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RESUMEN 
Los azúcares proporcionan encrgia a las células y además. son moléculas scí"ial que 

regulan diferentes procesos celulares como la división celular, la diferenciación)' la 
morrogénesis. Así COmo la asimilación de nutrientes como nitrógeno y fósforo. A pesar de 
que en los últimos años se han realizado avances impOl1antcs en el entendimiento de los 
mecanismos de regulación por azúcares en plantas, quedan muchos eventos por entender. 

En plantas como Arabidopsis, la existencia de mutantes generadas por la inserción 
del T-DNA, representa una oportunidad para la clonación de los genes afectados en el 
proceso de regulación por carbono. 

En este trabajo, se aisló una Il1utante glucosa insensible. denominada gin5, por un 
método de selección que consistió en obtener plantas capaces de germinar in vitro, y a 
desarrollarse en concentraciones elevadas de glucosa: 7%. Las plantas silvestres a ésta 
concentración de glucosa detienen su desarrollo. El objetivo del presente proyecto fue 
caracterizar molecular, genética y fisiológicamente a la mutante gin5 de Arabidopsis 
thaliana. 

Los resultados mostraron que la planta gin5 contiene una mutación de tipo rccesivo. 
Un aspecto interesante es que además del fenotipo insensible a alta glucosa, fue la 
presencia de marchitez en la planta. La mutación fue provocada por la inserción de un T-
0NA, que se localizó hacia el extremo 3' de un gen cuya fase de lectura abierta muestra 
homología a enzimas con actividad de hidroximetiltransferasa. Físicamente la mutación se 
ubicó hacia el telómero superior del cromosoma 1, a 2.5 cM del marcador genético ABA3. 
Genéticamente se comprobó que gin5 es alelo de aba3-2. En las plantas mutanles se 
encuentra afectada la regulación de varios genes fotosintélicos como CABl. pe y Rile-s. 
que sc sabe están regulados en la vía de la hexocinasa. Además, por primera vez se 
demostró la regulación en esta misma vía del gen eLA /. que participa en la ruta biosintética 
de isoprenoides en cloroplasto. 

Se comprobó que otras mutantes afectadas en la biosintesis de ABA como las 
mutantes aba, son insensibles a alta glucosa como Kin5. Estos resultados sugirieron 
fuertemente que se requiere de ABA durante la regulación por carbono. Este hecho se 
corroboró al demostrar que plantas silvestres crecidas en alta glucosa, elc"an los niveles de 
ABA hasta 9 veces que cuando las condiciones de glucosa son bajas, 2%. Este fenómeno 
no sc observó durante el crecimiento de plántulas de gin5 a 100 nM de ABA en alta 
glucosa. En estas condiciones se re-establece la sensibilidad del sistema percepción y 
regulación por carbono de gin5 como sucede en plantas silvestres. 

Bioquimicamente, se sabe que la mutante aba3-2 tiene afectada la actividad de 
aldehído oxidasa, por la falta de modificación del cofactor de molibdeno para ésta enzima. 
La mutante gin5 también está afectada en la actividad de ésta enzima, que se requiere en el 
último paso de la biosíntesis de ABA. 

La respuesta fisiológica frente a diferentes honnonas vegetales solo mostró mayor 
desarrollo de pelos rediculares en presencia de altas concentraciones de auxinas, así como 
el inicio temprano de la senescencia en altas eoneetraciones de precursor de etileno. 

La mutante gin5 es insensible a altas concetraciones de sacarosa y fruetosa; así 
como resistente a agentes osmóticos corno manitol y polietilenglicol 8000. También es 
resistente a 200 mM de NaCI, concentración que es completamente tóxica para las plantas 
silvestres. No existen razones claras para explicar esta resistencia a estrese osmóticos y 
salinos. Sin embargo en posible que la concentración elevada de azúcares en gin5, 
funciones como osmolitos protectores. 



Los resultados obtenidos en el presente trabajo permiten concluir que la l11utante 
gin5 está afectada en la vía de señalización por carbono, dependiente de la hcxocinasa. y 
que requiere de la elevación endógena de ABA. para regular la concentración de carbono. 
El alto contenido de azúcares en gin5, permite su resistencia a estreses osmóticos y salinos; 
siendo un mecanismo descrito por primera vez. que le ofrece yen tajas a ésta mutante para 
contender COn diferentes estreses. Este es el primer reporte que documenta la interconexión 
entre las vjas de señalización por glucosa. y la participación de la honllona ABA en la 
regulación por carbono en plantas. 



SUMMARY 
Sugars Jet as cncrgy sourccs and as signal molccules. Sugars control several 

proccsscs in plants as ceH division, differentiation, morphogenesis and nutricnt 
assimilation. The sttldy 01' sugar sensing and signaling is a central aspect in plants. In las! 
years. important advances have becn achieved in signal transduction pathways ror sugar 
responses in plants. Ho\\'cver, lhere is still a poor undcrstanding of lhe process. 

There is a T~DNA-mutagenized Arahidopsis lhaliano collection, so \Ve applicd a 
genetic $creen based on dcvelopment arrest of wild-type planls in lhe presence of 7% of 
glucosc. Thus. we isolated a glucosc inscnsiti\"c mutant, gin5. The gin5 mutanl dcvclops 
grccn and cxpanded cotyledons in Ihc prcsence ofhigh glucose. 

lhe aim of lhis study \\as lo describe lhe molecular, genclic and physiologic 
characlerizalion of gin5. Gcnctic sludies showed that mutant phcnotypc behaves as a single 
rcccsive mutation, that co-segrcgated with a wil!!, phenotype. The insertion sitc of T-DNA 
on gin5 DNA \Vas 2 Kb downstream of a open reading frame for a gene with 
hydroxymethyltransferase activity. Genetic mapping indicates that the ghJ5 mutation 
ll1apped to 2.5 cM frol11 genetic marker ABA3. on chroll1osome l. GCl1ctic crosses betwecll 
gin5 and abaJ-2 revealcd allelism between these ll1utants. In othe!" ABA mutants such as 
abal-/and aba2-1 \Ve found an insensitivc phcllotype to 7% glllcosc as gin5 and aba]-2. 
These results suggested that lo\\" ABA Icvels prescnt in these mutants decrease their 
glucose scnsitivity. A dramatic inerease (7-9 fold) in the ABA Icvels was observed in wild­
typc plants bUI not in gin5 plants when grown wilh 7% glucose. When 100 nM ABA was 
cxogenously applicd to the medium, almost all gin5 and aba/·I plants became sensitive to 
7% glucose. similar to wild-type phenotype. 

RNA blol analyscs showcd an altered regulation in gin5 mutan! of three 
photosynthetic genes that have been sho\ved to be rcgulatcd by HXK-dependent pathway: 
CASI, PC AND RBC-S. Wc proved the reglllation ofCLAI gene in the same HXK-pathway 
as photosynthcsis genes. 

Biochemical characterization demonstratt:d an absence of aldehyde-oxidase (AO) 
activity in aba3·2 mutan!. This lost of AO activity was demonslrated also in gin5 plants. 
This enzyme participates in lhe last step 01' ABA biosynthesis. 

The gin5 plant is al so insensitive to high concentrations of sucrose, fructose, 
mannitol and polyetilenglycol 8000. Also, gin5 plants are resistant lo 200 mM NaCI, when 
this salt concentration is toxic to wild-type plants. There are not clear reasons for to explain 
the osmotic and saline resistant phenotype in gin5, but we know that this mutant 
accumulates more sugars than wild-typc plants. These sugars could participate as osmolites 
and protect the planls against osmotic and saline stresses. 

The physiological response of gin5 to several hormons re\'ealed a higher growth of 
radicular hairs at high doses of auxins. Also, gin5 showed an early senescence in high doses 
of ethy1ene. 

These results provide the first direct evidenee to support a novel and central rol of 
ABA in plant glucose regulation by high ABA levels by GfN5 gene. The high content of 
sugars in gin5 gives a resistant phenotype to osmotic and saline stresses. This is a novel 
mechanism described in Arabidopsis and is dependent of ABA action 
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REGULACIÓN METABÓLICA POR CARBONO EN BACTERIAS, 

Los estudios de regulación por carbono en bacterias han llevado a la 

descripción del sistema conocido como PTS (del inglés "phosphotransfcrasc systcm"), 

como uno de los elementos c!¡¡VC no sólo en la regulación por glucosa (Saier y cols. 

1995; Stulkc )' cols, 1998), sino también con innucncia (;11 la generación de 

cornpuestos arornaticos helcrocíclicos y no aromáticos de importancia industrial 

(Saier, 1992), 

REGULACIÓN DEL METABOLISMO DE C,RBONO E,I' /JACTERIAS GRA,H­

,I'EGATlVAS 

Escherichia col; representa la bnctcria modelo de estudio de sistemas 

procariontcs. Corno otros organismos. E. colf puede utilizar como fuentes de carbono 

varios azúcares y así obtener los intemlcdiarios metabólicos necesarios para su ciclo 

de vida; pero la glucosa es la fuente de carbono preferencial. El metabolismo 

bacteriano es controlado por et sistema PTS, el cual se regula por la rosrorilación de 

diferentes proteínas (Saier. 1995: Sculke, 1998; Sai~r. 1992). Este sistema parece screl 

más importante en el transporte de azúcares. A su vez regula también las actividades 

de otras penneasas como los "simportcrs" de azúcar-H' y de azúcar-Na" y a los 

transportadores de aZllcar dependientes de energía (Saier, ! 995). El sistema PTS, 

además de regular directamente el transporte de azúcares. regula también 

indirectamente la expresión de genes, modulando la actividad de la adenilato ciclasa y 

en consecuencia los niveles de AMPc. La adenilato ciclasa es la enzima responsable 

de la biosíntesis de AMPc, a partir de ATP. La concentración de AMPc, así como de 

la proteína que lo une -denominada en inglés CRP· regulan la transcripción de un gran 

número de operones en la célula bacteriana (Saier. 1995; Harman y Botsford, 1992). 

Otros procesos que dependen de la concentración de AMPc son por ejemplo, la 

formación del flagelo, la producción de toxinas)' el crecimiento en anaerobiosis entre 

otros (Harman y Botsrord, 1992). La adenilato ciclasa en E. eoli está codificada por el 

gen cya, que es a su vez es regulado negativamente por el complejo AMPc-CRP. En E. 

coN y en S typhimuriulIl, el complejo AMPc-CRP se une al promotor del gen eya, 

bloqueando su interacción con la RNA polimerasa (Harlnan )' Botsford, 1992; 

Montminy, 1997), Por otro lado, el sistema PTS regula la adcnilato ciclasa de manera 
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postraduccional, vía la proteína IIA-fosforilada. A consecuencia de la reducción de la 

actividad de la adenilato ciefasa se reducen los niveles del AMPc. lo que provoca la 

inhibición de la transcripción de un gra:1 nümcro de genes involucrados en el 

metabolismo de fuentes alternas de carbono. fenómeno que se denominó inicialmemc 

C0l110 "represión catabólica", ya que se generaba por el catabolismo de la glucosa. En 

ausencia de glucosa, la adenilato ciclasa se encuentra totalmente fosforilada. que es su 

estado activo. En presencia de glucosa. la adcnilato ciclasa sufre dcsfosforilación y 

esta modificación la lleva a un estado inactivo, con [a consecuente disminución en la 

síntesis de AMPc (Saier, 1995). El exceso de AMPc no sólo es regulado por la 

inhibición de la adenilato ciclasa. Las células pueden regular el exc~so de éste 

exeretándolo. o degradándolo via la acción de una fosfodicstcrasa (I-lamlan y 

BOlSford. 1992: Montminy, 1997). 

ADENtLATO 
CICLASA -~ 

CONTROL METABOLlCO POR 
CARBONO EN E. coli 

~ r.-------, 
"'~ ~AZUCOR_' ,.c 

(1i~' AZUCAR 

PIRUV~A,',0!l)l~~5"::'-___ " 
tiA P 

~ "'CTIV ... 

AIIIPc rO 

Figura 1. Control metabólico en Escherichia coli como bacteria grarn-negativa 
modelo (tomado de Saier y cols, Trends Plant Sci 1995; 20: 267-271). 
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El sistema PTS en bacterias gram-ncgativas inicia la regulación de la siguiente 

manera: el fosfocnolpiru\'ato (FEP) cede su grupo fosfato a la subunidad más pcqueiia 

del sistema PTS. la proteína IIA en un residuo de histidina. vía la enzima I y la 

proteína HPr. La adcnilatQ ciclasa es activada alostéricamcnte por la forma fosfafilada 

de la subunidad HA. Una vez activa. procede la síntesis del AMPc a partir de ATP. El 

AMPc se une a la prOll!Ílla unidora del AMPc (en inglés CRP). Posteriormente. el 

complejo AMPc-CRP es capaz de unirse al DNA para activar (ó inhibir) la 

transcripción de múltiples genes. Algunos operones que son controlados por la 

interacción del AMPc-CRP son los de arabinosa. galactosa. maltosa y Illclibiosa 

(Harman y I3otsford, 1992). La represión por glucosa se realiza al entrar ésta por la 

enzima IIC en la membrana. la proteína IIA es desfosforibda produciendo glllcosa-6-

fosfato como metabolito intermediario. La consecuente inactivación de la adcnilato 

ciclasa, por ausencia de la subunidad IIA fosforilada. produce la disminución del 

AMPc en el citoplasma. Finalmente, se induce la separación del complejo AMPc-CRP 

pre-existente y no hay aClivación de genes, produciéndose represión catabólica (Saier 

y cols. 1995). La proteína lIa desfosforilada se une a varias proteínas blanco. 

modificandolas alostéricamente. tales como la permeasa tipo "simport" de lactosa-Ir y 

la glicerol cinasa. De esta manera, al estar presente la glucosa como fuente de carbono 

inhibe su actividad y, en consecuencia. también inhibe el transporte y la utili¡;aciúl1 

tanto de lactosa como de glicerol. Además, el sistema PTS puede controlar otros 

procesos fisiológicos en la célula bacteriana, tales como transporte, metabolismo y 

almacenamiento de fuentes de carbono; metabolismo oxidativo versus fermentativo; y 

la coordinación entre el metabolismo de nitrógeno y el de carbono. La regulación de 

estas funciones dependen de la capacidad del sistema para modificar por fosforilación 

las proteínas blanco correspondientes (Saier y cols. 1994). 

En algunos organismos como las levaduras, la presencia de glucosa induce una 

modificación de la estructura de la cromatina, impidiendo el acceso a la maquinaria 

transcripcional (Gancedo. 1998). Cuando las bacterias crecen en fuentes de carbono 

como acetato, se comprobó que la conformación del DNA de plásmidos se modifica 

hacia una mas relajada, al menos de manera transitoria, después de la adición de 

glucosa al medio (Harman y Botsford, 1992). Estas alteraciones ponen de manifiesto 
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algunas de las similitudes en los procesos de regulación por fuentes de carbono entre 

diferentes organismos. y sugiere que estos de alguna manera se han conservado. 

REGULACIÓN DEL METABOLISMO DE CARBONO EV BACTERIAS GRAM­

POSmVAS. 

A diferencia de E. eoli, las bacrerías gram-positivas no sintetizan AMPc y 

carecen de la proteína receptora del AMPc (CRP). En Bacillll.\' suhlilis no se detecta 

AMPc, aún en condiciones aeróbicas (Mach y cols, 1988). )' durante el crecimiento en 

presencia de glucosa, el agregar AMPc exógeno no afecta la respuesta de regulación 

de genes (Nihashi y Fuschita, 1984). Además, no se han identificado proteínas 

similares de unión a AMPc como en bacterias gram-ncgativas (Hucck y Hilkn, 1995). 

De esta manera. la regulación metabólica en estas bacterias difiere del de las bacterias 

gram-negativas (Harman y cols, 1995). Los estudios en B. sublilis han hecho 

aportaciones importantes en el mecanismo de regulación metabólica. Existe un factor 

de transcripción, denominado en inglés Cepa. que guarda hOl11ología con otras 

proteínas reguladoras en E. coli como los represores de lactosa. gJlaclOsa ~ rmelOsa. 

CcpA pertenece a la familia de reguladores transcripcionales Lacl (Weickert y Adhya, 

1992). La represión de genes regulados por carbono en B. slI!Jti/is, depende de In 

presencia de regiones eis en dichos genes, denominadas elementos de represión 

catabólica (eRE en inglés) a los cuales la proteína Cepa al parecer se une y reprime la 

transcripción de los genes correspondientes. Se han descrito poco más de 85 genes con 

regiones CRE en varias especies de bacterias gram-positivas, incluyendo los géneros 

Baeillus, LaelObacillus, Staphylococcus y Streptoeoccus. Las regiones CREs muestran 

una gran variación en cuanto a la posición en los genes, pueden estar tanto en regiones 

promotoras como dentro en las mismas regiones codificadoras (Hueck y Hillen, 1995). 

Las regiones CREs no sólo confieren represión transcripcional de los genes, sino 

también activación transcripcional de otros genes como el de la acetato cinasa en B. 

sublilis (Kolb y cols, 1993). Este mecanismo de regulación se ejemplifica en la Figura 

2: 
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Figura 2. Control metabólico en Baci/lus subtilis como modelo para bacterias gram­
Pl1sitivas (tomado de Saier y cols. Trend~ Plonr Sci 1995: 20: 167-271). 

La acumulación de azúcares en el citoplasma de una bacteria gram-positiva es 

regulada por los procesos de exclusión y expulsión a tra\'és de vesículas. Los 

principales organismos en [os cuales se ha comprobado la formación de vesículas 

derivadas de la membrana celular son Laclococcus !aclis y Laclobaci//us bren'.\" 

(Sa;e, y cols, 1995). 

La HPr (Heat Protein en inglés) que forma parte del sistema PTS, es 

fosforilada en el residuo de serina 46 por una proteína cinasa; esta fosforilación es 

dependiente de ATP. La cinasa se activa cuando los metabolitos fosforilados como la 

fruclOsa-l,6-bifosfalo (FBP) y gluconalo-6-fosfato se acumulan y forman un 

complejo. Esta cinasa es ¡nactivada por fosfato inorgánico (Hueck y Hillen, 1995). La 

primera fosfatasa activada por fosfato inorgánico se aisló de Enlerococcus faecalis y 

puede catalizar la desfosforiJación de otras HPr de varios organismos gram-posilivos 

(Deutchser y cols, 1985). De esta manera, en condiciones de crecimiento en glucosa, 
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la forma foslafilada de 1.:\ Ill'r es predominante en células con alta actividad 

glucolítica. En contraste. la forma dcsfosforilada es predominante en condiciones de 

crecimiento sin glucnsa (Reizcr y cols, 1993). La fosforilación ell este residuo de 

scrina representa un pa:;o irnpOI1an(~ en la regulación de los genes de respuesta a 

glucosa en bacterias gram-positivas. además de regular la disponibilidad de energía 

(lIucck y lIillen. 1995). Un:! vez rosrorilada esta proteina. puede formar un complejo 

con la proteína CepA ~ FBP. Este complejo se une a los elementos de represión por 

catabolito en las r.:giOlll'S rl.'guladoras de los operanes sensibles a represión catabólica. 

Dc hecho se propone que la J-IPr fosforilada se une y activa a la proteína CcpA 

induciendo un cambio d~ cl'llformación que la hace más arin por las regiones eRE de 

los operones scnsibk:, J regulación metabólica por carbono. Este complejo 

nucleoproteico. junio con otras moléculas efectoras. retardan o bloquean el inicio de la 

transcripción (Saicr y cllls. 1995). De esta manera. la FBP es la molécula señal en 

bacterias gram-positi\'3:' mientras que el AMPc es la correspondiente señal en 

bacterias gram-ncgativa:,. i\\ ientras la fosforilación en el residuo de serina de la HPr en 

!J. sublilis induce a la n.:pn:~ión de los genes blanco en presencia de glucosa, la forma 

fosforilada de la proteína 11.-\ activa la transcripción en E. coN (Hucck y Hillen, 1995). 
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REGULACIÓN POR CARBONO EN LEVADURA. 

La levadura Saccharomyccs cerevisiac es el sistema cllcariolllc mejor 

estudiado en varios aspectos fisiológicos. y en especial la regulackm de su 

metabolismo. El hábitat de la levadura S. cercl'isiae (incluyendo el hábitat 1l3!Ural nsí 

como el de laboratorio) es rico en nutrientes. Durante su crecimiento en esto::; hilbitats, 

las levaduras se enfrentan a cambios drásticos en la composición del medio. producto 

del consumo de los nutrientes y de la aculllulación de metabolitos de desecho. 

incluyendo el etanol. Al igual que otros organismos, las células de levadura eSl¡ín bien 

adaptadas para mantener su crecimiento ante las condiciones cambiantes de su medio. 

Una fase importante en esta adaptación reside en el control de la expresión de un 

conjunto de genes requeridos para diferentes condiciones de crecimienl0. ya sea 

induciendo su represión o activación. La rresencia predominante de algún nutriente 

condiciona la activación de ciertos genes, así como la estabilid3d de Rl\'A mensajeros 

y de ciertas proteínas. La manera en cómo las células de levadura pueden percibir los 

cambios de nutrientes y producir los ajustes necesarios para seguir su ciclo de vida 

todnvÍ<l no se conoce en su totalidad; sin embargo, se han hecho importantes avances 

para el caso (le ,nutrientes c.omo carbono, fósforo y nitrógeno.(Kruckeberg y cols. 

1998). 

REGULACIÓN POR GLUCOSA EN LEVADURA 

Cuando S. cerevisiae crece en un medio enriquecido. el flujo de carbono 

excede el flujo de nitrógeno hasta en un orden de magnitud dado que la glucosa es la 

fuente preferencial de carbono, cuando se encuentra en abundancia en el medio, existe 

una represión de los genes involucrados en la degradación de otras fuentes de carbono 

como galactosa, maltosa o etanol. Además, la presencia de glucosa reprime la 

biogenesis de nuevas mitocondrias; así se produce un cambio en el balance de ATP, y 

del metabolismo oxidativo al fermentativo. Los cambios metabólicos se presentan, a 

partir de la represión de todos los genes responsables para la utilización de otras 

fuemes de carbono y, la inducción de los genes responsables para la utilización de la 

glucosa (Serrano, 1991). Entre el grupo de genes inducidos están los genes que 

codifican para los transportadores de azúcares. Los cambios rápidos en las células que 

se adaptan de una fuente de carbono a otra, implican modificaciones 
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postraduccionaks. Por ejemplo, en presencia de glucosa se induce el recambio de los 

transportadores de maltosa y gal<lctosa. Otros cambios que se inducen son la 

activación de la adcnilato ciclasa y la acidificación del citoplasma (Kruckcbcrg y culs. 

1998). 

EFECTOS DE LA GLUCOSA SOBIlE LOS NIVELES DE CONTIWt 

GENÉTICO. 

Se sabe que la glucosa afccta la expresión de genes a diferentes niveles: 

disminuyendo la transcripción. disminuyendo la lasa de traducción, degradando Su 

mensajero. e incrementando la tasa de degradación de la proteína (Ganccdo. 1998). 

Del primer nivel de controL se describirá más adelante su regulación. Se sabe que la 

glucosa reduce la estabilidad del RNAm de la subunidad de una rcrro-proteina de la 

succinato desbidrogenasa y de hecho se induce su degradación muy rápido. Pam las 

subunidades dc la succinato dcshidrogenasa. en prcsencia de glucosa los RNAm 

disminuyen en su tiempo de vida media de más de 1 h, a mCnos de 10 mino La glucosa 

reduce la estabilidad de RNAIll de varias proteínas; algunos ejemplos lo representan 

las protcínas C)1.:1. cuya vida media se reduce en presencia de glucosa (de 12 min a 2 

min); el de la proteína Ma163. que disminuye de 25 min a 6 mino (Serrano, 1991). La 

glucosa induce de manera importante la inactivación y/o proteólisis de un gran número 

de proteínas, que van desde enzimas de la vía gluconeogénica hasta moléculas 

transportadoras. sin embargo no se conoce aún si estos son los mismos mecanismos 

que están operando en la regulación por glucosa de cualquier tipo de gen. El ejemplo 

mejor estudiado hasta ahora, es la fosforilación inducida por la glucosa, de la fructosa~ 

I ,6-bifosfatasa y la proteólisis de la misma, ya sea vía ubiquitina o vía su degradación 

en el interior de la vacuola. Se sabe que la glucosa induce [a síntesis de proteínas 

requeridas para la degradación de proteínas, ya sea por vía intravacuolar o por vía del 

proteosoma (Mazan y cots. 1982; Serrano, 1991). 
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ELEME~TOS QUE PARTICIPAN DURANTE LA T1lA~Slll;CCI(¡" DE LA 

SEÑAL POll GLUCOSA 

PERCEf'C!Ó¡Y DE LA SEÑAL. 

Para desencadenar el proceso de transducción. la célula debe primero rcgislmr 

la presencia de la molécula seilal y posteriormente transducir dicha 5~ñal para 

promover una respuesta bioquímica. Sin embargo. la interpretación de la señal 

depende de varios factores: qué respuesta es la que se está evaluando. d tiempo 

transcurrido entre la recepción de la señal y el momento de [a medición. así corno el 

cst<ldo fisiológico de la célula antes del proceso. Adem[¡s. no hay que ()Ividar que 

c:\isten varios puntos en una vía de transducción que podrían tocarse con (lIraS vías. ~ 

pueden desencadenar electos plciotrópicos que a1Ccten su i11lcrprctJción (Serrano. 

1991 ). 

Uno de los genes que se propone, codifica para 1<1 mol!'!cula n.:ceplOra de la 

selial de glucosa es el gen SNF3, que flle originalmente identificado en mUlantes 

incapaces de llevar a cabo la fermentación en presencia de sacarosa (en inglés. sucrose 

1I0nftrmenting mutatlon, snf3). Estas mutantes expresan constjtutivamente el gen de la 

invertasa. el cual es reprimido en presencia de glucosa. Inicialmente, se postuló que el 

no fermentar sacarosa se debía a un efecto en el transporte de glucosa :- fructosa 

(0!eigcborn y Carlson. 1984). Posteriormente se confirmó que lu secuencia del gen de 

SNF3 codifica para una proteína que presenta la estructura b~isica de los 

transportadores de glucosa, pero además de poseer los 12 dominios trasmembranalcs. 

tiene en su extremo carboxilo terminal una extensión de aminoácidos que ::;;e localiza 

hacia el citoplasma (Celenza y cols, 1998). Estudios de de[cción han demostrado la 

importancia de este dominio carboxilo-terminal, para que SnG pueda funcionar conlO 

molécula receptora de la señal de bajas concentraciones de glucosa,)' de esta manera, 

inducir la transcripción de los transportadores de glucosa de alta afinidad. Además, 

este dominio es intercambiable e indispensable para la función receptora. ya que 

proteínas quiméricas compuestas por el transportador clásico de glucosa (Hxt-2) más 

el dominio carboxilo de SnO, genera una molécula receptora de la señal. similar a la 

molécula SnO nativa, capaz de desencadenar una transducción de la selial (Vagnoli y 

cols, 1998). Posteriormente se aisló otra mutante denom inada rgl2 (Marshall-Carlson 

y cols, 1991). El gen RGn codifica para una proteína con alta similitud con SnO. 
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además de poseer también un dominio carbo.\ilo~tcrminal hacia el citoplasma. Este 

motivo sólo se encuentra presente una vez, a diferencia del de Snf3 que se encuentra 

repetido dos veces (Olean ~ c(,lls. 1996). La mutan!e rgl2 presenta características 

importantes como la c:\rn.:sil~n c,)llstitutiva e independiente de glucosa, del gen H>"TI 

(un transportador de hc:\osas) que es normlllmcntc inducido por altas concentraciones 

de glucosa. Esto Ile\ a ti la propuesta de que Rgt2 es capaz de percibir altas 

concentraciones de glucosa mientras que la proteína SnO se encarga de percibir 

conccllIracioncs Imjas del 3zúcar. La expresión de SNF3 se reprime por la presencia 

de glucosa. mientras que RGTl se expresa constitutivamente (Celenza y cols, 1988; 

Ozcan y cols, [996). SNF3 y HGn controlan [a transcripción de los genes de lo 

diferentes transportadores dI;' hcxosas COIllO II).Tl, IIXT2, HXT3, If.XT-I. HXT6 y 

llXT7 (Ozean y CO[S. ! 996: Liang y Gaber, [996). 

INICIO DE LA SEÑAL. 

ACTIVACiÓN DE LOS TRA.\SI'ORTADORES DE HEXOSAS 

Se propone que cuando la glucosa se une a Snf3 o a Rgt2, provoca un cambio' 

conformaciona[ en el dominio carboxilo-tcrminal, sin [a necesidad de llevarse a cabo 

[a entrada de la gluC0s3. Mutaciones especificas en el dominio carboxi[o de ambas 

proteínas producen una acti"Jción de [a señal en ausencia de glucosa. SnO y Rgt2 por 

sí solas no son capaces de llevar a cabo [a entrada de glucosa que permita mantener el 

crecimiento de las células. ni siquiera por la sobre-expresión de cualquiera de las 

proteínas (Ozcan y col s, 1998). Otro modelo sugiere que la unión intracelular de la 

glucosa al dominio carboxilo-tenninal es el evento inicial en la transducción de la 

señal por carbono. La señal que genera la concentración intracelular de glucosa, 

integra la proveniente del medio extracelu[ar y de ahí se traduce en la expresión de los 

transportadores de hexosas. para iniciar el ajuste metabólico de la célula. En 

condiciones normales. la concentración de glucosa intrace[ular varía en el rango de 

mM, mientras que [as concentraciones extraceluJares varían del orden de mM a M. De 

esta manera, es dificil aún entender de manera dinámica, cómo la levadura se puede 

ajustar a los cambios continuos del medio (Kruckeberg, 1998; Teusink y cols, 1998). 

El siguiente paso que sucede después de la percepción de la señal es la inducción de 

los genes de los transportadores de hexosas. 
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Rgt I es una proteína con dominios de dedos de zinc que se une a los 

promotores de los genes para los transportadores de hcxosas (en ausencia de glucos<l) 

y recluta a los represores transcripcionalcs Ssn6 y Tupl para ¡nactivar estos genes. En 

hajas concentraciones de glucosa. Grrl libera de la represión a los genes de los 

lranspol1adorcs de hexosas. vía SNF3. En altas concentraciones de glucosa. Grrl 

induce a Rgtl para activar la transcripción del transportador de hexosas l. HXn; 

Illienlras que la vía de represión general inducido por la glucosa (dependiente de la 

actividad de la hexocinasa). reprime los genes de los transportadores de alta afinidad, 

11.\72 ~ IL\T-I (Ozean y Johnslon. 1995: Ozean. 1996). Otros factores también 

participan de manera paralela o aislada. Por ejemplo, S;':SI que codifica para una 

prl1leína cinasa, induce la transcripción de! gen H.\T2 de manera indert.:ndiente de 

SSF3 (Vagnoli y Bissoll. !lJ98). De esta manera se tienen evidencias de los 

panicipames abajo de las molcculas que perciben [a presencia de glucosa c:\trace[u[ar. 

Rc(ientemente se demostró que [os c:\tremos carbo:\ilo terminal tanto de SnG como 

de Rgt2. pueden interaccionar con otros factores de transcripción (Kruckcbcrg, 1998). 

PAPEL DE LA HEXOCINASA. 

Las mutaciones en el gen de la hexocinasa 2 (HXK2) demostraron su papel 

durante [a regulación por carbono. Estas mutaciones impiden la represión por glucosa 

de varios genes. entre ellos el de la invertasa (Entian, 1980). La H:\k2 tiene dos 

fun.:iones: una catalítica y otra reguladora. Esta enzima existe en un equilibrio entre la 

forma monomcrica y dimérica. La presencia de glucosa, por ejemplo, favorece la 

dcsfosfori[ación de la enzima y desplaza el equilibrio a la forma dimérica. De esta 

manera la actividad catalítica se favorece. En contraste, en bajas concentraciones de 

glu,;osa ct equilibrio se desplaza a la forma monomérica, con la consecuente 

fosforilación de la enzima (Randez-Gil y cols, 1998). Aunque no se conoce cuál 

proteína fosforila a la Hxk2: se postula que sufre autofosforilación. Lo que sí es 

patente, es que se requiere que la enzima esté modificada para inducir su 

desfosforilación por parte del complejo Cid I/Glc7 )' transducir la señal (Gancedo, 

1998: Randez-Gil y cols, 1998). 
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PAPEL DEL COMPLEJO TREHALOSA-SINTETASA. 

La proteína Tpsl es b subunidad del complejo trehalosa sintetasa, que 

participa en la síntesis de la trchalosa-6-fosfato. Se ha sugerido a esta enzima como 

parte del mecanismo de percepción de glucosa. Inicialmente se propuso el 

requerimiento de Tps L porque mutantes Tps- no pueden crecer en presencia de 

glucosa, Por otro lado. también se requiere la presencia de la Hxk2. Las dobles 

mutantes en estos genes no pueden crecer en glucosa. Sin embargo, utilizando células 

diploidcs que sólo están mutadas en un alelo de estos dos genes, revelaron que no se 

requiere la participación de Tpsl, en el mecanismo de percepción de glucosa, pero si 

es importante la presencia de la I-Ixk2 (Gancedo, 1998). 

LOS ACTIV ADORES IlEL SISTEMA IlE REGULACION POR CARBONO, 

EN AUSENCIA IlE GLUCOSA 

PARTiCIPACIÓN DEL COMPLEJO hap2/3/4/5. 

Este complejo activa la transcripción cuando levadura crece en fuentes de 

carbono no fermentables. Específicamente, se une a la secuencia consenso 

ACCAA(T/C)NA. denominada caja CCAAT. Las proteínas Hap2, Hap3 y Hap5 son 

requeridas completamente para la unión a la caja y son suficientes para que la unión se 

lleve a cabo. Hap5 interacciona con Hap2 y Hap3, y las une permitiendo la interacción 

con los dominios de unión al ONA. Las proteínas Hap3 y Hap5 contienen además 

motivos de unión a histonas. Hap4 es la proteína responsable de la activación de la 

transcripción (Mazon, 1982). Se sabe que la glucosa disminuye los niveles de 

transcripción de Hap2 hasta :; veces que cuando crece en fuentes de carbono no 

fermentables. El complejo Hap2/3/4/5 juega un doble papel: remodela la estrucutra de 

la cromatina, sin requerir aparentemente la participación de Hap4. El otro papel es la 

activación directa de la RNA polimerasa en el que Hap4 puede estar participando 

(Gancedo, 1998). El factor TFIIB contiene una hélice antipática, especialmente 

requerida para activar la transcripción del complejo Hap2/3/4/5 (Gancedo, 1998; 

Shaw, 1996). 

PARTICIPACIÓN DE Ga14. 

Esta proteína activa la transcripción de una familia de genes como GALI, 

GAL2, GAL7, GALIO Y MELl; todos ellos son requeridos para el catabolismo de la 
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galactosa y de la mclibiosa. Todos estos genes tienen de una a 4 copias del¡;lcllll'nto 

regulador UASgal. al cual se une Ga14. Gal4 es una proteína que tiene un dominio de 

unión a DNA en el extremo carboxilo terminal, que es del tipo de dedos de zinc. ~ 2 

regiones de activación de naturaleza acídica: una cerca del dominio de unión al D:,\I,<\ ~ 

la otra en el carboxilo terminal. Su unión al DNA la rcaliza de manera dimérica. 

También Gal4 hace complejo con la proteína represora Ga180. Cuando hay galactosa 

en el medio, la proteína reguladora GaU se une a Ga180. evitando así su acción 

inhibidora sobre Ga14. En contraste, cuando la glucosa está presente en el medio. la 

transcripción de los genes CAL se reprime, aún en presencia de galactosa en el medio 

(Suzuki~Fujimoto T y cols, 1996). La glucosa reprime la transcripción de GAL4. \ ia la 

proteína reguladora Migl. que se une al promotor (tvlarmorstein y cols. 1992: St1zl!ki~ 

Fujimoto y cols. 1996). 

PARTICIPACIÓN DE LA PROTEíNA Ma163. 

La proteína Maló3 pertenece a la misma familia de las proteínas con dominios 

de dedos de zinc como Ga14, pero con algunas diferencias. Estas son: el poder 

dimerizarse. aún en ausencia de DNA; y carece de regiones ricas en glutamina. que 

parecen estar asociadas a la capacidad de activar la transcripción en otros sistemas. 

Todavía no sc conoce el mecanismo por el cual t:!sta proteína se activa en presencia de 

maltosa. Se propone que la maltosa se une a Ma163, y produce un cambio 

conformacional que activa a la proteína (Charron y cols, 1986). La glucosa reprime la 

expresión de los genes requeridos para la utilización de la maltosa, alm en presencia de 

ésta. Además, parece que la presencia de glucosa afecta la transcripción del gen 

Ma163. El efecto en la transcripción es mediado de manera importante por Migl (H~) 

cols, 1995). 

PARTICIPACIÓN DE Adrl. 

El gen ADRI codifica para una proteína con dominios de dedos de zinc, que se 

identificó como activador de la expresión del gen ADH2, que codifica para la alcohol 

deshidrogenasa 2 y que se reprime por glucosa (Ciriacy, 1975). Adr 1 se localiza en el 

núcleo y sus dominios son importantes para su unión al DNA (Blumberg y cols, 

1987). Para activar la transcripción eficientemente, Adr 1 requiere de un complejo co-
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activador, para facilitar la acctibción de histonas e inducir un rearrcglo de los 

nucleosomas. La glucosa disminu~e la transcripción del gen ADRJ de 10 a 20 veces 

(Chiang y cols, 1996). La elevación de AMPc inhibe ta transcripción de ADRI. Ya 

que la presencia de glul:osa eleva l'! AMPc, es posible que esta vía este operando en la 

regulación del gen .-IDR!. fosforil:1ndo la proteína. Además se sabe que el gen ADRI 

es regulado postranSCri¡Kiünall1ll'ntc, pues [a vida del mensajero en presencia de 

glucosa disminuye de 2h a.t5 min tCook y Dcnis, 1993). 

LOS REPRESORES DEL SISTEMA DE REGULACiÓN POR CARBONO, 

E:'> PRESENCIA IlE GLUCOSA. 

LA PARTICII'AC/O\' DEL COMI'LEJO Migl. 

La proteína ~Iigl ri.:ne dominios de dedos de zinc, y es capaz de unirse a los 

promotores de varios gene5 reprimidos por glucosa. La unión requiere de la presencia 

de la caja Ge, pero además requiere de una reg~ón rica en AT hacia el extremo Y de la 

caja Gc. Se propone que la ['~gión rica en AT se requiere para estabilizar la 

interacción con 'el DNA y facilitar la formación del complejo lJNA-proteína 

(Matsumoto y cols. 1982), Se ~abe que los últimos 24 aminoácidos del extremo 

carboxilo terminal son suri..:icntes para la represión. Se requiere de la participación de 

dos dominios de Migl. Uno) de estos dominios tienc una secuencia quc representa un 

sitio potencial de proteína ..:inasa. El otro es el dominio carboxilo hacia los dominios 

de dedos de zinc, que se propone. dirige el transporte de la proteína al núcleo (Ostling, 

1996). La proteína tiene dos serinas en las posiciones 311 y 381, que pueden ser 

potencialmente fosforiladas por snn. Todavía no se ha demostrado este hecho 

(Gancedo, 1998). 
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Figura 3. Proceso dinámico de Migl debido a modificaciones realizadas por 5nn. que 
le permiten activar o reprimir genes (tomado de Gancedo, Aficrohio! Malee Bial Rel' 

1998; 62: 334·361). 

La tigura 3 intenta explicar el proceso dinámico de ~Iigl: esta intemctl13. con 

los promotores de los genes CAL. que son los genes requeridos para el metabolismo de 

la galactosa. Existe evidencia de que Mig I ejerce su efeclo represor, rectutando al 

complejo formado por las proteínas Tup I y Cyc8 (Treitel y earlson, 1995). Este 

complejo es capaz de reprimir a diferentes clases de genes de levadura, que dependen 

de la interacción DNA-proteína (KeJeher y cols, 1992). CycS ~ Tup I pueden moditicar 

la estructura de la cromatina y controlar la posición del nuclcosoma. También pueden 

interferir directamente con los componentes basales de la maquinaria transcripcional 

(Cooper y cols, 1994). Existe evidencia de que la estructura de la cromatina se 

organiza de manera cerrada en la región del promotor de SUC2 en presencia de 

glucosa. En cambio, las mutantes cycS tienen una estructura de la cromatina más 

abierta, aún en presencia de glucosa (Hirschhorn y cols, 1992). Tup 1 se une a las 

histonas H3 y H4, las cuales provocan la desrepresión de los genes regulados por el 

complejo Tupl-Cyc8. Migl es fosforilado en diferentes momentos del ciclo. aún en 

las células que están creciendo en fuentes de carbono fermentables y no fermentables 

(Celenza y cols, 1989). Liberar de la represión por Mig 1, requiere de la actividad de la 
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proteína cinasa Snfl, de esta IllJnera el estado de fosforilación de Migl está 

relacionado con el control de la represión (Trcitcl)' cols, 1995). Migl se localiza en el 

núcleo en células que están creciendo en presencia de glucosa. A Jos pocos minutos de 

retirar la glucosa del medio. Migl ~tlfre losforilación y es transportada al citoplasma 

(Dcvit y cols, 1997). Aunque CycS y Tupl también existen en formas fosfafiladas, 

estas parecen no afectar sus funciones reguladoras (Redd y cols, 1997). 

ELEMENTOS INTERMEDIARIOS DEL SISTEMA. 

EL COMPLEJO Snft. 

El gen SNF I es requerido rara la des represión de los genes reprimidos por 

glucosa (Carlson y cols. 1981). SNFI codifica para una Sern're proteína cinasa)' tiene 

homología a la subunidad catalítica a de una proteína cinasa de mamíferos, activada 

por AMl'c (Celenza)' Carlson. 1986). La proteína Snfl se encuentra asociada a otras 

proteínas: Snf4, Sip 1. Sip2 y Gal83 (Celenza y Carlson, 1989). Se propone que las 

proteínas Sip 1. Sip2 o Gal83 pued"n actuar como puentes entre las proteínas Snfl y 

Snf4, manteniéndolas juntas en el complejo (Jiang y Carlson, 1996). La figura 4 

intenta explicar la regulación de Snfl según las concentraciones de la fuente 

carbonada: en altas concentraciones de glucosa, el dominio regulador de Snn se une a'l 

dominio catalítico e inhibe su actividad de cinasa; en bajas concentraciones de 

glucosa, Snf4 interacciona con el dominio regulador de Snn, interfiriendo con el 

efecto inhibidor del dominio (Gancedo, 1998; Jiang y earlson, 1996). Snf! no parece 

ser por sí misma sensible a la glucosa; sino que requiere de fosforilar algun(as) 

molécula(s) que son los blancos reales de la señal de la glucosa (Thompson-Jaeger )' 

cols, 1991). No se ha reportado la cinasa que se encarga de fosforilar a Snf!. Sin 

embargo, llama la atención el hecho de no encontrar mutantes afectadas en la actividad 

de fosforilación de Snn, lo que puede reflejar el hecho de que existan funciones 

redundantes por otras cinasas, ° que realmente estas células no son viables de obtener 

en el análisis de mutantes (Gancedo. 1998). En presencia de glucosa, se genera una 

señal que requiere de GrrllCat80 y de la actividad de la hcxocinasa 2 (Hxk 2), que 

facilita la desfosforilación de Snn por una proteína fosfatasa del complejo G1c7. Esta 

desfosforilación debilita la interacción entre Snf4 y el dominio regulador de Snfl, 

dejando libre el dominio catalítico (Jiang y earlson, 1996; Gancedo, 1998). Las 
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rnutnntcs SI!/l no pueden crecer en fllentes de c~rbono gluconeogénicas. sin embargo 

lo pueden hacer en condiciones de baja actividad de proteína cinasas dependientes de 

AMPc (Thompson-Jacgcr y cols, 1991). 

BAJA GLUCOSA 

1. GLUCOSA 
/ Hx~2 

O C., 
Snll 

(auto) tosforilaci6n 

• 
Glr;7. Reg' 

$ Hxk2 

\G.' 
GLUCOSA 

Br" 

RO 
Snfl 

KO~==--

ALTA GLUCOSA 

Figura 4. Activación por fosforilación del d9~ninio catalítico (KD) de 5nft, e 
interacción del dominio regulador (RO) con el dominio de unión a Snf4, en presencia 
de bajas concentraciones de glucosa. En alta glucosa. el dominio catalítico de Snfl se 
regula por interacción con su propio dominio regulador. Brp, proteína puente entre 
Snfl y Snf4 (tomado de Ganccdo. Microbiol Molee Bial Rel' 1998; 62: 334-361). 

EL GEN G1c7. 

Este gen codifica para una proteína fosratasa tipo 1. y controla un gran número 

de procesos, incluyendo la acumulación de glucógeno (Feng y col s, 1991). Por medio 

del análisis de sistema de dos híbridos, se evidenció la interacción entre Regl y GJc7. 

También se puede proponer que Snfl puede ser blanco de Glc7 (Tu y earlson, 1995). 

Además, Regl interacciona con la proteína Grrl. Esta proteína puede reconocer 

secuencias que marcan las proteínas para entrar a la vía de degradación, una de ellas 

puede ser Reg t (Ganccdo, 1998). 

LA PROTEÍNA Grrl. 

Es una proteína de alto peso molecular con varios dominios de repeticiones 

ricas en Jeucina (Flick y Johnston, 1991). Es un componente del complejo enzimático 

que conjuga ubiquitina. De esta manera puede regular indirectamente a Rgt1 (Li y 

Johnston, 1997). Rgtl es una proteína de unión a ONA que es capaz de reprimir o 
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activar los genes de [os transport~dorcs de hexosas. ell ausencia ó en altas 

concentraciones de glucosa (Ozcan y cols. 1996). Por otro Jado. la proteína Gff 1 puede 

activar la función como represor de Rgt 1 en baja glucosa y. en alta glucosa la función 

de activador. La señal de glucosa puede ser transmitida vía [as moléculas de 

percepción de glucosa. SnlJ y Rgt2. En ausencia de glucos,¡, Rgt 1 actúa 

permanentemente como represor y S~ libera la represión por glucosa de varios genes 

(Can cedo, 1998). 

ELEMENTOS QUE JUEGAN UN PAI'EL INDIRECTO EN EL MECANISMO. 

PAPEL DEL COMPLEJO SlIflS,..;. 

Los genes SNF2. SNF5 y SNF6 se identificaron al analizar los genes necesarios 

para la transcripción del gen de la invcrtasa en condiciones de desrepresión 

(Ncigeborn y Carlson, 1984). Estos genes se requieren para la transcripción de la 

alcohol deshidrogenasa y de la utilización de la galactosa, que son sensibles a 

regulación por glucosa (Peterson y Herskowitz, 1992). Posteriormente se comprobó 

que las proteínas Snf y S\\'i son c(lmponentes de un complejo muhiprotcíco que 

incluye a S\.\'I/Adr6, Snf2/Swi2. Swi3. Snf\ Snf6, Sllfl. Swp73 y Tfg3rrAF30, No 

existe evidencia de que el complejo responda a la presencia de glucosa, sólo juega un 

papel indirecto en modular la expr.:sión de los genes que son controlados a la 

represión c'atabólica (Gancedo. 1998). Por otro lado, el gen de la invertasa es 

reprimido, vía la interacción de [as proteínas Spt4, Spt5 y Spt6, con las histonas H2A y 

H2B, para producir una condensación de la cromatina, capaz de impedir la 

transcripción (Recht y cols, 1996). De esta manera, el complejo SnflSwi se requiere 

para antagonizar el efecto de las proteínas Spt sobre la conformación de algunos genes 

regulados por glucosa (Gancedo. 1998). 
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REGULACIÓN POR CARBONO EN MAMÍFEROS. 

El nivel de la glucosa circulante t:n mamíferos. debe ser regulado porque tanto 

la hipoglucemia (disminución de azúcar) como la hiperglucemia (aumento de azúcar 

en la sangre) puede tener consccucnci<l:' importantes en la salud. En mamíferos. las 

células )3 de los islotes pancreáticos de Langerhans son las que perciben los cambios 

Ilutricionales en el organismo, y responden modulando las concentraciones de glucosa 

con la secreción de insulina. La insulina es el principal regulador de las 

concentraciones de glucosa sé rica en mamíferos. La secreción de insulina produce 

efectos biológicos tales como inhibir la producción de glucosa por parte del hígado y, 

ell su caso, convertir el exceso de glucosa en glucógeno, estimulando la incorporación 

de glucosa cn el m(¡sculo y en el tejido adiposo (Grupe y cols, 1995). 

La percepción de glucosa S~ realiza por una elevación en el catabolismo de la 

misma, más que por una interacción receptor-ligando. En este punto es importante 

mencionar que la glucocinasa representa la molécula que percibe la señal de la 

elevación de la glucosa extracelular (C.Jok ~ Taborsky, 1990). La glucocinasa V se 

expresa exclusivamente en células P Jel pancrcas, así como en los hepatociloS. 

Protcinas simdares a la glucocinasa se han detectado en enterocitos del yeyuno, la 

pituitaria y en el hipotálamo medio (JcUf1n y cols, 1994). En el hígado, la glucocinasa 

puede participar en la regulación de la entrada de glucosa o de su salida, manteniendo 

un gradiente de concentración en la cin.:lIlación sanguínea (Grupe y cols, 1995). La 

glucocinasa es un miembro de la familia de las hexosacinasas, tiene una alta 

especificidad por el sustrato, la glucosa. y tiene una Km relativamente alta (lO mM), 

comparada con la de otras hexosacinasas (de 0.1 a 0.001 mM). La concentración 

fisiológica de glucosa en la sangre humana es de alrededor de 5 mM, por lo que la 

glllcocinasa puede funcionar como sensor a estas concentraciones de glucosa; ésta 

función no la pueden realizar otras hexosacinasas como las hexocinasas 1 y 11 (Grupe y 

cols, 1995). Otra de las caracteristicas de la glucocinasa es que no es inhibida 

alostéricamente por el producto final, la glucosa-6-fosfato. Así, debido a su Km tan 

alta y a la ausencia de inhibición por el producto final, la fosforilación de la glucosa 

por la glucocinasa puede llevarse a cabo de manera paralela a las concentraciones 

circulantes de la glucosa en sangre (Epstein y cols, 1992). La glucosa y su metabolito 

gliceraldehído-3-fosfato son las principales moléculas inductoras de la secreción de 



insulina. Las primeras evidencias puntualizaron que algunos Illctabolitos fosforiladC's 

de la glucólisis. eran las moléculas serial en las células pancre¡iticas r3. ya que an:ílo~C's 

de la glucosa C0l110 2d-glucosa y 3-0-metilglucosa no eran capaces de inducir la 

secreción de insulina. Además. las células O carecen de la enzima fosfoenolpiru\J!0 

carboxicinasa; de esta manera no pueden formar ninguno de los intermediarios 

tempranos de la vía glucolítica. Así. las células P perciben la glucosa por la genernción 

;. concentración de sus productos linales, basándose prácticamente en el /lujo 

metabólico que puede variar de céluln a célula en los diferentes tejidos. Las células P 

difieren de las neuronas o de los hepatocitos, en que el límite máximo de catabolismo 

de In glucosa en el caso del cerebro, esta por debajo de la concentración fisiológica d" 

glucosa y no se incrementa el tlujo metabólico (German, 1993). La diahetes es una 

enfermedad que se genera por la falta de producción de insulina O por una alteraci\ . .'n 

en la respuesta a la insulina en las células. El análisis genético de una forma 

relativamente benigna de diabetes no insulina-dependiente en el humano, denominaJa 

diabetes juvenil. sugiere que la glucocinasa es la molécula que percibe la seJial de la 

glucosa en las células 13 del páncreas. Aproximadamente el 50% de los pacientes eDn 

este tipo de diabe/es esta asociada a mutaciones en el gen de la glucocinasa (Froguel ~ 

cols, 1993). Este tipo de mutaciones también se han reportado en otras variantes J~ . 

diabetes como la de tipo gestacional (Stoffel y col s, 1993) y en la diabetes no insuliJw­

dependiente descrila en poblaciones japonesas (Katagiri y cols, 1992). No existen 

reportes de individuos que carezcan completamente de la glucocinasa; esto sugiere que 

la deficiencia absoluta puede ser letal, aunque no se descarta que las restantes 

hexosacinasas (como [as hexocinasas I y 11) puedan reemplazar la función ,de 

fosforilación de la glucosa, pero quizá no la de regulación (Grupe y cols, 1995). 

Modelos animales muestran que los "knockouts" para el gen de la glucocinasa inducen 

la muerte perinatal de los animales homócigos, debido a extrema hiperglucemia. Por 

otro lado, la sobre-expresión del gen de la hexocinasa de levadura en células P, 

aminora los síntomas de la enfermedad diabética en modelo de ratón. Estos datos 

sugieren que la glucocinasa es la molécula importante en la percepción de la señal 

(Epstein y cols, 1992). El promotor del gen para la hexocinasa que se expresa en 

hígado es inducido por la insulina. En las células 13 del páncreas, la actividad de la 
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glucocinasa es controlada a nivel traduccinnal o posHraduccional de acuerdo a los 

niveles de glucosa (Mngnusoll. 19921. Esto puede entenderse mejor en la Figura 5: 

glucosa 
fructo88 

2·deaox 191 ucose 

5-2 

glucosa gIUC(IIUI 

fructOl8 2-desolllglucollI 

2-desoxigluc088 

HETyASA GLUCOCINASA 

G.6-F' H , 
2-DG-I·P 1-) ~ 

fructosa-6-P ~ SEÑAL 

roafoen!IPJruvato' 

1 '" e 91."')':1,",,",,0 =1""",:"... 

plruvato 

NUCLEO 

~ 
transcripción 

GEN 
INSULINA 

~""'" .. 
O O O 

INSUL.INA 

Figura 5. Modelo que intenta explicar la secreción de insulina como la molécula 
principal de regulación de los niveles sanguineos de glucosa en mamíferos. Además de 
la importancia de la glucocinasa COIllO la molécula que percibe y traduce la señal en 
las células D del páncreas (tomado de Epstcin y cols, Proc Nall Acad Sci USA 1992; 
89: 12038-12042). 
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REGULACIÓN POR CARBONO EN I'LA:\'TAS 

Las plantas superiores se desarrollan a partir de un l'lllbrión que dept:ndc del 

metabolismo hclerotrófico de los productos de almacenamien1L1. que pueden ser desde 

accites hasta azúcares y proteinas. Durante el crecimiento de las plantas. se generan 

hojas maduras que son capaces de realizar la fotosíntesis. Estos tejidos posteriormente. 

inician la exportación de azúcares a tejidos fotosintéticamentc mellOS activos. o tejidos 

completamente consumidores de fotosintatos como raíces. frutos. llores y tubérculos. 

Sin embargo, esta dualidad de la planta no es estática. El ciclo de vida de la planta 

justamente se caracteriza por una transición de tejidos productores a tejidos 

consumidores de fotosintatos. También existen otros factores, tales C0l110 estreses 

bióticos y abiótieos que pueden influir en la respuesta integral de la planta a los 

azúcares. En esta complejidad, están las influencias que pucdl.'n tcner las hormonas 

vegetales, dejando claro que la influencia de los azúcares dlJr~Hltc el desarrollo de las 

plantas, es más compleja de lo que puede parecer (Sonnc\\ald )' Witlmitzer. 1992: 

Roitsch, 1999). 

Los azúcares en las plantas. igual que en otros organismos son señales 

fisiológicas que reprimen -o activan genes que panicipan en diferentes procesos como 

fotosíntesis, ciclo del glioxilato, respiración, síntesis)' degradación dc sacarosa y 

almidón, metabolismo del nitrógeno. mecanismos de defensa contra patógenos. 

respuesta a herida, senescencia y regulación del ciclo celular entre otros (Koch. 1996; 

Jang y Sheen, 1997). Los azúcares, además de ser la fuente de energía y de carbono de 

todas las moléculas orgánicas en las plantas (Chiou y Bush. 1996; Saller y Stadler, 

1993), participan como precursores para generar productos de almacenamiento como 

el almidón; y de polisacáridos estructurales como la celulosa (Avigad y Dey. 199'7: 

Grant-Reid, 1997). 

EFECTO DE LOS AZUCARES EN LAS PLANTAS 

La fotosíntesis es un proceso que es regulado por la demanda de fosfato 

inorgánico/triosas fosfato y por efecto de la luz solar. Esta última es capaz de afectar el 

equilibrio redox en el estroma del cloroplasto, por el sistema de la tioredoxina que a su 

vez afecta la disponibilidad de ATP y NADPH. Finalmente por los cambios generados 

durante el transporte de electrones que se lleva a cabo en la fOlosíntesis, se alteran las 



26 

condiciones de pl-I y las concentraciones tanto de Mg~+ C01110 de Ca" (Bowycr y 

Leegood, 1997). 

La utilización de forosintato5 cst<Í sujeta a la demanda por los órganos 

consumidores como hojas jóvenes. flores. ji'tltos. raíces y semillas entre otros. Este 

planteamiento se ha comprobado en exprimclltos que reducen la exportación de 

fotosintatos in plan/a (PJaut y cols, 1987; B Icchsmidt-Schneider y cols, 1989; Krapp y 

cols, 1991). Por ejemplo, plantas de tabaco qu¡,; expresan la invcrtasa de levadura en el 

apoptasto, presentan efectos importantes en el desarrollo como crecimiento retardado, 

incremento de carbohidratos libres y una inhibiciün importante de la fotosíntesis (van 

Schacwen y cots, 1990). Otro ejemplo son plantas transgénicas de papa con el gen en 

antisentido del transportador de sacarosa, el cual provoca una reducción de la 

capacidad fOlosintética, las hojas comiencn altas concentraciones de carbohidratos 

solubles y tienen reducida la capacidad de exportación de sacarosa (Ricsmcier y cols, 

1994). La fotosintesis también se reduce cuando se expone a altas concentraciones de 

CO!, induciendo la elevación de azúcares en las hojas y la falta de demanda de 

carbohidratos por los tejidos consumidores (V:m Oosten y Besford, 1996). Como estos 

dos hechos generan el mismo efeclo, se propone que estos fenómenos están en la 

misma vía de transducción de seilalcs tKrapp y cols, 1993). Otro dato importante se 

generó en sistemas transitorios. al transformar protoplastos de maiz. En estos ensayos 

se demostró que la expresión de 7 genes fOlosintéticos de maíz fueron reprimidos 

específicamente por sacarosa, glucosa ~ fructosa (Sheen, 1989). 

ELEMENTOS QUE PARTICIPAN EN EL SISTEMA 

DE REGULACiÓN POR CARBONO EN PLANTAS 

PAPEL DEL TRANSPORTE DE LOS AZÚCARES. 

Los primeros experimentos se encaminaron a demostrar si la entrada del azúcar 

al interior de la célula, era la señal para activar el mecanismo de percepción y 

regulación por azúcares (Jang y Sheen, 1997: Smeekens, 1998; Sheen y cols, 1999). 

Además, se evaluaron diferentes azúcares como sacarosa, glucosa y fructosa. Estos 

son los azúcares típicos de respuesta de regulación por carbono (Jang y Shcen, 1997; 

Sheen y cols, 1999). También se evaluaron análogos de la glucosa como 3-0-

metilglucosa, glucosa-6-fosfato, que son transportados pero no son fosforilados por la 
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hexocinasa; y análog0~ C0l110 2d-glucosa y manOSJ, que son intcriorizados)' sufren 

fosforilación (pero 110 son rácihncntc mClabolizablcs). Estos c:\pcrimentos fueron 

dando los primeros delllentas para proponer la participación importante de la 

actividad de la hcxocin3sa 2. en iniciar [a respuesta de rcgulnción ror carbono C01110 lo 

realiza la levadura. Los genes que participan en la fotosíntesis como RBe-s. re ) 
CAB}, Son sujetos a represión en respuesta a glucosa, ffuclosa. 2d-glucosa y manosa 

(Sheen y cols, 1999). Estos genes no responden a repn:sión en presencia de 3-0-mctil­

glucosa)' glucosa-6-f0sfato (Sheen. 1989). Oc esta manera, es patente la participación 

de manera similar como en levadura y en mamifcros. de la actividad de fosforilación 

mediada por la hexocinasa 2 para iniciar la transducción de la señal (Jang y Shcen. 

1997; Smeekens, 1998: Sheen y cols, 1999; Moore y Shccn, 1999). 

Hasta la fecha no se ha documentado en plantas la presencia de moléculas que 

perciben la sella I de alúcnres. como Rgt2 y Snf] de levadura. Lo que sí es patente, es 

la importancia de los :ransportadores de aZllcares en el desarrollo y crecimiento de 

plantas, principalmente en papa y tomate (Lalonde)' cols. 1999). 

PARTICIPACIÓN DE U HEmCINASA EN LA TRANSDUCCIÓN DE LA SEÑAL. 

La primera evidencia de la participación de la hexocinasa 2 de plantas en el 

mecanismo de transducción de la señal, proviene de los estudios realizados por Sheen 

y cols (1989). Ellos demostraron la inhibición de varios genes que participan en la 

fotosíntesis por glucosa, 2d-glucosa y manosa, en un sistema de expresión transitoria. 

La manoheptulosa (un inhibidor de la hexocinasa 2) puede bloquear la inhibición de 

estos genes. La gluCOSJ-6-P no ejerce ningún tipo de señal, por lo que el evento de 

fosforilación es imponJnte en el inicio de la lransducción de la señal (Sheen y cols 

1989). 

Otro efeclo que se evaluó muy importante en el desarrollo de plantas, fue la 

inhibición de la germinación por efecto de la manosa en Arabidopsis, y la 

reversibilidad de esta inhibición al agregar manoheptulosa (como inhibidor de la 

hexocinasa), durante la germinación (Pego y col s, 1999). 

En Arabidopsis. la evidencia más importante la demostró Jang y cols (1997) 

sobre la participación de la hexocinasa en la regulación por carbono. Generaron 

plantas transgénicas con el gen de la hexocinasa 2 de Arabidopsis en sentido y 
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antisemido. Las plantas con la construcción en sentido del gen para esta enzima, son 

más sensibles y reprimen su desarrollo a dosis bajas de aZllcares, tanto de glucosa 

corno del análogo 2d~glllcosa. También el CfCCll) en la inhibición de la elongación de 

hipocotilos fue más dramático. así C0l110 el de los niveles de mensajeros para los genes 

CAB I y RBe-S, en comparación con plantas siln.'stn.'s. Otro dato se deriva de la sobre­

expresión del gen de la hcxocinasa 1 de Arohidopsis en plantas de tomate que inhibe 

su crecimiento, reduce la fotosíntesis e induce la senescencia temprana, en 

comparación con plantas silvestres ( Dai) cols, 1999). 

También se demostró más de una vía de señalización por azúcares en plantas; 

esto es. que existen vías que no dependen dt.: la a~ti\ idad de la hexocinasa. Al parecer, 

algunas de estas vías están operando en tejidos ct)J1surnidorcs de fotosintatos (Lalonde 

y cols. 1999). Estas evidencias se demostraron en cultivo de células de Chenopodiul1l 

rubrum y al analizar la expresión de los genes sa~arosa sintasa e invertasa apoplástica. 

Tanto la glucosa como la 6d-glucosa -que no es fosforilado por la hcxocinasa-, fueron 

capaces de inducir la transcripción de estos genes. (Godt y cols, 1995; Roitsch y cols, 

1995). Otro gen que puede inducirse por el anj,logo 3-0-metil-glucosa es el de la 

palatina 1. Esto se demostró en plantas transgénicas de Arabidopsis con una 

construcción con el promotor de este gen y el gen reportero Gus (Martin y cols, 1997). 

IDENTIFICACIÓN EN PUNTAS DE ALG('NAS PROTEÍNAS HOMÓLOGAS, 

DESCRITAS EN LEVADURA E,\' LA REGLLKIÓN POR GLUCOSA, Y SU 

POSIBLE PARTICIPACIÓN EN LA SEÑALIZACIÓN POR CARBONO. 

La primera secuencia en plantas homóloga al gen SNF J de levadura, fue 

descrita de endospermo de arroz)' se denominó RKiNJ. El gen codifica para una 

proteína con 48% de identidad en aminoácidos a la de levadura. El dominio de 

proteína-cinasa, localizado hacia el extremo amino tenninal, muestra un 62-64% de 

identidad con la proteína de levadura y de mamíferos. Se han reportado clonas 

genómicas, cONAs y productos de PCR de proteínas homólogas a SNFI de levadura 

en Arabidopsis Ihaliana (AK/NIO y ATSKINI\. cebada (BK/N2 y BK/N/2), avena 

(ASPKI-J), papa (PKINI), arroz (RSKI) caña de azúcar (SBK/NI54) y tabaco (NPK5), 

Todas estas secuencias codifican para una proteína con una identidad del 68% de 

aminoácidos entre sí. Se ha demostrado que éstas proteínas pueden fosforiJar a la 
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J-IMG-CoA reductasa. que participa en la generación de ácido mcvalónico, principal 

precursor de la biosíntcsis de isoprcnoidcs. También regula a la nitrato reduclasa y a la 

sacarosa fosfato sintasa (Halford y Hardie, 1998). De hecho, dos proteínas 

relacionadas a Snfl de espinaca, fosforilan e inactivan il1 \'ilro a estas tres enzimas que 

son sustratos de proteína-cinasas tipo Snfl (Sugden y cols, 1999). La participación de 

los homólogos de Snfl dto' levadura, y la posible existencia de una vía similar en 

plantas, proviene del hecho de que los genes aislados en plantas, pueden 

complementar a mutantes sI1f1 de levadura, permitiendo su crecimiento en glicerol. 

etanol y sacarosa, así corno la represión del gen de la invcrtasa en presencia de glucosa 

(A Iderson y cols, 1991; Muranaka y cols, 1994). 

Otros componentes del complejo Snj] de levadura. también se han 

caracterizado en plantas. Por ejemplo. Bouly y cols (! 999) caract~rizaron en 

Arabidopsis, proteínas homólogas a Snf4 y a una de las subunidades del complejo 

Sipl/ Sip2/Ga183 de levadura, que también están participando en la seiialización por 

carbono. Estas proteínas también pueden interaccionar con Snfl dc levadura. 

sugiriendo que esta vía podría funcionar también en plantas (Soul)' y cols. 1999). 

Finalmente, con la descripción de prlJ que es una lllutante hipersensible a 

sacarosa en Arabidopsis fhaliana (Nemeth y cols, 1998), se documentó que la proteína 

denominada PRL I puede interaccionar con proteín cinasas de! tipo de SI!(I y regular 

[os dominios de fosforilación de genes como la sacarosa fosfato sintasa (Bhalerao ) 

cols, 1999). 

Todavía no se establece una interconexión entre la vía de percepción de la 

señal realizada por la hexocinasa y la posible participación de las proteínas homólogas 

de levadura en plantas, del complejo remodelador de la cromatina Snfl/S\\'i I en algún 

gen de plantas, ni tampoco de la participación del complejo proteína­

fosfatasa/proteína-cinasa Snf3/Glc7. Sin embargo, estas evidencias circunstanciales 

obtenidas de manera puntual, dejan claro la posible existencia de la interconexión de 

estas vías también en plantas. 
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Figura 6. Modelo de reglllacion por carbono en plantas, de acuerdo a las evidencias 
experimentales in vitro y del estudio de algunas mUl3ntes de regulación por carbono en 
Arabidopsis thaliana. Pretende integrar la vía descrita para Solanáceas por la vía de sacarosa y 
de los análogos 6-desoxiglucosa y 3-0-metilglucosa, principalmente para la regulación de 
tejidos consumidores de carbono (ilustrada en color verde). También la integración de las vías 
dependientes de la señal de la hexocinasa-2, para la regulación de genes fotosintéticos, de 
acuerdo a [as evidencias generadas en Arabidopsis (ilustradas en color negro). Se señalan otros 
participantes en la regulación de genes de respuesta a azúcares, de [os cuales no se conoce 
como inicia la señal ni la integración de estos en otras vías (ilustrada en color azul); algunas 
son proteínas homólogas descritas en levadura como SNFI. Abreviaturas: HXTs"" 
transportadores de hexosas, Hxk2= hexocinasa-2, GIN1, GIN5, GIN6 =' genes aislados de 
mutantes insensibles a altas concentraciones de glucosa en Arahidopsis; ABA = ácido 
abscísico; SAC = sacarosa; PKDC = proteína-cinasa dependiente de calcio; CAM = 

Calmodulina/calcio; PPI y PP2A = Proteína-fosfatasas; SNFl-PK = Proteína-cinasa tipo 
SNFl; PRLl ::: gen aislado en la mutante de Arabidopsis: pleiotropic regulalory locus-l. 

OTROS MECANISMOS QUE OPERAN EN LA SEÑALIZACIÓN. 

Existen evidencias que indican la participación de proteina fosfatasas tipo PPI 

y PP2A, la participación de Ca'~-Calmodulina y de la activación de MAP-cinasas en la 

regulación de genes de respuesta a azúcares. Estos hechos se han demostrado en 
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tejidos consumidores de azúcares. Es muy posible que en los órganos y tejidos 

rotosinteticos, la vía de hexocinasa sea l~l principal vía de regulación por carbono 

(Shccn y cols. 1999). 

La primera evidencia se generó al comprobar que inhihidores de protcín 

fosfatasas I (prl) y 2A (PP2A), pueden inhibir en peciolos de hojas de papa la 

expresión de genes inducibles por azúcares, como el de la esporamina, p-amilasa y el 

de la subunidad pequeña de la ADP gtucosa-pirofosforiJasa (Takeda y cots. 1994). 

Este primer estudio evidenció la necesidad de desfosforilación ck proteínas. corno un 

requisito en la transducción de señales mediada por azúcares. En papa se demostró que 

el EGTA Y el La') pueden inhibir la expresión de genes como csporamina y [3-amilasa 

(Otho y cols, 1995). 

Existe evidencia qu~ la vía dependiente de protcína-cinasa activada por 

mitógenos (del inglés, mitogen-activated protein kinase, MAPK), también participa en 

la vía de señalización por glucosa. En cultivo de células de Ch. ruhrum, se induce por 

efecto de la glucosa la fosforilaeión de una protcina con cara~tcrísticas similares a la 

rnielínica básica de animales (Ehness)' cols, 1997: Roitsch, 1999). 

PARTICIPACIÓN DEL FOSFATO EN LA REGULACiÓN POR CARBONO. 

La participación del fosfato en la regulación de genes de respuesta a azlIcares. 

la documentó Sadka y cols (1994) para el gen VspB de soya. Posteriormente, Berger ) 

cols (1995) reportaron la regulación del gen AlvSp, homólogo de soya, en Arabidupsis 

y que se regula por azúcares y fosfato. Sin embargo [o que debe quedar claro antes es 

que este gen es regulado por una vía independiente de la hexocinasa. y codifica pa.ra 

una proteína fosfatasa de almacenamiento en tejido vegetativo. Lo que es claro para 

plantas como tomate, papa)' soya es que la regulación de proteínas de almacenamiento 

como esporamina, patatina y proteínas del tipo Ysp, ocurre por una vía diferente a la 

de la hexocinasa (Lalonde y cols, 1999). 

Posteriormente, de los estudios de regulación de genes fotosintéticos en 

protoplastos de maíz -sistemas transitorios-, la co-electroporación de fosfato con 

manosa, no libera la represión de los genes de fotosíntesis por efecto de la manosa 

(Jang y Shenn, 1994). A partir de estos antecedentes, el efecto del fosfato en la 

regulación de genes de respuesta a glucosa de la vía de hexocinasa, centraron la 
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atención al hecho de que la manosa actüa más bién como secuestrador de fosfato, al 

formarse el intermediario manosa-6-fosfato (Halford y cols, 1999). Este compuesto 

fosfafilado es mctabolizablc más lentamente en ei interior de la célula, disminuyendo 

la concentración de fosfato intracelular y ATP, Y elcyando la concentración de ADr. 

De hecho, se considera a la manosa como un análogo de la glucosa con efecto más 

bien tóxico que capaaz de generar una seña! a una vía de transducción (Hlllford y cols 

¡ 999; Gibson y Graham, 1999). También el flujo de precursores de la vía glucolítica 

(tri osas y hexosas fosfato) no tienen efecto en la respuesta de los genes regulados por 

azúcar, descartándose el papel del flujo metabólico en la regulación por carbono en 

plantas (Smeekens. 1998). Sin embargo, otro efecto que se observó fue la inhibición 

en la germinación de semillas de Arabidopsis. por efecto de la manosa. Se demostró 

que en exceso de sales inorgílnicas de fosfato o de ATP, la manosa es capaz de seguir 

inhibiendo la germinación. Sólo se puede revertir este efecto inhibiendo la acción de la 

hexocinasa 2, can manoheptulosa (Pego y cols. 1999). De esta manera. el papel del 

fosfato en la regulación de genes de respuesta a glucosa, sólo se demostró para 

aquellos genes de proteínas quc son de almacenamiento, que no son de la vía de 

hexocinasa, y pam especies como papa, j itomate y soya. No se ha demostrado el papel 

del fosfato en la regulación de los genes de la vía de la hexocinasa, como los genes 

que participan en la fotosíntesis. 

EL PAPEL DEL NITRÓG~:NO EN LA REGULACIÓN POR CARBONO. 

Conforme la fotosíntesis está produciendo activamente esqueletos 

hidrocarbonados. la planta puede iniciar o continuar el proceso de crecimiento. Esto 

implica la formación también de aminoácidos para las proteínas. La relación entre 

azúcares y nitrógeno se documentó cuando los genes que codifican para el 

transportador de nitrato, el de la nitrato reductasa, asparagina sintetasa y glutamina 

sintetasa son activados por azúcares (Koch, 1996; Jang y Sheen, 1997; Lam y cols, 

1998; Lejay y cols, 1999). Es evidente que el balance entre el nitrógeno y el carbono 

que necesita la planta, se requiere para regular los genes implicados en la vía del 

nitrógeno. Esto se evidencia por el hecho de que la activación por carbono de estos 

genes, puede suprimirse por la presencia de un exceso de nitrógeno asimilado en 

fonna de asparagina, glutamato y glutamina (Lam y cols. 1998). Sin embargo, se sabe 
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que los genes de la asparagina sintetasa-I y glutalllato sintaS<1. esta n regulados por una 

vía independiente de la hc.\ocinasa (Shccn y cols. 1999). Olra evidencia de la relación 

entre nitrógeno y carbono. es la de que cinasas relacionadíls a Snfl. tienen C0ll10 

suSlralos ti 3 enzimas rnclabóllcas como la nitrato n.:duclasa. sacarosa fosfato sintasa y 

la HMG-CoA reduclasa (:-'1an ~ cols. 1997). 

En maíz se demostró que la elevación de nitrógeno induce la expresión de lo<; 

genes de fOlOsínlesis. Adermis. al parecer este efecto esta mediado también por la 

elevación en la concenlración de cilOcininas, estableciendo un nexo entre las vías de 

regulación por carbono ~ la de hormonas (Sakakibara y cols. 1998). 

EL ESTUDIO DE LAS MUTANTES DE REGULACiÓN 

POR CARBONO EN PLANTAS. 

De acuerdo a los estudios realizados en le"adura, la primera estralegia sería 

aislar e ir describiendo los genes homólogos que panicipan en la regulación por 

carbono en levadura. ahora en plantas. Y como se ha descrito. efectivamente el 

aislamielllo de genes homólogos a la proleina cinasa de SNF¡. son las aproximaciones 

más claras de la posible participación de algunos genes descritos en la transdueción de. 

la señal en levadura. que están operando también en plantas (Halford y Hardie, 1998). 

Sin embargo, la otra estrategia es el aislamienlo de rnutantcs en plantas con regulación 

alterada en presencia de un excesO de azúcares. Una manera hasta cierto punlo 

artificial es el aislamiento de mutantes capaces de continuar su desarrollo, a pesar de la 

presencia de altas concentraciones de azúcares en el medio de crecimiento. En esta 

estrategia se aprovechan dos ventajas. La primera es la respuesta que las plantas 

silvestres presentan. )' es la inhibición del desarrollo del tejido aéreo: falta de 

expansión de cotiledones y re"erdecimiento de los mismos. Y la otra es la disposición 

de colección de mutan tes tanto generadas por inserción de elementos como el T -ONA, 

así como la generación de mutantes por exposición a químicos como 

etilmetanosulfonato (EMS) o por la exposición a electrones acelerados (Smeekens y 

Rook, 1997; Sheen y cols. 1999). De esta manera se han aislado una serie de mutan tes 

en Arabidopsis, que tienen fenotipos así como respuestas fisiológicas que se desvían 

del comportamiento de plantas silvestres cuando crecen en presencia de un exceso de 

azúcares. De las mulantes aisladas que tienen afectada la regulación de genes por 

--- ._--------
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S<lcarosa. están la desacoplada a sacarosa (sucrosc-//IIc0pled. mn). de respuesta 

reducida a aZlkares (reduccd sugnr response. rsr), y las Illutantcs de alta y baja 13-

amilasa (high jJ-omylase and low ,B-mnylasc. hila y Iha, respectivamente), (Smeekens 

y Rook. 1997; Dijkwell y cols. 1997: Martin y cols, 1997: ¡"Iita y cols, 1997a; Mita ~ 

col5 1997b). No son mutantcs alteradas c.\clusi\'arncnte en la respuesta a sacarosa. 

pues los genes que tienen afectados también son de respuesta a glucosa (Sheen y cols, 

1999). Las otras mutantes se han aislado con base en su fenotipo de crecimiento y 

desarrollo en presencia de alta fuente carhonada. Las mutantes seleccionadas con base 

en la influencia de azúcares en el desarrollo de las plantas, están las glucosa 

insensibles (glucose insensitive. gil/). glucosa hipcrscnsibles (g/ucase oversensitive, 

g/o), las carbohidrato insensibles (carbobydrate insensitive. cai). sacarosa insensibles 

(sucrose insensitive. sis) y las manosa insensibles a la germinación (mannose 

inscnsitive to germination, mig). (Smeekens y Rook. 1997; Zhou y cols, 1998). 

Además. pueden presentar fenotipos interesantes en condiciones de crecimiento sin 

selección (es decir. en ausencia de concentraciones elevadas de azúcares). De esta 

manera, algunas de ellas han dejado ver claramente que la vía de seíialización por 

azúcares en plantas tienen puntos de cOJ1lunicación con otras vías de transducción 

como las inducidas por hormonas (Shecn y cols. 1999). 



MUTANTE RESPUESTA A AZUCARES LOCI 

r.\"r l Sensibilidad disminuida por efecto 

de sacarosa a la expresión de palatina 

Ihtl~ Sensibilidad disminuida por efecto 

de $<lcarosa a la expresión de ,O.arnilasa 

IIbaJ Sensibilidad elevada por efecto de 

sacarosa a 1<1 expresión de jJ-amilasa 

,\'Ull~ Sensibilidad disminuida por sacarosa a .1'11/16 alelo ah,.! 

la represión de plaslOcianina 

sis 5 Sensibilidad disminuida por efecto de sisJaldo ctrl 

glucosa o sacarosa a inhibir el dcsarroll SIS'¡ alelo aba] 

temprano de plántulas sis5 alelo ahi.J 

gin~ Sensibilidad disminuída por efecto de gin/ alelo aba] 

glucosa a inhibir el desarrollo temprano gin6 alelo gil14 

de plántulas 

prlJ' Sensibilidad elevada por efecto de PRLI codifica 

azúcares, a inhibir el desarrollo tempra proteína WD-40 

no de plántulas 

Cuadro 1. Relación de mutantes aisladas en Arabidopsis thaliana, afectadas en su 
respuesta a diferentes azúcares. Referencias: l. Martin y cols, 1 997a; 2. Mita y cols. 
1997b; 3. Mita y cols, 1 997a; 4. Dijkwell y col, 1997; Huijser y cols 2000; 5. Laby Y 
cols, 2000; Gibson y col s, 2000; Gibson y cols, 2001. 6. Zhou y cols, 1998; Arenas­
Huertero y cols, 2000; Gibson y cols, 2000; 7. Németh y coIs, 1998; Bhalerao y cols, 
1999). 
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PAPEL DE LAS HORMONAS EN LA REGUL.·\CI<Í:\ POR CARBONO: LA 

INTERCONEXIÓN ENTRE LAS VíAS !lE SE:\ALlZACI<ÍN rOR 

AZÚCARES y POR HOIDION.~S. 

Las primeras evidencias mostraron a nivel fisiológiw el efecto que tienen las 

hormonas vegetales en el transporte de sacarosa en el tlocma, afectando a [os 

transportadores de sacarosa. Posteriormente, al analizar un banco de Illutantes de 

Arabidopsis generado por inserción de T-DNA, se describió la primera mu!ante en 

scfi.alización por glucosa, con una clara interconexión con [a vía de elilcno. También 

se reveló por primera vez, cómo algunas Illutantcs en esta vía hormonal, se 

comportaron como mutantcs en la vía de señalización pl'r glucosa (Lalonde y co1s. 

1999; Zhau y cols, 1998; Sheen y cols. 1999). 

Hormonas C0l110 auxinas y citocininas son capace:; de incrementar el ritmo de 

transporte de azúcares. De hecho se sabe que las auxinas pueden promover la toma de 

sacarosa, mientras que el ácido abscísico actúa como un inhibidor (SlUrgis y Rubery, 

1982; Vreugdenhil, 1983). Por otro lado, [as giberelinas también tienen efectos en 

promover el llenado del floema en plantas de cilantro, ,iunto con auxinas; y en frijol 

promueven la exportación de fotos in tatos (Daic y cols, 1997; Aloni y cols, 1986). 

Finalmente, se sabe que es importante que los azúcares pll~dan entrar a la célula para 

poder activar las vías de transducción y regular en ese momento el desarrollo. De esto 

depende la activación de los transportadores de azúcare:,. Se sabe que la sacarosa 

puede regular la expresión a nivel IranscripcionaL del transportador de sacarosa en 

caña de azúcar y en betabel (Chiou y Bush, 1998). La sacarosa induce la acumulación 

de dos ATPasas en tomate (Mito y cols, 1996). La actividad de los "simporters" de 

sacarosa, depende del gradiente de protones existente en el espacio apoplástico, que a 

su vez activa a la invertasa apoplástica para romper a la sacarosa en glucosa y fructosa. 

Este mecanismo puede operar en tejidos que demandan fl1!Osintatos. Para el caso de 

los tejidos verdes (productores), la sacarosa tiene que entrar a la célula a expensas de 

la actividad del "simportcr" +H-glucosa. De esta manera se ha observado que en hojas 

de papa, una vez activada la ATPasa de +H, la adición in "ilro de auxinas y citocininas 

activa la transcripción y eleva los niveles de la proteina del transportador de sacarosa-

1, SUTI (Lalonde y cols, 1999). 
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La caracterización de la rnutante gil1l reveló la interconexión entre la da de 

señalización por glucosa ~ la de etileno. al c\idcnciar que algunas mutantcs corno la 

sobreproductora de clileno (elo) y la Illutantc con fenotipo constitutivo de la triple 

respuesta (el!"), presentaron un fenotipo insensible a alta glucosa. Adcm¡ís. las 

mutantes insensibles n etilcno (eIr! y ein2). presentaron un comportamiento difcrclllc 

y se clasificaron COmO mutanles hipersensibles a glucosa (l11utantes g/o), (Zhou y cols. 

1998). De esta manera. la vía de señalización existente en plantas que depende de la 

actividad de hexocin<lsa. está interconectada ) requiere de la activación de la vía de 

etilcno (Sbeen y cols. 1999). Además, la clonación y caracterización del gen eil/2. 

puntualiza la interconc:-.:ión entre las vías de etiJeno y las de estrés: la dependiente por 

ácido jasmónico y la de estrés o:-.:idativo (Alonso y cols. 1999). Estos resultados 

claramente muestran que otras mutantes en las diferentes vías de señalización por 

algunas hormonas vegetales. pueden estar claramente comportándose COlllO IllUlantcs 

afectadas en la regulación por carbono; y esto refleja la interconexión entre las 

diferentes vías de transducción de señales inducidas por difercntes hormonas vegetales 

con las inducidas por la glucosa (Sheen y cols. 1999). 

El estudio de la mutante de,2 dejó claro la interconexión entre una vía de 

regulación por los brasinoesteroides, y la realizada por efecto de la luz. Propiamente. 

sobre varios genes fOlOsintéticos como Pe. CAB y RUB/SeO qlle también son 

regulados por glucosa. En la oscuridad, las plantas mutan les dc del2 presentan 

características fenotípicas como tamaño menor, hipocotilos ensanchados, acumulan 

antocianinas, tienen cotiledones expandidos yel desarrollo y crecimiento del primer 

par de hojas verdaderas. Además estos cambios se acomparian por un incremento en la 

expresión de genes fOlosintéticos. En presencia de luz, las mutan tes del2 son de taila 

más pequeña y de verde más intenso que las silvestres, fenotipos similares .a algun.as 

mutantes en regulación por carbono como ginl y gin5. Tienen retraso en el tiempo de 

floración, similar a muchas mutan les en regulación por carbono como ginl, gin5 y 

gin6. El gen del2 codifica para una proteína con alta similitud a la 5a-reductasa en la 

biosíntcsis de eSleroides en mamíferos. Esta rcductasa participa en la biosínlesis de los 

brasinoesteroides, y la falta de este gen afecta tanto las respuestas fotomorfogénicas 

como las reguladas por azúcares en Arabidopsis (Li y cols, 1996). 
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En el ciclo de vida de cualquier planta, se lleva a cabo la transición de tejidos 

productores a consumidores de fotosintatos. Además. existe la competencia de todos 

los órganos de la planta por una misma fuente de azúcares como la sacarosa. Factores 

exógenos como cslreses bióticos y abióticos pueden también innuir en la distribución 

de los fotos in tatos en [a planta. por la demanda de energía que requiere alimentar las 

diferentes vías de transducción activadas por estos estreses. Así, el estudio de la 

regulación por carbono en plamas es más complejo de lo que puede uno imaginar 

(Roitsch, 1999), 

EL ESTRÉS HÍDRICO y SU INI'LUE,\'ClA E/I' LA GENERAClON DE I'UENTE~ DE 

CARBONO. 

El estrés por agua induce importantes alteraciones en el desarrollo de las 

plantas, por los ajustes metabólicos que realizan al priorizar el crecimiento de algunos 

órganos, la redistribución de los fotosintatos transportados y la reducción en la tasa 

fotosintética (Davidson, 1969; Berman y Dejong. 1996). En papa se sabe que el estrés 

hídrico induce una disminución de la síntesis de almidón a expensas de la reducción de 

la tasa fotosintética (Geigenberger y cols, 1997: Escobar~GlItiérrcz y cols, 1998). Otro 

efecto es la inducción de esterilidad masculina en cebada, por disminución en la 

concentración de la invertasa ácida (Dorion S y cols, 1996). En cambio en maíz, un 

estrés de agua más benigno produce una estimulación importante de actividad de 

invertasa vacuo lar, induciéndose la degradación del almidón, con la consecuente 

generación de monosacáridos (Pelleschi y cols, 1997). 

En general, estos antecedentes dejan ver cómo este tipo de estrés es capaz de 

modificar las concentraciones de diferentes azúcares en la planta, afectando en 

consecuencia el desarrollo, regulando la transcripción de diferentes genes que 

producen una respuesta bioquímica en particular. Se puede inferir que honnonas como 

el ácido abscísico en este tipo de estrés puede estar ejerciendo un efecto en la 

regulación y ajuste metabólico de las fuentes carbonadas; sin embargo este hecho 

queda por verificarse. 
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EL ESTRÉS SALINO r LA GENERACIÓN DE SEÑALES ['OR DIFERENTES 

AZÚCARES 

Se sabe que el estrés salino no solo afecta la fotosíntesis y los niveles de 

carbohidratos, sino también ¡)CeCla el tipo de azúcares que son sintetizados y 

exportados por los tejidos verdes (Gilben y cols, 1997: Gucci y cols. 1(98). Se 

propone que esta selección en el tipo de azúcares, en estas condiciones de estrés. 

puede producir un tipo de serial para ajustar el metabolismo general en la planta 

(Gilbert y cols, 1997). i\o se ha explorado el tipo de señal activada por los diferentes 

aZlkares inducidos en las diferentes condiciones de estrés (Roitsch. 1999). 

LA INFLUENCIA DE LOS ESTRESES BIÓTICOS EN fL METABOLISMO IX' 

CARBOHIDRATOS 

Se sabe que la infección viral en plantas genera la movilización de proteínas 

virales que pueden influir en la fotosíntesis. en la acumulación de carbohidratos y en la 

distribución de los mismos (Lucas y \Volf, 1999). En eh. ruhrum se observó que 

dependiendo de la concentración de quitosán como elicitor de origen fllngico. se 

pueden activar los genes tanto de t:nzimas involucradas en la respuesta de defensa. así 

como la represión de varios genes que participan en la fotosíntesis (Ehness y cols. 

1997). Además, se comprobó cn tabaco que la inducción dc los genes relacionados a 

patogénesis por glucosa y sacarosa: ésta fue independiente de ácido salicílico y 

dependió del estado de maduración de la hoja (Herbers y cols. 1996). Estos resultados 

indican que las respuestas de defensa frente a patógenos están íntimamente ligadas a la 

modificación del metabolismo en tejidos consumidores de fotos in tatos, para satisfacer 

las demandas de energía que requiere la vía de señalización de defensa. La elevadón 

de la demanda de energía, afecta disminuyendo la fotosíntesis y [a activación de genes 

relacionados con la movilización de reservas (a[midón). Por lo tanto, la vía de 

respuesta a patógenos, activa a otras vías metabólicas para satisfacer sus necesidades 

de energía (Roitsch, J 999), 
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OIl.IETIVO 

Camctcrizar molecular. genética y fisiolúgicarlH.'IHe a la Illutantc de 

Arabidopsis rha!ianu denominada gin5. COIllO una planta insensible a aha fuente 

carbonada)' describir la participación de la hormona ABA en la da de señalización 

por glucosa en plantas. 
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Figura 7, Modelo que intenta explicar de manera integral in planta, la, 
regulación por carbono, iniciada por sacarosa, glucosa)' fructosa, La alteración 
en las concentraciones de la enzima invertasa ácida, es el primer punto de 
interconexión entre las diferentes vías activadas por las hormonas y el erecto 
de la sacarosa. Los niveles de esta enzima también sufren alteraciones por 
efectos externos como ataque de patógenos, p 
resencia de moléculas extrañas y por la inducción de herida, Hormonas como 
brasinoesteroides y citocininas activan el gen de la invertasa; en cambio el 
etileno lo reprime. Finalmente, las hexosas en el interior de la célula. 
participarán activando las señales correspondientes de la regulación por 
carbono: inhibiendo genes fotosintéticos, o activando genes que participan en 
el almacenamiento de proteínas y en la defensa al ataque de patógenos. STP = 

transportador de sacarosa. HTP = transportador de hexosas, SAC = sacarosa 
(lomado de RoilSch, Curr Opinion Plan! 8io/1999; 2: 198,206), 



RESULTAIlOS NO INCLUIIlOS EN EL ARTICULO 

CARACTERIZACIÓN MOLECUlAR DE gin5. 
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La mutan te ginj se aisló de un banco de mutantcs generadas por la inserción de 

un elemento denominado T-DNA 2850:: 1 003. La longitud del T-DNA (:$ de 16.94 kb. Su 

construcción contiene secuencias de 2.9 Kb de! borde derecho (right border) y 2 Kb del 

borde izquierdo (left border) del T-D\'A. respectivamente. Además de contener las 

regiones codificadoras de resistencia a kanamicina en procariontcs (Tn903) y en 

eucariontes (Tn5); contiene dos plásmidos derivados del pBR322. El primer plásmido 

tiene una longitud de aproximadamente 3 Kb Y carece de aproximadamente, 800 pb del 

caseUe de resistencia a tetraciclina. El segundo plásmido tiene una longitud de 3.9 Kb Y 

su secuencia contiene lodos los elementos de un pBR322 silvestre. La estructura del T­

DNA 3859:: 1 003 se ilustra en la Figura 1: 

LB pBR3t2 Tn9CJ TJI!I plIR '" R8 

Figura 1. Construcción del T-DNA 3850:: 1003 utilizado para generar las rnutantes por 
inserción en Arabidopsis, del banco de DUPONT. y realizado por el Dr. Keneth Feldman. 
Se ilustra el mapa de restricción así como los dos plásmidos pBR322, potenciales para 
realizar el recate de plásmidos con fragmentos genómieos con digestiones de DNA 
genómieo, con las enzimas Sal! y EcoRI. 

Con el propósito de conocer el número de inserciones del T -DNA presentes en el 

genoma de la mutante gin5, así como las características moleculares de la inserción, se 

realizó un southem genómico de la planta mutante homóciga, hibridando con secuencias 

tanto del borde izquierdo como del borde derecho del T-DNA. Las sondas de ambos 

bordes se obtuvieron de plásmidos que contienen secuencias de: un fragmento Pstl-EcoRI 

del borde izquierdo de 2.3 Kb en el plásmido pH 1 0-3 y, un fragmento BamHI-f!indlll del 

borde derecho de 1.1 Kb en el plásmido pH23-3. 





Analysis of Arabidopsis glucose 
insensitive mutants, ginS and gin6, 
reveals a central role of the plant hormone 
ABA in the regulation of plant vegetative 
development by sugar 
Francisco Arenas~Huertcro,I.3 Analilia Arroyo/,3 Li ZhOU,2 Jen Shccn/" and Patricia León l

,.! 
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Sugars have signaling roles in a widc variety of developmental processes in plants. To elucidale Ihe rc~ulatory 
components Ihat constitute Ihe glucose signaling network governing pl:mt growth and development, \\'e hi1\'l' 

isolated and characterized two Arabidopsis glucose inscnsitive mutantS, g;nS and g;n6, based on <1 

glueose-indueed developmental arresl during early sccdling morphogenesis. The T-DNA-tagged gin6 mUlam 

abrogatcs tbe glueose-indllccd exprcssion of a putativc transeription f<lclOr, ABI4, previously shown 10 be 
¡nvolved in seed-speeHie <lbseisic aeid (ABA) responses. Thus, ABI4 might be a regulator im'ol\"ed in bnth 
/llneose- and seed·spccific ABA signaling. Tite eharaeterization or the ginS mutanl, on the other halld, reveals 
that glucose-specific acculllulation of ABA is esscntial for hexokinase-mediatcd glucnse response~. Consistent 
with Ihis resuh, wc sho\\' thal three ABA-deficient mutants (abal-l, aba2-1, and aha3-2} are al~{l glucose 
insensitive. Exogenous ABA can restore normal glucose responses in g;nS and aba mutanls but not in gin6 
plants. Surprisingly, onlr abi4 and abiS-l but not other ABA-insensitive signaling lIIutants (abil-l, abi2-1, and 
abi3-1) exhibit glueose insellsitivity, indieating the involvement of a distinct ABA signaling palhway in 
glucose responses. These results pro\'ide the lirst direct evidence to support a no\'eI and central role of ABA in 
plant glucose responses mediated through glucose regulation of both ABA Icvels by GIN5 and ABA signaling 
by GIN6/ABI4. 

[Key Words: Clueose insensitive; Arabidopsis thaliana; glueose regulatíon; ABA¡ abi, hexokinasel 

RccdVl'J Fcbruary 18, 2000¡ rcviscd vcrSl0n acccptcd June 27, 2000. 

Sugars aet as regulator)' molecules that control many 
aspeets of physiology and development in both prokary. 
otes and eukaryotes {Grupe et al. 1995; Saier et al. 1995; 
Koeh 1996; Smeckcns and Rook 1997; Cantedo 1998; 
Cihson and Craham 1999; Roitseh 1999; Sheen et al. 
1999~.ln higher plants, sugar signals modulate many im­
portant proeesscs sueh as germination, seedling develop­
ment, lcaf and root morphogenesis, flowerin& embryo­
genesis, wounding and pathogen responses, and senes­
ccnee, in addition 10 gene exprcssion (Koeh 1996; Moore 
and Sheen 1999; Sheen et al. 1999; Wohus and Weher 
19991. 

Although sucrose is the major carhon íorm translo­
eated in plants 2nd is likely to media te suerose-specific 
signaling pathways (Chiou and Bush 1998; Rook et al. 

'These authors contribuled equally 10 Ihis \l\"ork. 
'Correspondiug authoc. 
E.MAIL palriciritibl.ul12m.Ill1:¡ FAX 52-(73)-172388 oc 139988. 

1998!, hexoses seem 10 playa majar role IU plant sugar 
regulation (Sturm and Tang 1999). Different lmes of e\'i­
dence point to the involvemcnt of hexokmasc IHXKlas a 
eritical component in one uf the sugar scnsing and sig­
naHng pathways in plants (Jang and Sheen 1997; Smeek­
ens and Rook 1997; Pego et al. 1999; Sheen et al. 1999). 
Analysis of transgenie Arabidopsis plants with eithcr in­
creased or dccreascd HXK levels show a hyper- or hypo­
sensitivity to high glucose eoneentrallons during gcrtlll­
nation and seedling developmcnt !Tang et al. 19971. Over­
expression oí AtHXK 1 in transgenic tomaLO also alters 
photosymhesis, growth, and seneseence IDai et al. 1999). 
Recent studies with an AtHXK1 nuU mutation indlcate 
its prcdominant role in many glucose responses and the 
uncoupling of glucosc signaHng from glucose metabo· 
lism IMoore and Sheen 1999!. This HXK-dependcnt 
sugar signaling pathway has heen shown 10 be respon­
siblc for the regulation of genes including several photo­
synthetic genes, nitrate reductasc, and others Oang and 
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Shecn 1997; Shecn et al. 1999). In addition, through 
HXK-indcpendcnt pathways, gIUCO!'L' 01150 pusitivcly 
regulale~ Ihe express ion 01 anllthcr set uf genes (I(och 
1996; Smeekens and Rook 1997; Rottsch 1999; Shecn et 
al. 19991. The eVIJencc Ihus far supports the extstence 01 
multiple glueose sensing and signal tr,msductilln path­
ways In highcr plallts (Smeekcns 1991\; Roltsch 1999; 
Shecn el al. 1(99). 

With the use of biochemieal and molccul,lr .1]1-

proaehe~, putauvc componcnts of vauous sug,1I signal 
transductlon pathways have heen identified. Thcrc IS 

evidcnec for the parllcipatlon of protelll phosph,It;lses, 
calciuOl-dcpendcnt prolelO kinascs, 11luogcn-actlvalcd 
proteio kinases, anJ SNFl·rclated protein kll1ascs 
rSnRK) llor review, see SOlcekcllS and Rook 1997; Sheen 
1999). Howevcr, the precise roles of mo!'t of Ihest: mol· 
eculcs in Ihe sugar signal transductiol1 palhways rt:lllatn 
to he elucidaled. 

To dis~ect Ihe mulnple sugar signaling l'athw;I}'!', t\\'o 
general strategles have been employed 10 isolatl' sugar 
response mutants in Arabidol'SlS. [n one, genetic !'creen­
ings bascd on sugar-regulated gene repression 01" acti\'a­
tion have yielded sucrose·uncoupled [SUtil, reduced su­
crose responses Irsr). anJ low and high ¡3·3mylase (Iba, 
hba) mutants (Dijkwcl et al. 1997; Mamn et al. 1997, 
Mita el ,¡1. 1997a,b). The al[ernative suategy takes ad­
vantage of the striking dcve\opOlcntal arrest iOlpnsed by 
high concentrattons 01 hexoses or suerose on ear\y sccd­
ltng devclopment. Sugar response mutants selecled by 
this method in elude glucose insem;itiw Igm), l!lucose 
lIvt.:r~<.:n~illVC [glo), carbohydr . .uc ins<.:nsitive [coi), su­

erosc insensitivc [sis), and lllannose·l11semitive g<.'rmin3-
lion (mlg) (Smcekens and Rook 1997; zhou et ;¡[. 1998; 
Sheen et al. 1999). Thc characterizatlllll 01 these mutants 
has started to provldc important informatioll ahout 
novel cross-talk between sugar and other signaling path­
ways mediated by phytohormones, nitro~en, ami ¡¡ght 
signals (Sheen I 999). For example, an Awbldopsls pleio­
tropic mutant, pr11, dtsplays enhanccd sensitivity to su­
crose and aHeels the responses to several plant hormones 
(Németh et al. 1998). The PRLl gene encodes ;1 \VD­
protein that potentially interacts with multiple signaling 
components, ineluding the ArabidopslS SNFl homologs 
lRhalerao et al. 1999). The analysis (Jf ginl[Zholl et al. 
1998), on the othcr hand, rcvcaled an interesting link 
between the HXK-depcndent glueosc and the elhylenc 
signal transductton pathways. 

To fUrlher reveal the complcx si}:naling network that 
conoects glucose and other signaling pathways in plants, 
wc are charactenzing new gm mutants in ArallJ(/opsis 
thaliano. We report here the physiological, genetie, and 
molecular analyses oí twO rceessive glucosc-inscnsitivc 
mutants, gin5 and gil16. 80th rnutants dcmonstmte an 
essential role far ABA in the glucosc signaling pathway 
controlling vegetativc developrnent. We have doncd the 
T-DNA-tagged gin6. lnterestingly, this gene corrt'sponds 
10 ABI4, a putative transcription factor imponant for 
ABA signaling in seeds, carrying an APET ALA2 [AP2) 
dornain (Finkelstein et al. 1998). The analysis of this new 
abi4 allele showed that ABI4 is required in the glueose-
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mcdiated devclopmental arrest during ves;et3tivc mor­
phogenc~15. ABl4 15 positivcly regulated by glucose at the 
tran5criptlOnal leve!. The partieipation of AB/ genes In 
the glucosc signal transduction pathway is speeific for 
AB/4 and AB/S hut not for other ABA signaling genes, 
AH/l, AH¡2, amI AH/J. The characterization of the gm5 
mut.mt, on the \lIhcr hand, h;IS reve,l\cd th.JI a glucos.:­
specific up-regul3tton oí ABA levcls tS a prerequisite oí 
glucosc signaling durin}: seedltng devclopment. Consis­
tent with this rc~ult, we show that the AnA biosymhe· 
sis-JcficlCnt mutants aha 1·1, aba2·1, ami aba3-2, are 
also glucose insensltlvc. In addition, the altcred glucosc 
response oí the gm:5 mutant can be reverted by the ad­
dition of exogenolls A[\A. Thus, GIN5 is important for 
the regulation of ABA levd~ tn response 10 glucose slg· 
nals. 

Although the partlcipatton of ABA during seed devel­
opment, gcrmtnatlOn, and stress responses tS well estab­
lished, ollr data provlde the flfst direct evidenee to Supo 
pOr! a novel and central role 01 ABA tn [he plant glucose 
signal transduction palhway governing posteOlbryotllc 
deve!opment. Apparent\y, glucosc rcgularcs ABA levc1s 
through GINS and IIlvolves ABA signaling through 
CIN6/ABI4. Both events are responslble for HXK-medi­
ated responses and eonstitute pan of the glucose signal­
ing network in plants. 

Results 

J.~olation and J{cnel1C allalrses 01 the ¡::inS and .1":106 
rnUlants 

A genetic scrcen based on developmental arrest in [he 
presenee of high glucose levcls has resulted in the isola­
tion oí glucose insensnive (,l:illl mutants in A. thnliaJla 
(Zhou el al. 1998). With ·the alm 10 obtain additional 
components of the glucose sensing and signaling pa[h· 
ways, an extensive screening fu[ gin mutants was pero 
formed using a T-DNA-mutagenized A. thalwna enlice· 
tion provided hy DuPont eo. A total of 204,400 secds 
froOl 7300 initial independent transformams oí this T­
DNA collection were sereened. Several ncw gm mutants 
were sclected from this sereen. Two of thcm, referrcd 10 
as ginS and gin6, that displayed robust glucose insensl­
tivity were ehoscn for funher characterization. 

In contrast to wild-typc secdlings IFig. lA), the gin5 
and gin6 mutants devclop green and expanded cotyle· 
dons whcn growll in the presence 01 7% glucose in the 
medium IFig. 1 B,C, respectlvcly). This devclopmental 
difference belween wild-typc plants (Fig. ID) was nor 
observed when both mutants, gin5 (Fig. 1 E) and gin6[Fig. 
1Ft were grown in the presence of 7% Olannitol. In eon­
trast 10 glucose, mannitol is nO[ efficiently metabolized 
by plants, causing a constant osmotic stress that might 
aHect plant growth. However, the eHect 01 mannitol is 
similar in wild-type and gin mutants suggesting that the 
developmental arrest is glueose-speeific and not linked 
to osrnotic stress as repnrted (Zhou et al. 1998). We have 
also observed that gin5 plants exhibit a significantly 
smaller size and darker greeo leaves lFig. IH) compared 



Figure l. Phenotypc (JI gmS andgm(, mut,ltHS 5eedhlli> 01 \\'5 
wild.type lA,DI, gin5 (B,EI, and gmó IC,Fl ~mwn fnr \O (\'1\'5 

under 16:8 hr photoperiod in CM rncdlUlTI supplementl'J wnh 
7% glucose IA-C) nr 7% mann¡toIID-EI. PhCllU{Vpe ui .j·week· 
ald WS wild'lype lel, gm5 IHI, antl gm!> 111 pl.\Ots I'wwn \O 

Metro Mix 200 in 15:9 photopcnod. 

with wild-type plums (Fig. IG). Thi5 pnellotype Clhcgrc­
gated with gin5 ami was maintained throughuut ¡he lite 
cycle of the plant. This charactenstlc 15 nm ohser .... ed m 
the gin6 mutant [Fig. 11), whose size and leal color ,lo not 
show any appreciahle diffcrences compared with wild­
type plants. 

Gcnetic analyses wen: condueted lO define thl' Men­
deUan character of the gw5 and gin6 mutauons. A hack­
cross with the WS wild-type plams shnwcd that the mu­
tant phenotypes were abscnt in the F, plants and l'rescnt 
in a 1:3 ratio in the F2 families. These results inJicare 

Table 1. Genelic segregallon and cutlll'/CmClHl1tlOlI I,"!., 

Cross F;rll\lly Total 

CIN5/elN5 '" gm5/gm5 l' , oS7 
GIN5/GIN5 '" gin5/8in5 F, 2925 
GIN6/GIN6 '" gin6/8in6 F, 11 
GIN6/eIN6 '" gin6/gin6 F, (i00 

gin5/gin5 x ginl·1Igin1.1 F, 57 
gin6/gin6 x ginl-l/gin1-1 F, 4J 
gin5/gin5 x gin6/gin6 F, 16 

Molecular link~ bct .. 'cen ADA and gluco.e N¡¡;u3!in~ 

that gw5 and gin6 bchave as single recc:;sivc mutants 
{Table 11. Another glucose-insensitive mlllant (gjnI-ll, 
that exhlblts similar phenotypcs has been reponed pre­
viously (Zholl er al. 19981. AlIclism tests oetwecn these 
three gm mutants show that they define three dlfferen! 
comp!cmcm:mon groups ITahle 1 l. 

In the case (Jf the g¡¡¡6 mutan" the segregation an,dy­
ses of F I famtlies from 33 independem self-pollinated F] 
~Iucosc-lnscnsitive plants showed that the kanamycin· 
resista m phcnotype was always linkcd tu ~Iucose lllsen­
sitivity. Thls suggcsts that the mutam phenotype IS 

ilkely duc to a T-DNA insertion. Southern blot analysis 
confirmcd the presence uf one T-DNA insenion in the 
gin6 mutant gcnOn1C (data nnt shownl. In contrast, the 
tagging status of the ginS mutant was unccrtain, ¡¡nd 
thus genetic mappmg was carried out to determine its 
chromosomal locatioll. A mapping population was gen­
eratccl by crossing ginS homozygous mutant plants with 
the WT Ler ecotype. The chromosomal location of gin5 
was cletcrmined through the analysis oí the mut:mt F¿ 
DNA, using simple sequence length polymorphism 
(SSLPI markers (Bell and Eekcr 19941. The GIN5 gene is 
located on chromasome 1. The results from the al1alysis 
of 280 chromosomes indicated that the gm5 mutation 
mapped 20 CM centromeric fmm the SSLP marker ngaS9. 

Molecular c!()fJing (JI ¡he GIN6 gene 

To isalate sequences flanking the T-DNA insenion site 
in the ,~m6 mutant plant, thennal asymmetric interlace 
(TAILl-PCR was performed (Líu el aL 1995). A single 
PCR fragmelll 01 -450 bp was isolated aher four enrieh­
ment eycles as describcd in Materials and Methocls. The 
PCR fragment was c10ncd and seguenced revealing the 
presence of 48 bp that perfeetly matched the leh border 
of the T-DNA and 373 hp of novel sequence. Genomic 
DNA blot analysis of gin6 and wild-type plants confirm 
that the lsolated PCR fragment was indccd intcrrupted 
in the ,'?in6 mutant plants by the T-DNA (data not 
shown). BLAST clatabase searches revealed that this frag­
mcnt shares 100% iclentity with a sequence from a clus­
ter of ABA-regulated genes contail1ed in the 
BAcr07M07 ¡Wang et al. 1999). As shown in Figure 2A, 
rhe insenion si te was located at position 44568 of the 
RAe sequcnce, in a postulated intragenic region 2 kb 

Obscrved numbcr 

mutan¡ w, Xl (3:11 

" 773 2150 3.25" 
11 

159 441 0.72" 
57 
43 
16 

Mutant phenotypes were scnred from secdlmgs grown m CM pt.nes contaimn~ 7% glucose. 
aNot significant at P - 0.05. 
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Figure 2. MolecuLu charac[~rizat1Cln nf Ihe GIN6 gene anJ 
phenotyplc analysis oí ab! rumana. tAl The GIN6 locus. A re· 
gion IshadeJ box} of ¡he BAC T07M07 shows a 100% scquenee 
Identity wah Ihe genomic flanking sequence of Ihe T-DNA 
10Sertion sile ¡vertical arrow) oi Ihe gm6 mutan!. The hOrizontal 
arrows IndlCale lhe dilfercnt pnmers used 10 determine lhe lO' 

Icgnty of Ihe sequeoces flanking the insertion site. The A1H4 
gene heglns al position 42,6:.":3 and gene 11 ends ,11 position 
48,323. lB} Glueose inductiun 01 Ihe ABl4 transenpt is dimin· 
lshed in gm6. Ethiuium bromide,slained RT-PCR produet (974 
bp) of ABl4 from WS wild.¡ype grown on 2% (Iane 1 J 01 7% 
glueose flane 2) aod from Ihe gmó mutant grown on 2% (Iane 31 
ur 7% glueose (Iane 4). The RT·PCR produet of the APTI gene 
(478 bpJ was used as a control. (O Glueose insensinvlty is de­
teeted in ab14·1 anu abi5·¡ hUI nO( inabll-I, abi2·1, or ab13-1. 
Scedlings were grown on CM meulUm cootaining 7% (¡¡bi5) or 
7.5% (O(hers) glucos\' ior on~ week unde! 16:8 hr hgbt:dark 
pholOpenod. 

upsrream of a previously reponed gene, ABI4. and 3 kb 
downstream of a putativc gene called gene 11. The se­
quence around the insenion sire did not reveal any opcn 
rcading frames that could be affected by lhis msertion. 
To establish the integrity uf the sequences flanking thc 
T·DNA insertion site and [Q exclude any possible rear­
rangements that might be the cause oE lhe mutant phe­
notypc, muhiplc primers were dcsigncd to perform PCR 
and sequencing analysis oE a 4-kb region surrounding the 
T·DNA insertion sile in mutant and wild-type plants 
(Fig. 2A). Bascd on the sizes of the PCR fragments amo 
pltfied wilhin this region, no appreciable differences 
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wcre observed bel\\'ecn gin6 and W5 wild-type plants 
(data not shown). ThlS dcmonsttates that no major reM· 
rangements occur in ::he gin6 mutant. To verify whethcr 
the T-DNA insertioo .lffccts thc expressiun 01 the flank­
inggencs, RT-PCR ,,·.lS carned OUt using specific primers 
for the coding reglOn uf ABl4 :md gene 1 L As shown in 
Figure 21', an incre35c was ohserved in the expreSSlOtl 
leve! of the AHl4 ~~ne transcnpt In wdd-typc plants 
when grown in the rrescnee oí 7% glucose. In contrast, 
thc APTl gene tha! c<ldes fOl thc adeninc phosphoribn­
syltransferase (Mofi3:t et al. 1994) used as a control IS 
not rcgulated by gluc0sc. More importantly, thlS glucosc 
induction was stron~ly diminishcd in gín6 p}ants_ No 
expression of gene 11 W;IS detecled eithcr in wild-type or 
mutant plant5 in anY 01 the conditions lesred su f;n In 
cooclusion, wc ha\'c demonstrated that the AHl4 gene 
responds positivelr:0 glucose and Ihat in the gill6 mu­
tam the T-DNA inse:-tlOn affccIs the cxpression levels of 
the ABl4 gene in re"';,onse 10 glucose. 

Cll1cosc s/gnlllmg L<' :nedwwd br specl(lc ABI :.:enes 

Previous StudiC$ rCI'Vrt that rhe AB/4 gene mlght be :1 

putativc transcnplwn laClOr that particlpates III a seed­
specific ABA slgnal:u,I'; network bUl does not seem to 
contnhute 10 vcget3:1Ve ABA responses, desplte liS ex­
presslOn in shoots .L;,J rootS (Fmkelstein !994; Finkel· 
stem el al. 1998). Ou resuhs llldieate that ABI4 pamel' 
pates in the glucosc slgnaling p:nhw:ly durin~ ve¡::et:Hiw 
¡;ro"'lh. Hence, it w.;~ 01 inlt~-re~l 10 de(r'I1Tlint: d¡t.: eHect 
oí the migmal ab/4 ¡::utatlon on }-;Iueosc responsiveness. 
This original IIb/4 3:lde conSlsts of a frameslHit muta· 
tion that causes an e..i:ly IranslatlOn terminativn (Finkel· 
5tein el al. 1998). Th:.IS Col-Q wild-type and abi4 mutant 
plams were germin3:~J in the presenee of 7.S°!" gluco5e. 
As shown in Figure ~C, abí4 plants were able to continuc 
Iheir development 1:1 spite of Ihe presence oi hlgh glu· 
cose eoncentrations .lOd they hehaved like a glucose·in· 
sensitive mutant. We condude that the ABI4 gene, aside 
from its role in seed Jevelopmcm and germlO:ltion, par· 
ticipates in the gluc()$e signal transduction pathway and 
that the gin6 mutant represents a new allele of Ihis gene, 
affected in its glucose-mediated regulation. In addition 
to ABl4, mutations m (lther genes (ABll, ABI2, ABI3, 
and ABl5) involvcd 1:1 Ihe ABA signal lransducllon path­
way have been isolarcd IKoornnecf el al. 1984; Finkcl­
stein 1994; NambarJ et al. 1995). The participation of 
these four genes in ~Iucose signaling was also investi­
gatcd bascd on each mutam's :lbility 10 develop io the 
presence of high glueose concentrations. Surprisingly, 
only abí5·J (Fig. 2e1 was glucose insensitlvc; abíl-!, 
abí2-1, and abí3-! dlsplayed a glucose·sensitive pheno­
type similar to their wild-type counrerpans. ABIS has 
been recently dooed .lnd demonStrated to encode a basic 
leucine zipper transcription factor that regula tes lhe ex­
pression of severa! genes (FinkeJslein and Lynch 2000). It 
appears that lhe AB:-\-mediated glueose signaling path­
way belongs to a ne\\' branch in which only the ABl4 and 
ABl5 genes participate as signaling molecules. 



ginS is affected in AllA-meduHcd responses 

Tne most stnkmg charactcnstLc of lhe gin5 mut.1nt m 
comparison lO wild-type plants (Fig . .lAI1S ltS eohaoced 
drought sensltlvity (Fig . .lB). Several mutants affccled ei­
ther in the biOsynthcSls or in che senSltlVlty to ABA ha ve 
a wilty pnenotype (MacRohblc IY911. This wilty phen\!­
type was never detected io thc Xlll6 mutant, but it was 
linkcd to (he glucose 10seo:'>ltlVlty m gi1l5 plants aftcr 
several generanoos, suggesllng that the same locus is 
respuosible for hoth traits. Interestingly, as shown in Fig· 
urc 3C, the addlllOn of Jp'\l of ABA to gw5 plants pre· 
vents thc wdt)' phcnotype ohscrvcd undcr mdd watcr 
stress conditions (Fig . .lB). 

It has heen e<;tahlishcd th.lt ABA plays an imponant 
role io (he promotion of sen! dormancy IKoornoecf ano 
Karssco 1994). As shown 10 Figure 3D, gin5 sceds wcrc 
less dormant thao wild-typc. The gin5 seeds had 90'Yo 
seed gcnnination two days aitcr imhibition without cold 
treatmcnt. lo contrast, only 12% germinatíon was ob­
served io wild-type sceds. Exposure to cold treatmcnt 
prior to germination resulted in 100% germination in 
both the gin5 mutant and wdd-type planrs because the 
treatment elimmates the endogenous ABA levds and 
breaks dormancy. In contrast, rhe ;;:Ü1Ó mutallt did not 
show alterations in seed dormancy Idata not shownl. 

Wc also examined the semuivity of secds to ABA dur­
in,g F;ermination in hoth mutants. Although gin5 secds 
display a sensitivlty to the :\BA inhlbnion of gennina. 
tion similar to that of wild-tqlt! secds IF1,g .• 1EI, !{in6 mu­
tant secds can germina te 1Il the presence of high ABA 
concentrations. These resulis suggcst that gin5 planrs 
arc able to sense and rcsponJ to the exogenous appilca­
tion of ABA, whereas gin6 hehaves as an ABA-insensl­
tive mutant. 

ginS is insensitive ro gJucos~' regul-ation of ABA leve1s 

Contr:uy to [he gin6 mutant, the drought sensitivity and 
decreased secd dormancy io che gin5 mutant indica te 
that this plant may contain low endogenous ABA levcls. 
To test this hypothesis, the cndogenous levels of ABA 
were measured in lS-day-old scedlings of gin5, gin6, and 
wild-type grown in differem conditions. As shown In 

Table 2, gin5 mutant plants conrain lower ABA levcls 17 
ngJgram fresh weigh[J than hoth gin6 119 ng/gram frcsh 
weightJ and wild-type (14 ngJgram fresh weightl seed­
lings whcn grown on CM medium. Intcrestingly, adra· 
matic increase (seven· to ninefoldJ in the ABA levels was 
obscrved in gm6 and wild-Iypc plants but oot in gin5 
plants when grown with 7% glllCOSC in the medium (10 
ng/gram fresh weightl. Thus, glll6 mlltant and wild-type 
plants respond 10 the presencc of 7% glucose by ¡ncreas­
ing their endogcnous ABA lcvel and the gin5 mutant 
does not seem to be able 10 promote such a response. 
This glucose induction of ABA levcls is independcnt of 
the plant morphologic,¡[ status as both gin6 mutant and 
wild-type plants respond similarly in spite of the fact 
that the wild-type plants are ,mested al an early devel­
opmental stage. The ABA le\'cls were also similarly en­
hanccd by glucose at ao cady developmental stage (Table 

Mo[~cu[~r link. bcn ... en AIIA ~nd ~Iu"",;e sign~ling 
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Figure 3. ABA·mt'd¡ated rl'sponses in gm5 and glll6 mutants. 
gm5 and wlld-Ql't' plants were grnwn undcf well·\,·alcred con­
dUlons jor 3 wct'b and then suh¡ccted 10 Jrought stress by 
withhuldmg Wall'r for 5 d,¡ys. Thc plants were then sprayed 
with 10 mI oí elther water ¡A ,s! Of JUM of ABA \',ater soJution 
(el on ,üys 3 and.:i 01 Ihe stress treat~ent. (DI Donnancy analy· 
~¡S. GnIl1lflatlOn oi seeds imm WS wild·tyre lbroken line) and 
Ihe g1ll5 mutan! Isolid lincl wae eXJ.ffimcd \,:nhoul cold treat· 
men! [erosses, -\ ar with a JA-hr cold treatmen! 1':', A). Germi­
nation was scored when the radicll' tip had iully emerged from 
the sn·J coo!. Thesc data represent the average oí three inde· 
peodent experiments evalu'lImg 80 seeds. The standard error 
was sIl1aller Ihan the symhol Slze. lE) ABA Jose response m 
germination. Wlld.type (hroken 1m"'!, gm5 Isolid line, circles) 
and gm6 Isohd 1m"" nianglt's) seed" werc analv:ed The data 
correspund 10 the average of two Jifferen¡ c:x~enments each 
comammg around 50 seeds per data poin!. The number of ger­
mmall'd seeds was expres5ed as th l ' percent:Jge oi fuIly genni· 
nated seeds oí the tutal sc:eJ~ plateJ. (F) Pheno¡rpe of aba mu· 
¡,mIS 111 the presence oí high glucllse. Ler and Col wild.type 
secdlmgs, aba/·l. llba3-2, .llld aba2-1 \"'ere )..'TO\\"1l in the prcs­
ence 01 7% glucos", on the GM ffit'dium ío~ 7 days. The twO 
wild.type ecotypt's were included as controltor lhe correspond­
íng aba mutants 
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Areruos·!fllencro el ~I. 

Table 2. Endogcnous ABA levels In wi/d.lyl'c alld pn5 
and gm6 plants 

Crowtn condition WS gm5 gm6 

15·day.old 
CM 14:!: 1 7.2 t 2 19", 2 
CM 7% glucosc 91 ~ 10 10 ~ 2 !ó7 ± lO 

Young scedlings 
CM 10 ,,3~ 11 :t 3~ 12 ± 4" 
CM 7% glueose 30:t lb 12:t --1" 91 t J' 

The ABA cnncentratinn IS cxprcssed in ng ABA/g nf fresh 
weight. The data were obtained fmm lS·day.old pbnts m lhe 
mdlCated media. For comp;1nng young secdlings, rbnts wcr.' 
harvestcd at a similar dcvelopmental slage. Notc th:H \\Illd-typc 
plants \\Jcrc dcvdopmcntally arrcsled when grown on hlgh glu· 
cose media. Thc time farcach samp!t: Collcclion is as lollows: (al 
--18 hr, lbl 7 days, (clS days. 

21 in wild·type jthreefold) and g11lÓ mutant !'l'cdlings 
(eightfold) but not in ginS mutant plants. 

An incrcase in ARA is requircd {Ol sugtl[ rcgulal10n 
In plams 

To furrher support the import:mce of illcreascd ABA ley· 
els in glueose responses, wc pcrformed the glucose·dc· 
pendent dcvelopmental arrest assay with wcll·character· 
ized ABA-dcficient mutants, such as aba 1 -1, al'1l2·1, amI 
aba3·2lKoomnccf et al. 1982¡ Schwartz et al. 19971. Tile 
development of these aba Illutants in che presenee ni 
high glucuse was followed. In contrast tú thcir wild.typc 
coumerparts, all of the aba mutants were ablc to grow In 

che presenee of high glucose (Fig. 3C). ThlS rcsult 
strongly suggests that the reduced ABA levcls present in 
these mutants decrease their glucose sensitivity. 

To ddine whether an inerease in ABA is suiiiclcnt to 

promote a norm31 sugar response in the IIDa 3nd gill5 
mutants, their development in the presence of high glu· 
cose and exogenously applied ABA was followed. The 
ABA concentration used for these cxperiments was in 
the nanomolar range (100 nM). We fírst confirmed that 
this concentration by itself did not aHect plant develop· 
ment in cither wild-type or mutant plants (data not 
shown). As shown in Figure 4 both WS (Fig. 4Al and Ler 
(Fig. 4B) wild-type plants undcrwent developmental ar­
rest in the presence of 6% and 6.5% glucosc, respec­
tively. When 100 nM ABA was exogenously ;tpplied to 
the medium both WS and Ler wild.type pl:mts beeame 
hypersensitive to glucose. In this case -70% of these 
plants bccame arrested al concentrations as low as 4% 
gIucose IFig. 4C,D). Using a similar set of conditions we 
explored the bchavior of the gin5 plant. In tht.' presence 
of 100 nM ABA, 60% of this glueose-insensirive mutant 
seedlings became sensitive to 6% glucose [Fig. 4C). The 
glucose·insensitive phenotype oí the abal-1 mutant (Fig. 
4F) was also suppressed by the addition of ABA to the 
medium (Fig. 4H). Similar responses were ohselVed {or 
aba2-1 and aba3·2 mutants Idata not shownj. To exc1ude 
the possibility that this response was caused hy an os­
motic effect, the phenotype of ginS and abal plants in 
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the prescnce of 100 nM ABA and mannitol was como 
pared. As shown in Figure 4, 1 and /, no differences in the 
Jevclopment of these plants were dctceted in the preso 
enee of ABA ¡¡nd mannitol. 

The effecl of 100 nM ABA on the mutant phenotypes of 
,~in6, abi4, ami ¡lbiS·1 was also determmed. Based on the 
endogenous ABA lcvels of the gill(, mutant and the na· 
tUTe of the AIU4 gene, wc would nm expect that its IllU' 
tant pilenotype would be reverted hy the exogenous ap· 
phcation of ABA. Indeed, 100% of the g1ll6 plams {Flg. 
4KI ami abi4 (data not shownl maintained the glucose· 
insensitive phenotype in the presence of 100 nM ABA 
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Figure 4. The cHect of ABA and high glucose on the phenotypc 
of gjn5 and abal·l lIlut.1nts. WS IA,C), ginSIE,G,l), Ler (B,D), 
and aba1·1 (F,H,n plants were grown on 4, 5, 6, 6.5, and 7% 
glucose IA-HI or4, 5, 6, 6.5 and 7% mannitoll1,n, in theabsence 
(A,B,E,F) or the presence 01100 nM ABA (C,D,G-n for 10 days 
gin6 and abiS·l mutants were grown in the presence oi 7% 
g1ucose without (K,M) Ol witb (L,N! a 100 nM ABA. Represen· 
tative plants are shown in each condition. The number hclow 
cach plant indicates the percentage of plants displaying a green 
phenorype for each of tbe conditions uscd. 



and 7% glucose (Fig. 4L). Surprisin~ly, the additioll of 
ABA revened the glueosc-insensitive phenotype of the 
abi5-1 mutant, in spite of having been isolated as ,lO 

ABA-insensitive mutant [Fig. 4M,NJ. These results SU,\';­

gcst that the CIN6/A1314 gene partiCIpa tes downstrC:Ul1 
of the induetion of ABA lO the glueose signaling p:llh­
way, whcreas ARl5 mighl ha ve a role upstream of tlus 
p:llhway. 

TUlIlSCllptlOIl of glucCJse-rcgulatcd genes IS {l/tcrcd 
III gmS and gin6 mutams 

h has beeo shown that both glucose ami ABA reguLlle 
the transcription of a variety of genes (Koch 19%; 
Wcathclwax et al. 1996; Shinozakl and Yamaguchi-Shi­
nozaki 1997; Shecn 1998; Shcen et al. 1999J. This study 
has shown that ABA participa tes in the glucose sib'llalmg 
palhway controlling vegctative development. Thm. it 
was important 10 analyze ¡he expression pattem of genes 
prcviously reported to be rcgulated either by glucosl' nr 
ABA in gin5 and gm6 mutants. For this purpose IOtal 
RNA fmm wild-type WS, gm5, and gin6 seedlings, grl'wn 
In the presenee of 2% and 7% glueose, was extraeted :lnd 
analyzed by RNA blot hybridization and RT-PCR. As 
shown in Figure SA, lanes 1 and 2, transcript levcls LJf 
two photosynthetie genes regulated by the HXK-deren­
dent p:lthway, chlorophyll 3tb binding protein (CARl] 
¡¡nd plastocyanin (PC) (Sheen et al. 1999), werc stroll~ly 
repressed in thc presence of 7% glucose in wild-type WS 
plants. This glueose repression pattem W;IS not obser"ed 
In gill5 or gin6 mutants grown under Ihc same condi­
tions (Fig. SA, lanes .1-6J, indicating that glucose regula­
tlOn of Ihese photosynthetic genes is altered in both mu-

A 123456 B 
CABI - 234 

- CORI5a -PC -EM6 

PALI - ADH .. 
rRNA - ZEPI .. 

Figure 5. Expression of glucosc- and ABA-modu1alcd genc.'l 10 

gm5 and gm6 mutants. (AJ RNA blot aoa1ysis. Total RNA 110 
!Jg) of W5 wild.type {lancs 1,2), gin5 (lanes 3,4), and gin61Lmcs 
5,6) from 19.day·old scedlings grown in the prcsence of 2% 
!lanes 1,3,5) or 7% ¡taoes 2,4,6) glucose was uscd for RNA hll'IS. 
Clucose repressiOn of CABI and PC and aC[ivation oí PAL wcrc 
cxamined. EthidiLJm bromide·stained ribosomal RNA was \l~cd 
as a loading control. lB) RT -PCR analysis. Total RNA (5 llg) 
¡rom W5 wild·typc (1anes 1,2)or gin6 (lanes 3,4) seedlingsgn .... m 
in 2% (lanes 1,3) or 7% (Ianes 2,4) glucose was used to synthc­
Slze cONA. A poruon 11/80) oí the synthesized cDNA was used 
lO amplify and quantitate COR15a laccession no. UOI377), EM6 
lacccssion no. Z11923 561761J, ADH (accession no. MI21Y6), 
and ZEPl (accession no. T45502J gene transcripts. The sizes of 
PCR products are 210 bp, 302 hp, 398 bp, and 261 hp, respec­
tivcly. 

Molecular links belween ARA ~nd gluco,"" signalil11: 

taots. It has been shown that phenylalanine ammonia­
¡yase (PALJ transcript is indueed by glucose, probably by 
an HXK-independent pathway (Ehness ct al. 1997). We 
followed the expression pattern of the PALl gene in 
wild-type (Fig. SA, ¡:lnes 1 and 2) and mutant plants (Fig. 
SA, lanes 3-ó1. In eontrast to Ihe tWO photosynthetie 
genes, the glueosc indueibility of PALI is observed in the 
gin5 and gin6 mutants. 

To further elucida te the function of ABI4 in glucose 
ami ABA signaling during seedlmg dcvclopment, we :lna­
Iyzed the expression profile of ABA- and stress-inducible 
genes in the 8in6 mutant by RT-PCR analysis. As shown 
in Figure SB, the COR15a gene transeript, which en­
eodes a chloroplast-targcted protein and is induced by 
ABA, cold, and drought {Wilhclm and Thomashow 
1993J, is present at similar levels in gin6 and wild-type 
plants grown in 2% or 7% glueosc {Fíg. 4B, lancs I and 2J. 
This suggests that the regulation of this gene is indepen­
dent of A8I4 funetíon. In eontrast, the cxpression of 
AtEm6, an ABA-indueible gene eneoding a late embryo­
gencsis-abundam protcin (Gaubier et al. 19931, is 
strongly induced by 7% glueose in wild-type plants [Fig. 
4B, lane 2). The glucose induction of AtEm6 in thc gin6 
mutant is much reduced, suggesting that ¡tS exprcssion 
is ABl4 dependent. This result is eonsistcnt with the 
altered expression of this gene in the original abi4 mu­
tant IFinkelstein 1(94). which further supports our find­
ing that gi1l6 is a new allcle of ABI4. We also looked at 
the expression of the ABA- and stress-inducible alcohol 
dehydrogenase gene IADHJ (de Bruxelles et al. 1996J. We 
abservcd that wild-type plants grown in 7% glueose have 
inereased ADH transcript levels, whereas thefe is only a 
minar increase in gin6 plants (Fig. 4B). Thus in thc gin6 
mutant the induction of the ADH gene is diminished but 
not abolished. These results suggest that a subset of 
ABA-inducible genes are also regulatcd by glucosc in an 
ABI4-depcndent fashion during vegetative growth. Pi­
nally, because we have observcd an íncrease in the en­
dogenous levels of ABA in response to high glucosc, we 
were interested in analyzing thc transeript !evcls of 
gencs involved in the synthesis oí this hormone under 
high glucose eonditions. Thc cxpression of thc ZEPl 
gene (zeaxanthin epoxidase) (Cuder and Kroehko 1999) 
showed no differcnce in the transcript levels in the wild­
type and gin6 plants in a high glueosc condition (Fig. 4B). 

ginS affects the HKX-mediated glueose signaling 
pathway 

The altered regulation of CABl and PC genes in thegin5 
and gin6 mutants suggested that these mutations affect 
the HKX-mediated signal transduction pathway but do 
not affect genes regulated by the HXK-indepeodent path­
way, sueh as PAL1. To furthcr substaotiate this conclu­
sion, a genetic approaeh was used 10 generate a double 
mutant canying the gin5 mutation lar glucose insensi­
tivity and a dominant AtHXKI gene {Jang ct al. 1997J 
conferring glucose hypersensitivity (Fig. 6AI. Plants from 
the F:z generation were grown 00 high glucose medium, 
and ir was observed that 24% oí these plants (363 out al 
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Figure 6. gm.'i acts downslream 01 Ihe AIHXK g~ne In Ihe glu. 
cose slgnaling palhway. (A] AnaIY~I~ 01 Ihe glucose response. 
Sccdlmgs 01 gin5 (pane! 11, J5S·A¡HXK Ipanel 21, and 355· 
AIHXK gm5 (pane!3) were gro .... n m the pr~scncc 01 7% glucose 
lor R days (RI [mmunoblol analysls. Thc HXK protem ¡evels ul 
the wlld.typ~ (Iane 11, 35S·A¡HXK transgcnic plam (Jane 2), the 
gm5 mutam (Iane 3) and ¡ndependent F! indivlduJls dlsplaymg 
glucosc lIlscnsitlvity fmm the 35S·AtHKX gin5 cr()s~ (lanes 4-91 
are shown. Protein was exuacted trom 15-day·old secdlings 
grown 00 CM medlUm with 7% glucos~. 

1500 seedlingsl were lnscnsitive to 7% glucose (FI,\;. 6A, 
panel 31. To determine the levels 01 HXK protein in those 
glucose-resistant plants, total proteInS from six indi­
vidual plants were extractcd and suhiected to Westem 
blot aoalysis. As shown in Figure 6B, four OUI oí six 
glucosc inscnsitive plants contained hlgher HXK protein 
levels (Fig. 6, laoes 4-7) as eompared to either wild.rypc 
[Fig. 6B, lane 11 or gin5 (Fig. 6B, lane 31 plants. The HXK 
protein ¡evels of these plants are comparable 10 the 35S­
AtHXK l·overexpre~sing line (Flg. 6B, lane 2). In contrast, 
the other two plams from this analysis display compa­
rable HXK leveIs tO wild·type plants (Fig. 6B, lanes 8 and 
9). This result demonstrates thal plams carrying the 35S­
AtHXKl and the gin5 mutaBan display a glueose-insen­
sitive phenotype like the gin5 parental plant, suggesting 
Iha! ~in5 participalCs in the HXK-mediated pathway. 

Dhcussioll 

ABA plays a central role in lhe g/ucase signaling 
network controlling poslcmbryonic dcvelopment 

Unlike most animals that follow a predeterrntned devel­
opmental program for growth, poslembryonic growth 
and development in plants displays a remarkable plastic. 
ity, which resides in the plant's capaciry to integrate and 
rcspond w developmental, metabolic, and environmen­
tal signals. The most striking example is the regulation 
by light of phowmorphogcnesis. Because plant survival 
relies on light-driven pholosynthesis, lhe dual function 
of light as a developmental switch and an energy-source 
makes evolutionary sense. h has been suggested that 
plant hormones such as auxin, brassinosteroids, cytoki-
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nin, gibbercllins (CAl. ABA, and elhylene play important 
roles in promOling or J.ntagonizing photomorphogcnesis 
(Fankhauser:md Chor .... 1997; Deng and Quail 19991.10-
tcresnngly, light sign.11s rcgulating plant morphogenesis 
can he ovcrriducn by metabolic slgnals sllch as Ihe avail­
ablilty of glucose rcll'.1sed from photosyntheBc end prod­
ucts oc carhon st{)ra¡:.~ sOllrces. For example, lO Arabl· 
dopsis Ihe availahillt\" úi abundant glucose cao be sensed 
dunllg germinatlon J.nJ C.1n excn a proíound lOflllence, 
rc;,ulting in seedlin¡: Jcvdopmental :mest (Jang and 
Shcen 1997]. Althou:::n the underlying mechamsms of 
thls glucose·lnuuclhl~ uevclopmemal arrest are mostly 
unknown, a previous ..malysis of the ginI mutan¡ has re­
vealed an antagonistic rote of [he volatile honnooe ethyl­
ene IZhou et 1\1. 1998' Thus, glucose responses in multi­
eellular planls are mu.:h more complex than io unicdlu­
lar bacteria ami yeas! S,uer et al. 1995; ¡ohnston 1999). 

In this work, based llO Ihe gene tic, physiological, and 
molecular characteIl:.ltion of two A[(lI)f(iop~lS glucosc­
iosensitive mmants, _,m5 and g1ll6, it was uIscovered 
thal Ihe plant horme>nt" AHA participares 10 Ihe HXK­
mediated glucosc reSF'"-'nse ln plants (Fig. 71. Tbrough Ihe 
studies of wt!d-typc J.."lJ g1ll5 plants, we propose that an 
incrcase of ABA levch IS lnvolved in the g!ucose slgnal­
ing pathway that Icads to decrease in gene expresslOn 
and dcvdopmental a:rest (Fig. n The lnahliity tC1 m­
ercase ABA levels rc:.ults in a glucose-insensitive pbeoo­
type maoifesteu in th~ gin5 mmant. We have substanti­
ated this conclusion !'..mher by ucmonstraung Iha! three 
ABA biosynthctic-de!;.:ient mutants (aba! are also ¡nsen­
sitive lO high !illlCO:;~' .:únccntrations and Ihat Ihls phe­
notype can be reverte': by the addilion oi ver .... low lcvels 
oí cxogcnous ABA (ll\} nM). Thus, the iotraccllular ABA 
!cvcls scem ro uetermlOe Ibe gIlIcose sensiti\,ity m aH oí 
Ihese mutants. How~\·er, it is importaOl to emphasize 
that an ABA iacrease:s nOI the only factor meuiaung the 
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devclopment.,1 arrest wben plams ¡¡re grown In bigh glu­
cose conditions. Indeed, during osmotie stress, a sub­
stantial inerease of ABA levcls is detectcd Out secdling 
devclopment is nO! arrested. Thus, we hypothesize that 
at least one othcr independent component is rcquircd in 
addition to ABA to promote glucosc-dcpcndem devclop· 
mental arrest. Putative candidates are (lther hormones 
such as ethylene, which has alrcady becn dClllonsrrated 
to interaet with the HXK-mediated glucosc slgnaling 
pathway (Zhou et al. 1998J. It is ¡¡Iso possihle that rhe 
ccllular or subeellular distrioution of ABA andJnr the 
ABA-responsive cells are different In response 10 glucose 
or mannitol signals. 

The ¡ncrease in ABA levcls dctected in wild-type 
plants could be the result of de novo synthesis, rclca!>c 
from glucose conlugates, and/or redueed degradatíon 
(Cutler and Krochko 1999). Eaeh oi these processes is a 
potential target Eoc the modulation of ABA levels ín re­
sponse 10 glucose. We ha ve explored [he possihlc glucose 
regulatíon on the expression of ZEP1, encodmg an en· 
zyme required for ABA hiosynthcsis (Newll1an el al. 
1994; Cutler and Krochko 1999). This study dld not re­
veal any differemial expression of ZEP J undcr high glu. 
cose conditions. Unfonunatcly, ZEPI IS curremly the 
only gene identified for the final steps of the ABA 010-
symhetic pathway in Arabldopsis. Thls aspect could he 
better addressed in the future when more ABA biosyn· 
thetic and regulatory genes become available. For In­
stanee, GIN5 could encode une of the potential mol· 
eeules involved in the signaling transduction becween 
glucosc and ABA. It is Iikcly chal the wilty and rcJuccd 
dormancy phcnotypes in gin5 represem plelotropic ei­
fects on other ABA-related processes during seed and 
vegetative developmem, in addition to glucose re· 
sponses. Another gin mutant (gin1l, isolated through the 
use of a similar screening proeedure, has been eharacter­
ized previou~;]y ¡Zhou et al. 19981. Analysis of this mu­
tam revealed an interplay between the ethylene signal­
ing pathway and glucose regulation. Nonallelic gin5 
shares very similar traits with gin1 including small size, 
dark grecn leaves, fast germination, and wilty phcno. 
type. 80th GIN5 and GINl have heen demonsuatcd 10 

participate in the HXK-mediated pathway. As HXK has 
becn postulated to initiate the glucose signa! (Jang et al. 
1997), we proposscd that both genes act downstream oi 
Ihis putative sensor. The interaction bctween gml and 
gin5 and their relationship to the ethylene and ABA sigo 
naling pathways will be c!arified in the future by analy­
sis of double mutams. In an attempt 10 integrate aH of 
these data, we propose that the glucose response requires 
an ¡ncrease of ABA and a decrease of ethylene. Other 
plant hormones that interact with ethylene and ABA, 
such as auxin, cytokinin, and GA, could also be involved 
in this glucose response fFig. 7J (Sheen et al. 1999). 

ABI4 as a putative transcription factor lor glucose 
signaling 

ABA participa tes in a wide variety of physiological re­
sponses that depend on external and internal signals 

Molecular link. belwc<,n ARA aod ~Iuco~" ~i~alin¡: 

fShmozaki and Yamagllchi-Shlnozakl 1997, Leung ¡¡nd 
Glraudat 1998). HO\.¡ever, the mechanisms by which 
these slgnals are discriminatcd or inlegr,lled inSldc the 
eell are mostly unknown. Thc charactenzatlon of the 
,l.:1Il6 mutant resuItcu 111 the idcntiÚc,ltion (Jf A[H4 as a 
candldate for the Iransduction of ,h", glucose-speclilc sig­
na!. \Ve fOllnd that ,he Alil4 transcript IS intlucL'J In 
wtld-type plams In response to hlgh glucose and IhlS 
incluctlon was dl1uimsheJ in the gin6 mut'lnt. The re­
duccd transcript !cwls m lhe gm6 mutanl are hkd\' lbe 
result {Jf ¡he T-DNA Insenion in th~ promotc! repon, ;lS 

no other changes \,''''re found in IhlS Illutant's ABl-..! gene 
in comparison to rhe reported allllOO aeld sC'lucnce 
(Finkelstein et al. 1995J. We have iound that this mscr­
tion also affccts the function of the AR/4 gene during 
seed germinauon, as the gm6 mlltallt displays an ABA 
~ermltlation-Insen~lt!ve phenotype. These resul!s su~­
gest thar Importam cls·aeting sequenees requlTed ror the 
regulation of the ABIII gene He at least 2 kh upstream of 
the $Iart codon. Thls observation contrasts the data pub· 
hshed by finkc!stelll et al. (19981. in which ¡he seed­
specdlc phenotype oi rhe abi4 mutant is complcmemed 
hy a genOlTIlC clone comaining a promoter re¡::ion ~-'J only 
1 3 kh upstream oi rhe stan codon bU[ nm hy d clone 
comammg 1.7 kb upstream. Our results support üle Idca 
proposed hy Fmkelstem et aL (l99Sllhat sequcnces fur­
ther upstream ni l."' kb of tbe staft codon are requued for 
the proper expresslOO of che ABTII gene. Another pOSS1-

hilny IS tbat ¡he T-DNA insenian in the g/llt> plant 
might d¡srupt the .48/4 gene regulatíon Jownstream of 
thc lnst:rtion .'lite Further analysis wiU be rCljU1TcJ to 
clanl}' these posslhtlltles. We confirrned that ¡he ongmal 
abJ-J a!le!c is also glucosc insensitive. The ABI...! gene 
was Idemificd as a putative transcription factor ¡Fmkcl­
stnn et al. !99Sl, and It shows homology to ,1 iamily of 
plam transcription lactors with AP2 dornains that seem 
to Cllntrol a variety of proeesses (Okamuro et al. 1997]. 
The Jact that lhe glucose·insensiuye phenmype i::- main­
tamed independently oi the additíon of ABA in gl.,6 and 
ab,J mutams sUAAests that this transcription íactor 
could be acting near the end uf th", ABA-medÍilted glu­
cose signaling cascade fFig. 7). Effons are currently beíng 
direeted 10 find Out whether ABI4 can hind directIy 10 
CAB 1 and PC promoters in high glucose conditions. In 
addnion, the predicted amíno add sequenec oi ABI4 con­
talOs a serine/threonine·rich dorna in, which is a possible 
target for protem kinases such as those of the SnRK fam­
ily. Our gene expression anal}'sis has shown the partid­
pallon oi the ABl4 gene in the expression of bOlh sugar­
and sIress-responsiw genes. The analysis of different al­
leles or sitc-directed mutagencsis can be used 10 iurther 
dis51!Ct the funetion oi ABI4 in stress and glucose 5Jgnal­
ing, both in seeds and vegetative tissues. 

The glucose responses mediated through ABA im'olve 
specific signaling molecules 

In addition to ABI-I, other ABA signaling components 
have been characterized. For example, ABlI and ABI2 
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bdong tu the protein phosphatase 2C (PP2C) famdy :mJ 
have pleioHopic and overlapping roles affecting AnA sig­
naltng in both seeds and vcgctativc tisslles. In contrast, 
AB!3 and ABI5, as well as ABl4, were initially rcpo[{t:t! to 

alfec! various aspeets of secd matur:Hion and sced ~cne 
cxprcss ion ¡Finkclstein 1994; (lonetta and MCCOllrt 
19981. Our rcsults have shown that neither abíl, /l/J,2, oc 
ab¡3 mutants are resistant to high glueose. The /lb,l ;!nd 
ab¡2 mutants are dominant ¡:;ain-of-function aUcles wnh 
vinually abolished PP2C activity ¡LCllUg and C,irauda¡ 
1998; Shecn 19981. It IS unlikcly that rhesc two mol, 
eCliles play any major role in the ABA induction III fe· 
sponse to high glucose (Fig. 7). Howcver, our Studl6 
demonstrate that in addition to ABl4, ABl5 also has d 
role /O the glueose response. Thus, in spite of (he seed· 
spcclfic roles thar have been proposed for ABI4 and ABI:;, 
both molecules ha ve ao important role in this ncwl\" 
identified AI\A·mediated response in vegetativc fissues. 
In faet, the reeem isolatian of a salt-tolerant mutant, 
san5 IQuesada et al. 2000), whieh eorresponds tu iI ne\,· 
a/JI') allclc, indica tes that the partieipation oí Am4 10 
vcgctiltivc ABA responses might be a more generul ph .. · 
nomenon. We have shown that the ab/5·1 mutant has d 

glucose·inscnsiuvc phenotypc, but surpnsmgly (his ph,,," 
notype IS reverted In the presenee of ABA (100 nM). Thls 
sugg~StS that th¡s reeendy cloncd transenption factor 
(F!nkelstein and Lyneh 20(0) might partielpate io regu· 
larlOg the expresslOn of genes rcquired lar transmitting 
signals from HXK that ¡cad tO the ABA inerease while 
G!N6/ABI4 aets downstream of ABA ¡Fig. 7). Because Gi 
[he ¡aet that [h.ese genes are active in both seed·speeiiie 
aod glueosc·medlated signaling pathways, it is posslble 

'thar eaeh stimulus can trigger multiplc signaling rath· 
ways that possess eomplex intereonnections. Furth.:-r 
anóliysis will be required tO have a bettcr underst:mding 
of olher eonvergent points bctween the g!ucosc and ABA 
siglldling pathways. 

In eonclusion, wc have revealed a fundamental aspect 
of the glueose signal transduetion pathway in planrs 
based on the analysis of twa glucose·lOsensitivc muo 
tams. Thc parrieipation of ABA as pan of the glueose 
signal transduetion pathway constitutes an uncxpccted 
findmg and uncovers [he inherent complexity of signal· 
ing networks in highcr plants. 

Materials and methods 

Planr matcllaJ and growth condwons 

ATIlbldopsis plaots used were routiody grown 00 Mctro-M1X 
200 ¡Grace Sierra, Milpitas, CA) sO!l io eootrolled growth cham· 
bers ¡24°C, 16'8 hr hght:dark photoperiodl. Seeds under stenl~ 
conditioos were surface·sterilized aod plated on germination 
medlum !GM) eontainiog 1" Murashigc and Skoog hasal salt 
miXtUre supplemeOled wlth BS vitamins, 0.05% MES, 1% su· 
CW$e 3S carbon source (uoless otherwise mdlcatedl, and 0.7% oi 
phytoagar. Seeds were incubated at 4°C far 4 wys 10 brake dar· 
m:lOcy prior to gerrninatioo. ABA (Sigma, loc., St. LoUlS, MOl 
was prcpared as a 10 mM stock in NaOH aml diluted ineo aro 
propriate concentrations for e3eh experiment. 

Glucose.insensitive mutants were isolated io 7% glucose G,\1 
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medlum iWln T4 poo!s oi 7300 mdependeot T·DNA tagged 
lmt'~ in WasstlewSkl)a (WS) ccotypc, kind!y donated by DU· 
PONT Co. The differeot aba, abi mutant and wild.type plants, 
WS. Landsberg ereet;) (Ler), and Co!umbla (Col·O) used 10 this 
work were obtained frum the Arabidopsis Biologica! Rcsuurce 
Len ter (ABRCI. The aba/-l, abaJ·2, abII-J, 0/112·1, and abi3·J 
mut.llllS arc io the Lcr ecotype, whereas aba2·J and ab14·1 are 
lI\ (",11·0, aod lIb/5-1 10 Ws 

CCll,'ttc an(//yses 

H.lCkcrosses were performed USlI\g mutant plants as the polleo 
,\onors and WS-O wdd.type as female plants. F. plaots were 
.lll",,"ed 10 sdf·polhnate and the g!ucose·insensnive pheootype 
w;.~ seored lO the F¡ and Fl population at the seedling stage. 
Cnmplemeotatlon groups hctween ginl·1, gm5 and gin6 were 
,ktcnmned by crossing homozyguu$ plants in reciprocal orien· 
t.JtLllO. 

The mapping population was obtamed by erossing homozy. 
~llUS gm5 mutant plant:. to wtld.type Ler plams. Homozygous 
)!w5 mutant plants from the Fl progeny were grown 00 7% 
¡:!ucose medium aod plants lltsplaying greeo aod fully expanded 
":olv!edons were se!eeted. Genomic DNA was prepared from 
lhc~e homozygousgin5 indiVIdual plaots. The map positiun was 
dClcrmined by testíog the lmkage 10 Simple sequenee lcngth 
('oh'morphism ¡S5LP) markers (Seu aod Eeker 19941. 

I'llCnotyp¡c analvses 

Thc glucose·reslstant phenolype was scored by growing plants 
In G.'1 io the presence of 7% glucose, or 7.5% 10 the case of 
Lll]·O and Ler because of the higher leve! of reSlstance 10 glueose 
<,llhese ecotypes. The analysis of seed dunnaocy was perfonned 
USlllg seeds lha! were never exposed to eo!d treatment, The 
wlln phenmype iogiIlS mutant plaou was observed in 4·week· 
<,],\ p!ants subleeted to mild stress eondinoos by wlthholding 
watcr fOl 5 days. To examine drought responsiveness io the 
rresence of ABA, ginS plants were sprayed with 10 mi of 3P.M 
ABA on days 3 aod 5, followiog lhe instruetions provided by lhe 
ABRC fOl the maintenance of the abal mutant. ABA sensitivity 
tests were done following the prolOeol reponed by Quesada et 
.d. ¡.2ooo), using agar medium supplemented with ABA !I..QO 
\l~\1 and seared 5 days after sowing. 

.\lolccuJar cJoning of CIN6 

For specific amplification of the ginó geoomic sequenee flaok· 
IOg the T·DNA insertian, a TAIL-PCR procedure was followcd 
.lS deseribed (Liu et al. 1995). The specific primers from the!eh 
horder and the degenerate primer used are: LBI, S'·CCATC1'· 
GAGGATGAGATGTCAlT·3'¡ LB2, S'·GACGATATAGAGC· 
:-\AGATGGAAA-3'; LBJ, S'·CACATCATCTCAlTGATGCT· 
TCG·3'¡ LB4, S·-AACGTCCCCAATCTGTAlTA·3'. We used 
the reported AD2 degenerate primer ¡Liu et al. 1995). PCR amo 
pltÍlcatioos were perforrned usiog high-quality genomic DNA 
lsolated from the gio6 mutant in a Peltier-Effect Cycliog PTC· 
lOO ¡7.0). Cycle settiogs used were as recommeoded (Liu et al. 
\9951, but with a fourth enrichmeot super·cycle using the fol· 
lowing PCR conditions: (94°C for 30 see, 54°C for 1.5 mio, n"C 
iOf 2_5 min, 94°C for 30 see, 54°C for 1.5 min, 7rC for 2.5 mio, 
"4°C for 30 see, 45°C for 1.5 mio, 7rC for 2.5 min) fo! 15 eyeles 
.lnd 72°C for 10 min. DNA fragmeots were e10ned ioto the 
pMOS vector and sequenced. 

Expression analysis techniques 

RNA was isolated usingstandard protocols (Ausubel et al. 1987) 
¡rom 19·day-Qld seedlings grown 00 pla[es oootaioing CM 



suppleffi..:nted with 2% amI 7% glucose. Hyhndlzauons w~'r<! 
done at high.stringcncy conditions wnh frilgmems from lh~ 
CABI gene !eenR,mk acees.<;ion no, J04098), the PC gene (e..:n· 
Bank aceession no. M209371, and the PALI gene (eenllank :l(. 
(;eSSlOn n(J. L336771. cONA W;lS symheslzed llsing 5 p¡; uf tnl.!1 
RNA by oligo!dTl.prirned reverse transcTtption, using Sup<'r 
SCflpt [J reverse transcriptase (eIBCO BRLI· A Ir;lCllon IIISOI \'1 

the first strand cONA was llscd as a template tor PCR. Llneann 
lor eaeh amplification was corroborated. The pnmcrs used ,mJ 
the corrcspondm¡; size prooucts ;Ino.! acceS5mn numbers .In.' 
¡IS lollows: AB/.J (S'-ATCGACCCTITAGCTTCCCA.,r, ;,. 
AAGATCGGATCAATAAAATC·J'; 974 phi accessioll 11<1 

AF0409S9); APTl IS'-TCCCAGAATCeCTAAGATTCCC-3 
S'·CCTTTCCCTTAAGCTCTG-J'; 478 pb; aceesslOn lW 

Y07681); ADH IS'·GCCAGGAGATCATGTGTTCC·3'; ;;. 
CCACCAGCeATTCTAeCACC-3'; 398 phi acceSSlon m.l 

MI2196); CORI5,¡ rS'·GTGACGGATAAAACAAAAGACG-.~ 
S'·GACCCTACTITCTCGCATCCTT.3'; 210 ph; acceS~Hm 

no U013771; AtEm6 (S'-AAACCATCCCCTCTCAACAAG· 
AC·3'; S'-CCCCTCCACATCCCTCTGCCCAACT-3'; JO! 
ph; acceSSlOn no. ZII92,:~)¡ ZEPl (S'.GCCAACACCCAACC 
TAT·3'; 5'-CTCAAAlTATCTCCAAAACCC-3'; 261 ph; ,I~· 
eessmn no. T455021. 

Western bIot anal.\·sis 

Crosses between gmS·l and 35S-AIHXKl were pedormcd JuJ 
the F2 generation was obtained. The glucose·resistant phen," 
type was scored irom a total oi 15S0 plants seleeted on -'-"0 

g!ucose during 8 days. Total protein extracts were obtamed irom 
individual plants. Immunodetectinn was done usm~ <1 poli· 
dona! antibody, produced against Ihe HXK followmg the pl<I. 

toco! by Zhou et al. (1998). An anti-rabbit immunog!ooulin JI· 
kahne phosphatase.eonjugate was u~cd as a secondary anlib"J\" 
¡Zymed Laboratories, Inc.1 and was deteetcd using Ihe RClr 
NBT suhstrate kit (Zymed Laboralories, Ine.,. 

ABA delerminallon 

To quantify the ABA eontent of ginS, gm6, and wLld-lYpc plam", 
15 tD 20 mg ior the 15·day-old secdlings or 5 10 7 mg for Ihl! 
young seedling stage oi fresh tissue was homogenized in 1 mI ,li 
ABA·extraetion buffer (lO mM HCL, 1 % PVPP in methano]'. 
Extraetíon was done ovemight with eonstant shaking al 4« 
The supcmatant was colleeted and neutralized with 15 ).JI of 1 \\ 
NaOH as describcd ¡Peña.Cones et aL 1989), ABA was quanu· 
[¡ed with a Phytodetek-ABA-kit (ACOTA Inc., IN) using the rr,'· 
toeol provided but with the addition 01 TBS and 0.1 % gclatin In 

all of the samples. 
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Figura 2. Southcrn genómico de la mutante homóciga gilzj e hibridación con sondas 
genómicas que codifican para el borde izquierdo y borde derecho del T-DNA. La 
presencia de sólo una banda de hibridación en cada digestión, del tamaño predicho para 
ambos bordes, sugirió fuertemente la presencia de un sólo elemento de inserción. 

Los resultados (Figura 2) demuestran la presencia de un sólo T-ONA en el 

gcnoma de gin5. La digestión con la enzima Sal! y la hibridación con el fragmento del 

borde izquierdo, reveló un fragmento mayor de 6 Kb, que fue predecible de acuerdo al 

mapa del T-ONA. Un fragmento similar en tamaño también se observó en la digestión 

con la enzima EcoRI y la hibridación con el borde derecho. Estas bandas de hibridación 

contienen fragmentos genómicos adyacentes al T-DNA y cada uno contiene un plásmido 

pBR322. Este hecho permite potencialmente la posibilidad de clonar parte de este 

fragmento genómico por la técnica de rescate de plásmido. El éxito de esta técnica radica 

en el tamaño del plásmido a rescatar: los plasmidos mayores de 5 kb se rescatan con 

menos frecuencia (Behringer y Medford, 1992). Uno de los objetivos principales de este 

proyecto fue la identificación del gen afectado en la mutante gin5. Se realizaron 4 

intentos de rescate de plásmido, pero ninguno fue exitoso, por lo que conociendo las 

secuencias de cada uno de los bordes del T-DNA, se decidió intentar la clonación de 



fragmentos gcnómicos por una técnica que utiliza la reacción de PCR con 

oligonucleótidos conocidos y arbitrarios y a diferentes temperaturas de alineamiento, 

descrita por Liu y cols. (1995), denominada "thermal asymmetrie interlaced PCR" ó 

TAIL-PCR. Esta técnica utiliza tres pares de "primcrs" específicos en reacciones 

sucesivas, junto con un primer arbitrario degenerado dc tal manera que los productos de 

amplificación específicos y no específicos se controlan por temperatura. De esta manera. 

utilizando los oligonucleótidos especílicos: LB l. 5'-

CGATCTGAGGATGAGATGTCATT-J '; LB2, 5'-

GACGATATATAGAGCAAGATGGAAA-J'; LBJ, j'-CACATCATCTCA TTGATGC 

-TTGG-3'; L1l4, 5'-AACGTCCGCAATGTGTA'ITA-J' diseñados con base en la 

secuencia del borde izquierdo del T-DNA, y de los oligonucleótidos arbitrarios: ADl, 5'· 

TCGAGTATGGAGTT-J'; AD2, 5'-GTCGAGAGACAAGAA-J': AD3: 5'­

AGAGCAGAAGCAGAGA-3', se clonó un fragmento genómico de 1.2 kb hacia el 

borde derecho en pMOS. El fragmento genómico clonado se secuenció y la sccuencia 

obtenida fue comparada con el banco de genes descritos para Arabidopsis, en un análisis 

tipo FASTA. En ese momento no se encontró LIna fase de lectura abierta. Paralelamente. 

Li Zhou en el Massachusetts General Hospital, del grupo de la Dra . .len Sheen, clonó un 

fragmento de 700 pb del borde derccho del T-DNA de gin5 en pKS, con otra técnica 

derivada de PCR (Rudenko y cols, 1993). La secuencia de 700 pb de este fragmento se 

encuentra contenida en el fragmento de 1.2 Kb clonado en nuestro laboratorio. Ya que en 

el laboratorio de la Dra. len Sheen se dispone de secuencias contenidas en cromosomas 

bacterianos artificiales o BACS correspondientes a cada uno de los cromosomas del 

genoma de Arabidopsis, decidieron hibridar con el fragmento de 700 pb clonado. De esta 

manera se observó la hibridación del fragmento clonado (de 700 pb) con el BAC F5D10 

que contiene parte de una secuencia genómica y se ubica fisicamente hacia el telómero 

superior del cromosoma l (Figura 4). Sin embargo, para ese momento sólo se conocía 

alrededor del 40% de la secuencia del cromosoma l de Arabidopsis. Tampoco se conocía 

la secuencia completa de ese BAC y de la secuencia del telómero superior del 

cromosoma l. Recientemente, se han secuenciado BACs hacia la zona del mapeo de la 

mutación de gin5, y actualmente se sabe que el T-DNA se encuentra hacia el extremo 3', 

a 2 kb antes de una secuencia cuyo marco de lectura codifica para una posible proteína 



45 

con actividad de hidroximetil-transfcrasa (HMT) en l1lros organismos. incluycndo 

Arabidopsis. 

GEN DE HIDIWXIMETILTRANSFERASA 

S" --I'-----___ -JHC=::::J--7\7\--
EXON 1, 1.06 Kb EXON 2,404 pb .::......:::. 

J" 

T-DNA 

Figura 3. 'Mapa gcnético que ilustra la inserción del T-D:.JA en el gcnoma de la mutante 
gin5. La inserción se localiza a 2 Kb hacia el extremo 3 'del gen de la HMT. El gen de la 
I-IMT tiene 2 exoncs. 

LAS HIDROXIMETILTRANSFERASAS EN PLANTAS. 

Son tetrámeros de subunidadcs de 53 kD Y contienen fosfalO de piridoxal. 

Catalizan la conversión reversible de scrina (ser) y tetrahidrofolato (THF) a glicina (gli) y 

5.IO-metilenTHF. Por lo que estas enzimas se denominan mas bien serin­

hidroximetiltransferasas (SHMT). El 5,1 O-mctilenTHF puede ser convertido a metí!. 

metenil y fonnil THF que sirven como sustratos primarios de un carbono. en diferentes 

estados de oxidación para las reacciones de biosíntesis de aminoácidos, purin3s. 

pirimidinas y síntesis de Jípidos. Los eucariontes tienen ¡so formas citosólica:-. y 

mitocondriales (Cossins, 1987). 

Las SHMT en plantas participan en la vía fotorrespiratoria. La oxigenación del 

sustrato ribulosa-l,5-bifosfato es catalizada por la enzima RUBISCO, y genera una 

molécula de 2-fosfoglicolato y 3-fosfoglicerato. El 2-fosfoglicolato es reciclado por 

medio de una serie compleja de reacciones que se llc\'an a cabo en los cloroplastos, 

peroxisomas y mitocondrias. En las mitocondrias de tejido verde fotorrespirando, la 

SHMT se asocia con el complejo glicina-descarboxilasa (GDC, Bowe, 1991; Do'lIce y 

Neuberger, 1999). Esta última enzima cataliza la descarboxilación de la gli 

fotorrespiratoria proveniente del fosfoglicolato, para generar amoníaco, dióxido de 

carbono y una unidad de un carbono que es transferida al THF para fom1ar metilenTHF. 

El dióxido de carbono de la descarboxilación de la gli, es liberado como dióxido 

fotorrespiratorio. El carbono del metilenTHF es transferido por la SHMT a una segunda 

molécula de gli, para formar serina, que es reciclada al Ciclo de Calvin en el interior de 

los cloroplastos, despues de su conversión a fosfoglicerato (Oliver y Mclntosch, 1995). 
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En Arabidop.\"is están descritos 5 genes de SHMT: SI-IMT-I, -2. -3. -4 Y -5. El 

análisis de secuencia entre estas enzimas, mostró que la SHMT-l y -~ presentan en el 

extremo anlino terminal. una secuencia polipcptídica con caractcrístil'<lS de tránsito a 

matriz mitocondrial. Las 3 restantes enzimas carecen de esta secuencia, por lo que se 

clasifican del tipo citosólico. Los genes de las SHMT-l. -3. -4 Y -5 se localizan en el 

cromosoma 4, mientras que la SHMT-2 se localiza en el cromosoma 5 (l'dcClung y cols, 

2000). 

El análisis de secuencia entre el gen de la hidroximetiltransferasa cercano a la 

inserción del T-DNA en gin5, y de la SHMT-5 (que es citoplásmica) de Arabidopsis, 

muestra que esta enzima posee una identidad en secuencia del 53.7% en el exón 1, del 

55% en el intrón y del 54.4% en el exón 2 %. Este gen puede representar una nueva 

enzima con posible ilctividad también de SHMT. 

CARACTERIZACIÓN GENÉTICA DE gill5 

Con el propósito de conocer la posición de la mutación de gil/5. cn nuestro 

laboratorio sc realizó el mapco cromosómico por mcdio de la técnica qUe reconoce el 

polimorfismo en la longitud de secuencias sencillas (SSLP) amplificadas por PCR (Ucll y 

Ecker, 1994). Los resultados del análisis de 280 cromosomas indicaron que la mutación 

se ubica a 20 cM del centrómero del marcador tipo SSLP ngaS9 en el cromosoma 1 y ha· 

cia el telómero superior. Muy cerca de esta región se encuentra un marcador genético 

denominado ABA3, a 4 cM aproximadamente (cerca del marcador nga63), donde se 

ubica la mutación de gin5 (Figura S). 

Con el objeto de evaluar el posible alelismo cntre la mutante gin5 y la mutantc en 

biosíntesis de ácido abscísico abaJ, se realizaron cruzas entre ambas mutantes. Los 

resultados del cuadro 2 muestran que los individuos gin5+/aba3-2+. presentaron un 

fenotipo de insensibilidad a alta glucosa, lo que sugiere que la mutante gi1l5 es un alelo 

de la mutante aba3-2. 

Es importante puntualizar que el íenotipo de insensibilidad aparece dos a tres días 

después del tiempo en que se observa para las plantas mutantes progenitoras. Ambas 
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Figura 4. Posición fisica del BAC F5DIO (flecha) sobre el cromosoma 1 de Arabidopsis. 
El fragmento genómico de 700 pb de gin5, amplificadu por PCR por Li Zhou hibridó con 
este BAC hacia el telómero superior. 

plantas progenitoras, gin5 y aba3-2, presentan un fenotipo de insensibilidad a 7% de 

glucosa, entre el tercer y el cuarto día de germinación. Es posible que la suma de las 

mutaciones inducidas entre los progenitores de la cruza; es decir, aba3-1 generada por 

etilrnetanosulfonato (puntual), y la de gin5 que fue inducida por la inserción de un T­

ONA, afecten dramáticamente el comportamiento y el fenotipo en los individuos de la 

cruza en condiciones de alta glucosa, y generar un fenotipo de insensibilidad a alta 

glucosa más tardío. La cruza entre gin5 con otras mutantes aba, sólo se realizó para 

corroborar que aba}·} y aba2-} forman parte de otros grupos de complementación a 

gin5. 
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Ilasta el momento, el gen afectado en la mutante aba3-} no se ha clonado. Se 

caracterizó bioquímic3mcntc la mutación por Schwanz y cols (1997): la 111utantc abaJ-2 

es incapaz de generar ABA a partir de su precursor ABA-aldehído. es decir el último 

paso de oxidación. Sin embargo, si es capaz de acumular lral1s-ABA-alcohol y su 

correspondiente glucósido conjugado del mismo ABA-alcohol. 

I:lassieal (eH) RI (cH) Physiclll (Kb) 

---'''''''SUS 1 o 

FIliE! 

EMBI?"n"-t 

FUS~ 
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'. : . 
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Figura 5. Esquema que intenta corresponder los marcadores moleculares ilustrados en la 
parte central, con marcadores genéticos ilustrados en la parte izquierda. La línea punteada 
ubica la mutación de gin5 de acuerdo al mapeo molecular. La flecha indica la posición 
del marcador genético ABA3. El marcador molecular más cercano a la mutación en gin5 
es NGA63 (cabeza de flecha), y se encuentra a 2 cM aprox. de ABA3. 
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FENOTIPO 

CRUZA GENERACION TOTAL MUTANTE SILVESTRE 

gin5/gill5 X llhai-l/abal-! FI 2~ O 24 

gin5/gillS X aba2-J/aba2-1 FI 32 O 34 

gin5/gin5 X IIbIlJ-2/abaJ-2 FI 64 64 O 

Cuadro 2. Grupos de complcmcntación entre la mulante gin5 y las ITIulanlCS aba: aba/­
f, aba2-1 y ab03-2. El fenotipo evaluado fue el de insensibilidad a 7% de glucosa. 

Figura 6. Ruta biosintética de Ifans-ABA a partir de los isómeros de la neoxantina. Se 
ilustra como intermediario al ABA-alcohol y su isornerización [rans como precursor 
principal para la biosintiesis de [rans-ABA. Las flechas más gruesas muestran la ruta 
principal o clásica de biosintesis de ABA (tomado de Rack y cols, 1991). 

Se sabe que todas las mutantes en los últimos pasos en bíosíntesis de ABA tanto 

en Arabidopsis, así como en tabaco y en tomate, tienen cantidades residuales de la 

hormona (Mendel y Schwarz, 1999). Análisis detallado de las mutantes en tomate j1acca 
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(mutante homóloga a aba3·2 en Arabidopsis) y siliens. demostraron la existencia de una 

vía menor convirtiendo ABA-alcohol a ABA (Rack, 1991). Esto se ilustra en [a Figura 6. 

Los estudios en la mulante aha3-2 en Arabidopsis demostraron que la mutación no 

reside en la enzima aldehído oxidasa (AO) per se, sino en la reacción terminal de 

sulfurilación (Mcndcl y Schwarz. 1999) del cofactor de molibdeno l\·loco. requerido para 

la actividad de esta enzima (del inglés Moco. Molibdenum cofactor). El Moco consiste 

de un átomo de molibdeno unido covalcntemente a un grupo ditioleno. y que proviene del 

precursor molibdopterin (Kuper y cols. 2000). El Moco es generado primeramente en una 

forma dioxo, que es biológicamente activo para las enzimas nitrato redllctasa (NR) y 

sulfito reductasa (SR), pero no para las AO y xantina deshidrogenasas (XDH). Se 

especula que la sulfurilasa arectada en aba3-2 de Arabidopsis no modifica al Moco de la 

forma dioxo a la mono-oxo con la sulfurilación, de tal manera que no se registra en 

ensayos in vi/ro actividad de AO (Figura 7). 

Figura 7. Modificación química del MoCo por una enzima sulfurilasa teminal que genera 
la fonna mono-oxo (inferior) del precursor general dioxo (superior). Se propone que este 
paso está afectado en la mutante aba3 en Arabidopsis (tomado de Schwartz y col s, 1997). 

Un análisis fisiológico detallado e integral de varias mutantes afectadas en oxidasas 

dependientes de Moco, así como de mutantes con fenotipos aha, ha llevado a proponer 
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que justo estos fenotipos pueden ser causados por J tipos de mutaciones completamente 

diferentes (Mendcl y Schwarz, 1999): 

1. Deficiencia en la reacción de sulfurilación, ya sea para regular la enzima y/o 

activarla. En este caso las mutantcs rrcscntarán un fenotipo NR+, AO-, XDH-. Estos 

fenotipos corresponden a las l11utantcs aba3-1 en A!'ohidopsis (Schwartz y cols. 

1997), }lacea en tomate (Mari n y Marion-Poll. 1997) y abal en Nicofiw1C! 

p/umbagini(o/ia (Leydecker y cols. 1995). 

2. Deficiencia en el gen estructural de la AO especilica para la biosintesis de ABA El 

fenotipo esperado de las mutantes será NR+, AO-, XOH+. Este fenotipo parece 

corresponder a sÍ/iens de tomate (Mari n y Marion-Poll. 1997). Una AO de tomate 

mapea muy cerca de la mutación de sitiens (Taylor y cols. 1988). En Arabidopsh; 

queda por demostrar cuál de las AO descritas: AO-2, AO-3 y AO-4. es la que 

participa directamente en la generación de ABA. Se sabe por homología de la 1\0 de 

maíz, zmAO-L con la AO-I de Arabidopsis, que es la 1\0-1 la que participa en la 

síntesis de ácido indolacético, IAA, una auxina (r-..·kndel y Schwarz, 1999). 

3. Deficiencia en la síntesis de Moco. El fenotipo esperado será NR-, AO-, XDH-. En 

cebada se describió la mutante nar2a con niveles dc AI3A fuertemente reducidos. 

Además de observarse efectos pleiotrópicos en todas las reacciones enzimáticas que 

requieren de la participación del Moco (Mendel y Schwarz, 1999). Recientemente se 

describió la mutante cnxA en tabaco, con características similares a la mqtantc 

descrita en cebada (Mendel y Schwarz, (999). Además aquí hay que mencionar que 

la biosíntesis del Moco requiere de varios pasos, mejor estudiados en bacterias y poco 

descritos en plantas. 

Finalmente, como se puede observar, muchas enzimas que contienen al 1Vloco 

catalizan transfonnaciones importantes en los ciclos globales del azufre (por acción de la 

sulfito oxidasa), del nitrógeno (por acción de la XD) y del carbono (por acción de la AO). 

Se comprobó que también la mulante gin5 carece de actividad de aldehído 

oxidasa (Figura 8), como en el caso de la mutante abaJ-2. Este dato corrobora el alelismo 
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obtenido mediante las crUfAS gin5 X abaJ-2. Fue interesante observar la inducción en 

alta glucosa (7%) de las AO-l y -.2 en las plantas silvestres. Por lo tanto, ambas Illutantcs 

tienen afectado algul1o(s) de los genes que participan en la reacción Ó regulación de la 

modificación del Moco. biológicamente activo (en la forma J11onosullo) para la actividad 

de una(s) AO. que participa(n), probablemente en la hiosintesis de ABA. 1\0 se puede 

encontrar la relación entre el gen más próximo a la inserción en gin5. una hidroximctil­

transfcrasa y su participación en reacciones de modificación de cafacteres con 

molibdeno, para la actividad de enzimas tipo AO que participan en la biosíntesis de ABA. 

PLANTA W S gil15 Ler aba3-2 

GLUCOSA 2°,.{) 71% . 21% 7% 2°;;1 7% 2% 7% 

,\01 - .~ ,\02 - . .-A03 .,' J' - -_:tt--i!; 

-'L ---- :lo "". 

Figura S. Se ilustra la acti\'idad de aldehído oxidasa (A O) en extractos crudos de las 
diferentes plantas de 17 días de edad, crecidas en las condiciones indicadas de acuerdo a 

la técnica de Seo y cols (1998). Se procesaron 30 )lg de proteína del extracto a 
electroforesis en condiciones no dcsnaturalizantes a 4° C. Posteriormente. se reveló la 
actividad de AO utilizando como sustrato al heptaldehído, como aceptar de electrones de 
la oxidación del sustrato a la fenazina-metosulfato y como aceptar final de electrones al 
MTT que se precipita en estas condiciones, como formazan en cada banda de actividad. 
Se aprecian en las plantas silvestres (WS y Ler), 3 bandas de actividad de AO que 
corresponden de menor a mayor peso molecular a las AOI, A02 y A03, respectivamente 
(indicado por flechas). En cambio, las mutantes gin5 y aba3-2 carecen de actividad de 
AO en cualquier condición experimental. 
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CARACTERIZACIÓN FISIOLÓGICA DE gin5. 

RESPUESTA A DIFERENTES AZÚCARES DURANTE EL DESARROLLO 

TEMPRANO. 

Diferentes tipos de azúcares son capaces de afectar el desarrollo temprano. 

además de que in vio"o, pueden afectar otras funciones celulares (Stneckcns. 1998: Shccll 

y cols. 1999). Por lo que unn vez aislada gin5 como planta tnutantc insensible a altas 

concentraciones de glucosa, se demostró además que es insensible nún a concentraciones 

de azúcar tan altas como 9%. concentración en la cual las plantas silvestres se encllcnlnm 

severamente detenidas en su desarrollo (figura 9). Una respuesta fenotípica similar se 

observó en gin5 cuando se sembró en presencia de concentnlciones crecientes de [ructosa 

y de nuevo. a una concentración de 7 y 9% de este azúcar, las plántulas sih'estres 

detienen dramáticamente su desarrollo (Figura 10). La evaluación del efecto a dosis 

crecientes de sacarosa, ilustra la capacidad de plántulas silvestres de poder desarrollarse 

hasta concentraciones de 9% del disacárido. Esta respuesta contrasta notablemente con la 

observada en las mismas condiciones en gin5, ya que la mutante fue capaz de seguir su 

crecimiento aún a dosis tan altas de sacarosa como 17%. El desarrollo es menor a esta 

última concentración de sacarosa en gin5, pero es evidente su capacidad de reverdecer y 

expandir sus cotiledones: hecho que contrasta con la inhibición completa de la 

germinación en semillas de plantas silvestres (Figura 11). 

Existen análogos de la glucosa como la 2d-glucosa y manosa que pueden ejercer 

también ciertos efectos en el desarrollo de algunas plantas. Además, se sabe que estos 

análogos son transportados y fosforilados por la hexocinasa 2, activando una scii.al 

durante el desarrollo, similar al efecto que provocan la glucosa y la fmclosa (Jang y 

Sheen , 1997; Smeekens , 1998). La diferencia radica en el hecho de que estos análogos 

no son metabolizables fácilmente en la célula (Jang y Sheen, 1997; Pego y cols, 1999). 

Como se puede observar en la figura 12, concentraciones crecientes de 2d-glucosa son 

capaces de inhibir la expansión completa de los cotiledones de plánrulas 
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Figura 9. Respuesta fenotípica de plántulas silvestres (WS) y de gin5 a concentraciones 
crecientes de glucosa (indicadas en %). Se ilustran plántulas representativas de 10 días de 
edad, crecidas en medio sólido a las diferentes concentraciones del azúcar. 

silvestres, observándose mejor este efecto a 50 ~M de concentración; hecho que contrasta 

con la respuesta observada en plántulas de gin5 que logran expandir completamente los 

cotiledones y elongar mejor su hipocotilo. 

Un efecto similar se observó en la respuesta a dosis crecientes de manosa, en la 

cual a 0.05% las semillas de plantas silvestres logran a los 7 días sólo la salida de la 

radícula. A esta dosis se observó que semillas de gin5 fueron capaces de emerger de la 

testa e inician el proceso de reverdecimiento. Además estas ultimas logran siempre 

elongar mejor su hipocotilo que como en el caso de las plántulas silvestres (Figura 13). 

Finalmente se evaluó el efecto de 7% de 3-0-metilglucosa. Este análogo se sabe 

es transportado al interior de la célula sin ser fosforilado por la hexocinasa 2 (Sheen, 

1995). La respuesta fenotípica es clara al observarse el desarrollo, reverdecimiento y 

~1 
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Figura 10. Respuesta fenotípica de plántulas silvestres (WS) y de gin5 a concentraciones 
crecientes de fructosa (indicadas en %). Se ilustran plántulas representativas de 10 días de 
edad, crecidas en medio sólido a las diferentes concentraciones del azúcar. 

expansión de los cotiledones en ambas plántulas. Esto demuestra que la mutación de gin5 

no afecta la respuesta de regulación por carbono, independiente de la vía de la hexocinasa 

(Figura 14). Además de que el método de aislamiento de mutantes insensibles a la 

regulación por alta glucosa (7%), permite identificar genes que están en una vía de 

regulación que no depende únicamente del transporte de azúcares. 
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Figura 11. Respuesta fenotípica de plántulas silvestres (WS) y de gin5 a concentraciones 
crecientes de sacarosa (indicadas en %). Se ilustran plántulas representativas de ID días 
de edad, crecidas en medio sólido a las diferentes concentraciones del azúcar. 

Figura 12. Respuesta fenotípica de plántulas silvestres (WS) y de gin5 a concentraciones 
crecientes del análogo 2d-glucosa (indicadas en 11M). Se ilustran plántulas representativas 
de 10 días de edad, crecidas en medio sólido a las diferentes concentraciones. 
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Figura 13. Respuesta fenotípica de plántulas silvestres (WS) y de gin5 a concentraciones 
crecientes del análogo manosa (indicadas en %). Se ilustran plántulas representativas de 
10 días de edad, crecidas en medio sólido a las diferentes concentraciones del azúcar. 
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Figura 14. Respuesta fenotípica en presencia de 6% del análogo 3·0-mctilglucosa sólo 
(A )' B), )' con 100 nM de ABA (C y D), en plántulas silvestres (\VS) y de gin5, 
respectivamente. Se ilustran plántulas representativas de 10 días de edad. 

EFECTO DE DIFERENTES POLlOLES EN EL DESARROLLO DE gil15 

Mucho se ha cuestionado el efecto que tiene la concentración de 7% de glucosa en 

detener el desarrollo, principalmente del tejido aéreo en plántulas silvestres, y como 

método de selección para aislar diferentes mutantes. Estas críticas radican en que ésta 

concentración de glucosa también es capaz de ejercer efectos osmóticos (Déjardin y col s, 

1999). Para apoyar que la seilal activada a esa concentración de glucosa es más específica 

para carbono, se evaluó el desarrollo tanto de plántulas silvestres como de gin5 en 

diferentes polioles como manitol y un polímero de alto peso molecular como el 

polietilenglicol 8000 (PEG). El manitol es capaz de penetrar a la célula. por lo que su 

efecto puede ser más directo (Snop y Pharr, 1993). En cambio, el polietilenglicol sólo 
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ejerce UIl efecto osmótico externo a toda la planta. Dc esta manera, puede distinguirse si 

el fenotipo observado en plántulas silvestres en 7% de glucosa, se debe únicamente a 

erectos osmóticos directos o indirectos en el tejido aéreo, ó sí es realmente una respuesta 

específica a la glucosa. Como se ilustra en la Figura 15, sólo a altas concentraciones de 

glucosa (7%), las plántulas silvestres fueron capaces de detener su desarrollo. En 7% de 

manitol y PEO las plántulas pueden continuar con el rcverdccimiento y expansión de 

cotiledones de manera similar a gil/5. El efecto osmótico sólo se manifiesta con el poco 

desarrollo de la raíz. pues es un órgano importante en las respuestas a estrés en plantas 

(Quesada y cels, 2000). De esta manera, las diferencias observadas en el fenotipo durante 

el crecimiento en 7% de glucosa principalmente del tejido aéreo, entre plántulas silvestres 

y de gin5, son efectos directos por la señal del carbono. Sin embargo, el desarrollo de la 

raíz sí se \'e afectado a estas concentraciones de cada agente osmótico, siendo dramático 

en 7% de PEG para el caso de la mutante gin5 (Figura 15 F). La glucosa ejerce un efecto 

menos dramático en comparación a la respuesta observada en manitol y en PEG. 

ws gil/S ws gin5 ws gin5 

Figura 15. Respuesta fenotípica de plántulas silvestres (WS) y de gin5 en presencia de 
7% de glucosa (A y B), 7% de manitol (e y D) Y 7% de PEG 8000 (E Y F). Se ilustran 
plántulas representativas de 7 días de edad, crecidas en medio sólido a las diferentes 
concentraciones tanto de glucosa como de cada polio!. 



EmCTO DE LA GLUCOSA, FIWCTOSA y SACAROSA 

EN LA ELONGAClON f)EL HII'OCOTILO EN giJ/5 

59 

Con el objeto de evaluar el efecto de concentraciones crecientes de azúcares en ct 

crecimiento de las células in planta, se midió la elongación de hipocotilos en 

concentraciones crecientes de azúcares, en un ensayo que se realizó de la siguiente 

manera. Las semillas se sembraron desde el inicio a las dosis indicadas de cada azúcar. 

durante 7 días en oscuridad, y posteriormente se expuso a la luz durante 4 horas para 

observar el efecto de rcverdccimiento en los cotiledones. Como se ilustra en la Figura 16. 

el efecto de disminución en la elongación de los hipocotilos fue evidente en plánlulas 

silvestres, en las que 7% de glucosa, 3% de ffuclosa y 7% de sacarosa inhibieron incluso 

la germinación de las semillas. 
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Figura 16. Efecto en la elongación del hipocotilo a concentracioncs crecientes de glucosa 
(A), fructosa (8) y sacarosa (C). Se ilustran los promedios de la medición de JO plantulas 
en cada concentración de cada azúcar. La línea continua (-) ilustra la cinética 
observada en plántulas silvestres y la línea punteada ( ) muestra la cinética 
correspondiente para la mulante gin5. 

EFECTO DE LA GLUCOSA EN EL CONTENIDO DE PIGMENTOS EN gill5 

El efecto de Jos diferentes azúcares en etapas tempranas del desarrollo sc aprecia 

en el fenotipo observado. En el caso de plántulas silvestres, la carencia de pigmentos 

re neja directamente la represión de los genes relacionados con la fotosíntesis. Esto se 

demostró en los resultados del Northern blol ilustrados en el artículo, en diferentes 

condiciones de glucosa en plantas silvestres. 
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Se corroboró a diICrcntcs ni\'t:ks el efecto de <lita glucosa 1.:11 plántulas silvestres y 

en gin5: a nivel fenotípico y de transcripción de algunos genes como CABl y Pe. 

Además, se caracterizaron otros gent:s COIllO el de la subunidad pequeüa de Rubisco. 

RBC-S, y del primer gen que participa en una de las vías de biosíntcsis de isoprcnoidcs. 

conocido como eLA /. Los resultados mostraron que estos genes también responden a la 

regulación por glucosa. reprimiendo su transcripción en plántulas silvestres crecidas en 

alta glucosa. En el caso dd gin5 se observó también que la regulación de estos genes se 

encuentra afectada (Figura 17). Para este momento, se desconocía si el gen eLA 1 estaba 

sujeto a regulación por carbono. Por lo que resultó importante evaluar la influencia de la 

glucosa en la expresión de este g\.'n. La f<'igura 17 ilustra que el gen CLA J es también un 

gen regulado por glucosa. 

WS gill5 WS gin5 WS gill5 

2% 7% 2% 7% 2%, 7% 2% 7% 2% 7% 2% 7% 

l- • '··1- • -r-I 
RBCS CLAl 28 S 

Figura 17. Regulación por glucosa en la expresión de los genes RBe-s y CLAJ, en 
plántulas silvestres y de gil¡) crecidas durante 17 días a 2% y 7% de glucosa en medio 
sólido. 

Debido a que el gen eLA 1 se \·e reprimido por altas concentraciones de glucosa, y 

es uno de los genes más tempranos en la biosíntesis de precursores para la generación de 

pigmentos, se decidió cuantificar productos finales como clorofilas y carotenoides. La 

extracción de pigmentos se realizó de acuerdo a la técnica de Lichtenthaler y Wellburn 

(1993). Como se puede apreciar en la Figura 18, el máximo contenido tanto de clorofilas 

como de carotenoides totales se registró a 4% de glucosa en plántulas silvestres y de gin5, 

con una ligera elevación en el contenido en estas últimas. Sin embargo, más del 50% de 

disminución en el contenido de ambos pigmentos se observó al elevarse a 6% de glucosa 

en plántulas silvestres, y casi un 30% de disminución se registró a esa concentración en 

plántulas de gin5. Es hasta 10% )' 12% de glucosa, donde se observó más del 50% de 

disminución en el contenido de ambos pigmentos en plántulas de gin5. 
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Figura 18. Contenido de clorofilas y carotcnoides totales. en extractos de plántulas de 10 
días de edad. crecidas a las diferentes concentraciones de glucosa. indicadas en %. Se 
muestra el promedio de 2 experimentos independientes. 

RESPUESTA A DIFERENTES HORMONAS VEGETALES Ei'> ETAPAS 

TEMPRANAS Y TAROIAS DEL DESARROLLO EN gil/5 

Existen claras evidencias de la interconexión entre diferentes vías de señalización 

de nutrientes como carbono, fósforo y nitrógeno. con las de algunas honllonas vegetales 

(Sheen l' cols. 1999; Geir-Moller y ehua, 1999). Zhou y cols (1998) demostraron 

claramente la interconexión entre las vías de señalización por glucosa y la de etilcno al 

estudiar la mulante ginl. También se demostró la relación entre las vías de citocininas 

con las de carbono y nitrógeno en Nico/iana plumbaginifolia (Faure y cols. 1994). así 

como la activación del gen I de la inverlasa apoplástica, un gen de respuesta a azúcares, 

en cultivo de células de Ch. rubrum (Ehneb y Roitsch, 1997). También se demostró que 

las citocininas activan el reverdecimiento de los cotiledones y por lo tanto la activación 

de las funciones fotosintéticas que son reprimidas por azúcares, en Lupinus lllleus. 

activando la expresión del gen de la protoclorofilido oxidoreductasa (Kusnetsov y cols, 

1998). En embriones de cebada se demostró que genes como el de la a-ami lasa, que son 

inducidos durante la germinación por giberelinas, pueden ser reprimidos por azúcares 

(Perata y cols. 1997). La relación entre las vías de señalización por auxinas y carbono 

también se demostró cuando la sacarosa fue capaz de antagonizar el efecto represor de 

auxinas, sobre la expresión del gen Vsp en soya (DeWald y cols, 1994). En la mutan!c 

prlJ se demostró un efecto pleiotrópico de esta mutación en la respuesta a diferentes 

azúcares y hormonas. La mutación en este caso provoca hipersensibilidad no sólo a las 
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fuentes de carbono, sino a diferentes hormonas, entre ellas citocininas, etilcno, ABA y 

auxinas (Ncl11cth y cols, 1998). La mutanle gin2 en Arahidof7sis, que carece de la 

hcxocinasa 1. además del rctlotipt\ dc insensibilidad a alta glucosa. tiene alterada la 

sensibilidad tanto a auxinas como a <...'ilOcini11as (Shccn y cols. 1999). El estudio de la 

lllutante gin5 demostró la participnción de la hormona ABA en la respuesta de regulación 

por carbono en Arahidopsis, utiliz:llldo como molécula efectora al factor transcripcional 

ASf.I, clonado por Analilia Arroyo durante el estudio de la mutanle gin6. 

De esta manern se evaluó b respuesta de gin5 a diferentes hormonas vegetales 

como allxinas, Ci10cil1inas, ABA. I..'¡¡kno, ácido jasmónico y ácido salicílico. Las dosis 

evaluadas se tomaron de las reponadas por Nemeth y cols (1998) en el reporte de la 

Illutantc prll y los resultados obtenillos se describen a continuación. 

RESPUESTA FENOTIPICA A Al'XI"AS. 

La evaluación a dosis crc...:i"':11tes de auxina (ácido 2,4-diclorofenoxiacétíco), 

después de 5 días de crecimien!t) no mostró cambios fenotípicos importantes entre 

plántulas silvestres y las dl: gin5. Sin embargo. después de 3 semanas de crecimiento, a 

dosis mayores de I ~M. las plántulas de gin5 desarrollaron un mayor número de pelos 

radiculares en comparación a la sihestre. A la dosis de 4 ).lM, fue evidente la disminución 

de la talla del hipocotilo en las plántulos de ginj (Figura 19). 

RESPUESTA FENOTIPICA A CITOCININAS. 

La evaluación frente a dosis crecientes de citocininas (N6-bcnciladenina) no 

mostró ningun cambio fenotípico ('nlre plántulas silvestres y de gin5. Todas las plantas 

respondieron a nivel de cotiledones como se ha descrito en Arabidopsis: aumento en su 

lamaño (Kusnetsov y cols, 1998). en comparación con las plantas no tratadas con N(,­

benciladenina. 
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Figura 19. Respuesta fenotípica de phintulas silvestres (\VS) y de gin5, a concentraciones 
crecientes de ácido 2,4-diclorofcnoxiacético. Se ilustran plántulas representativas de 21 
días de edad, cr~cidas en medio sólido a las diferentes concentraciones de aeido 2.4-
diclorofeno.'\ ¡acc! ico. 

RESPUESTA FE:-JOTIPICA A ETILENO. 

La respuesta de gi/15 en presencia de ctileno se c\'aluó primeramente en el 

desarrollo de la [ripIe respuesta. El crecimiento de plánwlas sih"cstrcs y de Xini. durante 

5 días en la os.::uridad y en ausencia de clilcno, desarrolló los cambios fenotípicos 

característicos de esta respuesta: ensanchamiento del hipocotilo. desarrollo del gancho 

apical y de pcl()s radiculares (no ilustrados). En presencia de dt1sis crecientes de etefón. 

que es un precursor de etileno (20. 200 Y 400 ¡..tg/rn!). las características de la triple 

respuesta se incrementan: un ensanchamiento importante del hipocotilo. desarrol!o del 

gancho arical pr\.munciado, con una vuelta de casi 3600 y el aumento del desarrollo de los 

pelos radiculare5. Una respuesta similar se observó en plantulas silvestres. Estos 

resultados sugirieron que gin5 es capaz de producir etileno, de pacibirlo exógcnamente y 

de responder. generando una señal. por lo tanto no es una mutante que tenga afectada la 

producción y la :;ensibilidad a esta hormona (Figura 20). 
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Figura 20. Triple respuesta inducida en plántulas silvestres (WS) y de gin5 a 

concentraciones crecientes de etefón como precursor de etileno (indicadas en 11M). Se 
ilustran plántulas representativas de 5 días de edad, crecidas en medio sólido a las 
diferentes concentraciones y en oscuridad. 

La respuesta de gin5 a dosis crecientes de precursor de etileno y en presencia de 

luz, indicaron solamente cambios importantes en la evaluación a 3 semanas, las plántulas 

presentaron signos de amarillamiento en el primer par de hojas verdaderas, posiblemente 

representando el inicio temprano de 13 senescencia a las 3 dosis mayores de ctefan: 160, 

320 Y 640 ~lM (Figura 21). 

RESPUESTA FENOTIPICA A ACIDO JASMONICO y A ACIDO SALICILICO. 

No se observaron cambios fenotípicos en la respuesta entre plántulas silvestres y 

de gin5, a dosis crecientes de ácido jasmómico y ácido salicílico, tanto a 5 días como a 3 

semanas de crecimiento. 
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Figura 21. Respuesta fenotípica de plántulas silvestres (WS) y de gin5 a concentraciones 
crecientes de etcfón corno precuersor de ctilcno (indicadas en p;\'1). Se ilustran plántulas 
representativas de 3 semanas de edad, crecidas en medio sólido a las diferentes 
concentraciones del precursor. 

EVALI'ACION DE ESTRES POR RIEGO EN LA ~IUTANTEgiIl5 

Desde el inicio del aislamiento de la mutante gin5. fue patente la presencia del 

fenotipo marchiw que co-segregó con el fenotipo de insensibilidad a 7% de glucosa. Est.: 

fenotipo de marchitamiento sugirió fuertemente su relación con respuestas reguladas por 

la hormona ABA. Dc acuerdo a lo anterior. su relación más directa fue por la presencia 

de la marchitez y pérdida de turgencia, hechos que comparte con las mutantes l/bi /. ahiJ 

y con mutantes relacionadas a la biosíntesis, mutantes aha. 

Se demostró que posterior a los 5 min, fuera del ambiente de la camara dé' 

crecimiento, la pérdida de turgencia es evidente, comparada con el fenotipo observado de 

la planta silvestre. Posteriormente, se determinó que el 3er día sin riego de agua aparece 

el fenotipo marchito (Figura 22A), y la turgencia se recupera regando de nuevo con agua 

(Figura 228). Además, en condiciones de máximo estrés por riego para la mulante. 

aplicando a las hojas 3 mM de ABA, los estomas de las hojas de gin5 responden. ya que 

las plantas no pierden turgencia y se mantienen erectas, similar a plantas silvestres 

(Figuras 3A, 38 Y 3C del artículo Arenas-Huertero y cols, 2000). Este primer resultado 

sugirió fuertemel1le que gin5 es una mutante afectada en la biosíntcsis de ABA. pero 

sensible a ésta, y la separó del comportamiento de una mulante insensible a ABA como 

las mutantes abÍ. 
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Figura 22. Respuesta fenotípica Je planws silvestres y de gin5 a estres por riego (5 días 
sin riego, A) y su recuperación ~~ 11:, después de riego (B). Se indica la pérdida de 
turgencia en gin5 (flechas blancas) y su recuperación después de 24 hs de riego (flechas 
negras). 

RESPUESTA DE gin-' FRE:'iTE A ESTRES SALINO POR NaCI 

Uno de los primeros cfect,..ls en LI semilla en presencia de altas concentraciones de 

sal, es la disminución en la gennin':h.:ión. De esta manera se registró el índice de 

germinación a los 5 días en dosis crecil..'llles de NaCI en plántulas silvestres y de gin5. En 

la Figura 23 se ilustra el promedio de 3 experimentos independientes, en los que se 

cuantificaron 100 semillas sembradas en cada uno. Como se puede observar, el índice de 

germinación disminuye de manera impt1rtante en gin5 desde las primeras dosis de sal; de 

hecho a 150 mM existe menos del 2)<'ó de germinación en la mutante, comparado con 

90% observado en plántulas silvestres. Sin embargo, a 200 mM de NaCI se observó una 

recuperación en el índice de gemünación de gin5. A esta dosis se registró un 50% de 

germinación en gin5, comparado con un 25% en las semillas silvestres. De hecho gin5 es 

más resistente a dosis mayores de 200 mM de sal, en comparación con plantas silvestreS. 
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Figura 13. Eft:c!O de dosis crecientes de NaCI en [a germinación de semillas de plantas 
silvestres. WS. (-) y de semillas de la mutantc gin5 ( ). Se ilustra el promedio de 3 
experimentos independientes. registrando [a respuesta de 100 sClllilbs en cada uno. 

En la Figura 24 se ilustra el crecimiento en 50. 100 Y ~OO mM de NaCL a [os 21 

días, ubicando a las plántulas silvestres del lado derecho de la caja de retri. Es e\'idente 

un mayor número de plántulas de gin5 que empiezan a preSCllIar signos de toxicidad por 

Na': disminución de' clorofila en las hojas y pérdida de \"igor de las plántulas. Sin 

embargo. a 200 m\1. se observan todavía plántulas de ¡;in5 con menor desarrollo y 

algunas con clorofila; hecho que contrastó con lo observado en plántulas silvestres con 

fenotipos de plantas muertas. 

Para tratar de explicar el comportamiento de recuperación de gin5 a dosis 

crecientes de l\'aCI. se realizó un análisis de la respuesta de la raíz frente a las diferentes 

dosis de sal. Esto por el hecho conocido de que la respuesta rizogénica defiende a la 

planta del estrés salino, reduciendo su absorción y previniendo la muerte por toxicidad 

(Vartanian y cols, 1994). La primera evaluación fue la respuesta de los pelos radiculares. 

El crecimiento de gin5 en medio sin NaCI reveló que esta planta presenta pelos 

radiculares más largos y en mayor número, comparado con plál1lulas silvestres. De hecho 

se puede apreciar que la distancia de los internados sobre el cuerpo de la raíz, es menor 

en la mutanle que en la silvestre (Figura 25). 
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Figura 24. Respuesta de plánlulas silvestres. \VS, y de gin5, a 50 mM (A), 100 mM (13) y 
200 mM (e) de NaC!. Se ilustran plántulas de 21 días de edad, crecidas en medio sólido a 
las diferentes concentraciones de sal. 
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/ 

/¡ 

gin5 
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Figura 25. Crecimiento de pelos radiculares de plántulas silvestres (WS) y de gin5, 
crecidas en medio sólido. Se ilustra la separación mas estrecha de los internodos en la 
raíz de gin5 (flechas), comparada con la de plántulas silvestres. Además, es mayor la 
longitud de los pelos radiculares en la ruulante gin5 (cabeza de flecha). 

La presencia de 50 mM de NaCl en plántulas silvestres, provocó una respuesta 

rizogénica de la raíz. Esta respuesta se caracteriza por la inhibición del crecimiento de los 

pelos, fonnando estructuras a manera de ámpulas, sobre el cuerpo de la raíz. Esta 

respuesta le permite disminuir la absorción, principalmente de Na+ que a esas 
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concentraciones puede ser lóxico para las células (Varlanian y cols. 1994). Esta respuesta 

es aún más evidente n 100 mM de NaCI (Figura 26). En cotllrast~. la lllulantc gin5 no 

respondió rizogénicamentc y se observó la aparición de pdos radiculares a esta 

concentración de sal. aunque de menor longitud (Figura 26). !\t) es hasta 200 mM, donde 

se observó la respuesta rizogénica de estos pelos (Figura 26). Es interesante que si se 

agrega 100 nM de ABA, la respuesta de la raíz de la mutantc se activa y responde de 

manera similar a la silvestre. principalmente a 100 mM de NaCl (Figura 26). 

Figura 26. Respuesta rizogénica en la raíz de plánlulas silYestres (WS) y de gin5 a 
diferentes concentraciones de NaCI (indicadas en mM). Se ilustran (flechas negras) las 
estructuras rizogénicas en la raíz de plántulas silvestres, crecidas a 100 mM, 200 m:-"l y 
100 mM + 100 nM de ABA. A 100 mM de NaC!, gin5 no es capaz de desarrollar 
estructuras rizogénicas. sino hasta 200 mM ó a J 00 mM de i'\aCI + 100 nM de t\BA 
exógcno (indicado con tlechas blancas). 

Finalmente se evaluó el efecto de dosis crecientes de NaCI, en la longitud de la 

raíz principal, como otro parámetro de toxicidad, tanto en plántulas silvestres como de 

gin5. Como se puede observar en la Figura 27, la longitud de la raíz principal de la 

mutante en condiciones de crecimiento sin sal, es menor que la obervada en plántulas 

silvestres. Durante la evaluación de este parámetro, a 100 mM de sal la raíz disminuyó 

cerca de 5 mm su longitud en plántulas silvestres, hecho que contrastó con la respuesta de 

disminución de 10 mm a esa misma concentración en gin5, que incluso fue significativa. 
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A dosis de 150 y 200 mM de NaCI. se observó todavía desarrollo de la raíz en la rnutantc, 

comparado con la respuesta de plánlulas silvcslr~ que carecieron de crecimiento de la 

raíz; gin5 logró todavía un crecimiento de 2.5 mm. Con este parámetro también se 

corroboró el efeclo de resistencia a mayores concentraciones de sal. medido por el efecto 

en la germinación y fenotípicamente (Figuras 23 y 24, rcspcctivamcl1Ic). 
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Figura 27. Efecto de dosis crecientes de NaCl en la longitud de la raíz principal en 
plántulas silvestres (WS) y de gin5. Se ilustran los promedios de longitud, obtenidos de la 
medición de la raíz de 10 plántulas. en cada concentración de sal. Las plántulas crecieron 
durante 10 días en presencia de luz. y en posición vertical para lograr el crecimiento de la 
raíz. 

EFECTO DE ALTAS CONCENTRACIONES DE GLUCOSA EN LA SÍNTESIS 

DE PROLlNA y EN LA INDUCCION DEL GEN P5CSI 

Como se demostró en el artículo, la mutante gin5 no es capaz de elevar los niveles 

de ABA en presencia de alta glucosa. de la misma forma que la silvestre (Tabla 2 del 

artículo). Por esta razón, la mutante no puede regular su respuesta a altas concentraciones 

de carbono. Paradójicamente, esta planta fue capaz de resistir altas concentraciones de 

NaCI, como se describió en los ensayos de estrés salino. Durante la respuesta a diferentes 

ti¡:x>s de estreses se sabe que se inducen varios genes cuyos productos permiten responder 

frente a los mismos. Algunos de estos genes codifican para la biosíntesis de algunos 
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osmolitos orgánicos como es el caso de la prolina (D~laLlnt:y y Vcnna, 1993: Yoshiba y 

cols. 1997). 

Un hecho que llama la att:llción en gill5 es la ralta de e]c\',lCión de los niveles de 

ABA en alta glucosa, que contrasta con su capacid<ld de resistir alias concentraciones de 

NaC!. La biosíntesis de prolina depende de la activación de! gen P5CS 1 que es un gen de 

respuesta a ABA. En condiciones de alta glucosa. g;,¡j no es capaz de elevar los n¡H,les 

de prolina, como lo realizan plantas silvestres (Cuadro 3). 

PLANTA W S gill 5 I 
- : 

COi\"DICION 2% 7% 21!1o 7% I 

rng prol/rng tejido 12.76 (3.7) 20.61 (lA) 7.57 (U) ~.24 (1.1) 

Cuadro 3. Concentración de prolina en plántulas silvestres (\\"S) y de gin5. crecidas 17 
días en medio sólido a las diferentes concentraciones de glucosa (indicadas en %). * La 
concentración de prolina se midió espectro fotométricamente a 193 nm. Las plántulas se 
congelaron. se extrajó el agua total de eIJas pur microccntrifugación en una columna de 
un tubo de 500 ,.11, en el interior de uno de 1.5 m!. Posteriormente se cuantificó de 5 pi de 
este extracto. en una curva patrón utilizando L~prolina como cstándard. Se ilustra el 
promedio y error estándard (en paréntesis) de la medición de 10 plántulas por cada 
condición. 

En condiciones de alta glucosa, la inducción del gen P5CS 1 es evidente en plantas 

silvestres; la rnutante también eleva el mensajero del gen, pero en menor magnitud que la 

silvestre (Figura 28). Es claro que esta respuesta depende de la e1e\'ación de los niveles 

de ABA. La mutante gin5 no es una planta nula en ABA endógeno en diferentes órganos 

(cuadro 3). Sin embargo. contiene siempre menores cantidades de ABA en los diferentes 

tejidos de los contenidos en plantas silvestres (Cuadro 4). 
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Figura 28. Inducción del gen P5CS I (panel izquierdo) en diferentes concentraciones de 
glucosa (indicadas en %), tanto en pJanlulas silvestres como de gin5. Las plántulas 
crecieron durante 17 días en medio sólido a Ins diferentes concentraciones del azúcar. Se 
ilustra en el panel derecho. el RNA riboso1l1íll 2SS para indicar la cantidad de RNA en 
cada condición. 

TEJIDO PLANTA 

\VS gin5 

SEMILLA 2~O (3.0) 160 (1.0) 

RAIZ 5.6 (1.6) 4.2 (1.6) 

PLANTULA 14.0(1) 7.2 (2.0) 

Cuadro 4. Contenido endógeno de ABA en cada tejido de plantas silvestres y de gin5. La 
cuantificación de ABA en raíz se realizó de plánlulas que crecieron 17 días en medio GM 
líquido con agitación y en presencia de luz. El contenido en plántuJas se realizó en tejido 
de 15 días de edad, crecidas en medio G~'f sólido. La cantidad de ABA se indica en ng de 
ABA por gramo de tejido en peso fresco. En paréntesis se indica el crror estándard. Se 
cuantificó para cada tipo de tejido por duplicado en 10 rng como mínimo. 

Estos hechos revelan: 

1. La participación de otros factores qUe" pueden discriminar una señal inducida por la 

presencia de allos niveles de fuente carbonada, y la proveniente de una señal por 

algún tipo de estrés para elevar los niveles de ABA. Un ejemplo lo representan las 

mutantes abi. Estas mutantes fueron aisladas por su insensibilidad a inhibir la 

germinación en presencia de ABA. Sin embargo, las mutantes abi-l, abi-2 y abU son 
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sensibles a alla glucos.:!: en cambio las mutnntes abi-l y af¡ij responden como 

rnutantcs insensibles a alt<! glucosa (Arenas-Huertero y cols. 2000). Por otro lado, la 

mutanle abi2 es osmowkrante y exhibe una respuesta sil11ibr a la de una planta 

silvestre en presencia de alta fuente carbonada (Laby y cols. 1000). Estos resultados 

demuestran que las re:;puestas de sensibilidad a estreses : a la presencia de 

concentraciones elevadas dc glucosa. son genéticamente separables: además de la 

respuesta de sensibilidad a hormonas como el ABA. 

2. Que existe efectivamente otra vía menor de biosíntesis de ABA, que quizá es la 

responsiva para los facwn::s que se activan selectivamente por la señal del estrés. y 

que trata de reemplazar b biosínlesis de ABA, afectada de la vía principal. 

3. A pesar de existir esta \ ia menor de biosíntesis de ABA. al parecer no se acti\'a en 

condiciones de alta glucüsa. revelando que la vía principal parece actuar siempre en 

condiciones de alta glucosa y en condiconcs de estrés. Los resultados de actÍyación 

del gen P5CS 1 qu~ requiere de ABA. es inducido en baja magnitud en la mutante de 

como se induce en la sil\'cstre. Este dato sugiere fuertemente que existe una vía 

menor acti\'ada en la mUlante y que permite responder no en la proporción en como lo 

realiza la silvcstrc. También existe la posibilidad de activarse por las vías 

independientes de ABA. que le permitan a gin5 contender con el estrés salino, La 

razón de la osmotoleran.:ia de las mutantes insensibles a alta glucosa no se conoce. 

Sin embargo, una posibilidad es que estas mutantes pueden acumular concentraciones 

elevadas de azúcares endógenos, que pueden funcionar como asma litas proiectores al 

estrés (Gibson, 2000). De hecho se sabe que gin5 acumula mayores concentraciones 

de azúcares reductores, que las plantas silvestres: 
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Cmtdro 5. Concentraciones endógenas de azúcares reductores totales, en las 3 
primeras hojas de la roseta de plantas sil\"t~strcs (WS) y de gin5. Las plantas 
crecieron durante 21 días en tierra. a 21" e y foto periodo de 16 X 8 (luz X 
oscuridad). El número progresivo indica la edad de las hojas. Se ilustran los 
promedios de las cuantificaciones de :; diferentes indi\'iduos por planta y 

desviación estándard en paréntesis. Se cuantificaron los azúcares reductores por 
una modificación del método de Dubais y cols (1956). utilizando el reactivo de 
DNS para el desarrollo de color. 

4. La mutante gin5 como en otras l11utante5 en hiosíntcsis de ABA, posee como la planta 

silvestre, una vía de respuesta a diferentes cstreses que es independiente de la 

presencia de ABA. Seguramente esta \·ia no J~be estar afectada. No se exploró este 

hecho en la mutante gin5, pero se sabe que esta ,·ia puede operar de manera paralela a 

la via dependiente de ABA. El ABA permite respuestas muy rápidas (de segundos a 

minutos), mientras que la otra \'ia puede opt'rar en tiempos más largos (de horas a 

días), es decir, permite una respuesta sostenida. Es posible que este hecho explique la 

respuesta a estrés salino por parte de la l11utante gin5 sólo a 200 mM de NaCI. Se sabe 

que la mutante ob01-1 expresa el gen abi.f (S6derrnan y cols, 2000). Por ensayos 

fisiológicos se demostró que este gen permile lanto a las mutan tes aba como a las 

mutantes obi2 y abi5, a ser resistentes a cstreses osmóticos y salinos. De hecho 

S6dcnnan y cols (2000) demostraron que el gen ABf3 es importante para la inducción 

de proteinas tardías durante la embriogénesis. para preparar las semillas a resistir la 

desecación. En cambio, ABI4 y ABI5 participan en las respuestas a ABA, glucosa y 

estrés. El gen ABI4 se expresa en las rnutantes obal-1, eral, abi2 y abó en niveles 

similares a los expresados en plantas silvestres. Esto aún en presencia o en ausencia 

de ABA, lo que demuestra que otros factores independientes de ABA, también están 

participando en la inducción de ABI4. Es posible que la participación del gen ABI4 



entre otros factores que aún no Se han descrito, permitan a !1111tantcs tipo ahaJ-2, 

gin5 así como a otras l11ul.1nles en bio5íllt~sis de ARA, a ser resistentes a 200 mM de 

NaCI (Lcón-Klooslcrzicl ~ cIJL~. 1906: S(idcrman y col s, 2000). 
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DISCUSIÓN 

LA GLUCOSA COMO MoulcULA SEi\'AL EN PLANTAS 

El estudio de Illutallles ha puesw dt: manitiesto la intercomunicación que existe 

entre las diferentes vías de señalización en una célula. Lo más interesante y a la vez 

complejo, es el hecho de que la célula S~a capaz d~ discriminar entre scii.alcs generadas 

ya sea por un nutriente, o algún lipo dI! cstr¿s. p3ra activar respuestas a corto y largo 

plazo. Así, no sorprende el hecho de que una mutante aislada por un defecto en la 

respuesta a algún tipo de estrés, sea a su vez una l11utante en otros procesos fisiológicos y 

vice versa. 

LAS PLANTAS COMO MODELO DE ESTUDIO 

DE REGULA ClÓ¡Y POR CARBONO 

El mecanismo de regulación por carbono en plantas es más complejo que el de 

levadura. Esto radica en el hecho de que las plantas son tanto productores de fuentes de 

carbono (tejidos verdes) como consumidoras de los mismos (hojas jóvenes, Oores, frutos 

y raíces). De esta manera, los tejidos productores y los tejidos consumidores tienen vías 

de regulación diferentes para la disponibilid~d de carbono. Aún en un mismo tipo de 

tejidos, pueden existir diferencias según la especit:. En Solanáceas por ejemplo y en 

especial en papa, Lalonde y cols (1999) han puntualizado la importancia de los 

transportadores de sacarosa en el mecanismo de pacepción de la señal por fuentes de 

carbono. Hasta ahora se ha visto que este tipo de transportadores juegan un papel 

nutricional, aportando azúcares a las células para su crecimiento y desarrollo. Otros 

participan en la generación de los gradientes osmóticos para el flujo en el interior del 

floema; y finalmente existen otros transportadores que participan en el inicio de la señal 

de regulación por fuentes de carbono. Se propone que estos últimos transportadores 

pueden participar en Solanáceas, en la regulación por carbono. 

En otras especies como Arabidopsis, se demostró la importancia de la hexocinasa 

en la percepción e inicio de la señal, para la regulación por carbono. Esta vía dependiente 

de hexocinasa. regula un gran número de genes que participan en la fotosíntesis, como 

RBC-S, CAB, pe entre otros. La importancia de la "ía de la hexocinasa para la regulación 

por carbono, se comprobó por diferentes estrategias experimentales: la generación de 
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plantas transgénicas con construcciones en sentido y antisentido del gen de la hexocinasa 

(Jang y cols, 1997); y el aislamiento de mutantcs insensibles a altas concentraciones de 

glucosa (Shcen y cols, 1999; Gibson, 2000). Muchas de estas mutanles denominadas 

glucosa insensibles (mutanles gil1): g;'11. gin2. gin5, gil16, representan diferentes grupos 

de complcrncntación con características fenotípicas relacionadas a la alteración en otros 

procesos celulares (pleiotropia). Estos efectos plciotrópicos claramente reflejan como una 

mutación que afecta un proceso celular (regulación por carbono). puede a su vez estar 

afectando otros mecanismos no relacionados (regulación por hormonas). 

LA IMPORTANCIA DE LOS EFECTOS PLEIOTRÓPICOS DE LA MUTACIÓN 

EN gin5: LA REGULACIÓN POR CARBONO Y LA PARTICIPACIÓN DE LA 

HORMONA ABA 

El hecho de que diferentes mutantes aba, sean insensibles a altas concentraciones 

de glucosa, demostró claramente la participación del ABA en la vía de sef'talización por 

glucosa. Varias de las mutantcs gin muestran alteraciones en otras respuestas 

relacionadas a otras hormonas. Por ejemplo, en el caso de gin l. se encuentran afectadas 

algunas respuestas reguladas por la hom10na etilcno (Zhau y cols. 1998). En el caso de 

gin5. la ruulante se caracterizó por presentar un fenotipo marchito. característica 

importante que poseen las rnutantes aba. El fenotipo marchito de gin5 puede rcvcrtirsc 

con la aplicación exógena de 3 ¡..tM de ABA, en solución acuosa sobre las hojas (Figura 

3F del artículo). Esta deficiencia en ABA tanto en gin5 como en las diferentes mutantcs 

aba, sugirió que la aplicación exógena de ABA (100 nM) en altas concentraciones de 

glucosa (desde 6% hasta 7%), cra capaz de restaurar la sensibilización del sistem,! a la 

alta glucosa, y así sucedió tanto en gin5 como en la mutante aba/-l. Por otro lado, se 

comprobó que las plántulas silvestres de Arabidopsis de diferentes ecotipos: Ws, Ler y 

BE, crecidas en 7% de glucosa y 0.1 nM de Norfluorazona como agente inhibidor de la 

biosíntesis de ABA (Leung y Giraudat, 1998), fueron menos sensibles a las altas 

concentraciones de glucosa. Lo que apoya que en alta fuente de carbono se requiere de la 

elevación de los niveles endógenos de la hormona ABA. Queda por verificarse si la 

movilización del ABA es desde sitios de reserva y/o almacenamiento. Sin embargo, ya 

que la Norfluorazona es una droga que preferentemente se usa para inhibir la biosíntesis 
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de ABA, sugiere fuertemente que esta elevación pudicm provenir de tilla biosíntesis más 

que una movilización desde los sitios de almacenamiento. 

La mutantc Kil15 también es insensible a altas concentraciones de fructosa como a 

sacarosa (Figuras 10 y 11 de resultados). Los resultados sugieren que estos azúcares 

pueden utilizar [as misma vía de señalización por glucosa. es decir la dependiente por la 

actividad de la hexocinasa. 

!,CUÁL ES LA RELACiÓN ENTRE EL GEN AFECTADO EN ginS CON LA 

REGULACiÓN POR CARBONO \' LA VíA DE BIosíNTESIS 

BE ABA EN Arabidopsis'! 

Los resultados generados de la secuencia del fragmento gcnómico amplificado 

por PCR de la lTIutantc gi/15, y contenido en la misma secuencia del I3AC F5D I O, Y de los 

resultados del mapeo cromosómico. corroboraron que d gen afectado en la mutante gin5 

se localizó en el cromosoma 1 hacia el telól11t'ro superior. El campo de lectura del gen 

más cercano a la inserción del T-DNA, codifica para una enzima del tipo hidroximetil­

transfcrasa. ¿Cuál es la relación con el sistema de regulación por carbono'? ¿Cuál es [a 

relación de esta enzima en la biosíntesis de la hormona ABA? En este momento no se 

puede dar una explicación directa, lo que es patente es el desconocimiento de muchas de 

las enzimas así como el requerimiento de cofactorcs que participan en el biosíntesis de 

ABA (Cutler y Krochko, 1999), 

La cruza entre las ll1utantes gin5 con aba3-2. re\'elaron que ambas mutantes son 

alélicas, además que gin5 no tiene actividad de aldehído oxidasa como es el caso de la 

mutantc aba3-2 (Figura 8 de resultados). Se propone que la mutante aba3-2 carece de la 

sulfurilasa terminal. de acuerdo a los resultados de la caracterización bioquímica 

(Schwartz y cols, 1997; Mendel y Schwartz, 1999), Se desconoce cuál es el gen afectado 

en aba3-2. Con los resultados obtenidos en gin5, deja claro que el mecanismo de 

regulación por carbono es muy complejo, y por otro lado que se desconocen pasos 

importantes en la biosíntesis de la hormona ABA, en que pueden estar participando 

enzimas del tipo hidroxi-metiltransferasas. Una prueba contundente de que el gen 

afectado en gin5 está participando en la regulación por carhono y en la biosíntesis de 

ABA será la complementación de gin5 con la secuencia del gen silvestre de la 
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hidroxime[iltransferasa. desde la illserción d~1 T-DNA pues en ocasiones Ins regiones no 

tr3.ducidas pueden participar en la respuesta y función del gen. 

LA MUTANTE gil/5 COMO OTRAS ~IUTANTES EN REGULACIÓ:" POR 

CARBONO, TlENE:'oI AFECTADAS LAS RESPUESTAS 

A OTRAS HORMONAS VEGETALES 

La mutante giló. además de tener afectada la capacidad de elc\'ar los niveles 

endógenos de ABA en presencia de alta glucosa. también desarrolla más rápido la 

senescencia en presencia de concentraciones exógenas del precursor de etileno. La 

mutante prll fue aislada como una mutante hipersensible a azúcares. pero también es 

hipersensible a etileno. auxinas. cirocininas y ABA exógeno (Nemeth y col 1999). La 

mutJnte gin2 tiene alterada la sensibilidad a hormonas como au.'\inas y cirocininas (Sheen 

y cols, 1999). La mulante ginl fue aislada como uniJ. mutante insensible a alta glucosa. y 

su mutación esta relacionada con b respuesta a la hormona etilcno. pao también tiene 

afectada la respuesta a aIras hormonas corno ABA (Zhou y cols. 1998). Estos hechos 

demuestran claramenle la participación de- los azúcares en \"ias de regulnción por 

hormonas y viceversa. 

gil/5 CONTlEi'iE MAYOR CO:">TE:'iIDO DE PIG"E:'iTOS, E'i ALTAS 

CONCENTRACIONES DE GLlCOSA, Ei'i CO"PARACIÓN CO:" PLA:'iTAS 

SILVESTRES CO;\IO CONSEClJEi'iClA DE LA MUTACIÓN. 

La rnulanle gin5 no reprime nlgunos genes que participan en la fotosíntesis como 

CAB. RBC-S y pe entre otros (Figura 5 del artículo; Figura 17 de resultados). Tarubi~n 

gin5 no disminuye el contenido de pigmentos totales en altas concentraciones de glucosa. 

solo a 9% de concentración la rnutante es capaz de disminuir hasta el 50% del contenido 

de pigmentos. En esta concentración de glucosa tan altJ. las plantas silvestres carecieron 

totalmente de pigmentos. En Arabidopsis, los azúcares como la glucosa son capaces de 

reprimir la transcripción de muchos genes que participan en la fotosíntesis, y de varios 

productos sintetizados en el cloropalsto. Algunos de ellos pueden ser isoprenoides y sus 

productos finales como clorofilas y carotenoides (Sheen, 1999). También en Arabidopsis 

se demostró que la regulación de estos genes fotosintéticos están en la via dependiente de 

r "'I'A '''~'SIS "'~O S' 'l' D ... ~ .• 1.r.. ,~ ."U..L 

DE (A BIBUOTEC.A 
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hexocinasa (ShcCIl y cols, 1999). Existen varias cúdcncias in planta que corroboraron la 

participación. por un lado de la hexocinasa. y por el otro de la acumulación dI.: azúcares 

reductores. como scíi.ales capaces de afcclar las concentraciones de pigmentos. Las 

plantas Iransgénicas de tomate que sobrc-e:-.;presan el gen en sentido de la hexocinasa I de 

Arahidopsis. presentaron fenotipos evidentes como la disminución en la talla de las 

plantas, así como la disminución de pigmentos en las hojas (Dai y co1s, 1999). Significa 

que la vía de regulación por carbono que depende de la hexocinasa, al no regular los 

procesos celulares, permite la acumulación de azúcnres y estos pueden producir una 

reducción en los niveles endógenos de pigmentos. La siguiente estrategia permite 

corroborar como afecta la elevación de azúcares reductores endógenos in planta: plantas 

transgénicas de tabaco que sobrc-expresan el gen de la illvertasa de levadura producen la 

elevación de monosacáridos entre ellos glucosa. y fcnotipos de tallas menores en las 

plantas. de los observados en plantas silvestres. Tambi¿n presentaron disminución en la 

cantidad de clorofila e inicio temprano de la senescencia en las hojas de la roseta 

(Heineke y cols. 1994). Para el caso de gil15 se observó la acumulación de azucares 

reductores. de pigmentos y también una talla menor. cn comparación a plantas silvestres. 

La disminución de la talla en mutantes afectadas en los mecanismos de regulación por 

carbono de Arabidopsis, son fenotipos tambi~n observados en diferentes mutantes 

reportadas en levadura, que están directamente afectando la regulación por glucosa 

(Ronne, 1995). 

Un hallazgo nuevo e importante fue verificar la regulación del gen eLA 1 por 

efccto de la glucosa: cn altas concentraciones de este azúcar, se reprime el gen en plantas 

silvestres. pero no responde a regulación en la mutante gin5. El gen eLA I es el primer 

gen que participa en la biosíntesis de isoprenoides en la vía no mevalónica, en el 

c1oroplasto. Los isoprcnoides son precursores de muchos productos finales sintetizados 

en el cloro pi asto, como algunas hormonas vegetales, y pigmentos como clorofilas y 

carotenoides. En el laboratorio se corroboró en plantas transgénicas que tienen la 

construcción en antisentido del gen eLA 1, que los productos finales que se biosintetizan 

en el cloroplasto como clorofilas, carotenoides y de la hormona ABA, se encuentran 

también disminuídos en comparación de los niveles encontrados en plantas silvestres. En 

la mutante gin5 se corroboró que se encuentra afectada la regulación del gen eLA 1, de 
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manera similar a los genes C4B, RBC~S y Pe. Se sabe que la mutación de gin5 se 

encuentra en la vía de la hcxocinasa (Figura 6 del artículo), por lo que una evidencia 

nueva es que la regulación del gen CL4 J se encuentra también en la vía de la hexocinasa, 

como es el caso de algunos de los genes fotosintéticos. De esta manera. los azúcares 

como la glucosa regulan enzimas criticas y limitantes como la proteína CLA L que es la 

primera cnzim~ en la vía de biosinlesis de un gran número de precursores paw moléculas 

biológicamente activas. 

La mutan te gin5 es una planta insensible a altas concentraciones de glucosa. 

Existe otra mulante que es hipcrscllsiblc a fuentes de carbono denominada pr/l, Esta 

mulante también acumula grandes cantidades de azúcares reduclOres entre otros. Por la 

presencia d~ la mutación. los azúcares son capaces de inhibir in plall/a algunas vías o 

genes que están normalmente bajo el control por glucosa. Algunos de ellos son los genes 

que están relacionados con la biosíntesis de clorofilas, carotenos y antocianinas. Tambi~n 

la l11utantc prll presenta altas concentraciones de clorofilas y otros pigmentos (Nemeth y 

cols. 1998). Estos datos demuestran lo complejo que resulta ser el mecanismo de 

regulación por carbono en pI amas y su mecanismo de control generalizado en la planta. 

LA RESPIJESTA DE gill5 EN PRESENCIA DE ALTAS CONCENTRACIONES 

DE AZUCARES Y DEL ANÁLOGO 3-0-mctilglucosa, VERIFICA QIJE LA 

MIJTACIÓN DE gin5 ESTA EN LA VíA DE LA HEXOCINASA 

Altas concentraciones de glucosa, fructosa y sacaro::;a pueden reprimir el 

desarrollo del tejido aéreo en plantas silvestres. La mutante ginj fue insensible a 9% de 

glucosa y fmctosa, y a 17% de sacarosa para reprimir este tejido. Las altas 

concentraciones de glucosa reprimen varios genes fotosintéticos que se encuentran en la 

vía de la hexocinasa. Todas las mutantes insensibles a alta glucosa, aisladas tanto por el 

grupo de len Sheen como en el laboratorio, están en la vía de la hcxocinasa. lo que 

pennile concluir que este método de aislamiento es específico para obtener mutantCs 

afectadas en esta \'ía. 

Altas concentraciones del análogo 3-0-metilglucosa (7%), no produjo represión 

en el desarrollo del tejido fotosintético tanto en plántulas silvestres como de la mutante 

gill5 (Figura 14 de resulIados). La presencia de 100 nM de la hormona ABA en 7% de 
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este análogo fue incapaz de inducir efectos en el desarrollo del tejido aéreo tanto en 

plánlUlas silvestres como de la mutante gin5. Esta respuesta fenotípica contrastó con la 

observada en gin5, crecida en 7% de glucosa más 100 nM ABA (Figura 4G del artículo). 

En modelo de cultivo celular de eh. /"llbrU111, se demostró que el análogo 3-0-

metilglucosa activa algunos genes de respuesta a azúcares corno el de la invertasa 

apopláslica. la sacarosa sintasa y el de la fenilalaninamonio liasa-I (PAL-l). Estos hechos 

evidenciaron que el transporte de azúcares es otra vía de regulación por carbono. En 

Arahidopsis, esta vía sólo se ha demostrado en plantas transgénicas que expresan un 

promotor hctcrólogo, como el de la palatina y el gen reportero GUS (Martin y cols, 

1997). En Arahidopsis no se ha demostrado in planta si análogos como la 3-0-

melilglucosa regulen genes que participan en la lotosílltl!sis como FC, CAB y RBC-S 

entre otros. Probablemente la vía de señalización que depende solamente del transporte 

de azúcares (como el de la 3-0-metilglucosa), no esté operando en la vía que depende de 

la hexocinasa. o que en su defecto, esté operando ésta vía de transporte de azúcares en 

tejidos consumidores de azúcares. 

LOS AZÚCARES AFECTAN EL CRECIMIENTO CELULAR EN PLANTAS 

SILVESTRES, PERO EN MENOR MAGNITUD EN LA MUTANTE gin5 

Dependiendo del tejido y tipo celular, los azúcares pueden inducir crecimiento ó 

senescencia (Koch, 1996). La glucosa, fructosa y sacarosa inhibieron menos la 

elongación del hipocotilo en plántulas de gin5, en comparación del efecto observado en 

plantas silvestres. Jang y cols (1997) demostraron en plantas transgénicas de Arabidopsis. 

con la secuencia en antisentido del gen de la hexocillasa, que concentraciones elevadas de 

glucosa no son capaces de reprimir la elongación del hipocotilo, en comparación con 

plántulas silvestres o de plántulas transgénicas con la construcción del gen en sentido. 

Estos hechos demuestran como la glucosa afecta fuertemente procesos generales tales 

como la división celular. Este es uno de los efectos similares al de una hormona de 

crecimiento como la somatostatina en mamíferos, que se reconoce de los azúcares y en 

este caso en plantas (Sheen, 1999). 
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llE AUXINAS EXÓGENAS. 
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Fue interesante observar que In mutantc Rinj respondió con mayor desarrollo de 

raíces secundarias y de pelos radiculares. a mayores concentraciones de auxinas (2 y 4.5 

pM), en comparación con la respuesta en pbntas si kCSlrcs. La mutantc slJpcrroOl 1 en 

presencia de ácido indolacético (IAA) exógeno. es capaz de desarrollar un mayor número 

de raíces secundarias y pelos radiculares. Pero en esta ll1utante se corroboró que existe 

una sobreproducción de auxina, a expensas del incrcmenlO importante en la actividad de 

la enzima aldehído oxidasa-I (AO-l). De esta manera se c\'idcnció que esta enZi!ll3 

participa en la biosíntesis del ácido indolacético. Es posible que los pelos radiculares al 

ser de mayor longitud y estar presentes en mayor número. pennitcn ver una respuesta 

amplificada en presencia de auxinas exógenas en gin5. 

LA MUTANTE: gill5 EN ALTAS CONCENTRACIOi'l'ES DE ETlLENO 

EXÓGENO INIC[A MÁS PRONTO LA SENESCENC[A EN TE.llDü 

FOTOS[NTÉTlCO, QUE LA RESPUESTA EN l'LANTAS S[LVESTRES 

La mutante gin5 a dosis exógenas de 320 y 640 ¡.ti"l de c¡efón como precursor de 

etileno. inician más pronto la senescencia, mientras que 1:15 plantas silvestres se 

mantienen sin cambios aparentes. Se sabe que altas concentraciones de azúcares son 

capaces de inducir senescencia (Koch, 1996). gin5 contiene altas concentraciones de 

azúcares reductores (Cuadro 5 de resultados). Es posible que el etileno exógeno a dosis 

altas de las ensayadas, active prontamente el inicio de la senescencia en gin5.. La 

respuesta fenotípica a etileno puede variar dependiendo la mutante en regulación por 

carbono evaluada. Por ejemplo, la mutante prll se caracterizó en su respuesta a etileno 

exógeno, por presentar un mayor número de pelos radiculares. Sin embargo, en esta 

mutanle no se descarta la posibilidad de que auxinas endógenas estén produciendo este 

efeclo (Nemeth y co[s, [998). 

De acuerdo a los estudios en la mutanle gin 1 por Zhou y co1s (1998), se demostró 

que el etileno es una hormona importante en la regulación por carbono en plantas. De 

hecho, las mutanles efo y Clrl se comportan como mutantcs insensibles a al laS 
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concentraciones de glucosa. Estos hechos sugieren fuertemente que durante la regulación 

por carbono se requieren: 

a) Por un lado la disminución de los niveles cndogénos de etileno. Las mutanles 

sobrcproductoras de ctileno, e/o (elhylene overproduction) y la de triple respuesta 

constitutiva de ctileno. Clrl (constituti\"c triple response). son insensibles a alla 

glucosa. Y por otro lado. las mutanles insensibles a etilcno, etri (ethylenc resistant) y 

eil12 (ethylene insensitive), al no activar la vía de transducción por la hormona y 

manejar niveles endógenos menores de ctilcllo. se comportan como mutantcs 

hipersensibles a glucosa. 

b) Finalmente. se requiere también de la elevación de los niveles de ABA. Se demostró 

quc varios alclos de las mutantes aba son insensibles <l alta glucosa. La aplicación 

exógena de ABA a concentraciones incapaces de r~pril11ir la germinación, 100 nM, es 

suficiente para hacer sensibles a estas mutantes y a gilÓ. a altas concentraciones de 

carbono como una respuesta observada en las siIYestr~s. Además, la aplicación de 

cantidades tan pequeii.as del inhibidor Norlluoltlzona. 0.01 nM, en alta glucosa 

permite a las plantas silvestres a ser menos sensibles a altas concentraciones de 

glucosa. 

LA MUTACiÓN DE gill5 PERMITE EXPLICAR ALGUNAS DE LAS FUENTES 

DE BIOSÍNTESIS DE ABA, Y A SU VEZ ALGUNOS DE LOS FENOTIPOS 

CARACTERÍSTICOS Die LA MUTANTE 

La mutante gin5 contiene niveles endógenos menores de ABA que los contenidos 

en plantas silvestres (Cuadro 4 de resultados). Este hecho en parte puede explicar el 

fenotipo marchito reversible a la aplicación exógena de ABA en las hojas. El no elevar 

los niveles endógenos de ABA en presencia de alta glucosa por parte de gin5, puede 

también explicar su fenotipo de insensibilidad a alta glucosa. También este fenotipo de 

gin5 se puede revertir agregando exógenamente ABA. en alta glucosa. Sin embargo 

existen otras respuestas fisiológicas de esta mutante que no pueden explicarse por su 

fenotipo deficiente en ABA endógeno. Otfas características dificiles de explicar en gin5 

son el contener la misma cantidad y el n;tismo tipo de proteínas de almacenamiento en las 

semillas, que las contenidas en semillas de plantas silvestres; la respuesta fenotípica 
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similar a las plantas silvestres en presencia de alws concentraciones de polio les (manitol 

y polietilenglicol, Figura 15 de resultados). Sobre lodo lo que mas llamó la atención fue 

su resistencia durante el crecimiento en altas concentraciones de \'aCI. 200 mM. 

Durante mucho tiempo se ha propuesto que el ABA requerido para la maduración de 

la semillas en mulantcs aba de Arabidopsis. proviene del tejido materno (Karscn y cols, 

1983). Pero ¿cómo se explica la carencia de mutantes nulas en la biosÍntcsis de ABA y la 

existencia de mutantes aba capaces de resistir estrcscs osmóticos por polioles y por 

NaCl? Las posibles respuestas a estas interrogantes sobre la mutante gin5. pueden en 

parte responderse en relación a la(s) ruta(s) de biosíntesis del ABA. Se requiere en [a 

biosínlesis de precursores para formar xantofilas que son productos isoprenoides 

sintetizados en el c1oroplasto. En esta ruta se han clonado muchos de los genes que 

participan en la formación y rompimiento de mo[éculas que forman eStos precursores: 

desde la formación del fitoeno, caroteno. licopeno. f¡-carotcno, zeaxantina. violoxantina y 

neoxanlina. Sin embargo, se han clonado muy pocos genes en la ruta de biosíntesis del 

ABA, como el de la zeaxantina epoxidasa (Scolnik y Bartley. 1996). Actualmente, no se 

ha identificado todavía un gen que com·ierta los intermediarios provenientes de los 

carotenoidcs a ABA. Al parecer, una de las razones es la carencia de suficiente 

información sobre el metabolismo del ABA-aldehído. Además existen evidencias de que 

este intermediario no es el único producto para fomlar el ABA (Cutler y Krochko. 1999). 

Desde 1990, Rack y Zeevaart han sido los únicos que han documentado al ABA-aldehído 

como un producto natural. Posteriormente. diferentes autores sólo se han dedicado a 

seguir las reacciones in 1';11'0 de la conversión del ABA-aldehído. De hecho Netting y 

Milborro\V (1994) demostraron in vivo que al dar ABA-aldehído marcado con deuterio 

como precursor, y en presencia de 180 2 o H2
180, encontraron que el ABA con deuterio no 

contenía 110; mientras que el ABA no marcado si lo contenía. Estos datos sugieren 

fuertemente que el ABA proveniente del ABA-aldehído marcado por 110, fue formado 

por una enzima diferente de la vía tradicionalmente descrita. Existe otra evidencia, y es la 

acumulación de frans-ABA-alcohol en la mutanteflacca de tomate y en droopy de papa, 

que no son mutantcs nulas a ABA. Por este precursor en la fOffila de alcohol, se propone 

que muchas de estas mutantes puedan estar sintetizando niveles necesarios de ABA para 

subsistir (Cutler y Krochko, 1999). Es posible que algunas mutan tes aba de Arabidopsis 
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estén acumulando ABA-alcohol. entre ellas aba3-2 y posiblemente gin5. Sin embargo, se 

tendrá que verificar este hecho. Además, estudios de acti\'idad de AO y de biosintesis de 

ABA sugieren que él xanlOxal (la xantofila más inmediata en la futa de biosíntesis de 

ABA) y no el ABA-aldehído, es el sustrato para \" AO dependiente de MoCo. Los 

estudios in vilro han demostrado que el x3moxal y el ABA-aldehído pueden estar 

compitiendo por la AO produciendo ácido xantoíco y ABA. Los estudios de actividad en 

gel han demostrado que el ABA-aldehído parece ser un sustrato menos eficiente que otras 

formas de aldehído. En ningún estudio hasta el momento se ha evaluado el xantoxal 

como sustrato. Finalmente, Cowan (2000) propone: 

a) La existencia de una ruta de biosíntesis de ABA inducida por estreses. Si existiera la 

liberación del xantoxal de los c1oroplastos, después de algún estímulo tipo estrés, este 

podría ser un precursor importante de la biosíntesis de ABA y sustrato de la AO. Son 

muy escasos los datos generados sobre este punto. 

b) La otra vía puede provenir a partir de ABA-aldehído. Otros estímulos la estarían 

activando (por ejemplo altas concentraciones de glucosa). También queda la 

posibilidad de que el ABA-alcohol sea un precursor y podría asistir la ruta 

biosintética del ABA-aldehído. 

Frente a estrés salino, gin5 es más sensible a dosis bajas de NaCl, en comparación 

a la respuesta de plantas silvestres. Esto se verificó con diferentes parámetros: índice de 

germinación, crecimiento en caja a dosis crecientes de NaCI, desarrollo y respuesta 

rizogénica de los pelos radiculares y longitud de la raíz (Figuras 23, 24 Y 27 de 

resultados, respectivamente). Sin embargo llama la atención la resistencia de gin5 a altas 

dosis de NaCI. La base molecular de la osmotolerancia en estas mutantes y en mutantes 

aba se desconoce, incluso la resistencia a estrés salino. Pero las mutantes insensibles a 

alta fuente carbonada acumulan concentraciones elevadas de azúcares, que pueden estar 

funcionando como osmolitos (Gibson, 2000). En gin5 se documentaron altas 

concentraciones de azúcares reductores, estos pueden estar funcionando como 

osmoprotectores. 

Con los antecedentes anteriores, la mutación de gin5 apoya la existencia de otra 

vía de biosíntesis de ABA. Es muy posible que la vía proveniente de la oxidación del 
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ABA-aldehído se lleve a cabo como tradicionalmente se ha determinado. en la raíz y se 

active por diferentes cstrcses. Es posible que en esta vía también se genere ABA a partir 

de ABA-alcohol. Una elevación de este prccurso[' frente a fucl1cs estímulos de estrcses 

(altas dosis de NaCl por ejemplo), sea capaz de alimentar fuertemente [a ruta de 

biosíntesis de ABA)' se eleven los niveles endógenos de la hormona. Si el xantoxal 

proviniera de los cloroplastos, esto significa que el tejido fotosimético podría ser la fuente 

de ABA, y un estímulo de estrés que implique el cierre de estomas en las hojas. los 

cloroplastos serían la fuente más rápida de ABA disponible, que la esperada desde la raíz. 

Sin embargo por el fenotipo marchito de gin5, estilrÍa reflejando también que esta vía de 

biosíntesis posiblemente se encuentre afectada. Sería interesante y a la vez relevante 

cuantificar ABA en tejido aéreo (verde) y en raíz en la mutanl~ gin5, frente a diferentes 

tipos de estreses. para tratar de disectar y conoct'I" cómo estos tipos de tejidos pueden 

responder a un estrés de manera independiente. i\o hay que olvidar que la raíz es la 

fuente importante de biosíntesis de ABA, y que puede atender mayoritariamente las 

demandas de esta hormona en los diferentes tejidos. 
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CONCLUSIONES 

De los resultados obtenidos se puede concluir que la mutación generada en gin5, fue 

debida a la inserción de un elemento del T-DNA. gcncrand0 una mutación de tipo 

rccesivo que produce una planta insensible a alta glucosa (7%). El fenotipo de 

insensibilidad a alta glucosa además, coscgrega con el Icnotipo marchito en gin5. El gen 

que interrumpe la inserción del T-DNA, se encuentra a 2 kb hacia el extremo 3' de un gen 

que codifica para una enzima con aclividad de hidroximetiltransferasa que participa en 

las reacciones de fotorespiración en plantas, así como en el metabolismo de nitrógeno y 

en la síntesis de lípidas. 

La mutación en gin5 es alélica a la mutación presente en la l11utante aba3-2. La 

mutantc gin5 carece de actividad de las 3 enzimas con actividJd de aldehido oxidasa. 

como es el caso de la mUlante aha3-2. 

La mutación de giló se encuentra en la vía de regulnción por carbono. dependiente de 

la hexocinasa, por lo que no regula (reprime) la transcripción dt.: genes fotosintétieos en 

alta glucosa, como lo lleva a cabo plantas silvestres. La ffiutante gi115 ha perdido la 

capacidad de regular la expresión del primer gen de la biosíntesis de isoprenoides, el gen 

eLA/. Además este gen se encuentra regulado por la vía de la hexocinasa, similar a la 

regulación de los genes fotosintéticos. 

El fenotipo de gin5 es generado por la señal iniciada por la glucosa, ya que en altas 

concentraciones de polioles no se inhibió el desarrollo de tejido aéreo de plantas 

silvestres. La mutante gin5 también es insensible a altas concentraciones de fruclOsa y 

sacarosa. Las altas concentraciones de azúcares afectan en menor magnitud el desarrollo 

y crecimiento celular en la mulante gin5, en comparación al efccto inhibidor observado 

en plantas silvestres. 

La mutante gin5 tiene niveles endógenos disminuídos de la hormona ABA, similar a 

las mutantes aba de Arabidopsis, con ello los alelos aba/-/, aba2-/ y aba3-1 son plantas 

insensibles a altas concentraciones de glucosa, similar a la mutante gin5. La aplicación 
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cxógcna de ABA en alta glucosa, permite restablecer el fenotipo sensible similar a la 

silvestre, en las mutantes gin5 -1 yaba}. 

En altas concentraciones de ctileno exógcllo, las hojas cotiledonarias y el primer par 

de hojas verdaderas inician más pronto la senescencia en gil/5, El mayor número de pelos 

radiculares en gin5, permite una respuesia hiperscnsible a la aplicación cxógena de 

auxlOas. 

El fenotipo marchito de gin5 es reversible a la aplicación cxógena de ABA en las 

hojas, durante el estrés por riego. La l11utantc gin5 es resistente a altas concentraciones de 

NaCl, tanto ell la germinación como en el desarrollo temprano y en el crecimiento de la 

raíz principal. La respuesta rizogénica en gin5 sólo aparece a altas concentraciones de 

NaCI (200mM). La rcsistcncia de gin5 a altas concentraciones de NaCI pucde deberse a 

las concentraciones elevadas de azúcares endógenos en la mutante, que le permiten 

funcionar como osmolitos de protección. 
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