms involved in K+ decrease in 

the cytosol. More studies should be done to further characterize the process.  

 

6.4.15 Generation of GEPI1.0 transgenic lines of tomato. 

 

Since the studies using the Arabidopsis GEPI1.0 plants showed that K+ 

sensors were a good tool to study K+ cytosolic concentrations and K+ dynamics 
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under different treatments, we thought that it would be interesting to do similar 

experiments with tomato and tomato plants expressing GEPI1.0 were generated. 

In this way, a PCR was performed to amplify the sensor coding sequence from 

the pGGZ004-plantGEPI1.0 plasmid. The amplified sequence was introduced 

into the pBI321 plasmid resulting in the 35S::plantGEPI1.0 construct. Once 

obtained, the 35S::plantGEPI1.0-pBI321 was used to transform Agrobacterium 

tumefaciens strain GV3101, and then, tomato cotyledons were infected with it 

and putative transgenic plants were generated.  

As result, 16 plants were obtained, and of 16 plants, 11 showed to have 

the T-DNA. Therefore, the transformation effectivity was 69 %. Finally, the 

presence of fluorescence was checked using the microscope. 

 

 

 

6.4.16 Characterization of tomato GEPI1.0 lines 

 

Tomato GEPI1.0 lines were used in some experiments to check the sensor 

functionality. Similarly to the experiment performed with Arabidopsis, the ratio 

cpVenus/CFP was analyzed in the cytosol of guard cells in both open and closed 

states. The results showed that the ratio was higher in guard cells in open state 

than in closed state (after applying ABA).  
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7.1 Anexo I. Abreviaturas y símbolos 
 

 

ABA Ácido abscísico (del inglés, ‘ABcisic Acid’) 

ADN Ácido desoxirribonucleico 

AP Fosfato de arginina (del inglés, ‘Arginine Phosphate’) 

ARN Ácido ribonucleico 

ARNc Ácido ribonucleico codificante 

ATP Adenosin trifosfato 

BiFC Complementación bimolecular fluorescente 

CaMs Calmodulinas 

CBLs Proteínas de tipo calcineurina B 

CDPKs Proteínas quinasas dependientes de Ca2+ 

CFP Proteína azul fluorescente (del inglés, ‘Cian Fluorescent Protein’) 

CIPKs Proteínas quinasas que interactúan con CBLs 

cm Centímetro 

CMLs Proteínas similares a calmodulinas 

CNGCs Canales activados por nucleótidos cíclicos (del inglés, ‘Cyclic 

nucleotide gated channels’) 

Col-0 Arabidopsis thaliana, ecotipo Columbia 0 

CRISPR Repeticiones palindrómicas cortas agrupadas y regularmente 

interespaciadas (del inglés, ‘Clustered Regularly Interspaced Short 

Palindromic Repeats’) 

DAMPS Moléculas asociadas al daño (del inglés, ‘Damage-Associated 

Molecular Patterns’) 

Dmax Velocidad máxima de despolarización 

DO600 Densidad óptica 

Ea50 Potencial de activación 

EC Conductividad eléctrica 

F Constante de Faraday 

FAO Organización de las Naciones Unidas para la Agricultura y la 

Alimentación 

FRET Transferencia de energía por resonancia de fluorescencia 
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G Glicina 

g Gramo 

GECIs Indicadores de calcio codificados genéticamente (del 

inglés,’Genetically Encoded Calcium Indicators’) 

GEPIs Indicadores de potasio codificados genéticamente (del inglés, 

‘Genetically Encoded Potassium Indicators’) 

GFP Proteína verde fluorescente (del inglés, ‘Green Fluorescent Protein’) 

h Horas 

H+
 Protones 

ha Hectáreas  

ICP Espectrofotómetro de iones acoplado a plasma 

JA Ácido jasmónico (del inglés, ‘Jasmonic Acid’) 

kDa Kilodalton 

Km Constante de Michaelis-Menten 

KO Mutante de pérdida de función (del inglés, ‘Knock Out’) 

L Litro 

LB Medio de cultivo Luria-Broth 

LysM Motivo de lisina 

M Segmento transmembrana 

MES Ácido 2- (N-morfolino) etanosulfónico 

mg Miligramo 

min Minuto 

mL Mililitro 

mm Milímetro 

mM Millimolar 

MS Medio Murashige y Skoog 

mV Milivoltio 

NA Medio de cultivo (del inglés, ‘Nutrient Agar’) 

ng Nanogramo 

NH4
+

 Ion amonio 

nm Nanometro 

NSCCs Canales no selectivos de cationes (del inglés, ‘Non-Selective Cation 

Channels’ 
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P Dominio loop-poro 

p/p Porcentaje peso soluto/peso solución 

p/v Peso/volumen 

pb Par/es de bases  

PCR Reacción en cadena de la polimerasa 

Po Probabilidad de apertura 

PS Peso seco 

R Constante de los gases ideales 

ROI Región de interés (del inglés, ‘Region of Interest’) 

ROS Especies reactivas de óxigeno (del inglés, ‘Reactive Oxygen 

Species’) 

S Serina 

s Segundo 

SD Medio de cultivo (del inglés, ‘Sherman Dextrose’) 

sgARNs Secuencias guía de ARN 

SOS  ‘Salt Overly Sensitive pathway 

T Temperatura  

T-ADN ADN de transferencia 

TEVC Fijación de voltaje con dos electrodos (del inglés, ‘Two-electrode 

voltage clamp’) 

TM Transmembrana 

UN Naciones Unidas (del inglés,’ United Nations’) 

Vmax Velocidad máxima de la reacción 

WT Variedad silvestre (del inglés, ‘Wild type’) 

YFP Proteína amarilla fluorescente (del inglés, ‘Yellow Fluorescent 

Protein’) 

YPD Medio de cultivo (del inglés, Yeast Peptone Dextrose) 

Zg Carga de Puerta equivalente (en inglés, ‘gating charge’) 

µg Microgramo 

µL Microlitro 

µM micromolar 
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7.2 Anexo II. Cebadores 
 

Tabla 24: Tabla de cebadores utilizados durante la Tesis Doctoral. 

Nombre del cebador Secuencia Uso 

LKT1 g3009-3031-F GTCCTGCTCGTCGTTTAGTAATG 
Secuenciación del ADN 

genómico de la región diana 
del sgARN1 

LKT1 g4034-4054-R CCGTGCACAACCAAGTTAGTC 
Secuenciación del ADN 

genómico de la región diana 
del sgARN1 

SlSKORg2967-2988-F CACACCAATGGAGTTCGCTTTC 
Secuenciación del ADN 

genómico de la región diana 
del sgARN1 

SlSKORg3706-3728-R CTACCAATCCATGTGTACCCTTC 
Secuenciación del ADN 

genómico de la región diana 
del sgARN1 

SlSKORg3446-3467-F GAACTCTTAGCTCTTTTAACCG 
Secuenciación del ADN 

genómico de la región diana 
del sgARN2 

gLKT1-3413-3434-F GGCGTCTAAGAAGAGTTAGTGC 
Secuenciación del ADN 

genómico de la región diana 
del sgARN2 

gSlCIPK23-762-784-F GAATCTGATGCTTTCTAGTGTTG 
Secuenciación del ADN 

genómico de la región diana 
del sgARN1 

gSlCIPK23-1862-1882-R CATTCGCTCTGTAGAATCTCC 
Secuenciación del ADN 

genómico de la región diana 
del sgARN1 

SlCIPK23-UTR5-F CAAGTCCCAGGTTTGGCAACC PCR 

SlCIPK23-UTR3-R GGTAACCCACGGACATCACAC PCR 

SlSKOR-UTR5-F CGAAAACTTCAAATTTTTGAATTTCGTATTACGAGAGAG PCR 

SlSKOR-UTR3-R CATCCAAGAGATACAACAAGAACTACATGAAGG PCR 

SlCBL4-ATG-F ATGGGCTGCTTTAATTCTAAGGTG PCR 

SlCBL4-STOP-R TTATGTAGCAACTTCATCAACTTCAGAA PCR 

SlCBL4-UTR5-F GTGAAGCTGGTTTCTAGGCGC PCR 

SlCBL4-UTR3-R ATCGAACAACACTTCACACGTCG PCR 

SlCBL9-ATG-F ATGGGCTGTTTTAGCTCTAAGGTG PCR 

SlCBL9-STOP-R TCAAGTAGCTCCTTCATCAACTTCTG PCR 

SlCIPK23-T7-F 
GCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGAATGGGTTCAAGA

TCAAATAATGGAAGTGG 
Síntesis de cARN  

SlCIPK23-BP-R CTTGATCTTGTCAAGTTGAGACAATACCATCTTTTACTTCC Síntesis de cARN  

SlSKOR T7-F gcgaaattaatacgactcactatagggagaATGACGAGAGGTGAGGAAGTA
CTGGAG 

Síntesis de cARN  

SlSKOR BP-R cttgatcttgTCAAGTTGATTCATTGATCAAGTAC Síntesis de cARN  

SlCBL1-T7-F 
GCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGAATGGGCTGCTTT

AATTCTAAGGTG 
Síntesis de cARN  

SlCBL1-BP-R CTTGATCTTGTTATGTAGCAACTTCATCAACTTCAGAA Síntesis de cARN  

SlCBL9-T7-F 
GCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGAATGGGCTGTTTTA

GCTCTAAGGTG 
Síntesis de cARN  

SlCBL9-BP-R CTTGATCTTGTCAAGTAGCTCCTTCATCAACTTCTG Síntesis de cARN  

LKT1-T7-F 
GCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGAATGGGAGATAAT

AGAGGATTAGGTG 
Síntesis de cARN  

LKT1-BP-R CTTGATCTTGTTATGATGATTTAGCTTCATCGATATTG Síntesis de cARN  

AtCIPK23-T7-F gcgaaattaatacgactcactatagggagaATGGCTTCTCGAACAACGCCT
TC 

Síntesis de cARN  

AtCIPK23-BP-R cttgatcttgTTATGTCGACTGTTTTGCAATTGTCCGG Síntesis de cARN  

AtCBL1-T7-F gcgaaattaatacgactcactatagggagaATGGGCTGCTTCCACTCAAAG
GC 

Síntesis de cARN  

AtCBL1-BP-R cttgatcttgTCATGTGGCAATCTCATCGACCTCC Síntesis de cARN  

AtSKOR-T7-F gcgaaattaatacgactcactatagggagaATGGGAGGTAGTAGCGGCGG
C 

Síntesis de cARN  

AtSKOR-BP-R cttgatcttgTTATGTTTCAACAGCCAAATACAGTTTTTGTCC Síntesis de cARN  

GORK-T7-F gcgaaattaatacgactcactatagggagaATGGGACGTCTCCGGAGACG
GC 

Síntesis de cARN  

GORK-BP-R cttgatcttgTTATGTTTGATCAGTAGTATCACTGATC Síntesis de cARN  

VvK5.1 T7-F gcgaaattaatacgactcactatagggagaATGAATCGCTTCATGTATTTGG
TTGGG 

Síntesis de cARN  

VvK5.1 BP-R cttgatcttgCTAAATATCTAGTGTTTCACATAACAAATATAGC Síntesis de cARN  
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MtGORK T7-F GCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGAATGAAGATGAAG
GAGGAAGAGGATGAAGGTG 

Síntesis de cARN  

MtGORK BP-R CTTGATCTTGCTAATGCGTTTCATTGACTAAATACAG  Síntesis de cRNA 

SlSKOR qPCR-F CTATAAGGCTGTTGGCAGCAAA qPCR 

SlSKOR qPCR-F TGCCCTGCTCAACCGAAT qPCR 

SlK5.1 qPCR-F TTTGGCCAACGGCATCA qPCR 

SlK5.1 qPCR-R AGGTGAAGTGGTGTTCGAAAATC qPCR 

SlK5.2 qPCR-F GAAAGGATCTTCGTGTGAAGCA qPCR 

SlK5.2 qPCR-R CAAAGCAAGCTCAGCCTCTTG qPCR 

SlNRT1.5 qPCR-F attgtggagtgctacaggct qPCR 

SlNRT1.5 qPCR-R gagccttcacagtgtttgca qPCR 

SlSLAH1-1 qPCR-F ACAAAGGGCAAGCGTTTTCT qPCR 

SlSLAH1-1 qPCR-R CCATCCCATTTCAGCAGCTG qPCR 

SlSLAH1-2 qPCR-F gtttgcaggccagcactatt qPCR 

SlSLAH1-2 qPCR-R gcaacatcagcccattagca qPCR 

SlSLAH2-1 qPCR-F agcttgagccaacaggatct qPCR 

SlSLAH2-1 qPCR-R ccatgctgtcgttcagtagc qPCR 

SlSLAH2-2 qPCR-F aagcaaatcttggcctgtgg qPCR 

SlSLAH2-2 qPCR-R actctcgacgaacagcttca qPCR 

SlSLAH2-3 qPCR-F TCTCACTGGCTGTTCGGATT qPCR 

SlSLAH2-3 qPCR-R TTGATCGTGGCAATAGCAGC qPCR 

SlSLAH4 qPCR-F tggcaagaggtttccgtttg qPCR 

SlSLAH4 qPCR-R cgatagccgctgatacaacg qPCR 

SlSLAC1 qPCR-F caaaggttgccaacgagtga qPCR 

SlSLAC1 qPCR-F ggttcttgccaagccatcaa qPCR 

qSlCIPK23-F CACAGAGACCTCAAGCCTGA qPCR 

qSlCIPK23-R AGCGCACTCAATCCGAAATC qPCR 

SlSKOR S57A-F gtttagtcgccggagaagaaaatttgcccgggaaagtttac Sitio para mutagénesis 
dirigida 

SlSKOR S57A-R gtaaactttcccgggcaaattttcttctccggcgactaaac Sitio para mutagénesis 
dirigida 

LKT1-Spe-F CCCACTAGTATGGGAGATAATAGAGGATTAGGTG Clonaje en pSPYCE 

LKT1-Xma-R AAACCCGGGTGATGATTTAGCTTCATCGATATTG Clonaje en pSPYCE 

SlCPK23-Spe-F CCCACTAGTATGGGTTCAAGATCAAATAATGGAAG Clonaje en pSPYNE 

SlCPK23-Xho-R CCCCTCGAGAGTTGAGACAATACCATCTTTTA Clonaje en pSPYNE 

SlCBL4-Sal-F CCCGTCGACATGGGCTGCTTTAATTCTAAGGTG Clonaje en pSPYCE 

SlCBL4-Xma-R AAACCCGGGTGTAGCAACTTCATCAACTTCAGAA Clonaje en pSPYCE 

SlCBL9-Sal-F AAACCCGGGAGTAGCTCCTTCATCAACTTCTG Clonaje en pSPYCE 

SlCBL9-Xma-R AAACCCGGGAGTAGCTCCTTCATCAACTTCTG Clonaje en pSPYCE 

YFP-Cter-BP-R cttgatcttgTTACTTGTACAGCTCGTCCATGCC Síntesis de cARN  

YFP-Nter-BP-R cttgatcttgCTACTCGATGTTGTGGCGGATC Síntesis de cARN  

SlK5.1-T7-F gcgaaattaatacgactcactatagggagaatggatagaggaaaacgaagatccg Síntesis de cARN  

SlK5.1-BP-R cttgatcttgtcatgtgtattcgcttactaaaaacag Síntesis de cARN  

SlK5.2-T7-F gcgaaattaatacgactcactatagggagaatgtcgatgaagagagaattacgag Síntesis de cARN  

SlK5.2-BP-R cttgatcttgtcaagttgtttcactgatcaagtac Síntesis de cARN  

LsK5.1 T7-F gcgaaattaatacgactcactatagggagaATGAGGATTGGATCGACGGC
G 

Síntesis de cARN  

LsK5.1 BP-R cttgatcttgTCATTCTTCACTAATCAAATACAACTTTTGTCC Síntesis de cARN  

EsK5.1 T7-F gcgaaattaatacgactcactatagggagaATGGGAGGTAGCAGCGGC Síntesis de cARN  

EsK5.1 BP-R cttgatcttgTTATGTTTCAACAGTCAAATACAGTTTTTGTC Síntesis de cARN  

HvK5.2 T7-F gcgaaattaatacgactcactatagggagaATGGCGAGGGGGGCAAGG Síntesis de cARN  

HvK5.2 BP-R cttgatcttgCTACTTGCTATGACCGGTGTCC Síntesis de cARN  

SlCIPK2-T7-F gcgaaattaatacgactcactatagggagaATGGCCAATAAAGGAAGCATA
CTG 

Síntesis de cARN  

SlCIPK2-BP-R cttgatcttgTCAAGGTAACTGCTCTTGCTG Síntesis de cARN  

SlCIPK9-T7-F GCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGAATGAGTAGCTCA
ACGTCAACGTCATC 

Síntesis de cARN  

SlCIPK9-BP-R CTTGATCTTGTTAAGACCCTTTTTCTTCAGAGGGTTG Síntesis de cARN 

qSlCBL1-F CGCTTGTCTAGTCGTGCTTC qPCR 

qSlCBL1-R GTGTCCACGGAACTGCTTTT qPCR 

qSlCBL9-F AAGGTGGCAAGAGGACATCA qPCR 

qSlCBL9-R GCTGTTTTGGATGCCAGGAA qPCR 

SlCIPK23 K48N-F aaactggtgataatgtagccataaatattcttgataaagagaaggtc Sitio para mutagénesis 
dirigida 

SlCIPK23 K48N-R gaccttctctttatcaagaatatttatggctacattatcaccagttt Sitio para mutagénesis 
dirigida 
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7.3 Anexo III Material suplementario de la tesis 
 

 

Figura 60: Alineamiento de la secuencia proteica de AtSKOR y SlSKOR. Los 
residuos mutados a Ala se muestran en recuadros rojos. Los dominios que contienen 
residuos mutados a Ala se muestran con una línea verde. Los residuos idénticos se 
muestran con asteriscos
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