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RESUMEN

Los azicares proporcionan energia a las células v ademas. son moléculas sefial que
regulan diferentes procesos celulares como la divisién celular, la diterenciacion y la
morfogénesis. Asi como la asimilacién de nutrientes como nitrdégena y fosforo. A pesar de
que en los iltimos afios se han realizado avances importantes en ¢l entendimiento de los
mecanismos de regulacién por azicares en plantas, quedan muchos eventos por entender.

En plantas como Arabidopsis, 1a existencia de mutantes generadas por la insercion
del T-DNA, representa una oportunidad para la clonacion de los genes afectados en el
proceso de regulacion por carbono.

En este trabajo, se aislé una mutante glucosa insensible. denominada gind, por un
método de seleccién que consistic en obtener plantas capaces de germinar in vifro, y a
desarrollarse en concentraciones elevadas de glucosa: 7%. Las plantas silvestres a ésta
concentracion de glucosa detienen su desamrollo. El objetivo del presente proyecto fue
caraclerizar molecular, genética y lisiologicamente a la mutante gind de Arabidopsis
thaliana.

Los resultados mostraron que la planta gin3 contiene una mutacion de tipo reccsivo,
Un aspecto interesante es que ademdas del fenotipo insensible a alta glucosa, fue ia
presenciz de marchitez en la planta. La mutacion fue provocada por la insercién de un T-
DNA, que se localizd hacia el extremo 3 de un gen cuya fase de lectura abierta muestra
homologia a enzimas con actividad de hidroximetiltransferasa. Fisicamente la mutacidn se
ubicoé hacia el teldmero superior del cromosoma 1, a 2.5 ¢M del marcador genético ABA3.
Genéticamente se comprobd que gind es alelo de abai-2. En las plantas mutantes se
encucntra afectada la regulacion de varios genes fotosintéticos como CABL, PCy RBC-S.
que sc sabe estdn regulados en la via de la hexocinasa. Ademds, por primera vez sc
demostrd la regulacion en esta misma via del gen CLA/, que participa en la ruia biosintética
de isoprenoides en cloroplasto.

Se comprobd que otras mutantes afectadas en la biosintesis de ABA como las
mutantes aba, son insensibles a alta glucosa como gini. Estos resultados sugiricron
fuertcmente que se requiere de ABA durante la regulacion por carbono. Este hecho se
corrobord al demostrar que plantas silvestres crecidas en alta glucosa, elevan los niveles de
ABA hasta 9 veces que cuando las condiciones de glucosa son bajas, 2%. Este fendmeno
no sc observd durante el crecimiento de plantulas de ginj a 100 nM de ABA en alta
glucosa. En estas condiciones se re-eslablece la sensibilidad del sistema percepcion y
regulacion por carbono de gind como sucede en plantas silvestres.

Bioquimicamente, se sabe que la mutante aba3-2 tiene afectada la acuwdad de
aldehido oxidasa, por la falta de modificacién del cofactor de molibdeno para ésta enzima.
La mutante gin3 también estd afectada en la actividad de ésta enzima, que se requiere en el
tiltimo paso de la biosintesis de ABA.

La respuesta fisioldgica frente a diferentes hormonas vegetales solo mostrd mayor
desarrollo de pelos rediculares en presencia de altas concentraciones de auxinas, asi como
el inicio temprano de la senescencia en altas concetraciones de precursor de etileno. .

l.a mutante ginj es insensible a altas concetraciones de sacarosa y fructosa; asi
como resistente a agentes osmoticos como manitol y polietilenglicol 8000. También es
resistente a 200 mM de NaCl, concentracion que es completamente toxica para las plantas
silvestres. No existen razones claras para explicar esta resistencia z estrese osmédticos y
salinos. Sin embargo en posible que la concentracién elevada de aziicares en gins,
funciones como osmolites protectores.



Los resuitados obtenidos en el presente trabajo permiten concluir que la mutante
giny esta alectada en la via de sefalizacion por carbono, dependiente de la hexocinasa, y
que requiere de la elevacion enddgena de ABA. para regular la concentracion de carbono.
Lt alto contenido de azicares en ginJ, permile su resistencia a estreses osmoticos y salinos;
siendo un mecanismo descrito por primera vez, que le ofrece ventajas a ésta mutante para
contender con diferentcs estreses. Este es el primer reporte que documenta fa interconexion
entre las vias de sefializacion por glucosa, v la participacion de la hornmona ABA en la
regulacidn por carbono en plantas.



SUMMARY

Sugars act as cnergy sources and as signal molecules. Sugars control several
processes in plants as cell division, differentiation, morphogenesis and nutrient
assimilation. The study of sugar sensing and signaling is a central aspect in plants. In last
years. important advances have been achieved in signal transduction pathways for sugar
responses in plants. However, there is still a poor understanding of the process.

There is a T-DNA-mutagenized Arabidopsis thaliana collection, so we applied a
genetic screen based on development arrest of wild-type plants in the presence of 7% of
glucose. Thus. we isolated a glucose inscnsitive mutant, gin3. The gind mutant develops
green and expanded cotyledons in the presence of high glucose.

The aim of this study was to describe the molecular, genctic and physiologic
characterization of gin3. Genetic studies showed that mutant phenotype behaves as a single
recesive mutation, that co-segregaied with a wilty phenotype. The insertion site of T-DNA
on giny DNA was 2 Kb downstream of a open reading frame for a gene with
hydroxymethvliransferase activity. Genetic mapping indicatcs that the gind mutation
mapped 10 2.5 ¢cM from genetic marker ABA3. on chromosome 1. Genctic crosses between
gind and aba3-2 revealed allelism between these mutants. In other ABA mutants such as
abal-land aba2-1 we found an insensitive phenotype to 7% glucose as gin and abu3-2.
These results suggested that low ABA levels present in these mutants decrease their
glucose sensitivity, A dramatic increase (7-9 [old) in the ABA levels was observed in wild-
type plants but not in gin plants when grown with 7% glucose. When 100 nM ABA was
exogenously applied to the medium, almost ail gin3 and abal-/ plants became sensitive to
7% glucose, similar to wild-type phenotype.

RNA blot analyses showed an altered regulation in gind muiant of three
photosynthetic gencs that have been showed to be regulated by HXK-dependent pathway:
CABI, PC AND RBC-S. We proved the regulation of CLA/ gene in the same HXK-pathway
as photosynthesis genes.

Biochemical characterization demonstrated an absence of aldehyde-oxidase (AQ)
activity in aba3-2 mutant. This lost of AO activity was demonstrated also in gin$ plants.
This enzyme participates in the last step of ABA biosynthesis.

The gini plant is also insensitive to high concentrations of sucrose, fructose,
mannitol and polyetilenglycol 8000. Also, gin3 plants are resistant to 200 mM NaCl, 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 gind, but we know that this mutant
accumulates more sugars than wild-type plants. These sugars could partictpate as osmolites
and protect the plants against osmotic and saline stresses.

The physiclogical response of gin3 to several hormons revealed a higher growth of
radicular hairs at high doses of auxins. Also, gin3 showed an early senescence in high doses
of ethylene.

These results provide the first direct evidence to support a novel and central rol of
ABA in plant glucose regulation by high ABA levels by GINJ gene. The high content of
sugars in ginj gives a resistant phenotype to osmotic and saline stresses. This is a novel
mechanism described in Arabidopsis and is dependent of ABA action



REGULACION METABOLICA POR CARBONO EN BACTERIAS.

Los estudios de regulacion por carbono en bacterias han llevado a la
descripcidn del sistema congcido como PTS (del inglés “phosphotransferase system™),
como uno de los elementos clave no solo en la regulacion por glucosa (Saier v cols,
1995; Stulke y cols, 1998), sino también con influcncia ¢n la generacion de
compuestos aromaticos heierociclicos ¥ no aromdticos de importancia industrial

B

(Saier, 1992).

REGULACION DEL METABOLISMO DE CARBONO EN BACTERIAS GRAM-
NEGATIVAS,

Escherichia coli representa la bacteria modelo de estudio de sistemas
procariontes. Como otros organismos, E. coli puede utilizar como fuentes de carbono
varios azicares v asi obtener los intermediarios metabdlicos necesarios para su ciclo
de vida; pero la glucosa es la fuente de carbono preferencial.  El metabolismo
bacieriano es controlado por el sistema PTS, el cual se regula por la fosforilacién de
diferentes proteinas (Saier. 1995: Stulke. 1998; Saier. 1992). Este sistema parece scr el
mis importante en el transporte de azicares. A su vez regula también las actividades
de otras permeasas como los “simporters” de azucar-H' y de azicar-Na™' y a los
transportadores de azicar dependientes de energia (Saier, '993). El sistema PTS,
ademas de resular directamente el transporte de azlcares. regula también
indirectamente la expresion de genes, modulando la actividad de la adenilato ciclasa y
en consecuencia los niveles de AMPc. La adenilato ciclasa ¢s la enzima respensable
de la biosintesis de AMPc, a partir de ATP. La cencentracidn de AMPc, asi como de
la proteina que lo une -denominada en inglés CRP- regulan la transcripeién de un gr:an
nimero de operones en la célula bacieriana (Saier. 1995; Harman v Botsford, 1992).
Otros procesos que dependen de la concentracion de AMPc son por ejemplo, la
formacion del flagelo, la produccion de toxinas y el crecimiento en anaerobiosis entre
otros (Harman y Botsford, 1992). La adenilato ciclasa en £. coli esta codificada por el
gen cya, que es a su vez ¢s regulado negativamente por el complejo AMPc-CRP. En £.
coli y en S. typhimurium, ¢l complejo AMPc-CRP se une al promotor del gen cypa,
bloqueando su interaccién con la RNA polimerasa (Harman y Botsford, 1992,

Montminy, 1997). Por otro lado, el sistema PTS regula la adenilato ciclasa de manera



postraduccional, via la proteina [1A-fos{orilada. A consecuencia de la reduccion de la
actividad de la adenilato ciclasa se reducen los niveles del AMPc. lo que provoca a
inhibicion de la transeripcion de un gran nOmere de genes involucrados en ¢l
metabolismo de fuentes alternas de carbono. fenomene que se denomind inicialmenic
como “represion catabdlica™, ya que se generaba por el catabolismo de la glucosa. En
ausencia de glucosa, la adenilato ciclasa se encuentra totalmente fosforilada. que es su
eslado activo. En presencia de glucosa. la adenilato ciclasa sulre desfosforilacién y
esta modificacion la lleva a un estado inactivo, con [a consecuente disminucidn en la
sintesis de AMPc (Saier, 1995). El exceso dc AMPc no solo es regulado por 1a
inhibicion de la adenilato ciclasa. Las células pueden regular el exceso de éste
excretdndolo, o degraddndolo via la accion de una fosfodiesterasa (Harman y

Boisford, 1992; Montminy, 1997).

CONTROL METABOLICO POR
CARBONO EN E. coli
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Figura 1. Control metabélico en Escherichia coli como bacteria gram-negativa
modelo (tomado de Saier y cols, Trends Plant Sci 1995; 20: 267-271).



El sistema PTS en bacterias gram-negativas inicia la regulacion de la siguiente
manera: el fosfoenolpiruvato (FEP) cede su grupo fosfato a la subunidad mas pequefia
del sistema PTS, la proteina A en un residuo de histidina, via [a enzima 1 y la
proteina HPr. La adenilato ciclasa es activada alostéricamente por la forma {osforilada
de la subunidad ITA. Una vez activa, procede la sintesis del AMPc a partir de ATP, E|
AMPc se une a la proteina unidora del AMPe (en inglés CRP). Posteriormente, ¢l
complejo AMPc-CRP ¢s capaz de unirse al DNA para activar (6 inhibie) la
transeripeion de multiples genes. Algunos operones que son controlados por la
interaccion del AMPc-CRP son los de arabinosa. galactosa. maltosa v melibiosa
(Harman y Botsford, 1992). La represion por glucosa se realiza al entrar ésta por la
enzima {I1C en la membrana, la proteina A es desfosforilada produciendo glucosa-6-
fosfato como metabolito intermediario. La consecuenie inactivacion de ta adenilato
ciclasa, por ausencia de la subunidad [[A fosforilada. produce la disminucion del
AMPc en el citoplasma. Finalmente, se induce la separacion del complejo AMPc-CRP
pre-existente v no hay activacion de genes, produciéndose represion catabolica (Saier
v cols, 1993). La proweina !a desfosforilada se une a varias protcinas blanco,
modificdndolas alostéricamente. tales como [a permeasa tipo “simport” de Jactosa-H 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 transporie v la utilizacidn
tanto de lactosa como de glicerol. Ademads, el sistema PTS puede controlar oircs
procesos fisiologicos en la célula bacteriana, tales como transporte, metabolisme y
almacenamiento de fuentes de carbono; metabolismo oxidativo versus fermentativo; y
la coordinacion entre el metabolismo de nitrégeno v el de carbono. La regulacién de
estas funciones dependen de la capacidad del sistema para modificar por fosforilaci'()n
las proteinas blanco correspondientes (Saier y cols, 1994).

En algunos organismos como las levaduras, la presencia de glucosa induce una
modificacion de la estructura de la cromatina, impidiendo el acceso a la maquinaria
transcripeional {Gancedo. 1998). Cuando las bacterias crecen en fuentes de carbono
como acetato, se comprobd que la conformacion del DNA de plasmidos se modifica
hacia una mds relajada, al menos de manera transitoria, después de la adicién de

glucosa al medio (Harman y Botsford, 1992). Estas alteraciones ponen de manifiesto



algunas de las similitudes en los procesos de regulacion por fuentes de carbono entre

diferentes organismos. y sugicre que éstos de alguna manera sc han conservado,

REGULACION DEL METABOLISMO DE CARBONO EN BACTERIAS GRAM-
POSITIVAS.

A diferencia de E. coli, tas bacterias gram-positivas no sintetizan AMPe y
carecen de la proteina receptora del AMPc (CRP). En Bacillus subtitis no se detecla
AMPc, ain en condiciones acrébicas (Mach y cols, 1988), y durante el crecimiento en
presencia de glucosa, el agregar AMPc exégeno no afecta la respucsta de regulacion
de genes (Nihashi y Fuschita, 1984}, Ademas, no se han identificado proteinas
similares de union a AMPc como en bacterias gram-negativas (Hueck v Hillen, 1995),
De esla manera, la regulacion metabolica en estas bacterias dificre del de las bacterias
gram-negativas (Harman y cols, 1995}, Los estudios en B. subulis han hecho
aportacioncs importantes en ¢l mecanismo de regulacion metabdlica. Existe un factor
de transcripcion, denominado cn inglés Cepa, que guarda homologia con otras
proteinas reguladoras en £. coli como los represores de lactosa, galactosa v fructosa.
CcpA pertenece a ia familia de reguladores transcripcionales Lacl (Weickert y Adhya,
1992). La represién de genes regulados por carbono en B. suhtilis, depende de la
presencia de regiones cis cn dichos genes, denominadas elementos de represion
catabélica (CRE en inglés) a los cuales [a proteina Cepa al parecer se une y reprime la
transcripeion de los genes correspondientes. Se han descrito poco mas de 85 genes con
regioncs CRE en varias especies de bacterias gram-positivas, incluyendo los géneros
Bacillus, Lactobacillus, Staphylococcus y Streptococcus. Las regiones CREs muestran
upa gran variacion en cuanto a la posicion en los genes, pueden estar tanto en regiones
promotoras como dentro en las mismas regiones codificadoras (Hueck y Hillen, 1995),
Las regiones CREs no sélo confieren represion transcripcional de los genes, sino
también activacién transcripcional de otros genes como el de la acetato cinasa en 5.
subtilis (Kolb y cols, 1993). Este mecanismo de regulacion se ejemplifica en la Figura

2:



CONTROL METABOLICO POR
CARBONO EN B. subtilis
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Figura 2. Control metabdlico en Bacillus subtilis como modelo para bacterias gram-
positivas (tomado de Saier y cols, Trends Plant Sci 1993 20: 267-271).

La acumulacién de azicares en ¢l citoplasma de una bacteria gram-positiva es
regulada por los procesos de exclusion y expulsién a través de vesiculas. Los
principales organismos en los cuales se ha comprobado la formacién de vesiculas
derivadas de la membrana celular son Laciococcus lactis v Lactobacillus brevix
(Saier y cols, 1995). '

La HPr (Heat Protein cn inglés) que forma parte del sistema PTS. es
fosforilada en el residuo de serina 46 por una proteina cinasa; esta fosforilacién es
dependiente de ATP. La cinasa se activa cuando los metabolitos fosforilados como la
fructosa-1,6-bifosfato (FBP} y gluconato-6-fosfato se acumulan y forman un
complejo. Esta cinasa es inactivada por {osfato inorgdnico (Hueck y Hillen, 1995). La
primera fosfatasa activada por fosfato inorgdnico se aislé de Enterococcus faecalis v
puede catalizar la desfosforilacién de otras HPr de varios organismos gram-positivos

{Deutchser y cols, 1985). De esta manera, en condiciones de crecimiento en glucosa,



la forma fosforilada de la HIt ¢s predominante en células con alta actividad
glucolitica. En contraste. la forma desfosforilada es predominante en condiciones de
crecimiento sin glucosa (Reizer y cols, 1993}, La fosforilacion en este residuo de
serina representa un paso importante en la reguiacion de los genes de respuesta a
glucosa en bacterias gram-positivas. ademds de regular la disponibilidad de energia
(Hucck v Hillen, 1993). Una vez foslorilada esta proteina, puede formar un complejo
con la proteina CepA v FBP. Este complejo se une a los elementos de represién por
catabolito en las regiones reguladoras de los operones sensibles a represion catabdlica.
De hecho se propone que la HPr fosforilada se une y activa a la proteina CcpA,
induciendo un cambio de conformacion que la hace mds afin por las regiones CRE de
los operones sensibles o regulacidn metabdlica por carbono. Este complejo
nucleoproteico. junto con otras moléculas efectoras, retardan o bloquean el inicio de 1a
transcripcion (Saier v cols. 1995). De esta manera, la FBP es |la molécula senal en
bacterias gram-positivas mientras que el AMPc es la correspondiente  sefial en
bacterias gram-negativas. Mientras la fosforilacidn en el residuo de serina de la HPr en
8. subtilis induce a la represion de los genes blanco en presencia de glucosa, la forma

fosforilada de la proteina 1A activa la transcripeion en E. cofi (Hueck y Hillen, [995).



REGULACION POR CARBONO EN LEVADURA.

La levadura Saccharomyces cerevisice ¢s el sistema eucarionic mejor
estudiade en varios aspectos  fisiologices. y en especial la regulacion de su
metabolismo. El habitat de la levadura S. cerevisice (incluyendo el habitat nazural asi
como ¢l de laboratorio) es rico en nutrientes. Durante su crecimiento en estos habitats,
las levaduras se enfrentan a cambios drasticos en la composicion del medio. producto
del consumo de los nutrientes vy de la acumulacion de metabolitos de “desecho.
incluvendo el etanol. Al igual que otros organismos, las células de levadura estan bien
adaptadas para mantener su crecimiento anie las condictones cambiantes de su medio.
Una fase imporianic en esta adaptacion reside en el control de la expresion de un
conjunto de genes requeridos para diferentes condiciones de crecimicnto, va sea
induciendo su represion o activacion. La presencia predominante de algin nutriente
condiciona la activacion de clertos genes, asi como la estabilidad de RNA mensajeros
v de ciertas proteinas. La manera en cdmo las células de levadura pueden percibir los
cambios de nutrientes v producir los ajustes necesarios para seguir su ciclo de vida
todavia no se conoce en su totalidad; sin embargo, se han hecho importanies avances

para ¢l caso de nutrientes como carbono, fosforo y nitrégeno.(Kruckebere v cols,

1398).

REGULACION POR GLUCOSA EN LEVADURA

Cuando S. cerevisiae crece en un medio enriquecido. el {lujo de carbono
excede el flujo de nitrogeno 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 represion de los genes involucrados en ta degradacion de owras fuentes de carbono
como galactosa, maltosa o etanol. Ademds, la presencia de glucosa reprime fa
biogénesis de nuevas mitocondrias; asi se produce un cambio en el balance de ATP, y
del metabolismo oxidativo al fermentativo, Los cambios metabolicos se presentan, a
partir de la represion de todos los genes responsables para [a utilizacidon de otras
fuentes de carbono vy, la induccién de los genes responsables para la utilizacion de la
alucosa (Serranc, 1991). Entre el grupo de genes inducidos estin los genes que
codiftcan para los transportadores de azicares. Los cambios rapidos en las células que

se adapian de una fuente de carbono a otra, implican modificaciones



postraduccionales. Por cjemplo, en presencia de glucosa se induce el recambio de los
transpostadores de maltosa v galactosa. Otros cambios que se inducen son la
activacion de la adenilato ciclasa y Ia acidificacion del citoplasma (Kruckeberg y cols,

1998).

EFECTOS DF LA GLUCOSA SOBRE LOS NIVELES DE CONTROL
GENETICO.

Se sabe que la glucosa afecta la expresion de genes a diferenies niveles:
disminuyendo la transcripcion. disminuyendo la tasa de traduccién, degradando su
mensajero. ¢ incrementando la tasa de degradacion de la proteina (Gancedo, 1998).
Del primer nivel de control. se describird méis adelante su regulacién. Se sabe que la
glucosa reduce la estabilidad del RNAm de fa subunidad de una [erro-proteina de la
succinato deshidrogenasa v de hecho se induce su degradacion muy rapido. Para las
subunidades de la succinato deshidrogenasa. en presencia de glucosa los RNAm
disminuyen en su tiempo de vida media de mds de | h, a menos de 10 min. La glucosa
reduce la estabitidad de RNAm de varias proteinas: algunes ejemplos lo representan
las proteinas Cycl. cuya vida media se reduce en presencia de glucosa {de 12 mina 2
min}; el de la proteina Mal63. que disminuye de 23 min a 6 min. {Serrano, 1991). La
glucosa induce de manera impartante la inactivacién y/o protedlisis de un gran nimero
de proteinas, que van desde enzimas de la via gluconeogénica hasta moléculas
transportadoras. sin embargo no se conoce aun si ¢stos son los mismos mecanismos
que estdn operando en la regulacidn por glucosa de cualquier tipo de gen. El ejemplo
mejor estudiado hasta ahora, es la fosforilacién inductda por la glucosa, de la fructosa-
1,6-bifosfatasa v la protedlisis de ia misma, ya sea via ubiquitina o via su degradacion
en ¢l interior de la vacuola. Se sabe que la glucosa induce [a sintesis de proteinas
requeridas para la degradacion de proteinas, ya sea por via intravacuolar o por via del

proteosoma (Mazon y cols. 1982; Serrano, 1991).



ELEMENTOS QUE PARTICIPAN DURANTE LA TRANSDUCCION DE LA
SENAL POR GLUCOSA
PERCEPCION DE LA SENAL.

Para desencadenar el proceso de transduccion. 1a célula debe primero registrar
fa presencia de la molécula sefial y posteriormente transducir dicha sefial para
promover una respuesta bioguimica. Sin embargo. la interpretacion de la sefial
depende de varios factores: qué respuesia es la que se estd evaluando. el tiempe
transcurride entre la recepcion de la sefial y el momento de la medicion, asi como el
estado fisiclégico de la célula antes del proceso. Ademds. no hay que olvidar que
existen vartos puntos en una via de transduccién gque podrian 1ocarse con olras vias, 1
pucden desencadenar efectos pleiotropicos que afecten su interpreiacion (Serrano,
1991}

Uno de los genes que se propone, codifica para la molécula recepiora de la
sefial de glucosa es el gen SVF3, que fue originalmente identificade en mutantes
incapaces de llevar a cabo la fermentacién ¢n presencia de sacarosa (en inglés. sucrose
:Jor;ﬁ:rmenting mutation, s#f3). Estas mutanies expresan constitutivamente ¢ gen dc la
invertasa. et cual es reprimido en presencia de glucosa. Inicialmente, se postuld que el
no fermentar sacarosa se debia a un efecto en ¢l transporte de glucosa v fructosa
(Neigeborn y Carlson. 1984). Posteriormente se confltrmd que la secuencia del gen de
SNF3 codifica para una proteina que presenta la estructura bdsica de los
transportadores de glucosa, pero ademas de poseer tos 12 dominios trasmembranales.
tiene en su extremo carboxilo terminal una extensién de aminoacidos que se localiza
hacia el citoplasma (Celenza y cols, 1998). Estudios de delecion han demeostrado la
importancia de este dominio carboxilo-terminal, para que Snf3 pueda funcionar como
molécuia receptora de la seiial de bajas concentraciones de glucosa, y de esta manera,
inducir la transcripcion de los transporiadores de glucosa de alta afinidad. Ademds,
este dominio es intercambiable e indispensable para la funcidn receptora. ya que
proteinas quiméricas compuestas por el transportador cldsico de glucosa (Hxi-2) mas
el dominio carboxilo de Snf3, genera una molécula receptora de la sefial, similar a la
molécula Snf3 nativa, capaz de desencadenar una transduccion de la seial (Vagnoli y
cols, 1998). Posteriormente se aisld otra mutante denominada rge2 (Marshall-Carlson

y cois, 1991). El gen RGT2 codifica para una proteina con alta similitud con Snf3.



ademas de poscer también un dominio carboxilo-lerminal hacia el citoplasma. Este
motivo sdlo se encuentra presente una vee, a diferencia del de Snf3 que sc encuentra
repetido dos veces (Ozcan v cols. 1996). La mulante rgi2 presenta caracteristicas
importantes como la expresion constitutiva ¢ independiente de glucosa, del gen HATY
(un transportador de hexosas) que es normalmente inducido por alias concentraciones
de glucosa. Lsto leva a la propuesta de que Rgt2 es capaz de percibir altas
concentraciones de glucosa mientras que la proteina Snfl se encarpa de percibir
concentraciones bajas del azucar. La expresion de SNF3 se reprime por la presencia
de glucosa, mientras que RGT7Z se expresa constituiivamente (Celenza y cols, 1988;
Qzcan y cals, 1996). SNF3 v RGT2 conwrolan la transcripcion de los genes de lo
difercnies transportadores de hexosas como HATY, HXT2, HXT3, HXTY. HXT6 ¥
HXT7 (Ozcan v cols. 1996; Liang v Gaber, 1996).

INICIO DE LA SENAL.
ACTIVACION DE LOS TRANSPORTADORES DE HEXOSAS.

Se propone que cuando la glucosa se une a Snf3 o a Rgt2, provoca un cambio’
conformacional en el dominio carboxilo-terminal, sin la necesidad de ilevarse a cabo
la entrada de la glucosa. Mutaciones especificas en el dominio carboxilo de ambas
proteinas producen una activacion de la sefiaf en ausencia de glucosa. Snf3 y Rgt2 por
si solas no son capaces de [levar a cabo la entrada de glucosa que permita mantener el
crecimiento de las células, ni siquiera por la sobre-expresién de cualquicra de las
proteinas (Ozcan y cols, 1998). Otro modelo sugicre que la unidn intracelular de la
glucosa al dominio carboxilo-terminal es el evento inicial en la transduccidn de la
sefial por carbono. La seital que genera la concentracion intracelular de glucosa,
integra fa proveniente del medio extracelular y de ahi se traduce en la expresién de los
transportadores de hexosas. para inictar el ajuste metabdlico de la célula. En
condiciones normales. la concentracion de glucosa intracelular varia en el rango de
mM, mientras quc las concentraciones extracelulares varian del orden de mM a M De
esta manera, es dificil ain entender de manera dindmica, cdmo 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 percepeidn de la sefial es la induccion de

los genes de los transportadores de hexosas.



Ratl es una proteing con dominios de dedos de zinc que se une a los
promotores de tos genes para los transportadores de hexosas (en ausencia de glucosa)
v recluta a los represores iranscripcionales Ssn6 y Tupl para inactivar esios genes. En
hajus concentraciones de glucosa. Grrl libera de la represion a los genes de los
transportadores de hexosas. vin SNF3. En altas concentraciones de glucosa. Grrl
induce a Rgtl para activar la transcripcion det transportador de hexosas t, HATY;
mieniras que la via de represion general inducido por la glucosa {dependicnte de la
actividad de la hexocinasa), reprime los genes de los transportadores de alta afinidad,
HXT2 v HXTY (Ozcan v Johnston, 1995 Ozcan. 1996). Otros faclores también
participan de manera paralela o aislada. Por cjemplo, SKS/ que codifica para una
proteina cinasa, induce la transcripcion del gen HAT2 de manera independiente de
SVFI (Vagnoli v Bisson. 1998). De esta manera sc ticnen evidencias de los
participanies abajo de las moléculas que perciben la presencia de glucosa extracelular.
Recientemente se demostrd que los extremos carboxilo terminal tanto de Snf3 como

de Rgt2. pueden interaccionar con otres factores de transcripcion (Kruckeberg, 1998).

PAPEL DE LA HEXOCINASA.

l.as mutaciones en el gen de la hexocinasa 2 (HYK2?) demostraron su papel
durante la regulacion por carbono. Estas mutaciones impiden la represion por glucosa
de varios genes, entre ellos el de la invertasa (Entian, 1980). La Hxk2 tiene dos
funciones: una catalitica y otra reguladora. Esta enzima existe en un equilibrio entre la
forma monomérica y dimérica. La presencia de glucosa, por ejemplo, favorece la
desfosforilacion de la enzima y desplaza el equilibrio a la forma dimérica. De esta
manera la actividad catalitica se favorece. En contraste, en bajas concentraciones de
glucosa el equilibrio se desplaza a la forma monomérica, con la consecuente
fosforilacion de la enzima (Randez-Gil y cols, 1998). Aunque no se conoce cudl
proteina fosforila a la Hxk2; se postula que sufre autofosforilacién. Lo que si es
baten[e, es que se requicre que la enzima esté modificada para inducir su
desfosforilacién por parte del complejo Cid1/Gle7 y transducir la sefial (Gancedo,

1998; Randez-Gil y cols, 1998).



PAPEL DEL COMPLEJQ TREHALOSA-SINTETASA.

La proteina Tpsl es la subunidad del complejo trehalosa sintetasa, quc
participa en la sintesis de la trehalosa-6-fosfato. Se ha sugerido a esla enzima como
parie del mecanismo de percepcion de glucosa. Inicialmente se propuso ¢l
requerimiento de Tpsl, porque mutantes Tps- no pueden crecer en presencia de
glucosa, Por otre lado. también se requiere ta presencia de la Hxk2. Las dobles
mutantes en estos genes no pueden crecer en glucosa. Sin embargo, utilizando células
diploides que sélo estin mutadas en un alelo de estos dos genes, revelaron que no se
requiere la participacidn de Tps1, en el mecanismo de percepeidn de glucosa, pero si

es importante la presencia de la Hxk2 (Gancedo, 1998).

LOS ACTIVADORES DEL SISTEMA DE REGULACION POR CARBONO,
EN AUSENCIA DE GLUCOSA
PARTICIPACION DEL COMPLEJO hap2/3/4/5.

Este complejo activa ia transcripcion cuando levadura crece en fuentes de
carbono no fermentables. Especificamente, se une a la sccuencia consense
ACCAA(T/C)NA. denominada caja CCAAT. Las proteinas Hap2, Hap3 y Hap5 son
requeridas completamente para lx unidn a la caja v son suficientes para que la union se
lleve a cabo. Hap3 interacciona con HapZ y Hap3. v las une permitiendo la interaccion
con los dominios de unién al DNA. Las proteinas Hap3 y Hap5 contiencn ademas
motives de unidn a histonas. Hap4 es la proleina responsable de la activacion de [a
transcripcion (Mazon, 1982). Se sabe que la glucosa disminuye los niveles de
transcripcion de Hap2 hasta 3 veces que cuando crece en fuentes de carbono no
fermentables. El complejo Hap2/3/4/3 juega un doble papel: remodela la estrucutra de
la cromatina, sin requerir aparentemente la participacion de Hap4. El otro papel es la
activacién directa de [a RNA polimerasa en el que Hapd puede estar participando
{Gancedo, 1998). El factor TFIIB contiene una hélice anfipatica, especialmente
requerida para activar la transcripcién del complejo Hap2/3/4/5 (Gancedo, 1998;
Shaw, 1996).

PARTICIPACION DE Gald,
Esta proteina activa la transcripcion de una familia de genes como GALI,

GAL2, GAL7, GALI0 y MELI; todos elios son requeridos para el catabolismo de la



galactosa v de la melibiosa, Todos estos genes tienen de una a 4 coptas det elemento
regulador UASgal, al cuat se une Gal4. Gald es una proteina que tiene un dominio de
unién a2 DNA en el extremo carboxilo terminal, que ¢s del tipo de dedos de zine. » 2
regiones de activacion de naturaleza acidica: una cerca del dominio de union al DNA
la otra en el carboxilo terminal. Su unién al DNA la realiza de manera dimdrica.
También Gald hace complejo con la proteina represora Gal80. Cuando hay galactosa
en el medio, la proteina reguladora Gal3 se une a Gal80. evitando asi su accion
inhibidora sobre Gal4. En contraste, cuando la glucosa esta presente en el medio. la
transcripcion de los genes GAL se reprime, adn ¢n presencia de galactosa en el medio
(Suzuki-Fufimoto T y cols, 1996). La glucosa reprime la transcripcion de GAL4, via la
proteina reguladora Migl. que se une al promotor (Marmorstein v cols, 1992: Suzuki-

Fujimoto v cols, 1996).

PARTICIPACION DE LA PROTEINA Mal63.

La proteina Mal63 pertencce a la misma familia de las proteinas con dominics
de dedos de zinc como Gald, pero con algunas diferencias. Estas son: el poder
dimerizarse, ain cn ausencia de DNA,; y carece de regiones ricas en glutamina. que
pareccn estar asociadas a |a capacidad de activar la transcripcidn en otros sistzmas.
Todavia no sc conoce ¢l mecanismo por ¢l cual esta proteina se activa cn presencia de
maltosa. Se propone que la maltosa se une a Mal63, v produce un cambio
conformacionat que activa a la proteina (Charron y cols, 1986). La glucosa reprime la
expresion de los genes requeridos para la utilizacidn de la maltosa, aon en presencia de
¢ésta. Ademas, parece que la prescicia de glucosa afecta la transcripcion del gen

Mal63. El efecto en la transcripcion es mediado de manera importante por Migl (}{;J 3

cols, 1993).

PARTICIPACION DE Adrl.

El gen ADR/ codifica para una proteina con dominios de dedos de zinc, que se
identifico como activador de la expresion del gen ADH2, que codifica para la alcohol
deshidrogenasa 2 y que se reprime por glucosa (Ciriacy, 1975). Adrl se localiza en ¢l
nicleo y sus dominios son importantes para su unién al DNA (Blumberg y cols,

[987). Para activar la transcripcion eficientemente, Adrl requiere de un complejo co-



aclivador, para facilitar la acetilacion de histonas e inducir un rearreglo de los
nucleosomas. La glucosa disminuve la transcripeion del gen ADR! de 10 a 20 veces
{Chiang y cols, 1996). La elevacion de AMPc inhibe la transcripcién de ADR!. Ya
que la presencia de glucosa eleva el AMPc, es posible que esta via este operando en la
regulacion del gen ADR/. fosfortlando la proteina. Ademas sc sabe que ¢l gen ADR/
es regulado postranscripcionalmente, pues la vida del mensajero en presencia de

slucosa disminuye de 2h a 45 min (Cook y Denis, 1993).

LOS REPRESORES DEL SISTEMA DE REGULACION POR CARBONO,
EXN PRESENCIA DE GLUCOSA,
LA PARTICIPACION DEL COMPLEJO Migl.

La proteina Migl tiene dominios de dedos de zinc, v ¢s capaz de unirse a los
promotores de varios genes reprimidos por glucosa, [La unién requiere de la presencia
de la caja GC, pero ademas requiere de una regién rica en AT hacia el extremo 5" de la
caja GC. Se propone que la regidn rica en AT se requiere para estabilizar la
interaceion con el DNA v facilitar la formacién del complejo IINA-proteina
(Matsumoto y cols. 1982} Se sabe que los filtimos 24 aminodcidos del extremo
carboxilo terminal son suficientes para la represion. Se requiere de la participacion de
dos dominios de Migl. Uno de estos dominios tiene una secuencia que representa un
sitio petencial de proteina cinasa. El otro es el dominio carboxilo hacia los dominios
de dedos de zine, que se propone, dirige el transporte de fa proteina al nicieo (Ostling,
1996). La proteina tiene dos serinas en las posiciones 311 y 381, que pueden ser

potencialmente fosforiladas por Snfl. Todavia no se ha demostrado este hecho

(Gancedo, 1998).
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Figura 3. Proceso dinamice de Migl debide a modificaciones realizadas por Snfl. que
le permiten activar o reprimir genes (tomado de Gancedo, Microhiol Molee Biol Rev

1998; 62: 334-361).

La figura 3 intenta cxplicar ¢l proceso dindmico de Migl: ésta interactia con
los promotores de los genes GAL. que son los genes requeridos para ¢l metabolismo de
la galactosa. Existe evidencia de que Migl ejerce su efecto represor, reclutando al
complejo formado por las proteinas Tupl y Cye8 (Treitel v Carlson, 1993). Este
complejo ¢s capaz de reprimir a diferentes clases de genes de levadura, que dependen
de la interaccion DNA-proteina (Keleher y cols, 1992). Cyc8 v Tup! pueden modificar
la estructura de la cromatina y controlar la posicidn del nucleosoma. También pueden
interferir directamente con los componenies basales de la maquinaria transcripcior:la!
(Cooper y cols, 1994). Existe evidencia de que la estruciura de la cromatina se
organiza de manera cerrada en la region del promotor de SUC2 en presencia de
glucosa. En cambio, las mutantes cyc8 tienen una estructura de la cromatina mas
abierta, aun en presencia de glucosa (Hirschhorn y cols, 1992). Tupl se une a las
histonas H3 y H4, las cuales provocan la desrepresion de los genes regulados por ¢l
complejo Tupl-Cyc8. Mig! es fosforilado en diferentes momentos del ciclo, atn en
las células que estan creciendo en fucntes de carbono fermentables v no fermentables

(Cclenza y cols, 1989). Liberar de la represion por Migl, requiere de la actividad de la



proteina cinasa Snfl, dc esta manera el cstado de fosforilacion de Migl estd
relacionado con el control de la represion (Treitel y cols, 1995). Migl se localiza en cl
nicleo en células que estan creciendo en presencia de giucosa. A los pocos minutos de
retirar la glucosa del medio, Migi sufre fosforilacion v es transportada al citoplasma
(Devit y cols, 1997). Aungue Cye8 y Tupl también existen en formas fosforiladas,

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

ELEMENTOS INTERMEDIARIOS DEL SISTEMA.
EL COMPLEJ(Q Snfl,

El gen SNFI es requerido para la desrepresion de los genes reprimidos por
stucosa (Carlson y cols, 1981). SNFI codifica para una Set/Tre proteina cinasa y tiene
homologia a la subunidad catalitica a de una proteina cinasa de mamiferos, activada
por AMPc (Celenza y Carlson, 1986). La proteina Snfl se encuentra asociada a otras
proteinas: Snf4, Sip1, Sip2 v Gal83 (Celenza y Carlson, 1989). Se propone que las
proteinas Sipl, Sip2 o Gal83 pueden actuar como puentes cntre las proteinas Snfl y
Snfd, manteniéndolas juntas en el complejo (Jiang v Carlson, 1996). La figura 4
intenta explicar la regulacion de Snfl segin las concentraciones de la fuenie
carbonada: ¢n altas concentraciones de glucosa, el dominio regulador de Snfl se unc al
dominio catalitico e inhibe su actividad de cinasa; en bajas concentraciones de
glucosa, Snfd inieracciona con el dominio regulador de Snfl, interfiriendo con el
efecto inhibidor del dominio (Gancedo, 1998; Jiang y Carlson, 1996). Snfl no parece
ser por si misma sensible a la glucosa; sino que requiere de fosforilar algun{as)
molécula(s) que son los blancos reales de la sefal de la glucosa (Thompson-Jaeger y
cols, 1991). No se ha reportado la cinasa que se encarga de fosforilar a Snfl. Sin
embargo, llama la atencién el hecho de no encontrar mutantes afectadas en la actividad
de fosforilacion de Snfl, lo que puede reflejar ¢l hecho de que existan funciones
redundantes por otras cinasas, 0 que realmente estas células no son viables de obtener
en ¢l andlisis de mutantes (Gancedo, 1998). En presencia de glucosa, se genera una
sefial que requiere de Grri/Cat80 v de la actividad de la hexocinasa 2 (Hxk 2), que
facilita la desfosforilacién de Snfl por una proteina fosfatasa del complejo Gle7. Esta
desfosforilacion debilita la interaccion entre Snf4 y el dominio regulador de Snfi,

dejando libre el dominio catalitico (Jiang y Carlson, 1996; Gancedo, 1998). Las



mutantes suff no pueden crecer en fuentes de carbono gluconeogénicas, sin embargo
lo pueden hacer en condiciones de baja actividad de proteina cinasas dependientes de

AMP¢ (Thompson-Jaeger v cols, 1991).

GLUCOSA

Gle7 - Ragt

Q\’é’r’,‘f

BAJA GLUCOSA GLUCOSA

ALTA GLUCOSA

Figura 4. Activacién por fosforilacion del dominio catalitico (KI2) de Snofl, e
interaccion del dominio regulador {(RD) con el dominio de unidn a Snf4, en presencia
de bajas concentraciones de glucosa. En alta glucosa. el dominio catalitico de Snfl se
regula por interaccion con su propio dominio regulador. Brp, proteina puente entre
Snfl y Snf4 {temado de Gancedo, Micrebiol Molec Biol Rev 1998; 62: 334-361).

EL GEN GicT. -

Este gen codifica para una proteina fosfatasa tipol. ¥ controla un gran namero
de procesos, incluyendo la acumulacidn de glucogeno (Feng y cols, 1991). Por medio
del analisis de sistema de dos hibridos, se evidencid la interaccion entre Regl y Glc7.
También se puede proponer que Snfl puede ser blanco de Gle7 (Tu y Carlson, 1993).
Ademas, Regl interacciona con la proteina Grrl. Esta proteina puede reconocer
secuencias que marcan las proteinas para entrar a la via de degradacion, una de elias

puede ser Regl (Gancedo, 1998).

LA PROTEINA Grrl.

Es una proteina de alto peso molecular con varios dominios de repeticiones
ricas cn feucina (Flick y Johnston, 1991). Es un componente del complejo enzimdtico
que conjuga ubiquitina. De csta manera puede regular indirectamente a Rgtl (Li y

Johnston, 1997). Rgtl es una proteina de unién a DNA que es capaz de reprimir o
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activar los genes de los transportadores de hexosas, en ausencia & en altas
concentraciones de ghucosa (Ozcan y cels. 1996). Por otro Jade, la proteina Grrl puede
activar la funcion como represor de Retl en baja glucosa v, en alta glucosa la funcién
de activador. La sefal de glecosa pucde ser transmitida via las moléculas de
percepcion de plucosa. Snf3 y Ret2. En ausencia de glucosa, Rgtl actia
permanentemente como represor y se libera fa represion por glucosa de varios genes

(Gancedo, 1998).

ELEMENTOS QUE JUEGAN UN PAPEL INDIRECTO EN EL MECANISMOQ.
PAPEL DEL COMPLEJO SnfiSwi,

Los genes SNFF2, SNF3 v SNF6 se identificaron al analizar los genes necesarios
para la transcripcion del gen de t invertasa en condiciones de desrepresion
(Neigeborn y Carlson, 1984). Estos gencs se requiercn para fa transcripcion de la
alcohol deshidrogenasa y de la utilizacion de la galactosa, que son sensibles a
regulacién por glucosa (Peterson y Herskowilz, 1992). Posteriormente sc¢ comprabd
que las proteinas Snf v Swi son componentes de un compicjo multiproteico que
incluye a Swi/Adr6, Snf2/Swil. Swid, Snfd, Snf6, Snfl. Swp73 y Tfg3/TAF30. No
existe evidencia de que el complejo responda a la presencia de glucosa, solo juega un
papel indirecto en modular fa expresidn de los genes que son controlados a la
represion catabélica (Gancedo. 1998). Por otro lado, el gen de la invertasa es
reprimido, via la interaccidn de las proteinas Sptd, Spt3 y Spt6, con las histonas H2A y
H2B, para producir una condensacién de la cromatina, capaz de impedir la
transcripcion {Recht y cols, 1996). De esta mancra, ¢t complejo Snf/Swi se requiere
para antagonizar el efecto de las proteinas Spt sobre la conformacion de algunos genes

regulados por glucosa (Gancedo. 1998).
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REGULACION POR CARBONO EN MAMIFEROS.

I nivel de la glucosa circulante en mamiteros, debe ser regulado porque 1anto
la hipoglucemia (disminucién de azicar) como la hiperglucemia {aumento de azdcar
en la sangre) puede lener consecuencias importantes cn la salud. En mamiferos, las
células P} de los islotes pancredticos de Langerhans son las que perciben los cambios
nutricionales en el organismo, y responden modulando las concentraciones de glucosa
con la secrecion de insulina. La insulina e¢s el principal regulador de las
concentraciones de glucosa sérica en mamiteros. La secrecidn de insulina produce
cfectos bioldgicos tales come inhibir la produccidn de glucosa por parte det higado y,
en su caso, convertir ¢l exceso de glucosa en glucdgeno, estimulando la incorporacion
de glucosa en el masculo y en el tejido adiposo (Grupe y cols, 1995).

La percepcion de glucosa se realiza por una elevacion en el catabolismo de la
misma, mas que por una interaccidn receptor-ligando. En este punto es importanic
mencionar que la glucocinasa representa la molécufa que percibe la sefial de la
clevacion de la glucosa extracelular (Cook » Taborsky, 1990). La glucocinasa V se
expresa cxclusivamente en células b del pidncreas, asi como en los hepatocitos.
Proteinas similares a la glucocinasa se han detectado en enterocitos del yeyuno, la
pituitaria y en el hipotalamo medio {Jetion y cols, 1994). En el higado, la glucacinasa
puede participar en la regulacion de la entrada de glucosa o de su salida, manteniendo
un gradiente de concentracién en la circulacion sanguinea (Grupe y cols, 1995). La
giucocinasa es un miembro de la familia de las hexosacinasas, tiene una alta
especificidad por el sustrato, la glucosa. v tiene una Km relativamente alta (10 mM),
comparada con la de otras hexasacinasas {de 0.1 a 0.001 mM). La concentracion
fisioldgica de glucosa en la sangre humana es de alrededor de 5 mM, por lo que la
glucocinasa puede funcionar como sensor a cstas concentraciones de glucosa; ésta
funcion no [a pueden realizar otras hexosacinasas como las hexocinasas [y 1] (Grupe y
cols, 1995). Otra de las caracteristicas de la glucocinasa es que no es inhibida
alostéricamente por ¢l producto final, la glucosa-6-fosfato. Asl, debido a su Km tan
alta y a la ausencia de inhibicion por el producto final, la fosforilacion de la glucosa
por la glucocinasa pucde llevarse a cabo de manera paralela a las concentraciones
circulantes de la glucosa en sangre (Epstein ¥ cols, 1992). La glucosa y su metabolito

gliceraldehido-3-fosfato son las principates moléculas inductoras de la secrecién de
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insulina. Las primeras evidencias puntualizaron que algunos metabolitos fosforilados
de la glucalisis. eran las moléculas seiial en las células pancredticas (3. ya que andlogos
de la glucosa como 2d-glucosa ¥ 3-O-metilglucosa no eran capaces de inducir la
secrecion de insulina. Ademas. las células B carecen de la enzima fosfoenolpirus aio
carboxicinasa; de esta mancra no pueden formar ninguno de los intermediarios
tempranos de la via glucolitica, Asi, las células B perciben la glucosa por la gencracidn
v concentracion de sus productos finales, basandose pricticamente en el flujo
metabolico que puede variar de célula a célula en los diferentes tejidos. Las célufas (3
difieren de las neuronas o de los hepatocitos, en que el limite maximo de catabolismo
de la glucosa en el caso del cerebro, esta por debajo de la concentracion fisiologica de
glucosa y no sc incrementa ¢l flujo metabolico (German, 1993). La divberes es una
enfermedad que se¢ genera por la falta de produccion de insulina o por una aiteracion
en la respuesta a la insuling en las cételas. El andlisis genético de una forma
relativamente benigna de diaberes no insulino-dependiente en el humano. denominadz
diabetes juvenil, sugiere que la glucocinasa es la molécula que pereibe la sefial de la
glucosa en las células (3 del pancreas. Aproximadamente el 50% de los pacientes con
esie lipo de diabetes esta asociada a mutaciones en ¢] gen de fa glucocinasa (Froguel »
cols, 1993). Esle tipo de mutaciones también se han reportado en otras variantes de
diabetes como la de tipo gestacional (Stoffel y cols, 1993) y en la diabetes no insuling-
dependiente descrita en poblaciones japonesas (Katagiri v 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 reslantes
hexosacinasas (como las hexocinasas 1 y I} puedan reemplazar la funcion .de
fosforilacion de la glucosa, pero quizd no la de regulacion {Grupe y cols, 1993).
Modelos animales muestran que los “knockouts” para el gen de 1a glucocinasa inducen
la muerte perinatal de los animales homdcigos, debido a extrema hiperglucemia. Por
otro fado, la sobre-expresidn del gen de la hexocinasa de levadura en células P,
aminora los sintomas de la enfermedad diabética en modelo de ratén. Estos datos
sugieren que la gluicocinasa es la molécula importante en la percepcion de la sefial
(Epstein y cols, 1992). El promotor del gen para la hexocinasa que se expresa en

higado es inducido por la insulina. En las céfulas B del pancreas, la actividad de la
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glucocinasa es controlada a nivel traduceional o post-traduccional de acuerdo a los

niveles de ghicosa (Magnuson. 1992), Esto puede entenderse mejor en la Fiaura 3:

glucosa
fructosa
2-desoxiglucosa

T5-2
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Figura 5. Modelo que intenta explicar la secrecion de insutina como la molécula
principal de regulacién de los niveles sanguineos de glucosa en mamiferos. Ademis de
la importancia de la glucocinasa como la molécula que percibe y traduce Ia sefial en
las células 3 del pdncreas (tomado de Epstein y cols, Proc Nail Acad Sci USA 1992;
89: 12038-12042).
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REGULACION POR CARBONO EN PLANTAS

Las plantas superiores se desarrollan a partir de un embrién que depende del
metabolisma heterolrofico de los productos de almacenamiento. que pueden ser desde
aceites hasta azicares v proteinas. Durante el crecimiento de las plantas, se generan
hojas maduras que son capaces de realizar la fotosintesis. Estos 1cjidos posteriormente,
inician la exportacion de azicares a tejidos fotosintéticamentc menos activos, ¢ tejidos
completamente consumidores de fotosintatos como raices. frutos. fores v tubérculos.
Sin embargo, esta dualidad de fa planta no es estitica. El ciclo de vida de la planta
justamente sc caracteriza por una transiciéon de tejidos productores a tejidos
consumidores de fotosintatos. También existen otros factores. tales como estrescs
bidticos y abidticos que pueden influir en la respuesta integral de la piania a los
azucares. En esta complejidad, estin las influencias que pueden tener las hormonas
vegetales, dejande clare que la influencia de los aziicares durante ¢l desarrollo de las
plantas, ¢s mas compleja de lo que puede parecer {Sonnewald y Willmitzer, 1992
Roitsch, 1999).

Los azacares en las plantas. igual que en otros orzanismos son sedialcs
fisiolégicas que reprimen o aclivan genes que participan en diferentes procesos como
fotosintesis, ciclo del glioxilato, respiracién, sintesis y dearadacion de sacarosa y
almiddn, metabolismo del nitrégeno, mecanismos de defensa contra patdgenos,
respuesta a herida, senescencia y regulacion del ciclo celular entre otros (Koch. 1996;
Jang y Sheen, 1997). Los azdcares, ademads de ser la fuente de energia y de carbono de
todas las moléculas organicas en las plantas (Chiou y Bush, 1996; Sauer y Stadler,
1993), participan como precursores para generar productos de almacenamiento como
el almiddn; y de polisaciridos estructurales como la celulosa {Avigad v Dey. 1997

Grant-Reid, 1997).

EFECTO DE LOS AZUCARES EN LAS PLANTAS

La fotosintesis es un proceso que es regulado por ta demanda de fosfato
inorganico/triosas fosfato y por efecto de la luz solar. Esta altima 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 leva a cabo en la fotosintesis, sc alteran las



condiciones de pH y las concentraciones tante de Mg™ como de Ca** (Bowyer y
Leegood, 1997).

La utilizacién de fotosintalos estd sujeta a la demanda por los organos
consumidores como hojas jovenes, flores. fratos, raices v semillas entre otros. Este
planteamiento s¢ ha comprobado en exprimentos que reducen la exportacidén de
fotosintatos i plama (Plaut y cols, 1987; Blechsmidt-Schneider v cols, 1989; Krapp y
cols, 1991). Por ¢jemnplo, plantas de tabaco que expresan la invertasa de levadura en el
apoplasto, presentan efectos importantes en el desarrollo como crecimiento retardado,
incremento de carbohidratos libres y una inhibicion importante de la fotosintesis (von
Schacwen v cols, 1990). Otro ejemplo son plantas transgénicas dc papa con el gen en
antisentido del transportador de sacarosa, ¢l cual provoca una reduccion de la
capacidad fotosintética, las hojas contienen altas concentraciones de carbohidratos
solubles y tienen reducida la capacidad de exportacion de sacarosa (Riesmeier y cols,
1994). La fotosintesis también s¢ reduce cuando se expane a altas concentraciones de
CO,, induciendo la elevacion de aziicares en las hojas y la falta de demanda de
carbohidratos por los tejidos consumidores (Van Qosten y Besford, 1996). Como estos
dos hechos generan el mismo efeclo. se propone que estos fendmenos estan en la
misma via de transduccidn de sefiales {Krapp v cols, 1993). Otro dato importante se
generd en sistemas transitorios. al transtormay protoplastos de maiz. En estos ensayos
se demostrd que la expresion de 7 genes folosintéticos de maiz fueron reprimidos

especificamente por sacarosa, glucosa v fructosa {Sheen, 1989).

ELEMENTOS QUE PARTICIPAN EN EL SISTEMA
DE REGULACION POR CARBONO EN PLANTAS
PAPEL DEL TRANSPORTE DE LOS AZUCARES,
Los primeros experimentos se encaminaron a demostrar si la entrada del azacar
al interior de la célula, era la sefal para activar el mecanismo de percepcion y
regulacion por azicares {(Jang y Sheen. 1997: Smeekens, 1998; Sheen y cals, 1999).
Ademds, se evaluaron diferentes aziicares como sacarosa, glucosa y fructosa. Estos
son los azicares tipicos de respuesta de regulacion por carbono (Jang y Sheen, 1997;
Sheen y cols, 1999). También se evalvaron andlogos de la glucosa como 3-O-

metilglucosa, glucosa-6-fosfato, que son transportados pero no son fosforilados por la
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hexocinasa; y andlogos como 2d-glucosa y manosa, que son interiorizados y sufren
fosforilacion (pero ne son facilmente metabelizables). Estos experimentos fueron
dande los primeros elementos para proponer la participacion importanie de a
actividad de la hexocinasa 2. en iniciar la respucsta de regulacion por carbono como lo
realiza la levadura. Los genes que participan en fa {olosintesis como RBC-S. PCy
CABI, son sujetos a represién en respuesta a glucosa, fructosa. 2d-glucosa y manosa
(Sheen y cols, 1999). Estos genes no responden a represion en presencia de 3-O-metil-
glucosa y glucosa-6-fosfato (Sheen, 1989). De esia mancra, ¢s patente fa participacién
de manera similar como en levadura y en mamiferos, de la actividad de fosforilacién
mediada por la hexocinasa 2 para iniciar la transduccion de la sefial (Jang y Sheen,
1997; Smeekens, 1998: Sheen v cols, 1999; Moore y Sheen, 1999).

Hasta fa fecha no se ha documeniado en plantas la presencia de moléculas que
perciben la sefal de azucares. como Rgt2 y Snf3 de levadura, Lo que si es patente, es
la importancia de los wansporiadores de azdcares cn el desarrollo ¥ crecimiento de

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

PARTICIPACION DE Lt HEXOCINASA EN LA TRANSDUCCION DE LA SENAL.

La primera evidencia de |a participacién de la hexocinasa 2 de plantas en el
mecanismo de transduccion de iz sefial, proviene de los estudios realizados por Sheen
y cols (1989). Ellos demostraron la inhibicidn de varios genes que participan en la
fotosintesis por glucosa, 2d-glucosa y manosa, en un sistema de expresion transitoria.
La manoheptulosa (un inhibidor de la hexocinasa 2) puede bloquear la inhibicion de
estos genes. La glucosa-6-P no ejerce ningan tipo de seiial, por lo que el evento de
fosforilacion es impornante en el inicio de la transduccion de la sefal (Sheen y cols
1989).

Otro efecto que se evalué muy importante en el desarrollo de plantas, fue la
inhibicion de la germinacion por efecto de la manosa en Arabidopsis, y la
reversibilidad de esta inhibicidén al agregar manoheplulosa (como inhibidor de la
hexocinasa), durante la germinacion (Pego y cols, 1999).

En Arabidopsis. la evidencia mas importante la demostrd Jang y cols (1997)
sobre la participacion de la hexocinasa en la regulacion por carbono. Generaron

plantas transgénicas con el gen de la hexocinasa 2 de Arabidopsis en sentido y
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antisentido. Las plantas con la construccion en semido del gen para esta enzima, son
mds sensibles v reprimen su desarrollo a dosis bajas de azlcares, tanto de glucosa
como del andlogo 2d-ghucosa. También el efecto en la inhibicidn de la elongacion de
hipocotilos fue mas dramatico. asi como el de tos niveles de mensajeros para los genes
CABI v RBC-S, en comparacion con plantas sitvestres. Otro dato se deriva de la sobre-
expresion del gen de la hexocinasa | de Arabidepsis en plantas de tomate que inhtbe
su crecimiento, reduce la fotosintesis ¢ induce la senescencia temprana, en
comparacion con plantas silvestres { Dai 1 cols, 1999).

También se demostrd mas de una via de sefializacién por azicares en plantas;
€5t0 €5, que existen vias que no dependen de la actividad de la hexocinasa. Al parecer,
algunas de estas vias estan operando en tejidos consumidores de fotesintatos (lLalonde
y cols. 1999). Estas evidencias se demostraron en cultivo de células de Chenopodium
rubrum y al analizar la expresion de los genes sacarosa sintasa ¢ invertasa apopldstica.
Tanto la glucosa como la 6d-glucosa -que no es tosforilado por la hexocinasa-, fueron
capaces de inducir la transcripcion de estos genes. (Godt v cols, 1995; Roitsch y cols,
1995}). Otro gen que puede inducirse por el andlogo 3-O-metil-glucosa es el dec la
patatina [. Esto se demosird en plantas transgénicas de Arabidopsis con una

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

IDENTIFICACION EN PLANTAS DE ALGUNAS PROTEINAS HOMOLOGAS,
DESCRITAS EN LEVADURA EX LA REGULACION POR GLUCOSA, Y SU
POSIBLE PARTICIPACION EN LA SERALIZACION POR CARBONO.

La primera secuencia en plantas homéloga al gen SNF! de levadura, fue
descrita de endospermo de arroz y se denominé RKIN/. El gen codifica para una
proteina con 48% de identidad en aminodcidos a la de levadura. El dominio de
proteina-cinasa, localizado hacia el extremo amino terminal, muestra un 62-64% de
identidad con la proteina de levadura y de mamiferos. Se han reportado clonas
gendmicas, cDNAs y productos de PCR de proteinas homologas a SNF! de levadura
en Arabidopsis thaliana (AKINIO v ATSKINIY. cebada (BKIN2 y BKIN12), avena
(ASPKI-3), papa (PKINI), arroz (RSK /) cafia de azicar (SBKINI34) y tabaco (MPKS5).
Todas estas secuencias codifican para una proteina con una identidad del 68% de

aminoécidos entre si. Se ha demostrado que éstas proteinas pueden fosforilar a la
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HMG-CoA reductasa. que participa en la generacion de dcido mevaldnico, principal
precursor de la biosintesis de isoprenoides. También regula a la nitrato reductasa ya la
sacarosa fosfato simtasa (Halford y Hardie, 1998). De hecho, dos proteinas
relacionadas a Snf1 de espinaca, fosforilan e inactivan in virro a estas tres enzimas que
son sustratos de proteina-cinasas tipe Snfl {Sugden v cols, 1999). La participacion de
los homologos de Snfl de levadura, ¥ la posible existencia de una via similar en
plantas, provicne del hecho de que los genes aislados en plantas, pueden
complementar a mutantes snff de levadura, permitiendo su crecimiento en glicerol.
etanol y sacarosa, asi como la represion del gen de la invertasa en presencia de glucosa
(Alderson y cols, 1991; Muranaka y cols, 1994).

Otros componentes del complejo Snf3 de levadura, también se han
caracterizado en plantas. Por ejemplo, Beuly v cols (1999} caracterizaron en
Arabidopsis, proteinas homologas a Suf4 y a una de las subunidades del complejo
Sipll Sip2/Gal83 de levadura, que también ¢stdn participando en la sefializacién por
carbono. Estas proteinas también pueden interaccionar con Swuff de levadura.
sugiriendo que csta via podria funcionar tambign en plantas (Bouly y cols. 1999).

Finalmente, con la descripcion de prli que €5 una mutante hipersensible a
sacarosa en Arabidopsis thaliana (Nemeth y cols, 1998), se documentd que la proteina
denominada PRL1 puede interaccionar con protein cinasas del tipo de Snf7 y regular
los dominios de fosforilacién de genes como la sacarcsa fosfato sintasa (Bhalerao »
cols, 1999).

Todavia no se establece una interconexion entre [a via de percepcion de la
senal realizada por la hexocinasa y la posible participacion de las proteinas homélogas
de levadura en plantas, del complejo remodelador de la cromatina Snfl/Swil en aIcD;l’m
gen de plantas, ni tampoco de la participacidn del complejo proteina-
fosfatasa/proteina-cinasa Snf3/Glc7. Sin embargo, estas evidencias circunstanciales
obtenidas de manera puntual, dejan claro la posible existencia de la interconexion de

estas vias también en plantas.
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Figura 6. Modelo de regnlacion por carbone en plantas, de acuerdo a las evidencias
experimentales in vitro y del estudio de algunas mutanies de regulacion por carbong en
Arabidopsis thaliana. Pretende integrar Ja via descrita para Solandceas por fa via de sacarosa v
de los andlogos 6-desoxiglucosa y 3-O-metilglucosa, principalmente para la regulacion dc
tejidos consumidores de carbono (ilustrada en color verde). También la integracion de las vias
dependientes de la sefial de la hexocinasa-2, para la regulacion de genes fotosintéticos, de
acuerdo a las evidencias generadas en Arabidopsis (1lustradas en color negro}. Se sciialan otros
participantes en la regulacién de genes de respuesta a aziicares, de los cuales no se conoce
come inicia la sefial ni la integracion de estos en otras vias {ilustrada en cotor azul); algunas
son proteinas homdlogas descritas en levadura como SNF[,  Abreviaturas: HXTs=
transportadores de hexosas, Hxk2= hexocinasa-2, GIN1, GINS, GIN6é = penes aislados de
mutantes insensibles a altas concentraciones de glucosa en Arabidopsis; ABA = dcido
abscisico;, SAC = sacarosa; PKDC = proteina-cinasa dependiente de calcio; CAM =
Calmodulina/calcio; PP1 y PP2A = Proteina-fosfatasas; SNF1.PK = Proteina-cinasa tipo
SNFI; PRLI = gen aislado en ia mutante de Arabidopsis: pleiotropic regulatory locus-1.

OTROS MECANISMOS QUE OPERAN EN LA SENALIZACION.
Existen evidencias que indican la participacién de proteina fosfatasas tipo PPI
y PP2A, la participacion de Ca'*-Calmodulina y de |2 activacién de MAP-cinasas en la

regulacién de genes de respuesta a azucares. Estos hechos se han demostrado en



tejidos consumidores de azacarcs. Es muy posible que cn los drganos y tejidos
fotosintéticos, la via de hexocinasa sca la principal via de regulacién por carbono
(Sheen y cols, 1999),

La primera evidencia se gencrd al comprobar que inhtbidores de protein
fosfatasas 1 {PP1} y 2A (PP2A), pueden inhibir en peciolos de hojas de papa la
expresion de genes inducibles por azicares, como el de la esporamina, B-amilasa y e
de la subunidad pequefia de la ADP glucosa-pirofosforilasa (Takeda y cols, 1994).
Este priner estudio evidencié la necesidad de desfosforilacién de proteinas. como un
requisito en la transduccion de sefiales mediada por azicares. £n papa se demostrd que
el EGTA y el La™ pueden inhibir la expresion de genes como esporamina v B-amilasa
(Otho y cols, 19935).

Existe evidencia que la via dependiente de proteina-cinasa activada por
mitdégenos (del inglés, mitogen-activated protein kinase, MAPK), también participa en
la via de sefializacion por glucosa. En cultive de células de Ch. rabrum, se induce por
cfecto de la glucosa la fosforilacién de una proteina con caracteristicas similares a la

mielinica basica de animales {Ehness y cols, 1997 Roitsch. 1999}

PARTICIPACION DEL FOSFATO EN LA REGULACION POR CARBONO.

La participacién del fosfato en la regulacion de genes de respuesta a aziicares.
la documentd Sadka y cols (1994) para ¢l gen VspB de soya. Posteriormente. Berger v
cols (1995) reportaron la regulacion del gen Afvsp, homdlogo de soya, en Arabidopsis
y que se regula por azicares v fosfato. Sin embargo lo que debe quedar claro antes es
que este gen es regulado por una via independiente de fa hexocinasa, y codifica para
una proteina fosfatasa de almacenamiento en tejido vegetativo. 1.0 que es claro para
plantas como tomate, papa y soya s que la regulacion de proteinas de almacenamiento
como esporaming, patatina y proteinas del tipo Vsp, ocurre por una via diferente a la
de la hexocinasa (Lalonde y cols, 1999).

Posteriormente, de los estudios de regulacion de genes fotosintéticos en
protoplastos de maiz -sistemas transitorios-, la co-electroporacion de fosfato con
manasa, no libera la represién de los genes de fotosintesis por efecto de la manosa
(Jang y Shenn, 1994). A partir de estos antecedentes, el efecto det fosfato en la

regulacidn de genes de respuesta a glucosa de la via de hexocinasa, centraron la
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atencion al hecho de que la manosa actia mas bién como secuestrador de fosfato, al
formarse el intermediario manosa-6-fosfato (Halford v cols, 1999). Este compuesto
fosforilado es metabolizable mas lentamente en ei interior de la célula, disminuyendo
la concentracidn de fosfato intracclelar y ATP, y elevando la concentracidn de ADP.
De hecho, se considera a la manosa como un andlego de la glucosa con efecto més
bien téxico que capaaz de generar una sefial a una via de transduccién (Halford y cols
1999; Gibson y Grahani, 1999). También el [lujo de precursores de la via glucolitica
{triosas y hexosas fosfale) no ticnen efecto en 1a respuesta de los genes regulados por
aziicar, descartdndosc ¢l papel del flujo metabdlico ¢n la regulacién por carbono en
plantas {Smeekens. 1998). Sin embargo. otro efecto que se observo fue la inhibicidn
en la germinacién de semillas de Arabidopsis. por efecto de la manosa, Se demostro
que en exceso de sales inorgnicas de fosfato o de ATP. la manosa es capaz de seguir
inhibiendo la germinacion. Solo se puede revertir este efecto inhibiendo la accidn de la
hexocinasa 2, con mancheptulosa (Pego y cols. 1999). De esta manera, ¢l papel del
fosfato en la regulacion de genes de respuesta a glucosa, s6lo se demostré para
aquellos genes de proteinas que son de abmacenamiento, que no son de la via de
hexocinasa, y para especies como papa, jitomate y sova, No se ha demostrado el papel
del fosfato en la regulacion de los genes de la via de la hexocinasa, como los genes

. que participan en la fotosintesis.

EL PAPEL DEL NITROGENO EN LA REGULACION POR CARBONO.

Conforme la folosintesis estd produciendo  activamente  esqueletos
hidrocarbonados, la planta puede iniciar o continuar el proceso de crecimiento. Esto
implica la formacion también de aminodcidos para las proteinas. La relacion entre
azicares y nitrdgeno se documentd cuando los genes que codifican para el
transportador de nitrato, el de la nitrato reductasa, asparagina sintetasa y glutamina
sintetasa son activados por azacares {Koch, 1996; Jang y Sheen, 1997; Lam y cols,
1998; Lejay y cols, 1999). Es evidente que el balance entre el nitrégeno y el carbono
que necesita la planta, se requiere para regular los genes tmplicados en la via del
nitrogene. Esto se evidencia por el hecho de que la activacién por carbono de estos
genes, puede suprimirse por la presencia de un exceso de nitrégeno asimilado en

forma de asparagina, glutamato y glutamina (Lam y cols, 1998). Sin embargo, se sabe
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que los genes de la asparagina sintetasa-1 ¥ glutamato sintasa. estan regulados por una
via independiente de [a hexocinasa (Sheen v cols, 1999). Otra evidencia de la relacion
cnire nitrdgeno y carbono, es la de que cinasas relacionadas a Snfl, tienen como
sustralos a 3 enzimas metabdlicas como la nitrato reductlasa. sacarosa fosfalo sintasa y
la HMG-CoA reductasa (Man v cols. 1997).

En maiz sc demostrd que la elevacion de nitrdgeno induce la expresion de los
genes de fotosintests. Ademas. al parecer este efecto esta mediado también por la
elevacion en la concentracion de citocininas, estableciendo un nexo entre tas vias de

regulacion por carbono y la de hormonas (Sakakibara y cols, 1998).

EL ESTUDO DE LAS MUTANTES DE REGULACION
POR CARBONO EN PLANTAS.

De acuerdo 2 los estudios realizados en levadura, la primera estrategia seria
aislar e ir describiendo los genes homéloges que participan en la regulacidn por
carbono en levadura, ahora en plantas. Y como se ha descrito. efectivamente el
aislamicnio de genes homélogos a la proteina cinasa de SNFT. son las aproximaciones
mis claras de {a posible participacion de algunos genes descritos en la transduccién de.
la seiial en levadura. que estan operando también en plantas (Halford y Hardie, 1998).
Sin embargo, la otra estrategia es el aislamiento de mutantes en plantas con regulacion
alterada en presencia de un exceso de azicares, Una manera hasta cierto punto
artificial es el aislamiento de mutantes capaces de continuar su desarrollo, a pesar de la
presencia de altas concentraciones de azicares en el medio de crecimiento. En esta
estralegia se aprovechan dos ventajas. La primera €5 la respuesta que las plantas
silvestres presentan. y es la inhibicién del desarrollo del tejido aéreo: falta de
expansion de cotiledones v reverdecimiento de los mismos. Y la otra es la disposicién
de coleccion de mutantes tanto generadas por insercion de elementos como ¢l T-DNA,
asi como la generacidn de muiantes por exposicion a quimicos como
etilmetanosulfonato (EMS) o por la exposicidn a electrones acelerados (Smeekens y
Rook, 1997; Sheen y cals, 1999). De esta manera se han aislado una serie de mutantes
en Arabidopsis, que ticnen fenotipos asi como respuestas fisioldgicas que se desvian
del comportamiento de plantas silvestres cuando crecen en presencia de un exceso de

azucares. De las mutantes aisladas que tienen afectada la regulacién de genes por



sacarosa. estan la desacoplada a sacarosa (sucrose-rncopled. sun). de respuesta
reducida a azicares (reduced sugar response. rsr), y las mutantes de alta y baja p-
amilasa (mgh f-emylase and fow f-emylasc. fiba v [ha. respectivamente), (Smeekens
¥ Rook. 1997; Ditkwell y cols, 1997: Martin v cols, 1997: Mita y cols, 1997a; Mita »
cols 1997b). No son mutantes alteradas exclusivamente en la respuesta a sacarosa.
pues los genes que ticnen afectados también son de respuesta a glucosa (Sheen y cols,
1999). Las otras mutantes se han aislado con base cn su fenotipo de crecimiento v
desarrollo en presencia de ala fuente carbonada. Las mutantes seleccionadas con base
en la influencia de aziicares en el desarrollo de las plantas, estan las glucosa
insensibles {glucose imsensitive, gin). glucosa hipersensibles (glucose oversensitive,
glo), las carbohidrato insensibles (carbohydrate insensitive. ca/), sacarosa insensibles
(sucrose Jnscnsitive. sis) y las manosa inscnsibles a la germinacion (mannose
insensitive to germination, mig), {(Smeekens v Rook. 1997; Zhou v cols, 1998).
Ademas, pueden presentar fenotipos interesantes en condiciones de crecimiento sin
seleccidn (es decir, en ausencia de concentraciones clevadas de azicares). De esta
manera, algunas de ellas han dejado ver claramente que [a via de sefializacion por
azicares en plantas tienen puntos de comunicacion con otras vias de transduccion

como las inducidas por hormonas {Sheen v cols. 1999),
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MUTANTE

RESPUESTA A AZUCARES

LOCI

st

Sensibilidad disminuida por efecto

de sacarosa a [a cxpresidn de patatina

iba*

Sensibilidad disminuida por efecto

de sacarosa a la expresion de S-amilasa

hbat

Sensibilidad cievada por efecto de

sacarosa a la expresion de F-amilasa

sun’

Sensibilidad disminuida por sacarosa a

la represion de plastocianina

sun6 alelo abid

Sis

Sensibilidad disminuida por cfecto de
glucosa o sacarosa a inhibir el desarrollof

temprano de plantulas

sistalelo cnri
si54 alelo aba?

5is3 alelo abid

gin®

Sensibilidad disminuida por efecto de
glucosa a inhibir el desarrollo temprano

de plantulas

ginl alelo aba?

ging alelo gind

prif

no de plantulas

Sensibilidad elevada por efecto de

azicares, a inhibir el desarrollo tempra

PRLI codifica

proteina WD-40

Cuadro 1. Relactdn de mutantes aisladas en Arabidopsis thaliana, afecladas en su
respuesta a diferentes aziicares. Referencias: 1. Martin y cols, 1997a; 2. Mita y cols,
1997b; 3. Mita y cols, 1997a; 4. Dijkwell y col, 1997; Huijser y cols 2000; 5. Laby v
cols, 2000; Gibson y cols, 2000; Gibson y cols, 2001. 6. Zhou y cols, 1998; Arenas-
Huertero y cols, 2000; Gibson y cols, 2000; 7. Németh y cols, 1998; Bhalerao y cols,

1999).




PAPEL DE LAS HORMONAS EN LA REGULACION POR CARBONO: LA
INTERCONEXTON ENTRE LAS VIAS DE SENALIZACION POR
AZUCARES Y POR HORMONAS.

Las primeras evidencias mostraron a nivel fisiologico ¢l efecto que tienen las
hormonas vegetales c¢n ¢l transporte de sacarosa en cl tloema, afectando a los
transportadores de sacarosa. Posteriormente, al analizar un banco de mutantes de
Arabidopsis generado por insercion de T-DNA, se describio la primera mutante en
seiializacidn por glucosa, con una clara interconexion con la via de etileno. También
se reveld por primera vez, como algunas mutantes en esta via hormonal, se
comportaron como mutantes en la via de sefializacion por slucosa (Lalonde y cols,
1999; Zhou y cols, 1998; Sheen v cols. 1999).

Hormonas como auxinas y citocininas son capaces de incrementar el ritmo de
transporte de aziicares. De hecho se sabe que las auxinas pueden promover la toma de
sacarosa, mientras que el dcido abscisico acia como un inhibidor (Swurgis y Rubery,
1982; Vreugdenhil, 1983). Por otro lado, las giberelinas también tienen efectos en
promover el llenado del floema en plantas de cilantro. junte con auxinas; y en frijol
promueven la exportacion de fotosintatos (Daie y cols. 1997; Aloni y cols, 1986).
Finalmente, se sabe que es importante que los azucares pucdan entrar a {a célula para
poder activar las vias de transduccién v regular en ese momento el desarrollo. De esto
depende la activacién de los transportadores de azicares. Se sabe que la sacarosa
puede regular la expresion a nivel transcripcional. dei transportador de sacaresa en
cafia de azitcar ¥ en betabel (Chiou y Bush, 1998}, La sacarosa induce la acumulacion
de dos ATPasas en tomate (Mito y cols, 1996). La actividad de los “simporters” de
sacarosa, depende del gradienle de protones existenie en ¢l espacio apoplastico, que a
su vez activa a la invertasa apopldstica para romper a la sacarosa en glucosa y fructosa.
Este mecanismo puede operar en tejidos que demandan fotosintatos. Para el caso de
los tejidos verdes {productores), la sacarosa tiene que entrar a la célula a expensas de
la actividad del “simporter” "H-glucosa. De esta manera se ha observado que en hojas
de papa, una vez, activada la ATPasa de “H, la adicidn in virro de auxinas y citocininas
activa la transcripcion y eleva los niveles de la proteina del transportador de sacarosa-

1, SUTI (Lalonde y cols, 1999).



La caracterizacidon de la mutanie gin/ revedd la interconexion entre la via de
sefializacién por glucosa v la de etileno, al evidenciar que algunas mutantes come la
sobreproductora de ettleno (ero) v la mutanie con fenotipo constitutivo de la triple
respuesta (cor), presentaron un fenotipo insensible a alta glucosa. Ademds, las
mutantes insensibles a eiilene (err! ¥ ein2), presentaron un comportamiento difcreme
y se clasificaran como mutanies hipersensibles a glucosa {mutantes gle). (Zhou v cols.
1998). De esta mancra. la via de sefializacion existente en plamas que depende de la
actividad de hexocinasa. estd interconectada v requicre de la activacion de la via de
etileno (Sheen y cols. 1999). Ademads, la clonacion y caracterizacion del gen eind,
puntualiza la interconexion entre las vias de etileno y las de estrés: la dependiente por
acido jasmonico ¥ la de estrés oxidative {Alonso y cols, 1999). Estos resuliados
claramente muestran que otras mutantes en las diferentes vias de sefizlizacion por
algunas hormonas vegelales, pueden estar claramente comportdndose coro mutantes
afectadas en la regulacién por carbono; v esto refleja fa interconexién entre las
diferentes vias de transduccion de sefiales inducidas por diferentes hormonas vegetales
con las inducidas por la glucosa (Sheen v cols. 1999).

El estudio de la mutante det? dcjé claro la interconexion entre una via de
regulacidn por los brasinoesteroides, v la realizada por efecio de la luz. Propiamente,
sobre varios genes fotosintéticos como PC. CAB y RUBISCCO que también son
regulados por glucosa. En ia oscuridad, las plantas mutantes de der2 prescatan
caracteristicas fenotipicas como 1amafio menor, hipocotilos ensanchados, acumulan
antocianinas, tienen cotiledones expandidos y el desarrollo y crecimiento del primer
par de hojas verdaderas. Ademds estos cambios se acompanan por un incremento en fa
expresion de genes folosintéticos. En presencia de [uz, las mutantes der2 son de taila
mas pequefia y de verde mas intenso que las silvestres, fenotipos similares a algunas
mutantes en regulacion por carbono como gin/ y gin3. Tienen retraso en el tiempo de
floracion, similar a muchas mutantes en regulacidn por carbono como gin/, gind v
gin6. El gen der2 codifica para una proteina con alta similitud a la Sa-reductasa en la
biosintesis de esteroides en mamiferos. Esta reductasa participa en la biosintesis de los
brasinoesteroides, ¥ la falta de este gen afecta tanto las respuestas fotomorfogénicas

como las reguladas por azlcares en Arabidopsis (Li y cols, 1996).
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PARTICIPACION DE LOS IHFERENTES ESTRESES
EN LA REGULACION POR CARBONO
En el ciclo de vida de cualquier planta, sc lleva a cabo la transicion de tcjidos
productores a consumidores de folosimatos. Ademas. existe la competencia de todos
los érganos de la planta por una misma fuente de azicares como Ja sacarosa. Faclores
exdgenos comeo estreses bidticos y abidticos pueden también influir en la distribucion
de los fotosintatos en la planta, por la demanda de energia que requiere alimentar las
diferentes vias de transduccion activadas por estos estreses. Asi, el estudio de la
regulacion por carbono en plantas es mds compigjo de to que puede uno imaginar

{Roitsch, 1999).

EL ESTRES HIDRICO ¥ SU INFLUENCIA EN LA GENERACION DE FUENTES DE
CARBONO.

El estrés por agua induce importanies alteraciones en el desarrollo de las
plantas, por los ajustes metabdlicos que realizan al priorizar el crecimiento de algunos
organos, ta redistribucion de los fotosintatos transportados v la reduccion en la tasa
fotosintética (Davidson, 1969; Berman v Dejong, 1996). En papa se sabe que el estrés
hidrico induce una disminucion de la sintesis de almiddn a ¢cxpensas de [a reduccion de
la tasa fotosintética (Geigenberger y cols. 1997: Escobar-Gutiérrez y cols, [998). Otro
efecto es la induccion de esterilidad masculina en cebada, por disminucion en Ia
concentracion de la invertasa acida (Dorion S y cols, 1996). En cambio en maiz, un
estrés de agua mds benigno produce una estimuiacion importante de actividad de
invertasa vacuolar, induciéndose la degradacion del almidon, con la consecuente
generacion de monosacaridos (Pelteschi v cols, 1997).

En general, estos antecedentes dejan ver cémo este tipo de estrés es capaz de
modificar las concentraciones de diferentes azicares en la planta, afectando en
consecuencia el desarrollo, regulando la transcripcién de diferentes genes que
producen una respuesta bioquimica en particular. Se puede inferir que hormonas como
el dcido abscisico en este tipo de estrés puede estar ejerciende un efecto en la
regulacion y ajuste metabélico de las fuentes carbonadas; sin embargo este hecho

queda por verificarse.



EL ESTRES SALINO Y LA GENERACION DE SENALES POR DIFERENTES
AZUCARES.

Sc sabe que el estrés salino no solo afecta la fotosintesis y los niveles de
carbohidratos, sino también afecta el tipo de azucares que son sintetizados v
exportados por los tejidos verdes {Gilbert y cols, 1997: Gueci v cols. 1998). Se
propone que esta seleccion en el tipo de azicares, en esias condiciones de estrés,
puede producir un tipo de sefal para ajustar el metabolismo general en {a plania
(Gilbert y cols, 1997). No se ha explorado el tipo de sefial activada por los diferentes

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

LA INFLUENCIA DE LOS ESTRESES BIOTICOS EN EL METABOLISMO DE
CARBOHIDRATOS.

Se sabe que [a infeccidn viral en plantas genera la movilizacidén de proteinas
virales que pueden influir en la fotosintesis, en la acumulacién de carbohidratos y en la
distribucion de los mismos (Lucas v Wolf, 1999). En Ch. rubrum se observd que
dependiendo de la concentracion de quitosdn como elicitor de origen fungico. se
pueden activar los genes tanto de enzimas involucradas en la respuesta de defensa, asi
como la represion de varios genes que participan en la fotosintesis (Ehness vy cols.
1997). Ademis, se comprobd en tabaco que la induccion de los genes relacionados a
patogénesis por glucosa y sacarosa: ésta fue independiente de adcido salicilico v
dependié del estado de maduracién de 1a hoja (Herbers y cols. 1996). Estos resultados
indican que las respuestas de defensa frente a patdgenos estan intimamente ligadas a la
modificacion del metabolismo en tejidos consumideres de fotosintatos, para satisfacer
las demandas de energia que requicre la via de sefializacion de defensa. La elevacion
de la demanda de energia, afecta disminuyendo la fotosintesis v la activacion de genes
relacionados con la movilizacion de reservas (almidon). Por lo tanto, la via de
respuesta a patégenos, activa a otras vias mctabélicas para satisfacer sus necesidades

de energia (Roitsch, 1999).
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OBIJETIVO
Caracterizar  melecular, genética y  fistologicamente o la mutante  de
Arabidapsis thaliena denominada gin3, como una planta insensible a aha fuente
carbonada y describir la participacidn de la hormona ABA en la via de sefalizacion

por glucosa en plantas,
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HORDMONAS:
BRASINOESTEROIDES
CITOCININAS

ISAC

HERIDA

ELICITORES

PATOGENOS | ETILENO |

GENES ALMACE;

GENES DEFENS

+ HEXOSAS
Fru — REGULACION
POR CARBONO

HTP

Figura 7. Modelo que intenta explicar de manera integral i planta. la
regulacién par carbeno, iniciada por sacarosa, glucosa y fmuctosa. La alteracion
en las concentraciones de la enzima invertasa dcida, es el primer punto de
interconexidn entre las diferentes vias activadas por las hormonas y el efecio
de la sacarosa. Los niveles de esta enzima también sufren alleraciones por
efectos externos como ataque de patdgenos, p

resencia de moléculas extrafias y por la induccion de herida. Hormonas cemo
brasinoesteroides y citocininas activan el gen de 1a invertasa; ecn cambio el
ctileno lo reprime. Finalmente, las hexosas en el interior de la célula,
participardn activando las sefiales correspondientes de la regulacion por
carbono: inhibiendo genes fotosintéticos, o activando genes que participan en
el almacenamiento de proteinas y en la defensa al ataque de patégenos. STP =
transportador de sacarosa. HTP = transportador de hexosas. SAC = sacarosa
(tomado de Roitsch, Curr Opinion Plant Biof 1999; 2; 198-206).



RESULTADOS NO INCLUIDOS EN EL ARTICULO
CARACTERIZACION MOLECUIAR DE gin3.

La mutante gind se aislé de un banco de mutantes generadas por la insercion de
un elemento denominado T-DNA 2850::1003. La longitud del T-DNA ¢s de 16.94 kb, Su
construceion contiene secuencias de 2.9 Kb del borde derecho (right border) y 2 Kb del
borde izquierdo (left border) del T-DNA. respectivamente. Ademds de contener las
regiones codificadoras de resistencia a kanamicina en procariontes (Tn903) y en
eucariontes {Tn5); contienc dos plasmidos derivados del pBR322. El primer plasmido
itene una longitud de aproximadamente 3 Kb y carcce de aproximadamente, 800 pb del
casette de resistencia a tetraciclina. El segundo plasmido ticne una longitud de 3.9 Kb v
su secuencia contiene todos los elementos de un pBR322 sitvestre, La estructura del T-

DNA 3859::1003 sc ilustra en la Figura 1:

o Hnal KA
Sl EvoRt St ‘ Sa Bl Sau Hwgw Etoft
[N g—— o H DNA pendmio
L8 pBRAZZ  Tases Tnf pBR 322 RB

Figura t. Construccion del T-DNA 3850::1003 utilizado para generar las mutantes por
insercién en Arabidopsis, det banco de DUPONT. y realizado por el Dr. Keneth Feldman,
Se ilustra el mapa de restriccion asi como {os dos pldsmides pBR322, potenciales para
realizar el rccate de plasmidos con fragmentos gendmicos con digestiones de DNA
gendmico, con las enzimas Safl v EcoR/.

Con el propésito de conocer el nimero de inserciones del T-DNA presentes en ¢l
genoma de la mutante ginj, asi como las caracteristicas moleculares de la insercion, se
realizé un southern gendmico de la planta mutante homéciga, hibridando con secuencias
tanto del borde izquierdo como del borde derecho del T-DNA. Las sondas de ambos
bordes se obtuvieron de plasmidos que contienen secuencias de: un fragmento Pstf-EcoRl
del borde izquierdo de 2.3 Kb en el pidsmido pl10-3 y, un fragmento BamHI-Hind!II del

borde derecho de 1.1 Kb en el plasmido pH23-3.



éi’ levelopment_..

JOURNAL OF CELLULAR AND MOLECULAR BiOLOGY

Role for abscisic acid in glucose regulation

Also in this issue:

**RGS proteins regulate C. elegans behavior
' in response to food

* PML and premature senescence

Cold Spring Harbor Laboratory Press




Analysis ot Arabidopsis glucose
insensitive mutants, gin5 and gino,
reveals a central role of the plant hormone
ABA in the regulation of plant vegetative
development by sugar
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Sugars have signaling rolcs in a wide variety of developmental processes in plants. To elucidate the regulatory
components that constitute the glucose signaling network governing plant growth and development, we have
isolated and characterized two Arabidopsis glucose insensitive mutants, gins and gin6, based on a
glucose-induced developmental arrest during early seedling morphogenesis. The T-DNA-tagged giné mutant
abrogates the glucose-induced expression of a putative transcription factor, ABH4, previously shown o be
invalved in seed-specific abscisic acid {ABA) responses. Thus, ABI4 might be a regulator involved in both
glucose- and seed-specific ABA signaling. The characterization of the gin§ mutant, on the other hand, reveals
that glucose-specific accumulation of ABA is essential for hexokinase-mediated glucose responses. Consistent
with this result, we show that three ABA-deficient mutants (abal-1, aba2-1, and aba3-2) are also glucose
insensitive. Exogenous ABA can restore normal glucose responses in gin5 and aba mutams but not in giné
plants. Surprisingly, only alri4 and abi5-1 but not other ABA-insensitive signaling mutants (abil-1, abi2-1, and
abi3-1} exhibit glucose insensitivity, indicating the involvement of a distinct ABA signaling pathway in
glucose responses. These results provide the first direct evidence to support a novel and central role of ABA in
plant glucose responses mediated through glucose regulation of both ABA levels by GIN5 and ABA signaling

by GING/ABI4,
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Sugars act as regulatory molecules that contral many
aspects of physiology and development in both prokary-
otes and eukaryotes (Grupe et al. 1995; Saier et al. 1995;
Koch 1996; Smeekens and Rook 1997; Gancedo 1998;
Gibson and Graham 1999; Roitsch 1999; Sheen et al.
1999} In higher plants, sugar signals modulate many im-
portant processes such as germination, seedling develop-
ment, leaf and root morphogenesis, flowering, embryo-
genesis, wounding and pathogen responses, and senes-
cence, in addition to gene expression (Koch 1996; Moore
and Sheen 199%; Sheen et al. 1999; Wobus and Weber
1999).

Although sucrose is the major carbon form translo-
cated in plants and is likely to mediate sucrose-specific
signaling pathways (Chiou and Bush 1998; Rook et al.
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1998}, hexoses seem to play a major role 1n plant sugar
regulation (Sturm and Tang 1999). Different lines of evi-
dence point to the involvement of hexokinase [HXK} as a
critical comporent in one of the sugar sensing and sig-
naling pathways in plants (Jang and Sheen 1997; Smeek-
ens and Rook 1997; Pego et al. 1999; Sheen et al. 1999).
Analysis of transgenic Arabidopsis plants with either in-
creased or decreased HXK levels show a hyper- or hypo-
sensitivity to high glucose concentrarions during germi-
nation and seedling development {Jang et al. 1997, Over-
expression of AtHXK! in transgenic tomato also alters
photosynthesis, growth, and senescence {Dai et al. 1999).
Recent studies with an AtHXK1 null mutation indicate
its predominant role in many glucose responses and the
uncoupking of glucose signaling from giucose metabo-
lism {Moore and Sheen 1999). This HXK-dependent
sugar signaling pathway has been shown to be respon.
sible for the regulation of genes including several photo-
synthetic genes, nitrate reductase, and others {Jang and
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Sheen 1997; Sheen er al. 1999). In addition, through
HXK-independent pathways, glucose also pusitively
regulates the expression of another st of genes (Koch
1996; Smeckens and Rook 1997; Ronsch 1999. Sheen et
al. 19991. The evidence thus far supports the existence of
multiple glucose sensing and signal transduction path-
ways 1 higher plants [Smeckens 1998; Roitsch 1999,
Sheen et al. 1999).

With the use of biochemical and molecular ap-
proaches, putative components of varous sugar signal
transduction pathways have been identified. There 1s
evidence for the participauon of proten phosphatases,
calcium-dependent protein kinases, mitogen-activated
protein kinases, and SNFl-related protein  kinases
1SnRK] {for review, see Smeekens and Rook [1997; Sheen
1999]. However, the precise roles of most of these maol-
ccules in the sugar signal transduction pathways reman
to be elucidated,

To disscet the mulniple sugar signaling pathways, two
general strategies have been employed 1o isolate sugar
response mutants in Arabidopsis. In one, genetic screen-
ings based on sugar-regulated genc repression or activa-
tion have yielded sucrose-uncoupled {sunl, reduced su-
crose responses [rsr), and low and high B-amylase (/ba,
hba) mutants {Ditkwel et al. 1997; Martin et al. 1997;
Mita et al. 1997a,b}. The alternative strategy takes ad-
vantage of the striking developmental arrest imposed by
high concentrations of hexoses or sucrose on early seed-
ling development. Sugar response mutants selected by
this method include glucose insensitive (gin), glucose
oversensitive [gio), carbohydrate insensitive {cuid), su-
crose insensitive {sis], and mannose-insensitive germina-
tion {rmg) (Smeckens and Rook 1997; Zhou et al. 1998;
Sheen ct al, 1999). The characterization of these mutants
has started to provide important information about
novel cross-talk between sugar 2nd other signaling path-
ways mediated by phytohormones, nitrogen, and light
signals |Sheen 1999}, For example, an Arabidopsis pleio-
tropic mutant, pril, displays enhanced sensitivity to so-
crose and affects the responses to several plant hormones
{Németh et al. 1998). The PRLI gene encodes a WD-
protein that potentially interacts with multiple signaling
componcnts, including the Arabidopsis SNEL homologs
{Bhalerao et al. 1999). The analysis of ginl (Zhou ct al.
1998), on the other hand, revealed an interesting link
between the HXK-dependent glucose and the ethylenc
signal transductton pathways.

To further reveal the complex signaling network that
connects glucose and other signaling pathways in plants,
we are characterizing new gin mutants in Aralidopsis
thaliana. We report here the physiological, genetic, and
molecular analyses of two recessive glucose-insensitive
mutants, gin5 and giné. Both mutants demonstrate an
essential role for ABA in the glucose signaling pathway
contralling vegetative development, We have cloned the
T-DNA-tagged gin6. Interestingly, this gene corresponds
to ABI4, a putative transcription factor impontant for
ABA signaling in seeds, carrying an APETALA2 [AP2)
domain [Finkelstein et ai. 1998). The analysis of this new
abid allele showed that ABI4 is required in the glucose-
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mediated developmental arrest during vegetative mor-
phogenesis. ABI4 is positively regulated by glucose at the
wanseriptional level. The participation of ABf genes in
the glucose signal transduction pathway is specific for
ABI4 and ABI5 but not for other ABA signaling genes,
ABIl, ABI2, and ABI3. The characterization of the gin5
mutant, an the other hand, has revealed chat a glucose-
specific up-reguiation of ABA levels 1s a prerequisite of
glucose signaling during seedhing development. Consis-
tent with this result, we show that the ABA bicsynthe-
sis-deficient mutants abal-i, aba2-1, and aba3-2, are
also glucose insensiave. In addition, the altered glucose
response of the gzns mutant can be reverted by the ad-
dition of exogenous ABA. Thus, GINS is imporant for
the regulation of ABA levels in response to glucose sig-
nals.

Although the participation of ABA during seed devel-
opment, germination, and stress responses is well estab-
lished, our data provide the first direct evidence to sup-
port a novel and central role of ABA in the plant glucose
signal transduction pathway governing postembryonic
development. Apparently, glucose regulates ABA levels
through GIN5 and involves ABA signaling through
GING/ABI4. Both events are responsible for HXK-medi-
ated responses and constitute part of the glucose signal-
ing network in plants.

Resules

Isolation and genetic analvses of the gin5 and giné
mutants

A genetic screen based on developmental arrest in cthe
presence of high glucose levels has resulted in the isola-
tion of glucose insensitive (gin] mutants in A. thaliana
{Zhou et al. 1998). With the aim 1o obzain additional
components of the glucose sensing and signaling path-
ways, an extensive screening for gin mutants was per-
formed using a T-DNA-mutagenized A. thahana collec-
tion previded by DuPont Co. A total of 204,400 seeds
from 7300 initial independent transformanis of this T-
DNA collection were screened. Several new g mutants
were selected from this screen. Twa of them, referred 1o
as gind and giné, that displayed robust glucose insensi-
tivity were chosen for further characterization.

In contrast to wild-type seedlings {Fig. 1A), the gins
and giné mutants develop green and expanded cotyle-
dons when grown in the presence of 7% glucose in the
medium {Fig. 1B,C, respectively). This developmental
difference between wild-type plants [Fig. 1D} was not
observed when both mutants, gin5 (Fig. 1E}and giné (Fig,
1F), were grown in the presence of 7% mannitol. In con-
trast to glueose, mannitol is not efficicntly metabolized
by plants, causing a constant osmotic stress that might
affect plant growth. However, the effect of mannitol is
similar in wild-type and gin mutants suggesting that the
deveiopmental arrest is glucose-specific and not linked
to osmotic stress as reported (Zhou ct al. 1998). We have
also observed that gin5 plants exhibit a significantly
smaller size and darker green leaves (Fig. 1H} compared



Phenotype of gin5 and gint mutants. Scedlings of W§
wild-type {A,1], gin5 (B,E], and gin6 (C.F) grown for 10 davs
under 16:8 hr photoperiod in GM medium supplemented with
7% glucose [A~C) or 7% mannitol [D-E|l. Phenotype of 4-week-
old WS wild-type (G), gin5 {HI, and gino {1 plants grown n
Metre Mix 200 in 15:% photoperiod.

Figure 1.

with wild-1ype plants (Fig. 1G). This phenotype cosegre-
gated with gins and was maintained throughout the life
cycle of the plant. This characteristic 1s nor observed 1n
the giné mutant {Fig. 1), whose size and leaf color do not
show any appreciable differences compared with wild-
type plants.

Genetic analyses were conducted to define the Men-
delian character of the gan5 and giné mutauons. A back-
cross with the WS wild-type plants showed that the mu-
tant phenotypes were absent in the Fy plants and present
in a 1:3 ratio in the F, families. These reselts indicaze

Malecular links between ABA and glucose signaling

that gin5 and gin6 behave as single recessive mutants
{Table 1). Another ghucose-insensitive mutant (gin]-1],
thae exhibits similar phenotypes has been reported pre-
viously [Zhou et al. 1998). Allelism tests between these
three gin mutants show that they define three different
complementation groups (Table 1.

in the case of the ging mutans, the segregation analy-
ses of F, families from 33 independent self-pollinated F,
glucose-insensitive plants showed that the kanamyein-
resistant phenotype was always linked to glucose msen-
sitivity. This suggests that the mutant phenotype is
likely due to a T-DNA insertion. Seuthern blot analysis
confirmed the presence of one T-INA insertion in the
giné mutant genome |data not shown). In contrast, the
tagging status of the gin5 mutant was uncertain, and
thus generic mapping was carried out to determine its
chromaosaermal location. A mapping population was gen-
erated by crossing gin homozygous mutant plants with
the WT Ler ecotype. The chromosomal location of gins
was determined through the analysis of the mutant F,
DNA, using simple sequence length polymorphism
{$SLP) markers (Bell and Ecker 1994). The GINS gene is
focated on chromosome 1. The results from the analysis
of 280 chromosomes indicated that the gin5 mutation
mapped 20 M centromeric frem the SSLP marker nga’s9.

Molecular cloning of the GING gene

To isolate sequences flanking the T-DNA insertion site
in the g6 mutant plant, thermal asymmetric interlace
[TAIL}-PCR was performed (Lin et al. 1995} A single
PCR fragment of ~450 bp was isolated after four enrich-
ment cycles as described in Materials and Methods. The
PCR {ragment was cloned and seguenced revealing the
presence of 48 bp that perfectly matched the left border
of the T-DNA and 373 bp of novel sequence. Genemic
DNA blot anatysis of giné and wild-type plants confirm
that the isolated PCR fragment was indeed interrupted
in the giné mutant plants by the T-DNA (data not
shown). BLAST database searches revealed that this frag-
ment shares 100% identity with a sequence from a clus-
ter of ABA-tegulated genes contained in the
BACTQ7MO7 {Wang ct al. 1999). As shown in Figure 2A,
the insertion site was located at position 44568 of the
BAC sequence, in a postulated intragenic region 2 kb

Table 1. Genetic segregation and complemenianion tesis
Observed number

Cross Fanuly Total mutani wi x23:1)
GINS/GINSG » gind/gins F, 87 — u7
GINS/GING x gin5/gins F. 1925 73 2150 3.25"
GING/GING x ginb/giné F, 11 — 11
GING/GING x ginb/ginb F, 600 159 441 0.72*
gin5/gin5 x ginl-1/gint-1 F, 57 - 57
ginb/giné  ginl-1/gint-1 F, 43 — 43
gin/gin5 x gind/ginb F, 16 — 16
Mutant phenotypes were scored from seedlings grown in GM plates contaimng 7% glucose.
“Not significant at P = 0.05.
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Figure 2. Molecular charactetizanon of the GING genc and
phenotypac analysis of abs mutants. {A) The GING locus. A te-
gion [shaded box} of the BAC TG?MOT shows a 100% sequence
wlentity with the genomic tlanking sequence of the T-DNA
inscriion site jvertical arrow) of the giné mutant. The honzontal
arrows indicate the ditferent primers used ta determine the 1n-
tegrity of the sequences [lanking the inscrtion site. The A4
gene begins a1 position 42,613 and gene 11 ends ar position
48,323, (B8] Glucose induction ot the AB8I4 transcripe is dimin-
ished in gin6. Ethidium bromide-stained RT-PCR produce (974
bpl of ABI4 from WS wild-type grown on 2% (lane 1} or 7%
glucaose [lane 2] and from the giné mutant grown on 1% {lane 3|
or 7% glucose (lane 4}. The RT-PCR product of the APTI gene
{478 bp} was used as a control. [} Glucose insensinvity is de-
tected in abid-1 and @bi5-1 but not inabil-1, abi2-1, or ab3-1.
Seedlings were grown on GM medium containing 7% [abi5) or
7.5% [others) glucose for one week under 16:8 hr light:dark
photaperiod.

upstream of a previously reported gene, ABI4, and 3 kb
downstream of a putative gene called gene 11. The se-
quence around the insertion site did not reveal any open
reading frames that could be affected by chis insertion.
To establish the integrity of the sequences flanking the
T-DNA insertion site and o exclude any possible rear-
rangements that might be the cause of the mutant phe-
notype, multiple primers were designed to perform PCR
and sequencing analysis of a 4-kb region surrounding the
T-DNA insertion site in mutant and wild-type plants
{Fig. 2A). Based on the sizes of the PCR fragments am-
plified within this region, no appreciable differences
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were abserved between ging and WS wild-type plants
{data not shown). This demonstrates that no major rear-
rangements oceur in the giné mutant. To verify whether
the T-DNA insertion affeces the expression of the flank-
inggenes, RT-PCR was carnied out using specific primers
for the coding regior: of ABI4 and gene 11, As shown in
Figure 2B, an increase was observed in the cxpression
level of the ABI4 gene transeript in wild-1ype plants
when grown in the presence of 7% glucose. In contrast,
the APT1 gene that codes {or the adenine phosphoribo-
sylcransferase [Mofiztt et al. 1994] used as a control s
not regulated by glucose. More importantly, this glucose
induction was strongly diminished in giné plants. No
expression of gene 11 was detected either in wild-type or
mutant plants in anv of the conditions tested so far In
conclusion, we have demonstrated that the ABI4 gene
responds positively o glucose and that in the giné mu-
tant the T-DNA inserion affects the expression tevels of
the ABI4 gene in response to glucose.

Glecose signahng 15 mediated by specifrc ABI genes

Previous studies report that the ABI gene mught be a
putative transeription factor that participates in a seed-
specific ABA signaling network bur does not seem to
contribute 1o vegeratitve ABA responses, despite its ex-
pression in shoots and roots {Finkelstein 1994; Finkel-
stein et al. 19981, Our results indicate that ABI4 paruci-
pates in the glucose stgnaling pathway during vegetative
growth. Hence, it was of taterest wo determine the effect
of the original abi4 rmutation on glucose responsiveness.
This original abid allele consists of a frameshift muta-
tion that causes an early translauon termination (Finkel-
stein et al. 1998). Thus Col-0 wild-type and abi4 mutant
plants were germinazed in the presence of 7.5% glucosc.
As shown in Figure 2C, ebid plants were able 1o continue
their development in spite of the presence of high glu.
cose concentrations and they behaved like a glucose-in-
sensitive murant. We conciude that the AB14 gene, aside
from its role in seed Jevelopment and germination, par-
ticipates in the glucose signal transduction pathway and
that the gin6 mutant represents a new allele of this gene,
affected in its glucose-mediated regulation. In addition
to ABI4, mutations n other genes {AB!1, ABI2, ABI3,
and ABI5) involved 12 the ABA signal wransduction path-
way have been isolated {Koornneef et al. 1984; Finkel-
stein 1994; Nambara et al. 1995). The participation of
these four genes in glucose signaling was also investi-
gated based on each mutant's ability to develop in the
presence of high glucose concentrations. Surprisingly,
only abis-1 (Fig. 2C was glucose insensiave; ebil-I,
abi2-1, and abi3-1 displayed a glucose-sensitive pheno-
type similar to their wild-type counterparts. ABIS has
been recently cloned and demonstrated to encode a basic
leucine zipper transcription factor that regulates the ex-
pression of several genes (Finkelstein and Lynch 2000). It
appears that the ABA-mediatzed glucose signaling path-
way belongs to a new branch in which only the ABI4 and
ABI5 genes participate as signaling molecules.



gins is affected in ABA-medianed responses

The most striking charactenstic of the gins mutant 1n
comparison to wild-type plants {Fig. 3A) is 1ts enhanced
drought sensitvity |Fig. 3B). Several mutants affected ci-
ther in the biosynthesis or in the sensinvity to ABA have
4 wilty phenotype {MacRobbie 1991). This wilty phena-
type was never detected in the g6 mutant, but it was
tinked 1o the glucose insensinviey in gins plants after
several generations, suggesung that the same locus is
respunsible for both traits. nterescingly, as shown in Fig-
ure 3C, the addition of 3pai of ABA to gin5 plants pre-
vents the wilty phenotype abserved under midd water
stress conditions (Fig. 3B).

It has been established that ABA plays an impertant
role in the promotion of seed dormancy [Koornneef and
Karsscn 1994). As shown in Figure 3D, gin5 seeds were
less dormant than wild-type. The gin5 seeds had 90%
seed germinarion two days after imbibition without cold
treatment. In contrast, only 12% germination was ob-
served in wild-type seeds. Exposure to cold treatment
prior to germination resulted in 100% germination in
both the gin5 mutant and wild-type plancs because the
treatment eliminates the endogenous ABA levels and
breaks dormancy. In contrast, the giné mutant did not
show alterations in seed dormancy {data not shown).

We also examined the sensitivity of seeds to ABA dur-
ing germination in hoth murants. Although ging seuds
display a sensitivity to the ABA inhibition of germina-
tion similar to that of wild-tvpe seeds |Fig. 3E), giné mu-
tant sceds can germinate in the presence of high ABA
concentrations. These resulis suggest that gins plants
are able to sense and respond te the exogenous applica-
tion of ABA, whereas giné behaves as an ABA-insensi-
tive mutant.

gind is insensitive to ghicose regulation of ABA levels

Contrary to the giné mutant, the drought sensitivity and
decreased seed dormancy in the gin5 mutant indicate
that this plant may contain low endogenous ABA levels.
To test this hypothesis, the endogenous levels of ABA
were measured in 15-day-old seedlings of gin3, giné, and
wild-type grown in different conditions. As shown mn
Table 2, gin5 mutant plants contain lower ABA levels (7
ng/gram fresh weight| than both gin6 (19 ngfgram fresh
weight} and wild-type (14 ngfgram {resh weight] sced-
lings when grown on GM medium. Interestingly, a dra-
matic increasc {seven- to ninefold) in the ABA levels was
observed in gin6 and wild-1vpe plants but not in gin5
plants when grown with 7% glucose in the medium (10
ngfgram fresh weightl. Thus, giné mutant and wild-type
plants respond to the presence of 7% glucose by increas-
ing their endogenous ABA level and the gind mutant
does not seem to be able io0 promote such a response.
This glucose induction of ABA levels is independent of
the plant morphological status as both giné mutant and
wild-type plants respond similarly in spite of the fact
that the wild-type planis are arrested at an early devel-
opmental stage. The ABA levels were also similarly en-
hanced by glucose at an early developmental stage {Table

Mulecular links beeween ABA and glucase signaling
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Figure 3. ABA-mediated responses in gind and ging musants.
gin5 and wild-1ype plants were grown under well-watered con-
ditions for 3 weeks and then subwected 10 drought stress by
withholding water for 5 days. The planis were then sprayed
with 10 ml ef either water |A, B} or Jum of ABA water solution
[Clon days 3 and 5 of the stress treazment. | D' Dormancy anaby-
s1s. Germunaoion of seeds from WS wild-type (broken line) and
the g5 mutant (selid line! were examined without cold treat-
ment |crosses; ®) or with a 24-hr cold treatment 2, 4). Germi-
nation was scored when the radicle vip had fully emerged from
the secd coat. These data represent the average of three inde-
pendent experiments evaluating RO seeds. The standard error
was smaller than the symbol size. [E} ABA dose response in
germination. Wild-type (broken linel, gin5 1solid line, circles)
and g106 [sohd hne, triangles) seeds were analyzed The data
correspond to the average of two Jifferent experiments each
containing around 30 secds per data point. The number of ger-
minated seeds was expressed as the percentage of fully germi-
nated seeds of the total seeds plated. |F} Phenotype of aba mu-
tants in the presence of high glucose. Ler and Col wild-type
secdlings, abal-i, aba3-2, and aba2-1 were yrown in the pres-
ence of 7% glucese on the GM medium for 7 days. The two
wild-1type ecotypes were included as control tor the correspond-
ing ¢ba mutants.
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Table 2. Endogenous ABA levels in wild-type and gind
and giné plants

Growth condition WS gin3 gin6
15-day-old

GM 14+ 7211 1922

CM 7% glucose 2+ 10 102 167 = 10
Young seedlings

GM 10 = 3 1123 124"

GM 7% glucose 30:1® 12 = 4 92 e 3+

The ABA concentration is expressed in ng ABAfg of fresh
weight. The data were obtained from 15-day-old plants in the
indicated media. For comparing young scedlings, plants were
harvested at a similar developmental stage. Note that wild-type
plants were devetopmentally arrested when grown on hrgh glu-
cose media, The time for each sample coliection is as iollows: (1)
48 hr, bl 7 days, [c] § days.

2] in wild-type {threefold) and giné6 mutant scedlings
{eightfold) but not in gin5 mutant plants.

An increase in ABA is required for sugar regulation
m plants

To further support the importance of increased ABA lev-
els in glucose responses, we performed the glucose-de-
pendent developmental arrest assay with welbl-character-
ized ABA-deficient mutants, such as abal-1, aba2-1, and
aba3-2 |[Koomneef et al. 1982; Schwartz et al. 1997). The
development of these aba mutants in the presence of
high glucuse was followed. In contrast to their wild-type
counterparts, all of the aba mutanis were able to grow in
the presence of high glucese [Fig. 3C}). This result
strongly suggests that the reduced ABA levels present in
these mutants decrease their glucose sensitivicy.

To define whether an increase in ABA is sufficient to
promote a normal sugar response in the aba and gins
mutanis, their development in the presence of high glu-
cose and exogenously applied ABA was followed. The
ABA concentration used for these experiments was in
the nanomolar range {100 nm). We first confirmed that
this concentration by itself did not affect plant develop-
ment in either wild-type or mutant plants [data not
shown). As shown in Figure 4 both WS (Fig. 4A) and Ler
{Fig. 4B) wild-type plants underwent develapmental ar-
test in the presence of 6% and 6.5% glucose, respec-
tively. When 100 nm ABA was exogenously applied to
the medium both WS and Ler wild-type plants hecame
hypersensitive to glucose, in this case ~70% of these
plants became arrested at concentrations as low as 4%
glucose [Fig. 4C,D). Using a similar set of conditions we
explored the behavior of the gin5 plant. In the presence
of 100 nm ABA, 60% of this glucose-insensitive mutant
seedlings became sensitive to 6% glucose (Fig. 4G). The
glucose-insensitive phenotype of the abal-I murant (Fig.
4F} was also suppressed by the addition of ABA 1o the
medium {Fig. 4H). Similar responses were observed for
aba2-1 and aba3-2 mutants {data not shown)}. To exclude
the possibility that this response was caused by an os-
motic effect, the phenotype of gin5 and abal plants in
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the presence of 100 nm ABA and mannitel was com-
pared. As shown in Figure 4, [ and ], no differences in the
development of these plants were detected in the pres-
ence of ABA and mannitol.

The effect of 100 nm ABA on the mutant phenotypes of
¢inG, abid, and abi5-1 was also determined. Based on the
endogenous ABA levels of the giné mutant and the na-
ture of the ABI4 gene, we would not expect that its mu-
tant phenotype would be reverted by the exogenous ap-
plication of ABA. Indeed, 100% of the giné plants {Fig.
4K} and abid {data not shown) maintained the glucose-
insensitive phenotype in the presence of 100 nm ABA

Figure 4. The cffect of ABA and high glucose on the phenotype
of gin5 and abal-1 mutants. WS {A,C), gin5 (E,G,1), Ler (B,D),
and abal-1 (F,H,J} plants were grown on 4, 5, 6, 6.5, and 7%
glucose (A-H) or 4, 5, 6, 6.5 and 7% mannitol |1,/), in the absence
[A,B,E,F) or the presence of 100 nm ABA [C,D,G-]) for 10 days.
gin6 and abi5-1 mutants were grown in the presence of 7%
glucose without [K,M} or with [L,N] a 100 nm ABA. Represen-
tative plants are shown in each condition. The number below
each plant indicaces the percentage of plants displaying a green
phenotype for each of the conditions used.



and 7% glucose [Fig. 4L]. Surprisingly, the addition of
ABA reverted the glucosc-insensitive phenotype of the
abi5-7 mutant, in spite of having been isolated as an
ABA-insensitive mutant [Fig. 4M,N|. Thesc results sug-
gest that the GING/ABIZ gene participates dewnstream
of the induction of ABA in the glucose signating path-
way, whereas ABIS might have a role upstream of this
pathway.

Transcription of glucose-regulated genes 1s altered
ut gan5 and ginb mutamnts

It has been shown that both glucese and ABA regulae
the transcription of a variety of genes [Koch 1996,
Weatherwax et al. 1996; Shinozaki and Yamaguchi-Shi-
nozaki [997; Sheen 1998; Sheen et al. 1999). This study
has shown that ABA participates in the glucose signaling
pathway controlling vegetative development. Thus, it
was important to analyze the expression pattern of genes
previously reported to be regulated either by glucose or
ABA in gin5 and gin6é mutants. For this purpase 1ol
RNA from wild-type WS, gin3, and giné seedlings, grown
in the presence of 2% and 7% glucose, was extracted and
analyzed by RNA blot hybridization and RT-PCR. As
shown in Figure 5A, lanes | and 2, transcrips levels of
two photosynthetic genes regulated by the HXK-depen-
dent pathway, chlorophyll a/b binding protein [CAFRI]
and plastocyanin [PC} [Sheen et al. 1999), were strongly
repressed in the presence of 7% glucose in wild-type WS
plants. This glucose repression pattern was not observed
in gin5 or gind mutants grown under the same condi-
tions (Fig. 5A, lanes 3-6), indicating that glucose regula-
uon of these photosynthetic genes is altered in both mu-
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Figure 5. Expression of glucosc- and ABA-modulated genes in
gin5 and giné mutants. [A] RNA blot analysis. Total RNA |10
ugl of WS wild-type {lanes 1,2}, gin5 (lanes 3,4}, and giné {lanes
5,6) from 19-day-cld scedlings grown in the presence of 2%
lanes 1,3,5) or 7% {lanes 2,4,6) glucose was used for RNA blus.
Glucose repression of CABI and PC and activation of PAL were
examined. Ethidium bromide-stained ribosomal RNA was used
as a loading control. (B) RT-PCR analysis. Total RNA (5 pgl
from WS wild-type (lanes 1,2)er giné (lanes 3,4) seedlings grown
in 2% (lanes 1,3) or 7% {lanes 2.4 glucose was used to synche-
size cDNA. A portion {1/80) of the synthesized cDNA was vsed
to amplify and quantitatc COR15a |accession no. U0L377), EM6
{accession no. Z11923 S6L76), ADH (accession no. M12196),
and ZEPT laccession no. T45502) gene transcripts. The sizes of
PCR products are 210 bp, 302 bp, 398 bp, and 261 bp, respee-
tively.

Malccular links between ABA and glucose signating

tants. it has been shown that phenylalanine ammonia-
tyase [PAL) transcript is induced by glucose, probably by
an HXK-independent pathway {Ehness ct al. 1997} We
followed the expression pattern of the PALID gene in
wild-type (Fig. 5A, lanes 1 and 2] and mutant plants (Fig.
54, lanes 3-G). In contrast to the two photosynthetic
genes, the glucose inducibility of PALL is observed in the
gins and giné mutants.

To further elucidaze the function of ABI4 in glucose
andl ABA signaling during scedling development, we ana-
lyzed the expression profile of ABA- and stress-inducible
genes in the giné mutant by RT-PCR analysis. As shown
in Figure 5B, the COR15a genc transcript, which ca-
codes a chloroplast-targeted protein and is induced by
ABA, cold, and drought {Wilhelm and Thomashow
1993], is present at similar levels in giné and wild-type
plants grown in 2% or 7% glucose [Fig. 4B, lanes | and 2).
This suggests that the regulation of this gene is indepen-
dent of ABI4 function. In contrast, the expression of
AtEm6, an ABA-inducible gene vncoding a late embryo-
genesis-abundant protein [Gaubier et al. 1993), is
strongly induced by 7% glucose in wild-type plants [Fig.
4B, lane 2). The glucose induction of AtEmé6 in the giné
mutant is much reduced, suggesting that its expression
is ABl4 dependent. This result is consistent with the
altered expression of this gene in the original abid mu-
tant [Finkelstein 1994}, which further supports our find-
ing that giné is a new allele of ABI4. We also Jooked at
the expression of the ABA- and stress-inducible alcohol
dehydrogenase gene |ADH] {de Bruxelles et al. 1996). We
observed that wild-type plants grown in 7% glucose have
increased ADH transcript levels, whereas there is only a
minor increase in giné plants {Fig. 4B). Thus in the giné
mutant the induction of the ADH gene is diminished but
not abolished. These results suggest that a subser of
ABA-inducible genes are also regulated by glucose in an
ABl4-dependent fashion during vegetative growth. Fi.
nally, because we have observed an increase in the en.
dogenous levels of ABA in response to high glucose, we
were interested in analyzing the transcript levels of
genes involved in the synthesis of this hormone under
high glucose conditions. The cxpression of the ZEP!
gene {zeaxanthin epoxidase) {Cutler and Krochko 1999)
showed no difference in the transcript levels in the wild-
type and gin6 plants in a high glucose condition (Fig. 4B).

gin5 affects the HKX-mediated glucose signaling
pathway

The altered regulation of CAB1 and PC gencs in the gin$
and gin6 mutants suggested that these mutations affect
the HKX-mediated signal transduction pathway but do
not affect genes regulated by the HXK-independent path-
way, such as PALI. To further substantiate this conclu-
sion, a genetic approach was used to generate a double
mutant carrying the gin5 mutation for glucose insensi-
tivity and a dominant AtHXK1 gene {Jang et al. 1997]
conferring glucose hypersensitivity {Fig. 6A). Plants from
the F, generation were grown on high glucose medium,
and it was observed that 24% of these plants (363 out of
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Figure 6. gn$ acts downstream of the AtHXK gene in the glu.
cose sigraling pathway. [A) Analysis of the glucose response,
Seedlings of ginS [panel 7), 355-AtHXK [panel 2), and 358-
AtHXK gin5 [panel 3) were grown 1n the presence of 7% glucose
for 8 days. {8} Immunoblot analysis. The HXK protein levels of
the wild-type {fane 1), 355-AtHXK wransgenic plant lane 2J, the
g5 muzant {lane 3) and independent F, individuals displaying
glucose insensitivity from the 358-AtHKX gin5 cross (lancs ¢-9)
are shown. Protein was extracted from 13-day-old seedlings
grown on GM medium with 7% glucose.

1500 seedlings| were insensitive to 7% glucose [Fig. 6A,
panel 3). To determine the levels of HXK pratein in those
glucose-resistant plants, total proteins from six indi-
vidual plants were extracted and subiccted to Western
blot analysis. As shown in Figure 6B, four out of six
glucose insensitive plants contained higher HXK protein
levels {Fig. 6, lanes 4-7) as compared to either wild-type
[Fig. 6B, lane 1] or gin5 [Fig. 6B, lane 3) plants. The HXK
protein levels of these plants are comparable to the 358
AtHXK | -overexpressing line {Fig. 6B, lane 2). In contrast,
the other two plants from this analysis display compa-
rable HXK levels to wild-type plants [Fig. 6B, lanes 8 and
9). This result demonstrates that plants carrying the 358-
AtHXKI and the gin5 mutation display a glucose-insen-
sitive phenotype like the gin3 parental plant, suggesting
that gin5 participates in the HXK-mediated pathway.

Discussion

ABA plays a cenral role in the glucose signaling
aetwork controlling postembrvonic development

Unlike most animals that follow a predetermined devel-
opmental program for growth, postembryonic growth
and development in plants displays a remarkable plastic-
ity, which resides in the plant’s capacity to integrate and
respond to developmental, metabolic, and environmen-
tal signals. The most striking example is the regulation
by light of photomorphegenesis. Because plant survival
relies on light-driven photosynthesis, the dual function
of light as a developmentat switch and an energy-source
makes evolutionary sense. It has been suggested that
plaat hormones such as auxin, brassinosteroids, cytoki-
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nin, gibberellins (GAl ABA, and ethylene play important
roles in promoting or antagonizing photomorphogenesis
{Fankhauser and Chorv 1997; Deng and Quail 1999, [n-
terestingly, lighe signals regulating plant morphogenesis
can be overridden by metabolic signals such as the avail-
ahility of glucose released from photosynthenic end prod-
ucts or carbon storage sources. For example, in Arab;-
dopsis the availabiliey of abundant glucose can be sensed
during germinauon and can exert a profound influence,
resulting in seedling developmental arrest (Jang and
Sheen 1997). Although the underlying mechanisms of
this glucose-inducible developmental arrest are mostly
unknown, a previcus analysis of the gini mutant has re-
vealed an antagonistic role of the volatile hormone ethyl-
cene [Zhou et al. 1998" Thus, glucese responses in multi-
celtular plants are much more complex than in unicelly-
lar bacteria and yeast Saler ct al. 1995; Johnston 1999),

In this work, based on the genetic, physiological, and
molecular charactenzation of two Arabidopsis glucose-
insensitive mutants, 205 and giné, it was discovered
that the plant hormene ABA participates in the HXK-
mediated glucose response in plants {Fig. 71. Through the
swudies of wild-type and gin5 plants, we proposce that an
increase of ABA levels 1s mmvolved in the glucose signal-
ing pathway that lcads to decrease in gene expression
and developmental arrest (Fig. 7). The iability 1o in-
crease ABA levels restlts in a glucose-insensitive pheno-
type manifested in the gin5 mutanz. We have substanti-
ated this conclusion turther by demonstrating that three
ABA biosynthetic-deticient mutanis {aba! are also insen-
sitive to high glucose concentrations and that this phe-
notype can be reverted by the addition of very low levels
af exogenous ABA {100 nm). Thus, the incracellular ADA
levels seem to deternune the glucose sensitivity in all of
these mutants, However, it is important to emphasize
that an ABA increasc 12 not the only factor mediating the
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Figure 7. A model for the role of ABA in the HXK-dependent
glucose signaling neewark.



devclopmental arrest when plants are grown in high glu-
cose conditions. Indeed, during osmotic siress, a sub-
stantial increase of ABA levels is detected but secdling
devclopment is not arrested. Thus, we hypothesize that
at least one other independent component is required in
addition to ABA to promote glucose-dependent develop-
mental arrest, Putative candidates are other hormones
such as cthylene, which has already been demonstrated
to interact with the HXK-mediated glucose signaling
pathway (Zhou et al. 1998], It is also possible that the
cellutar or subcellular distribution of ABA andjor the
ABA-responsive cells are different wn response to glucose
or mannitol signals.

The increase in ABA levels detected in wild-type
plants could be the result of de novo synthesis, release
from glucose conmjugates, andfor reduced degradation
[Cutler and Krochko 1999). Each of these processes is a
potential target for the modulation of ABA levels in re-
spense 10 glucose. We have explored the possible glucose
regulation on the expression of ZEP!, encoding an en-
zyme required for ABA biosynthesis (Newman et al.
1994; Cutler and Krochko 1999). This study did not re-
veal any differential expression of ZEP! under high glu-
cose conditions. Unfortunately, ZEP! 1s currently the
anly gene identified for the final steps of the ABA bio.
synthetic pathway in Arabidopsis. This aspect could be
better addressed in the future when more ABA biosyn-
thetic and regulatory genes become available. For in-
stance, GINS could encode one of the potential mol-
ecules involved in the signaling transduction between
glucose and ABA. It is likely that the wiliy and reduced
dormancy phenotypes in gin5 represent pletorropic ef-
fects on other ABA-related processes during seed and
vegetative development, in addition to glucose re-
sponses. Another gin mutant (ginl), isolated through the
use of a similar screening procedure, has been character-
ized previously [Zhou et al. 1998). Analysis of this mu-
tant revealed an interplay between the cthylene signal-
ing pathway and glucose regulation. Nonallelic gins
shares very similar traits with ginI including small size,
dark green leaves, fast germination, and wilty pheno-
type. Both GIN5 and GINIL have been demonstrated to
participate in the HXK-mediated pathway. As HXK has
been postulated to initiate the glucose signal {Jang et al.
1997}, we propossed that both genes act downstream of
this putative sensor. The interaction between ginl and
gin5 and their relationship to the ethylene and ABA sig-
naling pathways will be clarified in the future by analy-
sis of double mutants. In an attempt to integrate all of
these data, we propose that the glucose response requires
an increase 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 {Fig. 7] (Sheen et al. 1999).

ABI4 gs g putative transcription factor for glucose
signaling

ABA participates in a wide variety of physiological re-
sponses that depend on external and intemal signals

Malecular links between ABA and glucose signaling

[Shinozaki and Yamaguchi-Shinozak: 1997, Leung and
Giraudat 1995). However, the mechanisms by which
these signals are discriminated or integrated inside the
cell are mostly unknown. The charactenzaton of the
gind mutant resulted in the identification of ABH as a
candidate for the transduction of the glucoese-specine sig-
nal. We found that the ABI4 transeript 1s mduced in
wild-type planis 1n response to high glucose and this
inductien was diminished in the giné mutant. The re-
duced transenpe levels 1in the giné mutant are hikely the
result of the T-DNA insertion in the promoter region, as
no other changes were found in this mutant's ABI- gene
in comparison te the reported amino acid sequence
|Finkelstein et al. 1998). We have found that this inser-
tion also affects the function of the ABI4 gene during
seed germination, as the g6 muzant displays an ABA
germination-insensitive phenotype. These resules sug-
gest that important cis-acting sequences required tor the
regulation of the ABM gene lie at least 2 kb upstream of
the start codon. This observation contrasts the data pub-
lished by Finkelstein ct al. (19981, in which the scued-
spraific phenotype of the abid mutant is complemented
by a genomuc clone containing a promoter region of enly
i 3 kh upstream of the start codon buc not by 2 clone
contaimng 1.7 kb upstream, Our resules support the idea
proposed by Finkelstewn et al. {1998} that sequences fur-
ther upstream of 1.7 kb of the start codon are required for
the proper expression of the ABI gene. Another possi-
bility is that the T-DNA insertion in the gine plam
might disrupt the ABI4 gene regulation downstream of
the insertion site. Further analysis will be required to
clanty these possibihities. We confirmed that the onginal
abid allele is also glucose insensitive. The ABIZ gene
was identified as a putative transcription factor (Finkel-
stein er al. 1998), and it shows homology to » family of
plant transcription factors with AP2 domains that seem
to control a varietv of processes (Okamuro et al. 1997).
The tact that the glucose-insensitive phenotype is main-
tamned independently of the addition of ABA in grn6 and
abr! mutants suggests that this transcriprion factor
could be acting near the end of the ABA-mediated glu-
cose signaling cascade [Fig, 7). Efforts are currently being
directed to find out whether ABI4 can bind directly to
CAB! and PC promoters in high glucose conditions. In
addition, the predicted aminoe acid sequence of ABIA con-
tains a serinef/threonine-rich domain, which is a possible
target for protein kinases such as those of the SnRK fam-
ily. Our gene expression analysis has shown the partici-
pation of the ABI4 gene in the expression of both sugar-
and stress-responsive genes. The analysis of different al-
leles or site-directed mutagenesis can be used to further
dissect the function of ABI4 in stress and glucose signal-
ing, both in seeds and vegetative tissues,

The glucose responses mediated through ABA involve
specific signaling molecules

In addition to ABI4, other ABA signaling components
have been characterized. For example, ABI1 and ABIZ
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belong to the protein phosphatase 2C (PP2C) famity and
have pleiotropic and overlapping roles affecting ABA sig-
naling in both seeds and vegetative tissues. in contrast,
ABI3 and ABIS, as well as ABI4, were initially reparted to
alfect various aspects of seed maturacion and sced pene
expression {Finkelstein 1994; Bonetta and McCount
1998). Qur results have shown that neither abil, abi2, o1
ain3 murants are resistant to high glueose. The abri and
ab12 mutants are dominant gain-of-function alleles winh
virtually abolished PP2C activity [Leung and Giraudar
1998; Sheen 1998]. It ts unlikely that these two mol
ecules play any major role in the ABA induction in ce-
sponse tw high glucose (Fig. 7). However, our studies
demonstrate that in addition to ABI4, ABI5 also has a
role in the glucose respanse. Thus, in spite of the seed-
specific roles that have been proposed for ABl4 and ABIA,
both molecules have an important role in this newly
identified ABA-mediated response in vegetative tissues.
In fact, the recent isolation of a salt-tolerant mutant,
sant3 |Quesada et al. 2000), which corresponds to a new
aln+ allele, indicates that the participation of ABI4 n
vegetative ABA responses might be a more general phe-
nemenon. We have shown that the abi5-1 mutant has a
glucose-insensitive phenotype, but surprisingly this phe-
notype 1s reverted in the presence of ABA (100 nm). This
suggests that this recently cloned transcnipeion factor
{Finkelstein and Lynch 2000} might participate in regu-
lating the expression of genes required for transmiring
signals from HXK that lead to the ABA increase while
GING/ABI4 acts downstream of ABA (Fig. 7). Because of
the fact that these genes are active in both seed-specific
and glucose-mediated signaling pathways, it is possible
“that each stimulus can trigger multiple signaling path-
wavs that possess complex interconnections. Further
analysis wil] be required to have a better understanding
aof other convergent points between the glucose and ABA
signaling pathways.

In conclusion, we have revealed a fundamental aspect
of the giucose signal transduction pathway in plants
based on the analysis of two glucose-insensitive mu-
tants, The participation of ABA as part of the glucose
signal transduction pathway constitutes an unexpected
finding and uncovers the inherent complexity of signal-
ing networks in higher plants.

Materials and tnethods

Plant material and growth conditions

Arabidopsis plants used were routinely grown on Metro-Mix
200Grace Sierra, Milpitas, CA} soil in controlled growth cham-
bers 124°C, 16:8 hr light:dark photoperiod). Seeds under stenile
conditions were surface-sterilized and plated on germination
medium {GM} containing 1x Murashige and Skoog hasal salt
mixture supplemented with BS vitamins, 0.05% MES, 1% su-
crose as carbon soutce [unless otherwise indicated), and 0.7% oi
phytoagar. Secds were incubated at 4°C for 4 days to brake dor:
mancy prior to germination. ABA {Sigma, Inc,, 5t. Louis, MOI
was prepared as a 10 mm stock in NaOH and diluted into ap-
propriate concentrations for each experiment.
Glucose-insensitive mutants were isolated in 7% glucose GM
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medium from T4 pools of 7300 independent T-DNA tagged
lines in Wassilewskija [WS) ecotype, kindly donated by DU-
PONT Co. The different aba, abi mutant and wild-type plants,
WS, Landsberg erecta [Ler], and Columbia [Col-0) used in this
work were obtained from the Arabidopsis Bivlogical Resource
Center [ABRC). The ebal-1, aba3-2, abil-1, aki2-1, and abi3-1
mutants are in the Ler ecotype, whereas aba2-1 and abid-{ are
i Col-0, and abi3-Iin WS

Genetic analyses

Backcrosses were performed using mutant plants as the palien
Jdonors and WS-0 wild-type as female plants. F, plants were
alluwed to self-pollinate and the glucose-insensitive phenatype
was scored 1n the F, and F, population at the seedling stage.
Complementation groups between ginl-I, g1r5 and gin6 were
determined by crossing homozygous plants in reciprocal orien-
tanon.

The mapping population was obrained by crossing homozy-
guus gin5 mutant plants to wild-type Ler plants. Homozygous
i35 mutant piants from the F, progeny were grown on 7%
2lucose medium and plants displaying green and fully expanded
corvledons were selected. Genomic DNA was prepared from
these homozygous gins individual plants. The map position was
Jetermined by testing the linkage to simple sequence length
polvmorphism |SSLP} markers (Bell and Ecker 1994).

Phenotypic anelvses

The glucose-resistant phenotype was scored by growing plants
in GM in the presence of 7% glucose, or 7.5% in the case of
Col-0 and Ler because of the higher level of resistance to glucose
ot these ecotypes. The analysis of seed dormancy was performed
using seeds that were never expesed to cold treatment. The
wilty phenotype in gin5 mutant plants was observed in 4-week-
uld plants subjected to mild stress condiziens by withhelding
water for 5 days. To examine drought respensiveness in the
presence of ABA, gin5 plants were sprayed with 10 m] of 3pm
ABA on days 3 and 5, following the instructions provided by the
ABRC for the maintenance of the abal mutant, ABA sensitivity
tests were done following the protocol reported by Quesada ct
al. 42000), using agar medium supplemented with ABA {1-60
ua! and scored 5 days after sowing.

Molecular cloning of GING

For specific amplification of the gin6 genomic sequence flank-
ing the T-DDNA insertion, a TAIL-PCR procedure was followed
15 described [Liu et al. 1995). The specific primers from the left
border and the degenerate primer used are: LB1, 5*-CCATCT-
GACCATGAGATGTCATT-3'; LB2, 5'-GACGATATAGAGC-
AACATGGAAA -3 LB3, 5'.CACATCATCTCATTGATGCT-
TCGG-3'; LB4, 5-AACGTCCGCAATGTGTATTA-3 . We used
the reported AD2 degenerate primer [Liu et al. 1995). PCR am-
plifications were performed using high-quality genomic DNA
wsolated from the gint mutant in a Peltier Effect Cytling PTC-
100 {7.0]. Cycle settings used were as recornmended {Liu et al.
1993, but with a fourth enrichment super-cycle using the fol-
lowing PCR conditions: (94°C for 30 sec, 54°C for 1.5 min, 72°C
for 2.5 min, 94°C for 30 see, 54°C for 1.5 min, 72°C for 2.5 min,
w4*C for 30 sec, 45°C for 1.5 min, 72°C for 2.5 min) for 15 cycles
and 72°C for 10 min. DNA fragments were cloned into the
pMOS vector 2nd sequenced.

Expression analysis techniques

RINA was isolared using standard protocols [Ausubel et al, 1987)
from l9-day-old seedlings grown on plates containing GM



supplemented with 2% and 7% glucose. Hybridizations were
done at high-stringency conditions with fragments from the
CABT gene {GenBank accession no, [04098), the #C gene [Cen-
Bank accession no. M20937), and the PALI gene {GenBank ac-
cession no, L33677). cDINA was synthesized using 5 pg of 1ot}
RNA by oligoldTl-primed reverse transcription, using Super
Script [ reverse transeripease (GIBCO BRLE A fraction [ 1J80' o1
the first strand eDNA was used as a template tor PCR. Lineariey
for each amplification was corroborated. The primers used and
the corresponding size products and accession numbers are
as follows: ABM [5-ATGCACCCTTTACCTTCCCAY, 5.
AAGATCGGATCAATAAAATC-3'; 974 pb; accession no
AF040959); APT! |5°-TCCCAGAATCGCTAAGATTGCC A

§-CCTTTCCCTTAAGCTCTG-3; 478 pb; accession no
Y07681); ADH |5-GCCAGGAGATCATGTGTTCC-3'; &-
GCACCAGCGATTCTAGCACC-3'; 398 pb; accession no.
MI12196); CORI13a [5"-CTGACGCATAAAACAAAAGAGG-S .
§.GACCCTACTTTGTGGCATCCTT-3; 210 pb; accession
no. UG1377); AtEmé (5-AAACCATGGCGTCTCAACAAG:
AG-3; 5-GCCGTCCACATCCGTGTGGGGAAGT-3"; 302
pb; accession no. 211923}, ZEPI {5 GUGAACACGGCAACC
TAT-3; 5-CTCAAATTATCTGCAAAACCG-3'; 261 pb; ac-
cession no. T45502),

Western blot analvsis

Crosses between gin5-1 and 355-ArHXK1 were performed and
the F; generation was obtained. The glucose-resistant pheno-
rype was scored from a total of 1550 plants selected on ¥
glucose during B days. Total protein exiracts were obtained from
individual plants. Immunodetection was done using a polv.
clonal antibody, produced against the HXK following the pro-
tocol by Zhou et al. [1998). An anti-rabbit immunoglobulin al-
kaline phosphatase-conjugate was used as a sccondary antibody
{Zymed Laboratories, Inc.| and was detected using the BCIP
INBT substrate kit {Zymed Laboratories, Inc.).

ABA determination

Toquantify the ABA content of gin3, gins, and wild-type plants,
15 to 20 mg for the 15-day-old seedlings or § to 7 mg for the
young seedling stage of fresh tissue was homegenized in | ml of
ABA-extraction buffer {10 mm HCL, 1% PVPP in methanol'.
Extraction was done overnight with constant shaking ac 4°C
‘The supernatant was collected and neutralized with 15 pl of 1u
NaOH as described {Pefta-Cortes et al. 1989). ABA was quantt-
fied with a Phytodetek-ABA-kit (AGDTA Inc., IN} using the pro.
tocol provided but with the addition of TBS and 0.1% gelatin in
all of the samples.
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Figura 2. Southern gendmico de [a mutante homaéciga gind e hibridacidn con sondas
gendémicas que codifican para el borde izquierdo y borde derecho del T-DNA. La
presencia de solo una banda de hibridacién en cada digestidn, del tamafio predicho para
ambos bordes, sugirid fuertemente la presencia de un solo elemento de insercion.

Los resultados (Figura 2) demuestran la presencia de un sélo T-DNA en el
genoma de gind. La digestién con la enzima Saff y 1a hibridacién con el fragmento del
borde izquierdo, revelé un fragmento mayor de 6 Kb, que fue predecible de acucrdo al
mapa del T-DNA. Un fragmento similar en tamaiio también se observd en la digestion
con la enzima EcoR/f y la hibridacién con et borde derecho, Estas bandas de hibridacion
contienen fragmentos gendmicos adyacentes al T-DNA y cada uno contiene un plasmido
pBR322. Este hecho permite potencialmente la posibilidad de clonar parte de esie
fragmento gendémico por la técnica de rescate de plasmido. El éxito de esta 1écnica radica
en el tamafio del plismido 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 identificacién del gen afectado en la mutante gin5. Se realizaron 4
intentos de rescate de pldsmido, pero ninguno fue exitoso, por lo que conociendo las

secuencias de cada uno de los bordes del T-DNA, se decidio intentar [a clonacidén de
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fragmentos genémicos por una técnica que utiliza la reaccién de PCR con
oligonucledtidos conocidos y arbitrarios y a diferentes temperaturas de alineamiento,
descrita por Liu y cols. (1995), denominada “thermal asymmetric interfaced PCR” 6
TAIL-PCR. Esta técnica uliliza tres pares de “primers” especificos en reacciones
sucestvas, junte con un primer arbitrario degenerado de tal manera que los productos de
amplificacién especificos y no especificos se controlan por temperatura, De esta manera.
utilizando los oligonucledtidos especificos: LBI, 5
CGATCTGAGGATGAGATGTCATT-3"; LBz, 5
GACGATATATAGAGCAAGATGGAAA-3"; LB3, '-CACATCATCTCATTGATGC

-TTGG-3; LB4, 5°-AACGTCCGCAATGTGTATTA-Y disenados con base en la
secuencia del borde izquierdo del T-DNA., v de los oligonucledtidos arbitrarios: AD1, 5°-
TCGAGTATGGAGTT-3";  AD2, 5 -GTCGAGAGACAAGAA-3’;  AD3: 5
AGAGCAGAAGCAGAGA-3', sc clond un fragmento gendémico de 1.2 kb hacia el
borde derecho en pMOS. El fragmento gendmico ¢lonado se secuencid y la secuencia
obtenida fue comparada con el banco de genes descritos para Arabidopsis, en un andlisis
tipo FASTA. En ese momento no se encontro una fase de lectura abierta. Paralelamente,
Li Zhou en el Massachusetts General Hospital, del grupo de la Dra. Jen Sheen, cloné un
fragmento de 700 pb det borde derccha del T-DNA de gin5 en pKS, con otra téenica
derivada de PCR (Rudenko y cols, 1993). La secucncia 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. Jen 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 observé la hibridacion del fragmento clonado (de 700 pb) con el BAC F5D10
que contiene parte de una sccuencia genomica y se ubica fisicamente hacia el telomero
superior del cromosoma | (Figura 4), Sin embargo, para ese momenio sélo se conocia
alrededor del 40% de la secuencia del cromosoma | de Arabidopsis. Tampoco se conocia
la secuencia completa de ese BAC y de la secuencia del telomero superior del
cromosoma |. Recientemente, se han secuenciado BACs hacia la zona del mapeo de la
mutacion de gin3, y actualmente se sabe que €l T-DNA se encuentra hacia el extremo 3,

a 2 kb antes de una secuencia cuyo marco de lectura codifica para una posible proteina
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con actividad de hidroximetil-transferasa (HMT) en owros orgamismos. incluyendo

Arabidopsis.

GEN DE HIDROXIMETILTRANSFERASA

1
s— g —r v
EXON 1, 1.06 Kb EXON 2, 404 pb
T-DNA

Figura 3. Mapa genético que ilustra la insercién del T-DNA en el genoma de la mutanie
gin3. La insercion se localiza a 2 Kb hacia el extremo 3'del gen de la HMT. El gen de la
HMT ticne 2 exones.

LAS HIDROXIMETILTRANSFERASAS EN PLANTAS.

Son tetrameros de subunidades de 53 kD y contienen fosfato de piridoxal.
Catalizan la conversion reversible de serina (ser) v tetrahidrofolato (THF) a glicina (gli) v
5.10-metilenTHF. Por lo que estas enzimas se denominan mas bien serin-
hidroximetiltransferasas (SHMT). El 5,10-metilenTHF puede ser convertida a metil,
meteni! y formil THF que sirven como sustratos primarios de un carbono. en difcrentes
estados de oxidacién para las reaccioncs de biosintesis de aminodcidos, purinas.
pirimidinas y sintesis de lipidos. Los eucariontes tienen isoformas citosolicas v
mitecondriales (Cossins, 1987).

Las SHMT en plantas participan en la via fotorrespiratoria. La oxigenacion del
sustrato ribulosa-1,5-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 llevan 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, Douce y
Neuberger, 1999). Esta tltima enzima cataliza la descarboxilacién de la gli
fotorrespiratoria proveniente del fosfoglicolato, para generar amoniaco, diéxido de
carbono y una unidad de un carbono que es transferida al THF para formar metilenTHF.
El didxido de carbono de la descarboxilacidn de la gli, es liberado como didxido
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 conversién a fosfoglicerato (Oliver y McIntosch, 1995).
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En Arabidopsis estan descritos 5 genes de SHMT: SHMT-I, -2, -3, -4 Y -3 [
andlisis de sccuencia entre cstas enzimas, mostré que la SHMT-1 y -2 presentan en el
extremo amino terminal. una secuencia polipeptidica con caracteristicas de transito a
matriz mitocondrial. Las 3 restantes enzimas carccen de esta secuencia. por lo que se
clasifican del tipo citosolico. L.os genes de las SHMT-1, -3, -4 v -5 sc localizan en el
cromosoma 4, mientras que la SHMT-2 se localiza en el cromosoma 3 {McClung y cols,
2000).

El analisis de secuencia entre ¢l gen de la hidroximetiltransferasa cercano a la
insercion del T-DNA en gind, y de la SHMT-3 (que es citoplasmica) de Arabidopsis,
muestra que esta enzima posee una identidad en secuencia del 53.7% en el exon 1, def
55% en el intrén y del 54.4% en el exdn 2 %. Este gen puede representar una nueva

enzima con posible actividad también de SHMT.

CARACTERIZACION GENETICA DE gin$§

Con el propdsito de conocer la posicion de la mutacion de gind, en nuestro
laboratorio se realizé el mapeo cromosomico por medio de la técnica que reconoce el
polimorfismo en la longitud de secuencias sencillas (SSLP) amplificadas por PCR (Bell v
Ecker, 1994). Los resultados del analisis de 280 cromosomas indicaron que la mutacién
s¢ ubica a 20 cM del centramero del marcador tipo SSLP nga59 en el cromosoma 1 y ha-
cia ¢l teldmero superior. Muy cerca de esta regidn se encuentra un marcador genélico
denominado ABA3, a 4 ¢M aproximadamemnte (cerca del marcador nga63), donde se
ubica la mutacion de ginj (Figura 3).

Con et objeto de evaluar el posible alelismo entre la mutante ginj y la mutantc en
biosintesis de acido abscisico aba3, se realizaron cruzas entre ambas mutantes. Los
resultados del cuadro 2 muestran que los individuos gini+/aba3-2+. presentaron un
fenotipo de insensibilidad a alta glucosa, o que sugiere que la mutante gin3 es un alelo
de la mutante aba3-2.

Es importante puntualizar que el fenotipo de insensibilidad aparece dos a tres dias

después del tiempo en que se observa para las plantas mutantes progenitoras. Ambas
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Figura 4. Posicion fisica del BAC F5D10 (flecha) sobre el cromosoma 1 de drubidopsis.
El fragmento genomico de 700 pb de gin$, amplificado por PCR por Li Zhou hibridé con
este BAC hacia el teldmero superior.

plantas progenitoras, gin3 y aba3-2, presentan un fenotipo de insensibilidad a 7% de
glucosa, entre ¢l tercer y el cuarto dia de germinacion. Es posible que la suma de las
mutaciones inducidas entre los progenitores de la cruza; es decir, aba3-2 generada por
etilmetanosulfonato (puntual), y la de gind que fue inducida por la insercion de un T-
DNA, afecten dramdlicamente el comportamiento y el fenotipo en los individuos de la
cruza en condiclones de alta glucosa, y generar un fenotipo de insensibilidad a alta
glucosa mas tardio. La cruza entre gin3 con otras mutantes aba, sélo se realizé para
corroborar que abal-I y aba2-1 forman parte de otros grupoes de complementacion a

gins.
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Hasta el momento, el gen afectado en la mutante aba3-2 no sc ba clonado. Se

caracterizd bioquimicamente la mutacion por Schwanz y cols {1997): la mutante aba3-2

es incapaz, de gencrar ABA a partir de su precursor ABA-aldehido. ¢s decir el Oltimo

paso de oxidacion. Sin embargo, si ¢s capaz de acumular trans-ABA-alcohol y su

correspondiente glucésido conjugado del mismo ABA-alcohol.
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Figura 5. Esquema que intenta comresponder los marcadores moleculares ilustrados en la
parte central, con marcadores genéticos ilustrados en la parte izquierda. La linea puntcada
ubica la mutacion de gind de acuerdo al mapeo molecular. La flecha indica la posicion
del marcador genético ABA3. El marcador molecular mas cercano a la mutacién en gind
es NGA63 (cabeza de flecha), y se encuentraa 2 ¢cM aprox. de ABA3.



49

FENOTIPO

CRUZA GENERACION  TOTAL MUTANTE  SILVESTRE
gindsgind X abal-1/abal-i Fl 24 ] 24
gins/gin5 X aba2-1/aba2-1 F1 32 0 34
ginS/gini X abaj-2/aba3-2 F1 64 64 0

Cuadro 2. Grupos de complementacion entre la mutante gind v las mutantes aba: abal-
1, aba2-1y aba3-2. El fenotipo evaluado fue el de insensibilidad a 7% de glucosa.
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Figura 6. Ruta biosintética de trans-ABA a partir de los isdmeros de la neoxantina. Se
ilustra como intermediario al ABA-alcohol y su isomerizacién ¢rans como precursor
principal para la biosintiesis de rrans-ABA. Las flechas mds gruesas muestran la ruta
principal o clisica de biosintesis de ABA (tomadoe de Rock y cols, 1991).

Se sabe que todas las mutantes en los itimos pasos en biosintesis de ABA tanto
en Arabidopsis, asi como en tabaco y en tomate, tienen cantidades residuales de la

hormona (Mendet y Schwarz, 1999). Andlisis detallado de las mutantes en tomate flacea
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(mutante homéloga a aba3-2 en Arabidopsis) y sitiens, demostraron la existencia de una
via menor convirliendo ABA-alcohol a ABA (Rock, 1991). Esto se ilustra en la Figura 6.
Los estudios en la mutante aha3-2 en Arobidopsis demostraron que la mutacién no
reside en la enzima aldehido oxidasa (AQ) per se, sino en la reaccion terminal de
sulfurilacién (Mendel y Schwarz, 1999) del cofactor de molibdeno Moco. requerido para
la actividad de esta enzima (del inglés Moco. Melibdenum cofactor). Ef Moco consiste
de un atomo de molibdeno unido covalentemente a un grupo ditioleno, y que provienc del
precursor molibdepterin (Kuper v cols, 2000). El Moco es generado primeramente en una
forma dioxo, que es bioldgicamente activo para las enzimas nitraio reductasa (NR) v
sulfito reductasa (SR), pero no para las AQ y xantina deshidrogenasas (XDH). Se
especula que la sulfurilasa alcctada en aba3-2 de Arabidopsis no maodifica al Moco de la

forma dioxo a la mono-oxo con la sulfurilacion, de tal manera que no se registra en

ensayos in vitro actividad de AO (Figura 7).
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Figura 7. Modificacién quimica del MoCo por una enzima sulfurilasa teminal que genera

la forma mono-oxo (inferior) del precursor general dioxo (superior). Se propone que esic
paso esta afectado en la mutante aba3 en Arabidopsis (tomado de Schwaitz y cols, 1997).
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Un andlisis fisioldgico detallado e integral de varias mutantes afectadas en oxidasas

dependientes de Moco, asi como de mutantes con fenotipos aba, ha llevado a proponer
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que justo estos fenotipos pueden ser causados por 3 tipos de mutaciones completamente

diferentes (Mendel y Schwarz, 1999):

1. Defictencia en la reaccion de sulfurilacion, va sea para regular la cnzima v/o
activarla. En este caso las mutantes presentaran un fenotipo NR+, AQ-, XDH-, Estos
fenotipos corresponden a las mutantcs aba3-2 en Arabidopsis (Schwarlz y cols,
1997), flacea en tomate (Marin y Marton-Poll. 1997} v abal en Nicotiana

plumbaginifolia (1eydecker y cols, 1995).

2. Deficiencia en ¢l gen estructural de J]a AQ especifica para la biosintesis de ABA, El
fenotipo esperado de las mutantes serd NR+, AQ-. XDH+. Este fenotipo parece
corresponder a siriens de tomate (Marin y Marion-Poll. 1997). Una AQ dec tomate
mapea muy cerca de la mutacion de sitiens (Tavlor v cols. 1988). En Arabidopsis
queda por demostrar cudl de las AQ descritas: AO-2, AO-3 vy AO-4. es la que
participa directamente en la generacién de ABA. Se sabe por homologia de [a AQ de
maiz, zmAQ-1. con la AQ-1 de Arabidopsis, que ¢s la AO-1 la que participa en la

sintesis de acido indotacético, JAA, una auxina {(Mendel v Schwarz, 1999).

Deficiencia en la sintesis de Moco. El fenotipo esperado serda NR-, AO-, XDH-. En

i)

cebada se describid la mutante narZa con niveles de ABA fuertemente reducidos.
Ademas de observarse efectos pleiotropicos en todas las reacciones enzimdticas que
requieren de la participacion del Moco (Mendel v Schwarz, 1999). Recientemente se
describié la mutante crnxd en tabaco, con caracteristicas similares a la mutante
descrita en cebada (Mendel y Schwarz, 1999). Ademds aqui hay que mencionar que
la biosintesis 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 Moco
catalizan transformaciones importantes en los ciclos globales del azufre (por accidn de la
sulfito oxidasa), del nitrégeno (por accién de la XD) y del carbono (por accidn de la AQ).

Se comprobd que también la mutante gind carece de actividad de aldehido

oxidasa (Figura 8), como en el caso de la mutante aba3-2. Este dato corrobora el alelismo
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obtenido mediante las cruzas gind X abai-2. Fue interesante observar fa induccidn en
alta glucosa (7%) de las AO-1 y -2 en las plantas silvestres. Por lo tanto, ambas mutantes
licnen afectado alguno(s) de los genes que participan en la reaccion & regulacion de la
modificacién del Moco. biolégicamente activo (en la forma monosulifo} para la actividad
de wna(s) AQ, que participa{n), probablemente en la biosintesis de ABA. No se puede
encontrar la relacion entre el gen mds proximo a la inscreion en gin3. una hidroximetil-
transferasa y su participacién en reacciones de modificacién de cofactores con

molibdeno, para la actividad de enzimas tipe AQ que participan en la biosintesis de ABA.

PLANTA L gins Ler aba3-2
GLUCOSA 2% 7% 2% 7% 2% 7% 2% 7%

AOL T

AQ2 H N R

AQ3 F 5=
Sx o

Figura 8. Se ilusira la actividad de aldehido oxidasa (AQ) en extractos crudos de las
diferentes planias de [7 dias de edad, crecidas en las condiciones indicadas de acuerdo a
la técnica de Seo y cols (1998). Se procesaron 30 pg de proteina del extracto a
electroforesis en condiciones no desnaturalizantes a 4° C. Posteriormente, se reveld la
actividad de AO utilizando como sustrato al heptaldehido, como aceptor de electrones de
la oxidacion del sustrato a la fenazina-metosulfato y como aceptor 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 AQ que
corresponden de menor a mayor peso molecular a las AOI, AO2 y AO3, respectivamente
(indicado por flechas). En cambio, las mutantes gind y abad-2 carecen de actividad de
AQ en cualquier condicion experimental.



CARACTERIZACION FISIOLOGICA DE gin5.
RESPUESTA A DIFERENTES AZUCARES DURANTE EL DESARROLLO
TEMPRANO.

Diferentes tipos de aziicares son capaces de afectar el desarrollo temprano.
ademds de que in vitro, pueden afectar otras funciones celulares (Smeekens. 1998: Sheen
y cols. 1999). Por lo que una vez aislada gin3 como planta mutante insensible a altas
concentraciones de glucosa, sc demostré ademas que es insensible ain a concentraciones
de aziicar tan altas como 9%, concentracion en la cual las plantas silvestres se encueniran
severamente detenidas cn su desarrollo (figura 9). Una respuesta fenotipica similar se
observé en gind cuando se sembrd en presencia de concentraciones crecientes de fructosa
y de nuevo, a una concentracion de 7 y 9% de este aziicar, las plantulas sitvestres
detienen dramaticamente su desarrollo (Figura 10). La evaluacion del efecto a dosis
crecientes de sacarosa, ilustra la capacidad de plantulas silvestres de poder desarrollarse
hasta concentraciones de 9% del disacarido. Esta respuesta contrasta notablemente con [a
observada en las mismas condiciones en ginJ, ya que la mutante fue capaz de seguir su
crecimiento ain a dosis tan altas de sacarosa como 17%. El desarrollo es menor a ¢sta
tltima concentracién de sacarosa en gin3, pero es cvidente su capacidad de reverdecer v
expandir sus cotiledones; hecho que contrasta con la inhibicion completa de la
germinacion en semillas de plantas silvestres (Figura 11).

Existen analogos de la glucosa como la 2d-glucosa y manosa que pueden cjercer
también ciertos efectos en cl desarrollo de algunas plantas. Ademas, se sabe que estos
andlogos son (ransportados v f{osforilados por la hexocinasa 2, activando una seiial
durante el desarrollo, similar al efecto que provocan la glucosa y la fructosa (Jang y
Sheen , 1997; Smeekens , 1998). La diferencia radica en el hecho de que estos andlogos
no son metabolizables facilmente en la célula (Jang y Sheen, 1997, Pego v cols, 1999).
Como se puede observar en la figura 12, concentraciones crecientes de 2d-glucosa son

capaces de inhibir la expansion completa de los cotiledones de planiulas
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Figura 9. Respuesta fenotipica de plantulas silvestres (WS) y de ginJ a conceniraciones
crecientes de glucosa (indicadas en %). Se ilustran plantulas representativas de 10 dias de
edad, crectdas en medio sélido a las diferentes concentraciones del azucar.

silvestres, observdndose mejor este efecto a 50 pM de concentracién; hecho gue contrasta
con la respuesia observada en plantulas de gind que logran expandir completamente los
cotiledones y elongar mejor su hipocotilo.

Un efecto similar se observd en la respuesta a dosis crecienles de manosa, en la
cual a 0.05% las semillas de plantas stlvestres logran a los 7 dias sdlo la salida de la
radicula. A esla dosis se observo que semillas de ginJ fueron capaces de emerger de la
testa e inician el proceso de reverdecimiento. Ademas estas (ltimas logran siempre
elongar mejor su hipocotilo que como en el caso de las plantulas silvestres (Figura 13).

Finalmente se evalud el efecto de 7% de 3-O-metilglucosa. Este andiogo se sabe
es transportado al interior de la célula sin ser fosforilado por la hexocinasa 2 (Sheen,

1995). La respuesta fenotipica es clara al observarse el desarrollo, reverdecimiento y
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Figura 10. Respuesta fenotipica de plantulas silvestres (WS) y de gin’ a concentraciones
crecientes de fructosa (indicadas en %). Se ilustran plantulas representativas de 10 dias de
edad, crecidas en medio solido a las diferentes concentraciones del aziicar.

expansion de los cotiledones en ambas plantulas. Esto demuestra que la mutacion de gin3
no afecta la respuesta de regulacion por carbono, independiente de la via de Ia hexocinasa
(Figura 14). Ademas de que el método de aislamiento de mutantes insensibles a la
regulacidn por alta glucosa (7%), permite identificar genes que estin en una via de

regulacion que no depende tnicamente del transporte de azicares,
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Figura 11. Respuesta fenotipica de plantulas silvestres (WS) y de ginj a concentraciones
crecientes de sacarosa (indicadas en %). Se ilustran plantulas representativas de 10 dias
de edad, crecidas en medio solido a las diferentes concentraciones del azicar.

Figura 12. Respuesta fenotipica de pléntulas silvestres (WS) y de ginJ a concentraciones
crecientes del andlogo 2d-glucosa (indicadas en uM). Se ilustran plantulas representativas
de 10 dias de edad, crecidas en medio sélido a las diferentes concentraciones.
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Figura 13. Respuesta fenotipica de plantulas silvestres (WS) y de ginJ a concentraciones
crecientes del andlogo manosa (indicadas en %). Se ilustran plantulas represemativas de
10 dias de edad, crecidas en medio sdlido a las diferentes concentraciones del azitcar.

Figura 14. Respuesta fenotipica en presencia de 6% del analogo 3-O-metilglucosa solo
{A y B), v con 100 nM de ABA (C y D), en plantulas silvesires (\WS) y dec gin,
respectivamente. Se ilustran plantulas representativas de 10 dias de edad.

EFECTO DE DIFERENTES POLIOLES EN EL DESARROLLO DE gin$

Mucho se ha cuestionado el efecto que tiene la concentracion de 7% de glucosa en
detener el desarrolio, principalmente del tejido aéreo en plantulas silvestres, y como
método de seleccién para aistar diferentes mutantes. Estas criticas radican en que ésta
concentracion de glucosa también es capaz de ¢jercer efectos osmodticos (Déjardin y cols,
1999). Para apoyar que la sefial activada a esa concentracién de glucosa es més especifica
para carbono, se evaluo el desarroilo tanto de plantulas silvestres como de gin3 en
diferentes polioles como manitol y un polimero de alto peso molecular como el
polietilenglicol 8000 (PEG). El manitel es capaz de penetrar a la célula, por lo que su

efecto puede ser mas directo (Sttop y Pharr, 1993). En cambio. el polietilenglicol sdlo
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ejerce un cfecto osmético externo a toda ta planta. De esta manera, puede distingutrse si
el fenotipo observado en plantulas stlvestres en 7% de glucosa, s¢ debe dnicamente a
efectos osmoticos directos o indirectos en cl tejido aéreo, O si es realmente una respuesta
especifica 2 la glucosa. Como se ilustra en la Figura 15, s6lo a altas concentraciones de
glucosa (7%). las plantulas silvestres fueron capaces de detener su desarrollo. En 7% de
manitol y PEG las pldntulas pueden continuar con el reverdecimiento y expansion de
cotiledones de manera similar a gin3, El efecto osmotico sélo se manifiesta con el poco
desarrollo de la raiz, pues es un drgano importante en las respuestas a esirés cn plantas
(Quesada y cols, 2000). De esta manera, las diferencias observadas en el {enotipo durante
el crecimiento en 7% de glucosa principalmente del tcjido aéreo, entre plantulas silvestres
v de gin3, son cfectos directos por la setal del carbono. Sin embargo, el desarrollo de la
raiz si se ve afectado a estas concentraciones de cada agente osmético, siendo dramatico
en 7% de PEG para el caso de la mutante gind (Figura 15 F). La glucosa gjerce un efecto

menos dramdtico en comparacion a la respuesta observada en manitol y en PEG.

WS gins WS gins WS gins

Figura 15. Respuesta fenotipica de plantulas silvestres (WS) y de ginJ en presencia de
7% de glucosa (A y B), 7% de manitol (C y D) y 7% de PEG 8000 (E y F). Se ilustran
plantulas representativas de 7 dias de edad, crecidas en medio sélido a las diferentes
concentraciones tanto de glucosa como de cada poliol.
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EFECTO DE LA GLUCOSA, FRUCTOSA Y SACAROSA
EN LA ELONGACION DEL HIPOCOTILO EN gin3
Con el objeta de cvaluar el efecto de concentraciones crecientes de azucares en cl
crecimiento de las céluias in planta, se midié la clongacion de hipocotilos en
concentraciones crecientes de azdcares, en un ensayo que se realizé de la siguiente
manera. las semillas se sembraron desde el inicie a las dosis indicadas de cada azuacar.
durante 7 dias en oscuridad, y posteriormente se expuso a la luz durante 4 horas para
observar ¢l efecto de reverdecimiento en los coliledones. Como sc ilustra en la Figura 16.
el efecto de disminucion en la elongacion de los hipocotilos fue evidente en plantulas

silvestres, en las que 7% de glucosa, 3% de fructosa y 7% de sacarosa inhibieron incluso

la germinacion de las semillas.
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Figura 16. Efecto en la elongacion del hipocotilo a concentraciones crecientes de glucosa
(A), fructosa (B} y sacarosa (C). Se ilustran los promedios de la medicion de 30 plantulas
en cada concentracién de cada aziicar. La linea continua (—-) ilustra la cinética
observada en plantulas silvestres y la linea punteada { )} muestra la cinética
correspondiente para la mutante ginJ.

EFECTO DE LA GLUCOSA EN EL CONTENIDO DE PIGMENTOS EN gin3
El efecto de los diferentes azicares en etapas tempranas del desarrollo se aprecia
en el fenotipo observado. En el caso de plantulas silvestres, la carencia de pigmentos
refleja directamente la represion de los genes relacionados con la folosintesis. Esto se
demostro en los resultados del Nerthern blot ilustrados en el articulo, en diferentes

condiciones de glucosa en plantas silvestres.
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Se corrobord a diferentes niveles el efecto de alta glucosa en plantulas silvestres v
en gind: a nivel fenotipico v de transcripeion de algunos penes como CABI y PC.
Ademas, se caracterizaron olres genes como ¢l de la subunidad pequeia de Rubisco.
RBC-S, y del primer gen que participa en una de las vias de biosintesis de isoprenoides.
conocido como CLA/. Los resultados mostraron que estos genes también responden a la
regulacion por glucosa, reprimicndo su transeripeidon en plantulas silvestres crecidas en
alta glucosa. En el caso del gind se observd también que la regulacidon de estos genes se
encuentra afectada (Figura 17). Para este momento, se desconocia si el gen CLA[ estaba
sujeto a regulacién por carbono. Por lo que resulio importante evaluar la influencia de la
glucosa en la expresion de este gen. La Figura 17 ilustra que el gen CLA/ es también un
gen regulado por glucosa.

WS gins s gins W§ gins

2% M 2% T% 2% T% % 7% 2% 1% 2% 7%

9= BE- aw

RBCS CLAl 28 8§

Figura 17. Regulacion por glucosa en la expresion de los genes RBC-S y CLAS, en
plantulas silvestres v de giny crecidas durante 17 dias a 2% y 7% de glucosa en medio

solido.

Debido a que el gen CLA[ se ve reprimido por altas concentraciones de glucosa, y
es uno de los genes mds tempranos en la biosintesis de precursores para la generacion de
pigmentos, se decidid cuantificar productes finales como clorofilas y carotenoides. La
extraccion de pigmentos se realizd de acuerdo a la técnica de Lichtenthaler y Wellburn
{(1993). Como se puede apreciar en la Figura 18, el méximo contenido tanto de clorofilas
como de carotenoides totales se registrd a 4% de glucosa en plantulas silvestres y de ginJ,
con una ligera elevacion en el contenido en estas dltimas. Sin embargo, mas del 50% dc
disminucton en el contenido de ambos pigmentos se observd al elevarse a 6% de glucosa
en plantulas silvestres, y casi un 30% de disminucién se registré a esa concentracion en
pléntulas de gin5. Es hasta 10% y 12% de glucosa, donde se observd mas del 50% de

disminucién en el contenido de ambos pigmentos en plantulas de gins.
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Figura 18. Contenido de clorofilas y carotenoides totales. en extractos de plantulas de 10
dias de edad. crecidas a las diferentes concentraciones de glucosa, indicadas en %. Se
muestra el promedio de 2 experimentos independientes.
RESPUESTA A DIFERENTES HORMONAS VEGETALES EN ETAPAS
TEMPRANAS Y TARDIAS DEL DESARROLLO EN gin§

Existen claras evidencias de la interconexion entre diferentes vias de sefalizacion
de nutrientes como carbono, fosforo y nitrégeno, con las de algunas hormonas vegetales
(Sheen ¥ cols. 1999; Geir-Moller ¥ Chua, 1999). Zhou y cols (1998) demostraron
claramente la interconexion entre las vias de sefializacion por glucosa v la de etileno ai
estudiar la mutante gin/. También se demostro la relacion entre fas vias de citocininas
con las de carbono y nitrdgeno en Nicotiana plumbaginifolia (Faure y cols, 1994), ast
como la activacion del gen 1 de la inveriasa apopldstica, un gen de respuesta a aziicares.
en cultivo de células de Ch. rubrum (Ehneb y Roitsch, 1997). También se demostro que
las citocininas activan el reverdecimiento de los cotiledones y por lo tanto la activacién
de las funciones fotosintélicas que son reprimidas por aziicares, en Lupinus luteus.
activando la expresion del gen de la protoclorofilido oxidoreductasa (Kusnetsov y cols,
1998). En embriones de cebada se demostrd que genes como el de la ¢-amilasa, que son
inducidos durante ]a germinacién por giberelinas, pueden ser reprimidos por azlicares
(Perata y cols. 1997). La relacién entre las vias de sefializacion por auxinas y carbono
también se demostrd cuando la sacarosa fue capaz de antagonizar el efecto represor de
auxinas, sobre la expresion del gen Vsp en soya (DeWald y cols, 1994). En la mutante
pril se demostré un efecto pleiotrépico de esta mutacién en la respuesta a diferentes

aziicares y hormonas. La mutacién en este caso provoca hipersensibilidad no solo a las
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fuentes de carbono, sino a diferentes hormonas, entre ellas citocininas, eiileno, ABA y
auxinas (Nemeth y cols, 1998). La mulante gin? cn Arabidopsis, que carece de la
hexocinasa 1. ademds del fenotipo de insensibilidad a alta glucosa, tiene alterada  la
sensibilidad tanto a auxinas como a citocininas (Sheen y cols. 1999). El estudio de la
mutante gind demostrd la participacion de la hormona ABA en la respuesta de regulacidn
por carbono en Arabidopsis, utilizando como molécula efectora al factor transcripeional
ABI4, clonado por Analilia Arroyo durante el estudio de la mutante ging.

De csta manera se evalud la respuesta de gind a diferentes hormonas vegetales
como auxinas, citocininas, ABA, <iileno, dcido jasmdnico y dcido salicilico. Las dosis
evaluadas se tomaron de las reportadas por Nemeth y cols (1998) en cl reporte de la

mutante pri! v los resultados obtenidos se describen a continuacion.

RESPUESTA FENOTIPICA A AUNINAS.

La ¢valuacion a dosis crecientes de auxina (acido 2.4-diclorofenoxiacético),
después de 5 dias de crecimiento no mostré cambios fenotipicos importantes entre
plantulas silvestres y las de gind. Sin embargo. después de 3 semanas de crecimiento, a
dosis mayores de | pM. las plantulas de gind desarroliaron un mayor nimero de pelos
radiculares en comparacion a la silvestre. A la dosis de 4 uM, fue evidente la disminucidn

de la talla del hipocotilo en las plantulas de gind (Figura 19).

RESPUESTA FENOTIPICA A CITOCININAS.

La evaluacién frente a dosis crecientes de citocininas (N°-benciladenina) no
mostré mingun cambio fenotipico enire plantulas silvestres y de gin3. Todas las plantas
respondieron a nivel de coliledones como se ha descrito en Arabidopsis: aumento en su

iamafio (Kusnetsov y cols, 1998). en comparacién con las plantas no tratadas con N*

benciladenina.



Figura 19. Respuesta fenotipica de plantulas silvestres (WS} y de gind, a concentraciones
crecientes de acido 2,4-diclorofenoxiacético. Se ilustran plantulas representativas de 21
dias de edad. crecidas en medio sohido a las diferentes concentraciones de actdo 2.4-
diclorofenoxiacetico.

RESPULSTA FENOTIPICA A ETILENO.

La respuesta de gind en presencia de ctilene se evalud primeramente en el
desarrolle de la triple respuesta. El crecimiento de plantutas silvestres v de gini. durante
5 dias en la oscuridad y en ausencia de etileno, desarrollé los cambios fenotipicos
caracteristicos de esta respuesta: ensanchamiento del hipocotilo. desarrollo del gancho
apical y de peles radiculares (no ilustrados). En presencia de dosis crecientes de etefon,
que es un precursor de etileno (20, 200 y 400 pg/ml), las caracteristicas de la triple
respuesta se Incrementan: un eansanchamiento importante del hipocoule. desarrollo del
gancho apical pronunciado, con una vuelta de casi 360° v el aumento del desarrollo de los
pelos radiculares. Una respuesta similar se observd en pléntulas silvestres. Estos
resultados sugiricron que gind es capaz de producir etileno, de percibirlo exogenamente v
de responder, generando una sefial, por 1o tanto no es una mutante que tenga afectada la

produccion v la sensibilidad a esta hormona (Figura 20).
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Figura 20. Triple respuesta inducida en pldntulas silvestres {(WS) y de ginj a
concentraciones crecientes de etefon como precursor de etileno (indicadas en pM). Se
ilustran plantulas representativas de 3 dias de cdad, crecidas en medio sélido a las
diferentes concentraciones y en oscuridad.

La respuesta de gind a dosis crecientes de precursor de etileno y en presencia de
luz, indicaron solamente cambios tmportantes ca la evaluacion a 3 semanas, las plantulas
presentaron signos de amarillamiento en el primer par de hojas verdaderas, posiblemente

representando ¢l inicio temprano de la senescencia a las 3 dosis mayores de etefon: 160,

320 v 640 uM (Figura 21},

RESPUESTA FENQTIPICA A ACIDO JASMONICO Y A ACIDO SALICILICO.
No se observaron cambios fenotipicos en la respuesta entre plantulas silvestres y

de gin3, a dosis crecientes de 4cido jasmomico y 4cido salicilico, tanto a 5 dias como a 3

semanas de crecimiento.



Figura 21. Respuesta fenotipica de plantulas silvestres (WS) y de gin3 a concentraciones
crecientes de etefon como precuersor de etileno (indicadas en uM). Se ilustran plantulas
representativas de 3 semanas de edad, crecidas en medio sélido a las diferentes
concentraciones del precursor.

EVALUACION DE ESTRES POR RIEGO EN LA MUTANTE gin3

Desde el inicio del aislamicnto de la mutante gind, fue patente la presencia del
fenotipo marchite que co-segrego con el fenoitpo de insensibilidad a 7% de glucosa. Este
fenotipo de marchitamiento sugirid fuertemente su relacion con respuestas reguladas por
la hormona ABA. De acuerdo a lo anterior, su relacion mds directa fue por la presencia
de la marchitez v pérdida de turgencia, hechos que comparte con las mutantes abif. ahi?
v con mutantes relacionadas a la biosintesis, mutantes aba.

Se demostrd que posterior a los 5 min, fuera det ambiente de la camara de
crectmiento, la pérdida de turgencia es evidente, comparada con el fenotipo observado de
la planta silvestre. Posteriormente, se determind que el ler dia sin riego de agua aparece
el fenotipo marchiio (Figura 22A), v la turgencia se recupera regando de nueve con agua
(Figura 22B). Ademas, en condiciones de maximo estrés por riego para la mutante.
aplicando a las hojas 3 mM de ABA, los estomas de las hojas de ginJ responden. ya que
las plantas no pierden turgencia y se mantienen erectas, similar a plantas stlvestres
(Figuras 3A, 3B v 3C del articulo Arenas-Huertero y cols, 2000). Este primer resuitado
sugirid fuertemente que gind es una mutante afectada en la biosintesis de ABA. pero

sensible a ésta, y la separ¢ del comportamiento de una mutante insensible a ABA como

las mutantes abi.
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Figt;ra 22, Respuesta fenotipica de plantas silvestres y de g:'nj“a cslres‘por riego (5 dias
sin riego, A) ¥y su recuperacion 24 hs después de ricgo (B). Se indica la pérdida de
turgencia en gind (flechas blancas) v su recuperacion después de 24 hs de riego (flechas
negras).

RESPUESTA DE gin3 FRENTE A ESTRES SALINO POR NaCl

Uno de los primeros efectos en la semilla en presencia de altas concentraciones de
sal, es la disminucion en la germinactdn. De esta manera se registrd ¢l indicc de
germinacién a los 5 dias en dosis crecicmes de NaCl en plantulas silvestres y de gini. 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 indice de
germinacion disminuye de manera importante en gin5 desde las primeras dosis de sal; de
hecho a 150 mM existe menos del 23% de germinacion en la mutante, comparado con
90% observado en plantulas silvestres. Sin embargo, a 200 mM de NaCl se observé una
recuperacién en el indice de germinacion de gin5. A esta dosis se registed un 50% de

germinacion en gind, comparado con un 25% en las semillas silvesires. De hecho gin3 es

més resistente a dosis mayores de 200 mM de sal, en comparacién con plantas silvestres.
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Figura 23. Efccto de dosis crectentes de NaCl en la germinacion de sentiflas de plantas
stlvestres, WS, (—) v de semillas de la mutante gind (). Se ilustra el promedie de 3
experimentos independientes. registrando la respuesta de 100 semillas en cada une.

En la Figura 24 se ilustra ¢] crecimiento en 50, 100 v 200 mM de NaCt. a los 2!
dias, ubicando a las plantulas sitvestres del lado derecho de la caja de Petri. Es evidente
un mavor nimero de plantulas de gind que empiczan a presentar signos de toxicidad por
Na®: disminucion de clorofila en las hojas y pérdida de vigor de las plantulas. Sin
embargo. a 200 mM, se observan todavia plantulas de gin’ con menor desarrollo v
algunas con clorofila; hecho que contrasté con lo observado en plantulas silvestres con
fenotipos de planias muertas.

Para tratar de explicar ¢l comportamiento de recuperacion de gind a dosis
crectentes de NaCl. se realizé un andlisis de la respuesta de [a raiz frente a las diferentes
dosis de sal. Esto por el hecho conocido de que la respuesia rizogénica defiende a la
planta del estrés salino, reduciendo su absorcidn y previniendo la muerte por toxicidad
(Vartanian y cols, 1994). La primera evaluacion fue la respuesta de los pelos radiculares.
El crecimiente de gind en medio sin NaCl revelé que esta planta presenta pelos
radiculares més largos y en mayor numero, comparado con plamulas silvestres. De hecho
se puede apreciar que la distancia de los internodos sobre el cuerpo de la raiz, es mener

en la mutante que en ia silvestre (Figura 25).
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Figura 24. Respuesta de planiulas silvestres. WS, y de gin3, a 50 mM (A), 100 mM (B) v
200 mM (C) de NaCl. Se ilustran plantulas de 21 dias de edad, crecidas en medio sélido a
las diferentes concentraciones de sal.

Figura 25. Crecimiente de pelos radiculares de plantulas silvestres (WS8) y de ginJ,
crecidas en medio sdlido. Se ilustra la separacién mas estrecha de los internodos en la
raiz de ginj (flechas), comparada con la de plantulas silvestres. Ademds, es mayor la
longitud de los pelos radiculares en la mutante gin3 (cabeza de flecha).

La presencia de 50 mM de NaCl en plantulas silvestres, provocé una respuesta
rizogénica de la raiz. Esta respuesta se caracteriza por la inhibicién del crecimiento de los
pelos, formando estructuras a manera de ampulas, sobre ¢l cuerpo de la raiz. Esta

respuesta le permite disminuir la absorcidn, principalmente de Na™ que a esas



69

concentraciones puede ser toxico para las células (Vartaman v cols. 1994). Esta respuesta
es aan mas evidente a 100 mM de NaCl (Figura 26). En contraste. la mutante gind no
respondié  rizogénicamente y se observd la aparicion de pelos radiculares a esta
concentracién de sal, aungue de mener longitud (Figura 26). No es hasta 200 mM, donde
s¢ observo la respuesta rizogénica de estos pelos (Figura 26). L's interesante que si se
agrega 100 nM de ABA. la respuesta de la raiz de la mutante se activa y responde de

manera Simitar a la silvestre. principalmente a 100 mM de NaCl (Figura 26).

Figura 26. Respuesta rizogénica en la raiz de plantulas silvestres (WS) y de gini a
diferentes concentraciones de NaCl (indicadas en mM). Se ilustran (flechas negras) las
estructuras rizogénicas en la raiz de pldntulas silvestres, crecidas a 100 mM, 200 mM y
100 mM + 100 nM de ABA. A 100 mM de NaCl, gin3 no es capaz de desarrollar
estructuras rizogénicas, sino hasta 200 mM 6 a 100 mM de NaCl + 100 nM de ABA

exdgeno (indicado con tlechas blancas).

Fimalmente se evalud el efecto de dosis crecientes de NaCl, en la longitud de la
raiz principal, como otro pardmetro de toxicidad, tanto en plantulas silvestres como de
gin3, Como se puede observar en la Figura 27, la longitud de la raiz principal de la
mutante en condiciones de crectmiento sin sal, es menor que 1a obervada en plantulas
silvestres. Durante la evaluacién de este pardmetro, a 100 mM de sal la raiz disminuy6
cerca de 5 mm su longitud en plantulas silvestres, hecho que contrasté con la respuesta de

disminucién de 10 mm a esa misma concentracion en gind, que incluso fue significativa.
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A dosis de 150 y 200 mM de NaCl. se observo todavia desarrollo de la raiz en la mutante,
comparado con la respuesta de plantulas silvesirgs que carecicron de crecimiento de la
raiz; gind logrd todavia un crecimicnto de 2.5 mm. Con este paramctro también se
corrobord el efecto de resistencia a mavores concentraciones de sal. medido por ei efecto

en la germinacién y fenotipicamente (Figuras 23 y 24, respectivamente}.
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Figura 27. Efecto de dosis crecientes de NaCl en la longitud de la raiz principal en
plantulas silvestres (WS) y de giinJ. Se ilustran los promedios de lengitud, obtenidos de la
medicion de !a raiz de 10 plantulas, en cada concentracion de sal. Las plintulas crecieron
durante 10 dias en presencia de luz, y en posicidn vertical para lograr el crecimiento de la

raiz.

EFECTO DE ALTAS CONCENTRACIONES DE GLUCOSA EN LA SINTESIS
DE PROLINA Y EN LA INDUCCION DEL GEN P5CS1

Como se demostré en el articulo, la mutante gind no es capaz de elevar los niveles
de ABA en presencia de alta glucosa. de la misma forma que la silvestre (Tabla 2 del
articulo). Por esta razén, la mutante no puede regular su respuesta a altas concentraciones
de carbono. Paraddjicamente, esta planta fue capaz de resistir altas concentraciones de
NaCl, como se describié en los ensayos de estrés salino. Durante 1a respuesta a diferentes
tipos de estreses se sabe que se inducen varios genes cuyos productes permiten responder

frente a los mismos. Algunos de estos genes codifican para fa biosintesis de algunos
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osmolitos organicos como es ¢l caso de la prolina (Delauney v Verma, 1993: Yoshiba v
cols. 1997).

Un hecho que llama la atencidn en gind cs la falta de elevacion de los niveles de
ADBA en al1a glucosa, que conlrasta con su capacidad de resistir alias concentraciones de
NaCl. La biosintesis de prolina depende de la activacion del gen PSCST que es un gen de
respuesia a ABA. En condiciones de alta glucosa. gin) no es capaz de elevar los niveies

de prolina, como lo rcalizan plantas silvestres (Cuadro 3).

[ PLANTA W S gin s |
i

{ CONDICION 2% 7% 2% 7%

mg prol/mg tejidod 12,76 3.7}  20.61(L4) | 7.57(1.3)  4.24(1.1)

Cuadro 3. Concentracion de prolina en plantulas silvestres (WS) v de gind, crecidas 17
dias en medio solido a las diferentes concentraciones de glucosa (indicadas en %). * La
concentracion de prolina se midid espectrofotométricamente a 193 nm. Las plantulas se
congelaron. se extrajo el agua total de ellas por microcentrifugacion en una colunna de
un tubo de 300 pul, en el interior de uno de 1.5 ml. Posteriormente se cuantificé de 5 ol de
este extracto. en una curva patrén utilizando [-prolina como estandard. Se ilustra el
promedio y error estandard (en paréntesis) de la medicidn de 10 plantulas por cada
condicion.

En condiciones de alta glucosa, la induccion del gen P5CS1 es evidente en plantas
stlvestres; la mutante también eleva el mensajero del gen, pero en menor magnitud que [a
silvestre (Figura 28). Es claro que esta respuesta depende de [a elevacién de los niveles
de ABA. La mulanie ginj no es una plania nula en ABA enddgeno en diferentes organos
(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, [nduccion del gen PSCSI (panel izquierdo) en diferentes concentraciones de
glucosa (indicadas en %), tanto en plantulas silvestres como de gind. Las planiulas
crecicron durante 17 dias en medio solido a las diferentes concentracinnes del azicar. Se
ilustra en el panel derecho. el RNA ribosomal 285 para indicar la cantidad de RNA en

cada condicion.

TEHDO PLANTA
W s gins
SEMILLA 240 (3.0) 160 (1.0)
RAIZ 5.6 (1.6) 4.2(1.6)
PLANTULA 140 (1} 7.2 (2.0)

Cuadro 4. Contenido endogeno de ABA en cada tejido de plantas silvestres y de ginJ. La
cuantificacion de ABA en raiz se realizo de plantulas que crecieron 17 dias en medio GM
liquido con agitacion y en presencta de luz. El contenido en plantulas se realizo en tejido
de 15 dias de edad, crecidas en medio GM solido. La cantidad de ABA se indica en ng de
ABA por gramo de tejide en peso fresco. En paréntesis se indica el error estindard. Se
cuantifico para cada tipe de tejido por duplicado en 10 mg como minimo.

Estos hechos revelan:

l. La participacion de otros factores que pueden discriminar una sefial inducida por la
presencia de alios niveles de fuente carbonada, y la proveniente de una seiial por
algin 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

germinacion en presencia de ABA. Sin embargo, las mutantes abi-{, abi-2 y abi3 son



sensibles a alta glucosa: en cambio las mutantes abid v abii responden como
mutantes insensibles a ala glucosa (Arenas-Huertero v cols. 2000). Por otro lade, la
mutante abi? es osmotolerante v exhibe una respuesta similar a la de una planta
sitvestre en presencia de alta fuente carbonada (Laby v cols. 2000). Estos resultados
demuestran que las respuestas de sensibilidad a estreses v a la presencia de
concentraciones elevadas de glucosa. son genéticamente separables: ademds de la
respuesta de sensibilidad a hormenas como ¢l ABA.

Que existe efectivamente otra via menor de biosintesis de ABA, que quiza es la
responsiva para los factores que se activan sclectivamente por la sefial del estrés, y
que trata de reemplazar la biosintesis de ABA, alectada de la via principal.

A pesar de existir esta via menor de biosintests de ABA, al parccer no sc activa en
condiciones de alta glucosa. revelando que la via principal parece actuar stempre en
condiciones de alta glicosa y en condicones de estrés. Los resultados de activacién
del gen P3CS1 que requiere de ABA. es inducido en baja magnitud en la mutante de
como se induce en la silvestre. Este dato sugiere fuertemente que existe una via
menor activada en la mutante y que permite responder no en la proporcion en como lo
realiza la silvestre. También existe la posibilidad de activarse por las vias
independientes de ABA. que le permitan a gind contender con el esirés salino. La
razon de la osmotolerancia de las mutantes insensibles a alta elucosa no se conoce.
Sin embargo, una posibilidad es que estas mutantes pueden acumeular concentraciones
elevadas de azlcares enddgenos, que pueden funcionar como osmolitos profectores al
estrés (Gibson, 2000). De hecho se sabe que gin3 acumula mavores concentraciones

de azicares reductores, que las plantas silvestres:
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HOJA ROSETA WS gins
1 1.55 (0.14) 2.7 (0.14)*
2 1.22 (0.30) 2.9 (0.10)*
3 1.33 (0.10) 3.5 (0.14)*

Cuadre 5. Concentraciones enddgenas de aziicares reductores totales, cn las 3
primeras hojas de la roseta de plantas silvestres (WS} y de gind. Las planlas
crecieron durante 21 dias en tierra. a 21° C y fotoperiodo de 16 X 8 (luz X
oscuridad). El nimero progresivo indica la edad de las hojas. Sc ilustran los
promedios de las cuantificaciones de 3 diferentes individuos por plana y
desviacion estandard en paréntesis. Se cuamtificaron los azlcares reductores por
una maodificacion del método de Dubais v cols (1956). utilizando el reactivo de
DNS para ef desarrolio de color.

4. La mutante gin3 como cn otras mutantes en biosintesis de ABA, posee como la planta
silvestre, una via de respuesta a diferentes estreses que es independiente de la
presencia de ABA. Seguramente esla via no debe estar afectada. No se explord este
hecho en la mutante ginJ, pero se sabe que esta via puede operar de manera paralela a
ta via dependiente de ABA. El ABA permite respucstas muy rapidas (de segundos a
minutes), mientras que la otra via puede operar en tiempos mas largos (de horas a
dias), es decir, permite una respuesta sostentda. Es posible que este hecho explique la
respuesta a estrés salino por parte de la mutante ginJ solo a 200 mM de NaCl, Se sabe
que la mutante abal-! cxpresa el gen abid (Séderman vy cols, 2000). Por ensayos
fisiologicos se demostrd que este gen permile tanto a las mutantes aba como a las
mutantes abi? y abi’, a ser resistentes a estreses osmdticos y salinos. De hecho
Soderman y cols (2000) demostraron que el gen ABI3 es importante para la induccién
de proteinas tardias durante la embriogénesis. para preparar las semillas a resistir la
desecacion. En cambio, ABI4 y ABIS participan en las respuestas a ABA, glucosa y
estrés. El gen ABI4 se expresa en las mutantes abal-/, eral, abi? y abi5 en niveles
similares a los expresados en plantas silvestres. Esto aiun en presencia o en ausencia
de ABA, lo que demuestra que otros factores independientes de ABA, también estan

participando en la induccién de ABHM. Es posible que la participacidn del gen ABI4
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entre otros faclores que ain no se han deserito, permitan a mutanies ipo aha3-2,
gin3 asi como a otras muantes en biosintesis de ABA. a ser resistentes a 200 mM de

NaCl (Leén-Kloosterziel v cols. 1996: Siderman v cols, 2000).



76

DISCUSION
LA GLUCOSA COMO MOLECULA SENAL EN PLANTAS
El estudio de mutantes ha puesto de manifiesto la intercomunicacion que existe
entre las diferentes vias de sefializacidn en una célula. Lo mas interesantc y a la vez
complejo, es ¢l hecho de que la célula sea capaz de discriminar entre seflales generadas
ya sea por un nutriente, o algln tipo de estrés. para activar respuestas a corlo y largo
plazo. Asi, no sorprende ¢l hecho de que una mutante aislada por un defecto en la
respuesta a algiin tipo de estrés, sea a su vez una mutante en otros procesos [isiologicos y

vice versa.

LAS PLANTAS COMO MODELQ DE ESTUDIO
DE REGULACION POR CARBONQ

El mecanismo de regulacion por carbono en plantas cs mas complejo que ¢l de
levadura. Esto radica en ¢l hecho de que las plantas son tanto productores de fuentes de
carbono (tejidos verdes) como consumidoras de los mismos (hojas jovenes, flores, frutos
y raices). De esta manera, los tejidos produciores v los tejides consumidores ticnen vias
de regulacion diferentes para la disponibilidad de carbono. Afin en un misme tipo de
tejidos, pueden existir diferencias segin la especic. En Solaniceas por ejemplo y en
especial en papa, Lalende y cols (1999) han puntualizado la importancia de los
transporiadores de sacarosa en el mecanismo de percepceion de la sefial por fuentes de
carbono. Hasta ahora se ha viste que esie tipo de transportadores juegan un papel
nutricional, aportando aziicares a las células para su crecimiento y desarrolio. Otros
participan en ia generacion de los gradientes osmaticos para el flujo en el interior del
floema; vy finalmente existen otros transporiadores que participan ¢n el inicio de la sefial
de regulacion por fuentes de carbono. Se propone que estos Gltimos transportadores
pueden participar en Solanaceas, en la regulacion por carbono.

En otras especies como Arabidopsis, se demostréd la importancia de ta hexocinasa
en la percepcién e inicio de la sefial, para la regulacion por carbono. Esta via dependiente
de hexocinasa, regula un gran numero de genes que participan en la fotosintests, como
RBC-S, CAB, PC entre otros. La importancia de la via de la hexocinasa para la regulacion

por carbono, se comprobé por diferentes estrategias experimentales: la generacién de
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plantas transgénicas con construcciones ¢n sentido y antisentido del gen de la hexocinasa
{Jang v cols, 1997); y el aislamiento de mutantes insensibles a altas concentracioncs de
glucosa (Sheen y cols, 1999; Gibson, 2000). Muchas de estas mutantes denominadas
glucosa insensibles (mutantes gin): ginl. gin2. gind, ging, representan diferentes grupos
de complementacion con caracteristicas fenotipicas relacionadas a la alteracion en otros
procesos celulares (pleiotropia). Estos efectos pleiotrépicos claramente reflejan como una
mutacién que afecta un proceso celular (regulacion por carbone). puedc a su vez estar

afectando otros mecanismos no relacionados (regulacién por hormonas).

LA IMPORTANCIA DE LOS EFECTOS PLEIOTROPICOS DE LA MUTACION
EN gin3: LA REGULACION POR CARBONO Y LA PARTICIPACION DE LA
HORMONA ABA

Et hecho de que diferentes mutantes aba, sean insenstbles a altas concentraciones
de glucosa, demostré claramente la participacion del ABA en la via de sefializacion por
glucosa. Varias de las mutantes gin muestran alteraciones en otras respuestas
relacionadas a otras hormonas, Por ejemplo, en el caso de ginl. se encuentran afectadas
algunas respuestas reguladas por la hormona etileno (Zhou y cols. 1998). En el caso de
ginj. la mutante se caracterizé por presentar un fenotipo marchito. caracteristica
importante que poseen las mutantes aba. El fenotipo marchito de ginj puede revertirse
con la aplicacidon exdgena de 3 pM de ABA, en solucidn acuosa sobre las hojas (Figura
3F del articulo). Esta deficiencia en ABA tanto en ginj como en las diferentes mutantes
aba, sugirid que la aplicacién exdgena de ABA (100 nM) en altas concentraciones de
glucosa (desde 6% hasta 7%), cra capaz de restaurar la sensibilizacion del sistema a la
alta glucosa, y asi sucedié tanto en ginJ como en la mutanie abal-I. Por otro lado, se
comprobé que las plantulas silvestres de Arabidopsis de diferentes ecotipos: Ws, Ler y
BE, crecidas en 7% de glucosa v 0.1 nM de Norfluorazona como agente inhibidor de la
biosintesis 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
elevacion de los niveles endégenos de la hormona ABA. Queda por verificarse si la
movilizacion del ABA c¢s desde sitios de reserva y/o almacenamiento. Sin embargo, ya

que la Norfluorazona es una droga que preferentemente se usa para inhibir la biosintesis
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de ABA, sugiere fuertemente que csta elevacidn pudicra provenir de una biostntests mas
que una movilizacién desde los sitios de almacenamiento.

L.a mutante ginJ también es insensible a altas concentraciones de fructosa como a
sacarosa (Figuras 10 y 11 de resultados). Los resultados sugicren que estos azicares
pueden utilizar las misma via de sefializacion por glucosa. cs decir la dependiente por la

actividad de la hexocinasa.

;CUAL ES LA RELACION ENTRE EL GEN AFECTADO EN gin5 CON LA
REGULACION POR CARBONO Y LA ViA DE BIOSINTESIS
DE ABA EN Arabidopsis?

lLos resultados generados de la secuencia del {ragmento gendmico amplificado
por PCR de la mutante gind, y contenido en la misma sccuencia del BAC F3D10, y de los
resultados del mapeo cromosomico. corroboraran que ¢l gen afectado en fa mutante gind
se locaiizé en el cromosoma 1 hacia ¢l telémero supenior. El campo de lectura del gen
mas cercano a la insercion del T-DNA, codifica para una enzima del tipo hidroximetil-
transferasa. ;Cudl es la relacion con el sistema de regulacion por carbono?. ;Cual es la
relacion de esta enzima en la biosintesis de la hormona ABA?, En este momento no se
pucde dar una explicacion directa, lo que ¢s patente cs el desconocimicnto de muchas de
las enzimas asi como el requerimiento de cofactores que participan en el biosintesis de
ABA {Cutler y Krochko, 1999). .

La cruza entre las mutantes gin con abai-2, revelaron que ambas mutantes son
al¢licas, ademas que gind no tiene actividad de aldehido oxidasa como es el caso de la
mutante abad-2 (Figura 8 de resultades). Se propone que la mutante aba3-2 carece de ia
sulfurilasa terminal, de acuerdo a los resuliados de la caracterizacién bioguimica
{Schwartz y cols, 1997; Mendel y Schwartz, 1999). Se desconoce cual es el gen afectado
en abal-2. Con los resultados obtenidos en gin3, deja claro que el mecanismo de
regulaciéon por carbono es muy complejo, y por otro lado que se desconocen pasos
importantes en la biosintesis de la hormona ABA, en que pueden estar participando
enzimas del tipo hidroxi-metiltransferasas. Una prueba contundente de que el gen
afectado en gind estd participando en la regulacion por carbono y en la biosintesis de

ABA serd la complementacion de gind con la secuencia del gen silvestre de la
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hidroximetiltransferasa, desde la insercion del T-DNA. pues en ocasiones las regiones no

traducidas pueden participar en ia respuesta v funcion del gen.

LA MUTANTE gin5 COMO OTRAS MUTANTES EN REGULACION POR
CARBONO, TIENEN AFECTADAS LAS RESPUESTAS
A OTRAS HORMONAS VEGETALES
La mutante ginj. ademds de tener afectada la capacidad de elevar los niveles
endogenos de ABA en presencia de alta glucosa. también desarrolla mas rapido la
senescencia en presencia de concentraciones exogenas del precursor de etileno. La
mutante pri/ fue aislada como una mutante hipersensible a azicares. pero tambien es
hipersensible a etileno. auxinas. citocininas v ABA exdgeno (Nemeth v col 1999). La
mutante gin? tene alterada la sensibilidad a hormonas como auxinas v citocininas {Sheen
v cols, 1999). La mutante gin/ fue aislada como una mutante insensible a alta glucosa. y
su mutacion esta relacionada con la respuesia a la hormona etileno, pero también tiene
afectada la respuesta a otras hormonas como ABA (Zhou y cols. 1998). Estos hechos
demuestran claramente la participacion de los azlcares en vias de regulacién por

hormonas v viceversa.

gind CONTIENE MAYOR CONTENIDO DE PIGMENTOS, EN ALTAS
CONCENTRACIONES DE GLUCOSA, EN COMPARACION CON PLANTAS
SILVESTRES COMO CONSECUENCIA DE LA MUTACION.

La mutante gind no reprime algunos genes que participan en la fotosintesis como
CAB. RBC-Sy PC entre otros (Figura 3 del articulo; Figura 17 de resuttados). También
gind no disminuye el contenido de pigmentos totales en altas concentraciones de glucosa,
solo a 9% de concentracidn la mutante es capaz de disminuir hasta el 50% del contenido
de pigmentos. En esta concentracidn de glucosa tan alta, las plantas silvestres carecicron
totalments de pigmentos. En Arabidopsis, los azicares como la glucoesa son capaces de
reprimir 1a transcripcién de muchos genes que participan ¢n la fotosintesis, 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 demostrd que la regulacion de estos genes fotosintéticos estan en la via dependiente de

ESTATESIS NO SALE
DE LA BIBLIOTECA
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hexocinasa {Sheen y cols, 1999), Existen varias evidencias in planta que corroboraron la
participacidn, por un lado de la hexocinasa. v por el otro de la acumulacién de aziicares
reductores. como sciiales capaces de afectar las concentraciones de pigmentos, Las
planms'lransgénicas de tomate que sobre-expresan el gen en sentido de la hexocinasa | de
Arabidopsis, presentaron {enotipos evidentes como la disminucion en la talla de las
plantas, asi como la disminucion de pigmentos en las hojas (Dai y cols, 1999). Significa
que la via de regulacion por carbono que depende de la hexocinasa, al no regular los
procesos celulares, permite la acumulacion de azucares y estos pueden producir una
reduccion en los niveles enddgenos de pigmentos. La siguiente estrategia permite
corroborar como afecta la elevacion de azicares reductores endogenos in planta: plantas
ransgénicas de tabaco que sobre-expresan el gen de la invertasa de levadura producen la
elevacion de monosacaridos entre ellos glucosa, v fenotipos de tallas menores en las
plantas, de los observados en plantas silvestres. También presentaron disminuctdn en la
cantidad de clorofila e inicio temprano de la senescencia en las hojas de la roseta
(Heineke v cols, 1994). Para el caso de gind se observd la acumulacion de azGeares
reductores. de pigmentos y también una talla menor, en comparacion a plantas silvestres.
La disminucion de la talla en mutantes afectadas en los mecanismos de regulacién por
carbono de Arabidopsis, son fenolipos también observados en diferentes mutantes
reportadas en levadura, que estdn directamente afectando la regulacion por glucosa
(Ronne, 1995).

Un hallazgo nuevo e importante {ue verificar la regulacién del gen CLAT por
efecto de la glucosa: cn altas concentracicnes de este azicar, se reprime ¢l gen en plantas
silvestres. pero no responde a regulacidn en la mutante gind. El gen CLA[ es el primer
gen que participa en la biosintesis de isoprencides en la via no mevalénica, en el
cloroplaste. Los isoprenoides son precursores de muchos productos finales sintetizados
en el cloroplasto, como algunas hormonas vegetales, y pigmentos como clorofilas y
carotenoides. En el laboratorio se corrobord en plantas transgénicas que tienen ia
construccion en antisentido del gen CLA/, que los productos finales que se biosintetizan
en el cloroplaste como clorofilas, carotencides v de la hormona ABA, se encuentran
también disminuidos en comparacion de los niveles encontrados en plantas silvestres, En

la mutante gind se corrobord que se encuentra afectada la regulacion del gen CLAI, de
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manera similar a los genes CAB, RBC-S y PC. Se sabe que la mutacion de gind se
encuentra en la via de la hexocinasa (Figura 6 del articuto). por lo que una evidencia
nueva es que la regutacion del gen CLA4/ se encuentra tambicn en la via de la hexocinasa,
como es el caso de algunos de los genes fotosintéticos. De esta manera. los azucares
como la glucosa regulan enzimas criticas y limitantes como la prowina CLAL que es la
primera enzima en ta via de biosintesis de un gran nimero de precursores para moléculas
binlogicamente aclivas.

L.a mutantc ginj es una planta insensible a altas concentraciones de glucosa.
Existe otra muante que es hipersensible a fuentes de carbono denominada prif. Esta
mutante ambién acumula grandes cantidades de azticares reductores entre otros. Por la
presencia de la mutacion. los azicares son capaces de inhibir in planie algunas vias o
genes que estin normalmente bajo el control por glucosa. Algunos de ellos son los genes
que estan relacionados con la biosintesis de clorofilas, carotenos v antocianinas. También
la mutante prif presenta altas concentraciones de clorofilas v otros pigmentos (Nemeth y
cols. 1998). Estos datos demuestran lo complejo que resulla ser el mecanismo de

regulacion por carbono en plamas y su mecanismo de comtrol generalizado en la planta.

LA RESPUESTA DE gin5 EN PRESENCIA DE ALTAS CONCENTRACIONES
DE AZUCARES Y DEL ANALOGO 3-O-metilglucosa, VERIFICA QUE LA
MUTACION DE gin5 ESTA EN LA ViA DE LA HEXOCINASA

Altas concentraciones de glucosa, fruclosa y sacarosa pueden reprimir el
desarrollo del tejido aéreo en plantas silvestres. La mutante gin3 fue insensible a 9% de
glucosa y fructosa, y a 17% de sacarosa para reprimir este tejido. Las altas
concentraciones de glucosa reprimen varios genes fotosintéticos que se encuentran en la
via de la hexocinasa. Todas las mutantes insensibles a alta glucosa, aisladas tanto por el
grupo de Jen Sheen como en el laberatorio, estén en la via de la hexocinasa. lo que
permite concluir que este método de aislamiento es especifico para obtener mutantes
afectadas en esta via.

Altas concentraciones del andlogo 3-O-metilglucosa (7%). no produjo represién
en el desarrollo del tejido fotosintético tanto en plantulas silvestres como de la mutante

gin3 (Figura 14 de resultados). La presencia de 100 nM de |a hormona ABA en 7% de
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este analogo fue incapaz de inducir efectos en ¢l desarrollo del tejido aéreo tanto en
plantulas silvestres como de la mutante gind. Esta respuesta fenotipica contrastd con la
observada en ginJ, crecida en 7% de glucosa mds 100 nM ABA (Figura 4G del articulo),
En modelo de cultivo celular de Ch rubrum, sc demostrd que ¢l andlogo 3-0-
metilglucosa activa algunos genes de respucsia a azicares como ¢l de la invertasa
apopldstica. la sacarosa sintasa y ¢l de la fenilalaninamonio lasa-1 (PAL-1). Estos hechos
evidenciaron que el transporte de azicares es otra via de regulacion por carbono. En
Arabidopsis, esta via sélo se ha demostrade en plantas transgénicas yue expresan un
promotor heterdlogo, como el de la patatina y el gen reportero GUS (Martin v cols,
1997). En Arabidopsis no sc ha demostrado in planta si andlogos como la 3-0-
metilglucosa regulen genes que participan en la [otosinesis como /’C, CAB y RBC-S
entre otros. Probablemente la via de seitalizacion que depende solamente del transporte
de azicares (como el de la 3-O-metilglucosa), no esté operando en la via que depende de
la hexocinasa. 0 que en su defecto, esté operando ésta via de transporte de azicares en

tejidos consumidores de azucares.

L.LOS AZUCARES AFECTAN EL CRECIMIENTO CELULAR EN PLANTAS
SILVESTRES, PERO EN MENOR MAGNITUD EN LA MUTANTE gin$

Dependiendo del tejido v tipo celular, los azicares pueden inducir crecimiento 6
senescencia (Koch, 1996). La glucosa, fructosa y sacarosa inhibieron menos la
elongacion del hipocotilo en plantulas de gind, en comparacién del efecto observado en
plantas silvestres. Jang y cols {1997) demostraron en plantas transgénicas de Arabidopsis,
con la secuencia en antisentido del gen de ta hexocinasa, que concentraciones elevadas de
glucosa no son capaces de reprimir la clongacion del hipocotilo, en comparacion con
plantulas silvestres o de plantulas transgénicas con la construccidn del gen en sentido.
Estos hechoes demuestran como la glucosa afecta fuertemente procesos generales tales
como la division celular. Este es uno de los cfecios similares al de una hormona de
crecimiento como la somatostatina en mamiferos, que se reconoce de los azicares y en

este caso en plantas (Sheen, 1999).




LA PRESENCIA DE UN MAYOR NUMERO DE PELOS RADICULARES EN
gin5 CARACTERIZO SU RESPUESTA INCREMENTADA A LA PRESENCIA
DE AUXINAS EXOGENAS.

Fue interesante observar que la mutante gind respondio con mavor desarrollo de
raices secundarias y de pelos radiculares. a mayores concentraciones de auxinas (2 y 4.3
nuM), en comparacién con la respuesta en plantas silvestres. La mulante superroot! en
presencia de dcido indotacético (FAA) exdgeno. es capaz de desarrallar un mayor niimero
de raices secundarias y pelos radiculares. Pero en esla mutante s corrobord gue existe
una sobreproduccién de auxina, a expensas del incremento importante en la actividad de
la enzima aldehido oxidasa-1 (AQ-1). De esta manera se evidencio que esta enzima
participa en la biosintesis del dcide indolacético. Es posible que los pelos radiculares al
ser de mayor longitud y estar presentes en mavor nimero, permiicn ver una respuesta

amplificada en presencia de auxinas exégenas en gin3.

LA MUTANTE gin5 EN ALTAS CONCENTRACIONES DE ETILENO
EXOGENO INICIA MAS PRONTO LA SENESCENCIA EN TEJIDO
FOTOSINTETICO, QUE LA RESPUESTA EN PLANTAS SILVESTRES

La mutante ginJ a dosis exogenas de 320 y 640 uM de ciefén como precursor de
etileno, inician mds pronto la scnescencia, mientras que las plantas silvestres se
mantienen sin cambios aparentes. Se sabe que altas concentraciones de axicares son
capaces de inducir sencscencia (Koch, 1996). gin5 conticne alias concentraciones de
azucares reductores (Cuadro 5 de resultados). Es posible que el etileno exdgeno a dosis
altas de las ensayadas, active prontamente ¢l inicio de la senescencia en gini. La
respuesta fenotipica a etileno puede variar dependiendo la mutante en regulacién por
carbono evaluada. Por ejemplo, la mutante pri/ sc caracterizd en su respuesta a etileno
exogeno, por presentar un mayor nimero de pelos radiculares. Sin embargo, en esta
mutante no se descarta la posibilidad de que auxinas endégenas estén produciendo este
efecto (Nemeth y cols, 1998).

De acuerdo a los estudios en la mutante gin/ por Zhou v cols (1998), se demostrd
que el etileno es una hormona importante en la regulacion por carbono en plantas, De

hecho, las mutantes efo y cir! se comportan como mutanies insensibles a alas
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concentraciones de glucosa. Estos hechos sugieren fuertemente que durante la regutacion

por carbono se requicren:

a)

bj

Por un lado la disminucion de los niveles endogénos de etileno. Las mutantes
sobreproductoras de ctileno, efo (ethylene overproduction) v la de triple respuesta
constitutiva de etiteno, ctrf (constitutive rriple response). son insensibles a alla
glucosa. Y por otro lado. Ias mulantes insensibles a etileno, etr! (erhylene resistant) y
ein2 {(ethylene insensitive), al no activar la via de transduccién por la hormona y
manejar niveles endogenos menores de etileno. sc comportan como mulantes
hipersensibles a glucosa.

Finaimente. se requiere tlambién de la elevacion de los niveles de ABA. Se demostrd
que varios alclos de las mutantes aba son insensibles a alia glucosa. La aplicacién
exodgena de ABA a concentraciones incapaces de reprimir la germinacidn, 100 oM, es
suficiente para hacer sensibles a eslas mutantes v a gind. a altas concentraciones de
carbono como una respuesta observada en las silvestres. Ademas, la aplicacion de
cantidades tan pequefias del inhibidor Norfluotazona. 0.01 nM, en alta glucosa

permite a las plantas silvesires a ser menos sensibles a altas concentractones de

glucosa.

LA MUTACION DE gin5 PERMITE EXPLICAR ALGUNAS DE LAS FUENTES

DE BIOSINTESIS DE ABA, Y A SU VEZ ALGUNOS DE L.OS FENOTIPOS
CARACTERISTICOS DE LA MUTANTE

La mutante ginj contiene niveles enddgenos menores de ABA que los contenidos

en plantas silvestres (Cuadro 4 de resultados). Este hecho en parte puede explicar el

fenotipe marchito reversible a ta aplicacion exdgena de ABA en las hojas. El no elevar

los niveles endogenos de ABA cn presencia de alta glucosa por parte de gind, puede

también explicar su fenotipo de insensibilidad a alta glucosa. También este fenotipo de

gin3 se puede revertir agregando exdgenamente ABA en alta glucosa. Sin embargo

existen otras respuestas fisioldgicas de esta mutante que no pueden explicarse por su

fenotipo deficiente en ABA endogeno. Otras caracteristicas dificiles de explicar en gin3

son ¢l contener la misma cantidad y el mismo tipo de proteinas de almacenamiento en las

semillas, que las contenidas en semillas de plantas silvestres; la respuesta fenotipica
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similar a las plantas silvestres en presencia de allas concentraciones de polioles {manitol
y polietilenglicol, Figura 15 de resultados). Sobre todo lo que mas 1lamo la atencién fue
su resistencia durante ¢l crecimiento en aftas concentraciones de NaCl, 200 mM.

Durante mucho ticmpo se ha propuesto que ¢l ABA requerido para la maduracion de
la semillas en mutantes abu de Arabidopsis. proviene del tejide materno (Karsen y cols,
1983). Pero jcomo se explica la carencia de mutantes nulas en la biosintesis de ABA y la
existencia de mutantes aba capaces de resistir estreses osmoticos por polioles y por
NaCl?. Las posibles respuestas a estas interrogantes sobre la mutante ginjd, pueden en
parte responderse en relacion a ia(s) ruta(s) de biesintesis del ABA. Se requiere en la
biosintests de precursores para formar xantofilas que son productos isoprenoides
sintctizados en el cloroplasto. En esta ruia se han clonado muchos de los genes que
participan en la formacién v rompimiente de moléculas que forman estos precursores:
desde la formacion del fitoeno, carotene. licopeno. f-caroteno, zeaxantina. violoxantina y
neoxantina, Sin embargo, se han clonado muy pocos genes en la ruta de biosintesis del
ABA, como el de la zeaxantina epoxidasa (Scolnik y Bartley, 1996). Actualmente, no se
ha identificado todavia un gen que convierta los intermediarios provenientes de los
carotenoides a ABA. Al parecer, una de las razones es la carencia de suficiente
informacién sobre el metabolismo del ABA-aldehido. Ademas existen evidencias de que
este intermediario no es el inico producto para formar el ABA (Cutler v Krochko, 1999).
Desde 1990, Rock y Zeevaart han sido los Unicos que han documentado al ABA-aldehido
come un producto natural. Posteriormente. diferentes autores solo se han dedicado a
seguir las reacciones in vifro de la conversion del ABA-aldghido. De hecho Netting y
Milborrow (1994} demostraron in vive que al dar ABA-aldchido marcado con deuterio
como precursor, y en presencia de "0, o H,"*0, encontraron que el ABA con deuterio no
contenia "(}; mientras que el ABA no marcado si lo contenia. Estos datos sugicren
fuertemente que el ABA proveniente del ABA-aldehide marcado por 0, fue formado
por una enzima diferente de la via tradicionaimente descrita. Existe otra evidencia, y es la
acumulacion de trans-ABA-alcohol en la mutante flacea de tomate y en droopy de papa,
que no son mutantes nulas a ABA. Por este precursor en la forma 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 mutantes aba de Arabidopsis
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esién acumulando ABA-alcohol, entre cllas abai-2 y posiblemente gin3. Sin embargo, se
tendra que verificar este hecho. Ademas, estudios de actividad de AQ y de biosindesis de
ABA sugicren que ¢l xantoxal (la xantofila mas inmediata en la rwta de biosintesis de
ABA) ¥ no el ABA-aldehido, es e] sustrato para la AQ dependiente de MoCo. Los
estudios in vitro han demostrado que el xantoxal v ¢l AB:A-aldehido pueden estar
compitiendo por la AQ produciendo acido xantoico ¥ ABA. Los estudios de actividad en
gel han demostrado que el ABA-aldehido parece ser un sustrato menos eficiente que otras
formas de aldehido. En ningln estudio hasta ¢l momento se ha evaluado ¢l xantoxal
comp sustrato. Finalmente, Cowan (2000) propone:
a) La existencia de una ruta de biosintesis de ABA inducida por estreses. Si existiera la
liberacion del xantoxal de los cloroplastos, después de algiin estimulo tipo estrés, este
podria ser un precursor importante de la biosintesis de ABA v sustrato de la AQ. Son

muy escasos los datos generados sobre este punto.

b} La otra via puede provenir a partir de ABA-aldehido. Otros estimulos la estarian
activando {por ejemplo altas concentracioncs de glucosa). También queda la
posibilidad de que el ABA-alcohol sea un precursor v podria asisti la ruta
biosintética del ABA-aldehido.

Frente a estrés salino, gind es mas sensible a dosis bajas de NaCl, en comparacion

a la respuesta de plantas silvestres. Esto se verificd con diferentes parametros: indice de

germinacién, crecimiento en caja a dosis crecientes de NaCl, desarrollo y respuesta

rizogénica de los pelos radiculares y longitud de la raiz {Figuras 23, 24 y 27 de
resultados, respectivamente). Sin embargo llama la atencion la resistencia de ginj a altas
dosis de NaCl. 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 azlcares, que pueden estar

funcionando como osmolitos (Gibson, 2000). En ginj se documentaron altas
concentraciones de azucares reductores, estos pueden estar funcionando como
osmoprotectores.

Con los antecedentes anteriores, la mutacion de gin5 apoya la existencia de otra

via de biosintesis de ABA. Es muy posible que la via proveniente de la oxidacion del
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ABA-aldehido se lteve a cabo come tradicionalimente se ha determinado, en la raiz y se
active por difercnies estreses. Es posible que en esta via lambién se genere ABA a partir
de ABA-alcohol. Una elevacion de este precursor frente a fuertes estimulos de estreses
{altas dosis de NaCl por ¢jemplo), sea capaz de alimentar fuertemente la ruta de
biosintesis de ABA y se eleven los niveles enddgenos de la hormona. Si el xantoxal
proviniera de los cloroplastos, esto significa que el weido fotosimético podria ser la fuente
de ABA, y un estimulo de estrés que implique el cierre de estomas cn las hojas, los
cloroplastos serian la fuente mas rapida de ABA disponible, que la esperada desde fa raiz.
Sin embargo por el fenotipo marchito de gind. cstaria reflejando también que esta via de
biosintesis posiblemente se encuentre afectada. Seria interesante v a la vez relevante
cuantificar ABA en t¢jido aéreo (verde) y en raiz cn la mutante gini, frente a diferentes
lipos de estreses. para tratar de disectar v conocer come estos tipos de tejidos pueden
responder a un estrés de manera independicnte. No hay que clvidar que la raiz es la
fuente importante de biosintesis de ABA. v 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 mutacién generada en gin3, fuce
debida a la insercion de un elemento del T-DNA. generando una mutacion de tipo
recesivo que produce una planta insensible a alta glucosa (7%). El fenotipo de
insensibilidad a alia glucosa ademas, coscgrega con el lenotipo marchito en ginJ. El pen
que interrumpe la insercion del T-DNA, se encuenira a 2 kb hacia el extremo 3' de un gen
que codifica para una enzima con actividad de hidroximetiltransferasa que participa en
las reacciones de fotorespiracion en plantas, asi como en el metabolismo de nitrogeno y

en la sintesis de lipidos.

La mutacién en ginj es alélica a la mutacidén presente en la mutante abu3-2. La
mutante gind carece de actividad de las 3 enzimas con actividad de aldeludo oxidasa,

como es el caso de ta mutante aba3-2.

La mutacion de gin3 se encuentra en la via de regulacion por carbono, dependiente de
la hexocinasa, por 1o que no regula (reprime) la transcripcidn de gencs fotosintéticos en
alta glucosa, como lo lleva a cabo plantas silvestres. La mutante gind ha perdido la
capacidad de regular la expresidn del primer gen de la biosintesis de isoprenoides, el gen
CLAI. Ademds este gen se encuentra regulado por [a via de la hexocinasa, similar a la

regulacién de los genes fotosintéticos.

El fenotipo de ginj es generado por la sefial iniciada por la glucosa, ya que cn altas
concentraciones de polioles no se inhibid e! desarrollo de tejido aéreoc de planias
silvestres. La mutante gin3 también es insensible a alias concentraciones de fructosa y
sacarosa. Las altas concentraciones de azucares afectan en menor magnitud el desarrollo

y crecimiento celular en la mutante ginj, en comparacion al efecto inhibidor observado

en plantas silvestres.

La mutante ginj tiene niveles enddgenos disminuidos de la hormona ABA, similar a
las mutantes aba de Arabidopsis, con ello los alelos abal-1, aba2-1 y aba3-2 son plantas

insensibles a altas concentraciones de glucosa, similar a la mwante ginS. La aplicacion
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exogena de ABA en alta glucosa, permite restablecer ef (enotipo sensible similar a la

silvestre, en las mutantes gind -7 y abal.

En altas concentraciones de etileno exdgeno. tas hojas cotiledonarias y el primer par
de hojas verdaderas inician mas prento la senescencia en gin3, El mavor nimero de pelos
radiculares en ginJ, permitc una respuesta hipersensible a la aplicacion exdgena de

auxinas.

El fenotipo marchite de gind es reversible a la aplicacion exdgena de ABA en las
hojas, durante el estrés por riego. La mutante ginj es resistente a altas concentraciones de
NaCl, tanto en la germinacién como en el desarrollo temprano y en el crecimiento de la
raiz principal, La respuesta rizogénica en gind sélo aparece a altas concentraciones de
NaCl (200mM). La resistencia de gind a altas concentraciones de NaCl pucde deberse a
las concentraciones elevadas de azlcares enddgenos en la mutante, que le permilen

funcionar como osmolitos de proteccion.
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