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RESÚMEN 

La glucosa (Glc) tiene funciones señalizadoras que controlan procesos fisiológicos vitales y de 

desarrollo en las plantas. Los mecanismos de señalización así como los componentes regulatorios de la 

señal de la Glc se desconocen en gran medida. Con el fin de aislar y caracterizar componentes que 

participen en la(s) vía(s) de señalización activadas por este azúcar, en este trabajo se formó una 

colección de 163 plantas de Arabidopsis thaliana que potencialmente se encuentran afectadas en la 

detección y/o señalización de la Glc,. 

La caracterización fenotípica, genética y molecular de las primeras mutantes de esta colección, 

llamadas gin ("glucose insensitive"), demostró que la hormona ácido abscísico (ABA) tiene un papel 

esencial en la señalización de la Glc durante el desarrollo temprano de la planta. La clonación del gen 

mutado en la planta gin6, reveló al factor transcripcional ABI4 ("ABA Insensitive 4") como un 

elemento partícipe en esta vía. Este factor importante también para la señalización del ABA es 

necesario para el bloqueo del desarrollo causado por la Glc. La participación de los genes ABI en la 

respuesta a Glc es particular para AB/4 y AB/5, cuyas mutaciones causan fenotipo gin. En cambio, 

otros genes señalizadores del ABA como AB/l, AB/2 y ABJ3 no parecen afectar este proceso, dado que 

mutaciones en tales genes no causan insensibilidad a Glc. 

El análisis de plantas silvestres crecidas en diferentes concentraciones de Glc reveló que los 

niveles de ABA aumentan durante la respuesta a Glc y este aumento está afectado en las mutantes 

gin5, gin8 y ginl, mismas que resultaron ser deficientes en dicha hormona. Este mismo efecto se 

observa en otras mutantes deficientes en la biosíntesis de ABA como abal, aba2 y aba3, las cuales 

también presentan fenotipo gin. Actualmente sabemos que la mutante gin5 es alélica a aba3, que ginl 

es alélica a aba2 y que gin8 podría se una mutante en el gen NCED3. Tanto ABA2, como ABA3 y 

NCED3 codifican para enzimas de la biosíntesis de ABA y de hecho, la adición exógena de 

concentraciones nanomolares de ABA revierten el fenotipo gin al fenotipo silvestre, lo que reitera su 

relación con las respuestas a Glc. 

Por otra parte, estudios paralelos a este trabajo han mostrado que la señalización de la hormona 

etileno antagoniza a la señalización de la Glc, de tal manera que la activación de la vía del etileno 

bloquea los efectos de la Glc. Así, la mutante con señalización constitutiva de etileno, ctr 1, presenta 

fenotipo gin, indicando que CTRl participa también en la respuesta a Glc. Con el fin de evaluar la 

regulación de componentes de la vía de señalización de la Glc, como uun primer acercamiento se 

analizó la expresión de los genes AB/4, ABI5 y CTRJ. Este análisis reveló que la Glc modula la 

acumulación del transcrito de estos tres genes. Los transcritos de ABI4 y AB/5 se acumulan en 
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respuesta a la Glc, mientras que los transcritos de CTRJ se reducen de forma transitoria y se recuperan 

posteriormente. Esto apoya la idea de que se requiere la presencia de estos elementos durante la 

respuesta de la planta a la Glc. 

Durante este análisis también se demostró que los tres genes responden diferencialmente a 

múltiples señales incluyendo al estrés osmótico y al ABA, además de la Glc; y esta respuesta es 

modificada durante el desarrollo de la planta. Adicionalmente se vio que la regulación por Glc tanto de 

ABI4 como de ABI5 está afectada en mutantes gin (gin5, gin6, ginl y gin8), aba (abal, aba2 y aba3), 

abi4, abi5 y en ctrl. Esta afección no se observó en mutantes que aún estando relacionadas con ABA, 

no presentan fenotipo gin como son abil, abi2 y abi3. En base a estos resultados podemos concluir que 

la señal de Glc es diferenciable de otras señales como el estrés osmótico y el ABA y además regula 

positivamente la expresión de elementos de su propia vía de señalización. 

El análisis fenotípico de las mutantes gin adicionalmente contribuyó a establecer que los 

azúcares tienen un efecto diferencial en los distintos procesos de desarrollo de las plantas. Así mismo, 

este análisis reveló que la señalización por Glc se interrelaciona con otros procesos como la detección 

de la fuente nitrogenada e incluso las respuestas a estrés osmótico y salino. 

Actualmente sabemos que otras mutantes de nuestra colección con fenotipo gin no parecen 

afectar ni la biosíntesis ni la señalización de ABA ni etileno, lo que apoya la existencia de otros 

componentes separables de estas hormonas que participan en la señalización de Glc. 

En conclusión, la caracterización de las mutantes gin evidenció que una de las características 

más sobresalientes de la plasticidad de las plantas, es la frecuente intercomunicación entre vías 

señalizadoras a través de una red compleja en la que existen componentes tanto específicos como 

comunes. Estos componentes parecen interactuar, integrar y controlar una diversidad de respuestas 

específicas. Algunos de estos componentes podrían ser de hecho los factores transcripcionales ABI4 y 

ABIS, los cuales parecen ser capaces de disemir e integrar una variedad de señales, contribuyendo así a 

la capacidad de las plantas para responder a los cambios internos y externos. 

{, 
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ABSTRACT 

Glucose (Glc) has signaling functions that control a wide variety of fisiological and 

developmental processes in plants. The signaling mechanisms and regulatory components of the Glc 

signa! are mostly unknown. In this work, a collection of 163 Arabidopsis thaliana plants potentially 

affected in Glc sensing/signaling was isolated, in order to identify components of the signaling 

pathway(s) activated by this sugar. 

Phenotypic, genetic and molecular characterization of the first mutants of this collection, called 

gin ("glucose insensitive"), showed that the phytohormone abscisic acid (ABA) has an essential role in 

Glc signaling during the early vegetative development of the plant. The T-DNA-tagged gin6 mutant 

abrogates the Glc-induced expression of the transcription factor ABI4, which was previously shown to 

be involved in seed-specific ABA responses. This factor is necessary for the Glc-induced 

developmental arrest during early seedling morphogenesis. The participation of the ABI genes in the 

Glc signaling is specific for AB/4 and AB/5, whose mutations cause a gin phenotype. In contrast, other 

ABI signaling genes like ABI 1, AB/2 and AB/3, do not seem to participa te in this process, as mutations 

in such genes do not cause a gin phenotype. 

Analysis of wild type plants grown in Glc concentrations revealed that ABA levels accumulate 

in response to Glc. Mutants gin5, gin8 and ginl affect such ABA accumulation and they turned out to 

be ABA-deficient mutants. Consistent with these results, previously isolated ABA-deficient mutants, 

abal , aba2 and aba3, have also a Glc-insensitive phenotype. Genetic, physiological and molecular 

analyses showed that gin5 is allelic to aba3, gin] is allelic to aba2 and that gin8 seems to be a mutant 

in the NCED3 gene. In fact, ABA2, ABA3 and NCED3 encode for enzymes involved in ABA 

biosynthesis and the exogenous addition of nanomolar concentrations of ABA restore Glc sensitivity in 

the mutants. 

lt has been shown that ethylene antagonizes Glc signaling; thus, constitutive ethylene signaling 

in ctr 1 mutant renders a gin phenotype, demonstrating that CTRI kinase is involved in Glc responses. 

With the aim to study the regulation of Glc signaling components, as a first approach we analyzed the 

expression of AB/4, ABI5 and CTRJ genes. AB/4 and AB/5 transcripts accumulated in response to Glc, 

whereas CTRl transcripts were transiently reduced followed by a rapid recovery. These observations 

support the requirement of these elements during the Glc responses. 
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During the expression analyses, it was also shown that AB/4, AB/5 and CTRJ genes have a 

differential response to multiple signals including osmotic stress and ABA in addition to Glc, and such 

responses are modified during plant development. Furthermore, it was shown that AB/4 and AB/5 Glc 

regulation is affected in gin mutants (gin5, gin6, gin] and gin8), aba mutants (abal, aba2 and aba3), 

abi4, abi5 and ctrl. Other ABA related mutants (abil, abi2 and abi3) that do not show gin phenotype, 

do not affect Glc regulation of these genes. Based on these results it was concluded that Glc signal is 

distinguished from other signals like osmoticum and ABA, and Glc positively regulates the expression 

of elements of its own signaling pathway. 

Phenotipic analyses of gin mutants additionally contributed to establishing that sugars have a 

differential effect on different developmental processes of the plant. Moreover, it was revealed that Glc 

signaling interacts with other processes like nitrogen source detection and even osmotic and saline 

stress responses . 

Currently, we have evidences that other gin mutants of this collection do not seem to affect 

neither the biosynthesis nor the signaling of ABA or ethylene, which supports the existence of other 

elements involved in Glc responses that are not related directly to such hormones. 

In conclusion, characterization of gin mutants evidenced that one of the most highlighting 

characteristics of plant plasticity, is the extensive cross-talks between signaling pathways thought a 

complex regulatory web, in which specific and shared components co-exist. Such components seem to 

interact, integrate and control a diversity of specific responses. Sorne of these components could be the 

transcriptional factors ABI4 and ABIS, which seem to be capable of distinguishing a variety of signals, 

thus contributing to the capacity of plants to respond to intemal and extemal changes. 
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TÉRMINOS INGLESES 

En la escritura de esta Memoria de Tesis Doctoral se ha evitado, en la medida de lo posible, el 

empleo de términos en lengua inglesa. No obstante, se ha mantenido la nomenclatura original de ciertos 

términos por estar ampliamente reconocidos en la comunidad científica internacional y para facilitar su 

comprensión. Entre dichos términos están los siguientes: 

cDNA 

DNA 

RNA 

T-DNA 

También se mantuvo la nomeclatura original de algunos términos técnicos de dificil y/o confusa 

traducción a la lengua española como los siguientes: 

"crosslinking" 

"cross-talks" 

"jootprint " 

"Northern blot" 

"pool" 

"screening 

"Southern blot" 

"splicing" 

"uORF' (upstream Open Reading Frame) 

"UTR" 

"wilty" 
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I INTRODUCCIÓN 

1.1 Señalización de los azúcares en las plantas: 

Breve reseña. 

Los nutrientes, además de constituir los bloques esenciales de los componentes celulares, 

también actúan como señales reguladoras centrales que controlan el desarrollo, el metabolismo y la 

fisiología integral de todos los organismos procariontes y eucariontes tanto unicelulares como 

pluricelulares . Particularmente, los azúcares actúan como señales reguladoras esenciales en la 

adaptación de los organismos a las condiciones ambientales cambiantes; a este proceso se le conoce 

como regulación por carbono (Gancedo, 1998; Grupe et al., 1995; Saier et al., 1995; Sheen, 1999; 

Wang et al., 1995). 

El proceso de "regulación por carbono" ha sido estudiado tanto en procariontes como en 

eucariontes. En el caso de los organismos procariontes, la detección de azúcares preferenciales como es 

la glucosa (Glc ), permite que el metabolismo celular se ajuste a los cambios en la disponibilidad de estos 

nutrientes esenciales, de tal manera que las vías del catabolismo de estos azúcares se desreprimen, 

mientras que las vías catabólicas para fuentes carbonadas alternas son simultáneamente reprimidas 

(Saier et al., 1995). En organismos multicelulares, los sistemas de detección de azúcares son 

considerablemente más complejos, porque el estado energético de las células individuales debe ser 

integrado a las vías de señalización que regulan el crecimiento y desarrollo del organismo completo. 

Estudios en levadura y en organismos más complejos como los mamíferos, han aportado una gran 

cantidad de evidencias moleculares y bioquímicas sobre la regulación de la detección de azúcares, sin 

embargo, aún se desconoce mucho acerca de dichos procesos (Grupe et al., 1995; Wang et al., 1995; 

Gancedo, 1998; Hardie et al., 1998; Johnston, 1999; Vaulont et al, 2000; Rolland et al, 2001). En la 

tabla l se ilustran los sistemas involucrados en la detección de azúcares que se han identificado hasta el 

momento, en cuatro organismos representativos. 

Tabla t. Sistemas involucrados en la detección de azúcares en cuatro organismos representativos. 

ORGANISMO SISTEMAS REFERENCIA 
Escherichia coli fS~te~;:fosfot~~-~~f~~;~-d~t~~~;p~rte d~;;;;~~;~; -(PTS)--y-cl ___ Saie;-~(·~·c1995: ·-~~~----

j AMPc. 
- Vía independiente de la fosforilación de azúcares Thevelein, 1994; 
- Vías dependientes de fosforilación de azúcares: Gancedo, 1998; 

Saccharomyces * Vía de represión por glucosa: respuesta sostenida, mediada Rolland et al, 
cervisiae por sensores específicos (Snf3 y Rgt2), HXK2, complejo Snfl 

y represor Migl (entre otros). 

- · ---~-Yí~ .d.~ -~~~=-A.:~~-c;: __ r_t?~E1:1E~t~E~Pid_~~~~da_p_~~-ª-~~~---·--····-···-··c 
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GLKl 
' Sensores propuestos: GLK, GLUT-2, SGLT3. 

Ratón o Humano- Otros factores: requerimiento de glicólisis en algunos casos ,A TP, 
AMPc, Ca++, AMPK (homólogo a Snfl ). 

Grupe et al, Herdie, 
1998; Rolland et al, 200 l ; 
Díez-Sampedi:o et al., 2003. 

En las plantas superiores los sistemas de detección de azúcares son muy sensibles por ser 

organismos césiles y además autótrofos, lo que les permite y obliga a reaccionar de manera muy 

flexible a los cambios ambientales. Esto implica que producen sus propias fuentes carbonadas 

(azúcares), y se ven obligadas a coordinar de manera muy fina la homeostasis de los azúcares con: i) su 

actividad fotosintética (producción de azúcares); ii) su utilización (metabolismo de estos azúcares) y 

distribución hacia los diferentes tejidos demandantes, durante su ciclo de vida (Jang y Sheen, 1997; 

Koch, 1996) y iii) la asimilación de otros nutrientes esenciales como el nitrógeno (Paul y Driscoll, 

1997). La realización de todas estas actividades se ve afectada además por señales internas metabólicas, 

hormonales (DeWald et al. , 1994; Perata et al., 1997; Németh et al., 1998; Salchert et al., 1998) y de 

desarrollo (Herbers et al., 1996); así como por estímulos externos como la luz (Harter et al., 1993), la 

concentración de C02 (Sttit, 1991) y diversos tipos de estrés como el frío (Livingston lil et al. , 1998; 

Strand et al., 1997), calor, herida, anaerobiosis (Salanoubat et al., 1989) y ataque por patógenos 

(Herbers et al., 1996). Resulta por tanto, que la señalización de la respuesta a azúcares, debe integrar los 

programas endógenos de desarrollo y los estímulos externos, para dar como resultado final una 

respuesta metabólica integral que asegure la sobrevivencia óptima de la planta. Tal respuesta se refleja 

en el enorme número y diversidad de genes y procesos controlados por estas fuentes carbonadas (Koch, 

1996). 

La distribución del carbono (C) en las plantas, está mediada esencialmente por el transporte de 

la sacarosa (Sac) producida en los órganos fotosintéticos (tejidos productores) hacia otras partes de la 

planta (tejidos demandantes). El control que ejerce la distribución de fuentes carbonadas sobre el 

crecimiento, parece llevarse a cabo a nivel celular, a través de la señalización mediada 

predominantemente por hexosas, que son el producto de la degradación de la Sac por la enzima 

invertasa (Ivr) (Sttit y Sonnewald, 1995). En especial la glucosa (Glc) parece tener un papel preferente 

como molécula señal tanto en las plantas como en otros organismos (Jang y Sheen, 1994). Por ende, es 

de suma importancia entender de qué manera las plantas monitorean los cambios de los niveles de 

azúcares (Glc ); y cómo estas vías de transducción interactúan con las vías que responden a los 

diferentes estímulos internos y externos. 

Hasta el momento se sabe muy poco de los componentes de las vías de señalización de azúcares 

y de sus interacciones en plantas superiores. Este trabajo a la par de otros grupos (Jen Sheen, Sjef 
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Smeekens y Sue Gibson) fueron pioneros en la identificación de elementos esenciales en la señalización 

de azúcares, y evidenció a su vez la complejidad que encierra dicha vía. Este hecho cambió el panorama 

que se tenía sobre la naturaleza de la regulación por azúcares en plantas. 

1.2 Azúcares detectados en las plantas. 

1.2.1 La sacarosa como molécula señalizadora. 

La sacarosa (Sac) es la principal forma de carbohidrato soluble de transporte en la mayoría de 

las plantas. También regula una variedad de procesos tales como la fotosíntesis y el almacenamiento de 

C y nitrógeno (N) . La distribución de C en las plantas está mediada por el transporte de la Sac 

producida en los tejidos fotosintéticos (productores), hacia el resto del cuerpo de la planta (tejidos 

demandantes). Recientemente se ha demostrado que la Sac participa en la regulación de la expresión 

génica antes de ser desdoblada en las hexosas Glc y fructosa (Frc ), lo que implica la existencia de una 

vía de respuesta específica para la Sac (en la cual sólo este azúcar es capaz de activar una respuesta). 

Entre los genes regulados por esta vía de señalización específica para la Sac se encuentran genes 

involucrados en el transporte de la Sac, en la biosíntesis de almidón, en la biosíntesis de fructanos y 

factores transcripcionales (Tabla 2). 

Tabla 2. Ejemplos de genes y/o proteínas regulados por la señal específica producida por la Sac. 

Gen/proteín~... ·•>··· ·····•·<>. >• >! 1 .1]:.!~~!~-~~- !~ .. ~.~~-.-· .. ··~~~~~-·~~~-~~J:[e~':.~E.~dj;wL,;~i~ 
simportador de protones-S~s 1 represión transcripcional y de actividad . Chiou .yI~u~h, .19Q~; 

iGPLl-1 .~':!~!::<::<::i.~':! .!!~~~!iP~~onal ·-----·--~..,.. ... ,.."'= 
ATB2 represión transcripcional Rooketa 
1-SST 

1 
ind~sión transc:~.1?5'.~na~y ac~vidad enzimática Müll~!J:~~.,2QQQ.~ 

6-SFT ¡ inducción transcripcional y actividad enzimática Müller et al.; 1999; · 

Así mismo, la acción de este azúcar se ha visto reflejada a nivel fisiológico. Por ejemplo, los 

estudios sobre la síntesis de almidón en rebanadas del tubérculo de la papa, muestran que este tejido 

responde de manera diferente a la adición de Sac o Glc (Geiger et al., 1998). Por otro lado, se ha 

demostrado que los fructanos (homopolisacáridos de D-fructosa utilizado como reserva en muchas 

plantas), así como la actividad y nivel del RNAm de dos enzimas clave de la biosíntesis de estos 

compuestos (Sac:Sac-1-fructosiltransferasa [ 1-SST] y Sac:fructano-6-fructosiltransferasa [6-SFT]), 

aumentan marcadamente en respuesta a la Sac en hojas de cebada (Müller, 2000). Estos efectos se 

incrementan en presencia de un inhibidor de la Ivr (2,5-dideoxi-2,5 imino-D-manitol). También el papel 



de la Sac en la formación del tubérculo de la papa fue demostrado usando la tuberización in vitro, 

proceso que es altamente dependiente de la concentración de Sac (Xu et al., 1998). 

También algunos estudios sobre el desarrollo de la semilla en plantas transgénicas de Vicia 

narbonensis que expresan una lvr derivada de levadura, apoyan la idea de que la Sac induce 

específicamente la diferenciación y la síntesis de productos de almacenamiento (Weber et al., 1998a). 

Un estudio de desarrollo comparativo de semillas de haba, reveló que el cambio entre la fase de pre­

almacenaje (o la fase de división celular), a la de almacenamiento (o fase de diferenciación), también se 

acompaña por un cambio de una proporción de altas cantidades de hexosas (principalmente Glc y 

Frc/Sac ), a una mayor proporción de Sac vs. hexosas en los embriones; mientras que los niveles de 

hexosas de la cubierta de la semilla son siempre bajos. (Borisjuk et al., 1995; Weber et al., 1995, 

l 997b ). Estas hexosas provienen del desdoblamiento de la Sac por una lvr acídica localizada en la capa 

interna del espacio apoplástico de la cubierta de la semilla, y son tomadas por el embrión. La 

integración de muchas evidencias, conlleva a concluir que un alto índice de hexosas/Sac favorece la 

división celular, mientras que una alta razón de Sac/hexosas favorece la diferenciación de las células del 

parénquima (Weber et al., 1997a). 

1.2.2 Detección de otros disacáridos. 

La utilización de disacáridos no metabolizables como la lactulosa (13-galactosa [Gal~][ l -­

>4]Fru), palatinosa (Glca[l-->6]Fru), y turanosa (Glca[l-->3]Fru) ha demostrados que estos azúcares 

tienen efectos de represión en la expresión de la enzima a-amilasa en embriones de cebada. Esta enzima 

degrada el almidón almacenado en la semilla. Sin embargo, la melibiosa (Gala[l-->6]Glc) no tiene 

efecto sobre este gen. Si se remplaza la Frc de estos disacáridos por Glc o galactosa, se pierde la 

capacidad de represión de la a-amilasa, sugiriendo que el componente fructosil es esencial para tal 

respuesta (Loreti et al. , 2000). Por el contrario el gen VvHT 1, que codifica para un transportador de 

hexosas, es inducido por concentraciones fisiológicas (58 mM presente comúnmente en tejidos 

demandantes) de palatinosa, melibiosa y turanosa, cada uno con un componente de Glc; y la lactulosa 

que no tiene el componente de Glc no afecta la expresión de este gen. Esto sugiere que la inducción de 

VvHTJ por disacáridos que no pueden ser desdoblados, transportados, ni metabolizados, parece requerir 

de al menos un componente glucosil (Atanassova et al., 2003). La habilidad de detectar análogos de 

azúcares como la palatinosa y la turanosa, también ha sido demostrado en hojas de tabaco (Sonnewald y 

Herbers, 1999). Otros análisis posteriores sugieren que estos azúcares son percibidos a nivel de la 

membrana plasmática independientemente del transporte de la Sac (Loreti et al., 2000). 
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Otros disacáridos que no contienen Frc también tienen efectos específicos. Por ejemplo la Sac­

sintasa y la Ivr son estimuladas no sólo por Sac, sino también por trehalosa (un disacárido a-D­

glucopiranosil-[ 1, 1 ]-a-D-glucopiranósido ), incluso en la presencia de validamicina A (un inhibidor 

poderoso y específico de la trehalasa); mientras que la Glc no tiene el mismo efecto (Müller et al., 

1998). Por mucho tiempo la presencia de la trehalosa fue confinada a las plantas conocidas como 

plantas de resurrección y muchos microorganismos, en los cuales sirve como protección contra el estrés 

por deshidratación/osmótico. Sin embargo, Ja secuenciación del genoma de Arabidospsis y los estudios 

de complementación de mutantes de levadura, revelaron la presencia de genes vegetales funcionales que 

codifican para enzimas del metabolismo de Ja trehalosa (Goddijn y Smeekens, 1998; Goddijn y van 

Dun, 1999; Leyman et al., 200J). De 11 genes TPS (que codifican para la trehaJosa fosfato sintasa) 

codificados en el genoma de Arabidopsis, sólo se ha demostrado que el gen TPSJ codifica para una TPS 

funcional (Blazquez et al. , 1998). 

En la levadura, este carbohidrato de reserva y protector contra el estrés, está implicado también 

en el control del flujo glicolítico y la señalización de azúcares (Thevelein y Hohmann, 1995). La 

trehalosa-6-fosfato es un inhibidor potente de la HXKII (hexocinasa II) de levadura, y existe evidencia 

de que tanto la propia Tpsl de levadura como la trehalosa-6-fosfato controlan el flujo glicolítico 

(Bonini et al., 2000; Van Vaeck et al., 2001). 

En Arabidospsis, se ha detectado trehalosa aunque en cantidades mínimas, lo cual indica que no 

funciona como un osmoprotector, sino que juega un papel mas bien regulador. La aplicación exógena 

de trehalosa (25 mM) es capaz de inhibir la elongación de la raíz de las plántulas y causa una 

acumulación de almidón en los tallos. Este efecto es causado por la inducción de los componentes de la 

biosíntesis de almidón, pues la trehalosa aumenta la actividad de la AGPasa (ADP-Glc pirofosforilasa) 

e induce la expresión de su gen correspondiente APL3 (Wingler et al., 2000; Fritzius et al., 200 l ). Sin 

embargo, cuando se inhibe la trehalasa, hay una acumulación de trehalosa endógena y una reducción 

fuerte en el contenido de almidón y Sac (Müller et al., 200 l ). Tales efectos aparentemente 

contradictorios podrían explicarse mediante la participación de vías de detección diferentes para la 

trehalosa endógena y la exógena. A pesar de que la trehalosa-6-fosfato no parece tener efecto en la 

fosforilación de hexosas (Weise et al., 1999), hay estudios que sugieren que puede tener un papel 

regulador en el metabolismo y distribución de carbohidratos incluyendo la actividad fotosintética (Paul 

et al., 2001 ). 

El uso de análogos de disacáridos que no pueden ser internalizados en la célula (palatinosa y 

turanosa) o bien, no metabolizables, apoya la existencia de vías de detección específicas de disacáridos 



e incluso de diferentes sensores específicos para Ja trehalosa y análogos de Sac (Loreti et al., 2000; 

Fernie et al., 2001 ). 

1.2.3 La glucosa como señal y morfógcno. 

A pesar de que la distribución de C en las plantas está esencialmente mediada por el transporte 

de Sac desde Jos órganos fotosintéticamente activos al resto de Ja planta, el control del crecimiento y 

desarrollo es llevado a cabo en gran parte a nivel celular. Como se mencionó con anterioridad, 

particularmente Ja Glc parece tener un papel preferente como molécula señal tanto en las plantas como 

en la mayoría de Jos organismos (Sheen, 1994 ). 

A nivel de expresión génica, Ja regulación por Glc ha sido estudiada tanto en procariontes como 

en eucariontes. En E. coli, la Glc tiene un efecto represor mientras que en la levadura y los mamíferos 

controla positiva-y negativamente la expresión génica (Jang y Sheen, 1994). La represión de genes 

fotosintéticos por Glc es un fenómeno único en las plantas superiores, donde los azúcares son generados 

de forma endógena. Usando fusiones quiméricas de los promotores de 7 genes fotosintéticos y el gen 

reportero CA T, se demostró que dichos promotores son reprimidos específica- y coordinadamente por 

Glc y Sac, pero la Glc representa una señal más fuerte dado que la represión puede ser activada con Glc 

1-1 O mM, mientras que la Sac a estas mismas concentraciones produce muy poca represión (Jang y 

Sheen, 1994). Estos y otros experimentos también demostraron que dicha regulación se lleva a cabo a 

nivel transcripcional, y los elementos necesarios para tal respuesta están corriente arriba de la secuencia 

codificante (Krapp et al., 1993). 

A nivel fisiológico, Ja Glc puede tener efectos dramáticos en el desarrollo de las plantas. Por 

ejemplo, en las células del mesó filo (el principal sitio de expresión de genes fotosintéticos ), la Glc se 

genera a partir del desdoblamiento de la Sac por la Ivr citoplásmica, la vacuolar o la apoplástica. En 

tabaco (y jitomate) se observó que cuando se sobre-expresa cualquiera de dichas formas de lvr, 

aumentan los niveles de hexosas, las hojas palidecen, el tamaño de la raíz se reduce y se inhibe la 

fotosíntesis (Dickinson et al., 1991; Sonnewald et al., 1991; Krapp et al., 1993). Otro ejemplo de los 

efectos de la Glc se observa en la planta de Arabidopsis, la cual bloquea su desarrollo cuando es 

germinada en presencia de altas concentraciones de glucosa (300-400 mM), de tal manera que los 

cotiledones no se expenden ni enverdecen (Jang et al., 1997). La Glc también retrasa la germinación de 

las semillas de esta planta tanto en concentraciones altas de Glc (300-388 mM) como en 

concentraciones bajas (55- 80 mM) (este trabajo; Dekkers et al., 2004). Así mismo, en Arabidopsis hay 

una correlación positiva entre la concentración alta de hexosas y la velocidad de elongación y 

ramificación de raíces (Freixes et al; 2002), de tal manera que la concentración local de hexosas y no de 

16 
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Sac, parece integrar los cambios en la disponibilidad de C de diferentes fuentes, y actúar como señal 

para determinar, al menos en parte, la arquitectura de la raíz en respuesta a las condiciones ambientales. 

También existen evidencias sobre el papel fisiológico específico de esta hexosa directamente 

sobre el desarrollo de la semilla. Por ejemplo, en semillas jóvenes de leguminosas y otros tejidos, el 

nivel alto de hexosas mantiene la capacidad de división de las células, mientras que más tarde en el 

desarrollo de la semilla, se necesita cierto nivel de Sac para inducir la diferenciación celular asociada a 

almacenamiento. Borisjuk et al. , (1998) concluyen que los altos niveles de Glc en los cotiledones son 

un marcador de células meristemáticas jóvenes. La aplicación de Sac en lugar de Glc a cotiledones 

jóvenes, rompe el estado meristemático e inicia la diferenciación y la maduración (Weber et al., 1996). 

Un determinante importante en la generación de los niveles de hexosas en el embrión de 

leguminosas jóvenes, es una lvr apoplástica que se expresa preferentemente en las capas internas de 

células de la cubierta de la semilla (Weber et al., 1995). Esta enzima rompe los fotosintatos entrantes 

(Sac) en Glc y Frc. Durante el desarrollo, el tejido que alberga la lvr es degradado con un patrón 

espacial y temporal muy específico, como parte del programa de desarrollo, creando así gradientes de 

Glc dentro de los cotiledones. Estos gradientes se correlacionan positivamente con la división celular y 

negativamente con las actividades de diferenciación y almacenamiento celular. La acumulación de un 

transportador de hexosas y uno de Sac (V fSTP 1) solamente en la capa de la epidermis parece ser 

esencial en crear y mantener dichos gradientes (Weber et al., l 997b ); así la expresión coordinada del 

transportador de hexosas y de la Ivr pueden mantener tejidos mitóticamente activos en presencia de 

hexosas. El papel de las lvrs acídicas y de las hexosas en favorecer la división celular durante el 

desarrollo de la semilla, también fue evidente durante un estudio del tamaño de las semillas del haba, 

donde el tamaño de la semilla se correlaciona directamente con el número de células, y no con el 

tamaño de las células (Weber et al., 1996). 

Estas y otras evidencias indican que la Glc generada interna y externamente representa una 

señal que modifica las respuestas metabólicas y morfogénicas de la planta. 

1.2.4 La fructosa y otras hexosas. 

En la levadura, además de la Glc, la Frc también es capaz de activar la represión catabólica, en 

cambio la manosa (otra hexosa) no es un azúcar represor. Esta represión es dependiente de la HXK2, 

que es la enzima responsable de la fosforilación de la Glc y la Frc (Dynesen et al. , 1998). Se ha 

demostrado que la Frc, así como la Glc y la Sac, reprimen la expresión transitoria de la 
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C4ppdkZmlCAT, una fusión del promotor de un gen fotosintético de maíz (piruvato fosfodikinasa) con 

un gen reportero ( cloranfenicol acetil transferasa), lo cual apoya la función señalizadora de dicha 

hexosa (Sheen, 1990). Usando nuevamente la prueba de expresión transitoria en protoplastos de maíz 

transfectados e incubados con diversos azúcares a un concentración de 1 O mM, se han obtenido 

evidiencias que apoyan no sólo a la Frc, sino también a la manosa y a la galactosa como activadores 

eficientes de la represión de la construcción génica cabZm5-CA T (Jang y Sheen, 1994 ). Las formas 

fosforiladas de la fructosa, F-6-P y F-l,6-BP las cuales regulan el metabolismo de carbohidratos, 

parecen no tener efecto directo en el control de la expresión génica (Jang y Sheen, 1994). De manera 

contrastante se ha demostrado que la F-1,6-P, la F-6-P, así como la Glc-6-P, la manosa-6-P, la ribosa-5-

p y el 3-PGA inhiben una de las proteínas cinasas con mayor actividad, la PK(III). Esta enzima es un 

miembro de las proteínas cinasas relacionadas a la familia Snfl de levadura (SnRKs) y fosforila a la 

Sac-fosfato sintasa de espinaca (SPS). Sorprendentemente la Glc no resultó ser inhibitoria en este caso 

(Toroser et al., 2000). 

La manosa es un análogo de la Glc que también es fosforilado por la HXK, y además de 

reprimir la expresión de diversos genes, también es capaz de inhibir la germinación de las semillas de 

Arabidopsis. Este azúcar se utiliza en concentraciones muy bajas (7 .5 mM) y sus efectos a nivel 

fenotípico y de expresión génica parecen estar mediados por la HXK (Graham et al., 1994; Pego et al., 

1999). Cabe mencionar que solamente algunas especies de plantas contienen cantidades traza de 

manosa, las cuales son detectables en la semilla y en algunos tejidos vegetativos durante el proceso de 

almacenamiento (Herold y Lewis, 1977). 

A nivel fenotípico, de manera semejante a la Glc, la Frc también es capaz de detener el 

desarrollo de una plántula de Arabidopsis cuando se aplica al medio de crecimiento en altas 

concentraciones, evitando la expansión y enverdecimiento de los cotiledones (Arroyo y León, este 

trabajo). Sin embargo, el efecto aún es más fuerte con la Glc; esto podría deberse a que la HXK, una de 

las enzimas que fosforilan la Frc y que es postulado como uno de los sensores de hexosas (ver más 

adelante), tiene una afinidad reducida por este azúcar. En las plantas, la hidrólisis de la Sac mediada por 

la Ivr genera el doble de azúcares señalizadores, Glc y Frc. Sin embargo, de la hidrólisis mediada por la 

SS, la cual genera Frc y UDPGlc, sólo la Frc representa un azúcar señalizador. En este sentido, la planta 

tiene dos sistemas generadores del azúcar señalizador Frc y aún falta por saber si la planta responde de 

forma diferente a la Frc dependiendo del origen de dicha señal. 



1.2.5 La relación del C02 con Ja detección de azúcares. 

Uno de los substratos de la fotosíntesis es el C02 atmosférico, y es bien sabido que las plantas 

son capaces de modificar su eficiencia fotosintética en respuesta a los niveles cambiantes de C02 (Stitt, 

1991 ). La taza fotosintética aumenta bajo condiciones de C02 elevado, debido un efecto directo en la 

taza de carboxilación y oxigenación de Rubisco. Esto conlleva a un incremento en la producción de 

carbohidratos. Las plantas crecidas en presencia de concentraciones elevadas de C02. no son capaces de 

mantener en aumento la capacidad fotosintética, misma que disminuye notablemente por la represión de 

genes fotosintéticos en respuesta a los carbohidratos acumulados . Por ej emplo, la aclimatación de 

plantas de jitomate a niveles elevados de C02, en las cuales el incremento inicial de la fotosíntesis es 

seguido de una disminución a largo plazo, se ha relacionado a la represión de los genes fotosintéticos 

nucleares por azúcares, y en menor medida a la represión de los genes cloroplásticos (Van Oosten et al, 

1994; Van Oosten y Besford, 1994). A pesar de que el aumento en la taza de fotosíntesis es la respuesta 

primaria más importante a la alta concentración de C02, la magnitud del aumento a largo plazo podría 

depender de la generación de tejidos demandantes de los carbohidratos. Si el requerimiento de los 

tejidos demandantes es bajo, como resultado hay acumulación de azúcares (Ghannoum et al. , 1997). Sin 

embargo, otra hipótesis plantea que la represión de genes fotosintéticos podría deberse a una inducción 

acelerada del proceso de senescencia (Ludewig y Sonnewald, 2000). 

Para entender mejor la respuesta de las plantas superiores a los niveles altos de C02, se ha 

comenzado a aislar mutantes que no responden a C02, (cnr. "C02 non-responsive") . Estas plantas 

presentan una respuesta anormal cuando son crecidas en altas concentraciones de C02, como por 

ejemplo, no presentan un~ intensa pigmentación por antocianinas, ni hojas curvadas, ni crecimiento 

achaparrado (enano), mismos que presentan las plantas silvestres bajo estas condiciones (Jebanathirajah 

et al., 1998). Estas mutantes también tienen afecciones en la respuesta a altos niveles de Glc, lo que 

confirma la estrecha relación que existe entre las respuestas al C02 y a Glc. La identificación de los 

genes mutados en estas líneas de plantas dará luz sobre la relación Glc- C02. 

1.3 El papel de los azúcares durante el desarrollo de las plantas. 

Las plantas tienen un enorme potencial para modificar sus programas de desarrollo en respuesta 

a la disponibilidad de azúcares, por lo que el control del crecimiento y desarrollo de la planta a lo largo 

de todo su ciclo de vida depende de la detección y la señalización de los azúcares que activan los 

diferentes programas de desarrollo de acuerdo a las condiciones internas y externas. Como se mencionó 



anteriormente, tal parece que los tejidos mitóticamente activos no diferenciados contienen niveles altos 

de Glc, mientras que Jos tejidos diferenciados contienen mayores niveles de Sac, Jo que parece regular 

Ja embriogénesis de la planta (Burisjuk et al., 2002). 

1.3.1 Control del ciclo celular por azúcares. 

Una amplia variedad de estudios en diversos organismos como bacterias, hongos, animales y 

plantas, han indicado que el ciclo celular está regulado en gran medida por la disponibilidad de fuentes 

carbonadas (Meijer y Murray, 2000; Riou-Khamlichi et al., 2000; Stocker y Hafen, 2000; Newcomb et 

al., 2003). Por ejemplo, en las plantas la coordinación entre el estado de azúcares y Ja proliferación 

celular durante el desarrollo se puede lograr mediante un efecto directo del azúcar en Ja señalización del 

ciclo celular y la expresión génica (Soni et al., 1995). Dado que la división celular en plantas responde a 

la disponibilidad de energía, la presencia de los azúcares es un muy probable regulador de la progresión 

del ciclo celular. De hecho, se sabe que muchas células vegetales se detienen en la fase G 1 en respuesta 

a la limitación de nutrientes o la diferenciación, tal como pasa en microorganismos eucariontes y en 

animales (Jacobs, 1995; Fowler et al., 1998; Hall et al. , 1998; Parviz y Heideman, 1998; Mironov et al, 

1999); de tal forma que permiten la progresión celular sólo bajo condiciones adecuadas. De manera 

similar a los mamíferos y a diferencia de las levaduras, las plantas tienen proteínas del ciclo celular del 

tipo ciclinas D, proteínas homólogas a retinoblastoma (RB), y factores transcripcionales tipo E2F 

(Gutierrez, 1998; Ramirez-Parra et al, 1999; Sekine et al, 1999). Cierto número de genes del ciclo 

celular en plantas se regulan por hormonas y/o por la disponibilidad de azúcares (Meskiene et al, 1995; 

John, 1998; Riou-Khamlichi et al, 1999; Gaudin et al, 2000). En la siguiente tabla se muestran algunos 

ejemplos de genes o proteínas que participan en el ciclo celular y que responden a azúcares en diversos 

organismos (Tabla 3). 

Tabla 3. Algunos ejemplos de componentes del ciclo celular que responden a azúcares en diversos 

organismos. 

Gen o 

cdc2 
CDC6 
ORCJ 
ciclinas 

Organismo Efecto 

Levadura 
Arabidopsis 

Se induce por Glc y la disponibilidad de nitrato 
Se induce por Glc, la disponibilidad de 

r··············· · ··········-,,,~·-~------~-·--...-···--·--·..,,.,,.·~~ 
¡ Arabidopsis Se induce por la presencia de carbohidratos 

Referencia 

Parviz y Heideman, 1998. 
Meijer y Murray, 2000; 
Riou-Khamlichi et al., 
2000. 
Hemerly et al., 1995. 

Arabidopsis inducidos por la adición de azúcar 
¡······»•· •' ,,,,.,. . ' .............. - .......... - •. ,,,, ____ ,,,_,,,,.,.,,,,., •.•. ~~-~ --~---·--·- Ae .. L~~~E . e! .<!{: , 2QQ1: . .,,, .. _ 
: Arroz inducidos por la adición de azúcar 

Mamíferos Actividad modificada pór la . hormona insulina , la cual 
respóll.de direc1:amente a los niveles de Glc 

Kimura et al., 2000. 
Tang et al., 1995; 
Lukas et al., 1996. 



Riou-Khamlichi et al. (2000) reportaron que las células de Arabidopsis en fase estacionaria 

temprana, pasan a un estado quiescente en respuesta a una limitación de C. Cuando a estas células se les 

reprovee de fuente carbonada, reinician en el ciclo celular prosiguiendo hacia la fase S y reasumen la 

división . Por otra parte las ciclinas D (CycD), las cuales son importantes en acoplar la disponibilidad de 

nutrientes y las hormonas con el ciclo celular, también se regulan por estas señales. De hecho CycD2 se 

induce rápidamente (0.5 h) por bajas concentraciones de Glc (1 mM) tanto en células de Arabidospsis 

en suspensión como en plántulas, y el gen CycD3 se induce posteriormente (4 h). Esto sugiere que la 

inducción de CycD2 puede ser la primera señal para la respuesta a azúcares sobre el control de ciclo 

celular al comienzo de la fase G 1, y que CycD3 participa al final de esta misma fase . 

A este respecto, resulta interesante que la cepa mutante snfl de la levadura Sacharomyces 

cerevisiae, que está mutada en una serina/treonina cinasa, no es capaz de detener su ciclo celular en la 

fase G l bajo condiciones de ausencia de nutrientes, así como la mutante snf4 (Thomson-Jaeger et al., 

1991 ; Aon y Cortassa, 1998). Cada vez existen más evidencias que apoyan el papel de la proteína SNF 1 

como un elemento importante en la intercomunicación de las vías de detección de azúcares y 

señalización del ciclo celular en levadura, lo cual le permite a este microorganismo detener su división 

celular bajo condiciones de falta de nutrientes. Como las proteínas SnRK 1 s ( cinasas de plantas 

relacionadas a SNFl) y la SNFl son funcionalmente homólogas en la levadura (ambas pueden llevar a 

cabo la represión por Glc ), Dickinson et al. (1999) probaron si la sobre-expresión del gen de la RKIN 1 

(SnRK 1 de Seca/e cereal e) también podría afectar el ciclo celular en la mutante snfl. Lo que 

observaron.fue que había una disminución dramática en el crecimiento de las células, sugiriendo que las 

proteínas cinasas relacionadas a SNFl (SnRKls) también podrían tener una función en el control del 

ciclo celular en plantas. 

Cabe mencionar que en el caso de las plantas, se ha observado que se pueden inducir divisiones 

celulares en brotes latentes de girasol, mediante la aplicación exógena de azúcar (Ballard y Wildman, 

1964). Además de los efectos de los azúcares exógenos, los niveles de azúcares endógenos también 

afectan el control de la división celular. Es decir, tanto la luz, como las concentraciones elevadas de 

C02 pueden incrementar el rendimiento fotosintético y por lo tanto los niveles endógenos de azúcares. 

Se ha observado que a concentraciones elevadas de C02, hay un aumento en el número de células 

dividiéndose rápidamente en el meristemo apical y una reducción en el periodo del ciclo; lo cual se ha 

interpretado como el resultado de una progresión más rápida a través del ciclo celular, (Jitla et al., 1997; 

Kinsman et al., 1997). 
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1.3.2 Efecto de los azúcares en las etapas de desarrollo de la planta. 

Como se mencionó anteriormente, la presencia de concentraciones altas de azúcares tienen un 

efecto inhibitorio durante el proceso de germinación y bloquean el desarrollo temprano de la planta de 

Arabidopsis. Los azúcares pueden reprimir la mobilización de nutrientes, la elongación del hipocotilo, 

el enverdecimiento y la expansión de los cotiledones. Es posible que la presencia de niveles muy altos 

de azúcar durante la germinación y el desarrollo temprano sea reflejo de condiciones de crecimiento 

desfavorables, lo cual resulta en el retraso de la germinación (este trabajo; Price et al., 2003) y una 

intenupción del desarrollo (Jang et al., 1997), que actuarían como un mecanismo de protección. 

El cambio de crecimiento vegetativo al reproductivo también es regulado por los azúcares. El 

proceso de floración en Arabidopsis requiere de un aumento en la exportación de carbohidratos desde 

las hojas así como la mobilización de almidón, lo cual sugiere que los carbohidratos del floema tienen 

una función crítica durante la transición floral (Corbesier et al., 1998). Además, se ha visto que la 

adición de Saca baja concentración (1%) puede rescatar el fenotipo de floración tardía de diversas 

mutantes, e incluso puede promover la morfogénesis de hojas y la floración en la obscuridad (Roldan el 

al., 1999). Sin embargo la aplicación exógena de altas concentraciones de Glc y Sac retrasan la 

floración de forma significativa (Zhou et al. , 1998; Ohto et al., 2001 ). Estas contradicciones aparentes 

se podrían explicar por los efectos pleiotrópicos de los azúcares en el proceso de la floración 

dependiendo de la concentración de azúcar, de la fase del crecimiento vegetativo al momento de la 

aplicación y del fondo genético, además de la regulación sobre la expresión de genes de identidad floral 

(p.e. represión de FTy SOCJIAGL20) (Ohto et al., 2001). 

La detección y señalización de azúcares también está involucrada en la regulación de la 

senescencia de las hojas, proceso que coincide con la disminución en el contenido de clorofila y de la 

actividad fotosintética, y con el aumento en la actividad de las Ivrs durante el envegecimiento (Quirino 

et al. , 2000; Wingler et al. , 1998). Este proceso está mediado al menos en parte por la HXK, dado que 

plantas transgénicas que sobrexpresan esta enzima presentan una senescencia acelerada (Dai et al., 

1999; Xiao et al., 2000) . Adicionalmente, los azúcares regulan la expresión de genes relacionados 

directamente con la senescencia como el gen que codifica para la fosfolipasa D, y otros genes 

marcadores de este proceso como SAG2 l y SAGJ 2 (Noh y Amasino, 1999; Xiao et al., 2000) . Estas y 

otras evidencias dejan ver el papel de los azúcares en el control de los programas de desarrollo de la 

planta. 
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T.4 Regulación de la expresión génica por azúcares. 

El número y la diversidad de genes controlados por los azúcares refleja la importancia de la 

regulación por estas fuentes carbonadas, Las plantas pueden controlar la producción de fotosintatos en 

los tejidos productores (órganos exportadores de C), su distribución hacia los tejidos específicos 

demandantes (órganos importadores), y su utilización subsiguiente, Estas actividades se llevan a cabo a 

través de la detección de los cambios en los niveles energéticos y metabólicos, y respondiendo a nivel 

de expresión génica y actividad enzimática. Tales respuestas tienen efectos profundos en el crecimiento 

y desarrollo de las plantas. En general los azúcares favorecen la expresión de enzimas involucradas en 

la biosíntesis, uso, y almacenamiento de reservas (incluyendo almidón, lípidos y proteínas), mientras 

que reprimen la expresión de enzimas que participan en su producción (fotosíntesis) y la mobilización 

de reservas. 

Algunos ejemplos de genes regulados positivamente por azúcares incluyen a los genes que 

codifican para: * proteínas de almacenamiento de C como son la patatina y la esporamina. 

* proteínas relacionadas con la biosíntesis de almidón como la ADP-Glc pirofosforilasa. 

* proteínas de defensa como el hinhibidor de proteinasa IL 

* proteínas del metabolismo de la Sac como la Ivr y la SS. 

Por el contrario, otro grupo de genes es regulado negativamente por los azúcares, y su expresión 

es inducida por la ausencia de azúcares. Ejemplos de estos últimos son los genes de la a-amilasa de 

arroz, los genes de la endopeptidasa y la Asn sintasa en cofias de maíz, y los genes de la malato sintasa 

e isocitrato liasa en pepino (resumido en Sheen, 1994, Graham, 1996 y Koch 1996). Sin embargo, aún 

no se sabe si esta regulación diferencial por los azúcares es mediada por un mecanismo en común. 

En la siguiente tabla se incluyen algunos ejemplos de genes regulados por azúcar que se han 

reportado recientemente, y que ejemplifican la diversidad de procesos fisiológicos controlados por 

azúcares (Tabla 4) . 

Tabla 4. Algunos ejemplos de genes modulados por azúcar. 

GENES NATURALEZA DEL 
PRODUCTO 

ORGANISMO REFERENCIA 

Phol 
PHSJJ 
NtCDPK 

Espinaca, papa 
Tabaco 
Tabaco 

..... ··-

Duwenig el al., 1997. 
Bustos et 1998. 
lwata el al. , 1998. 

~;~Í Frkl f t!~~-i~~~~i~~~~;¡---·-~-.. ---·---~;:,~~~psis ---·---{~;f ;~~~~-~~'8.1?9 ~· - .. -· 

ApS, ApLJ, ApL2, _.§nzima de biosh~!~~i~ .. <:Ie~lmidón ______ Ar~_bidgp~~------·-Sok2J.q_y_~_ al ,_,_J.?.2.L ... _. 



AtfJfructl, 2, 3, 4 ¡J;;;~;li;d~i-~~~;(;;;~ - ·· · - ···· ···-·~·A;;·i;idü~TS--·------Ty;;;~~k;y1&~i~;·r99& : -

AK/HSD Aspartato cinasa/homoserina Arabidopsis Zhu-Shimoni y Galili, 1998. 

deshidro~enasa.. ..... ... ~-----~-----·--- _ . 
GLBJ Proteína cloroplástica homóloga a Arabidopsis, Hsieh et al., 1998. 

PII de E. coli Ricinus communis 

Jncwl , l11\/e,1!¡¡~_¡¡_9~.RªEe,2,_c_el11~¡¡~-----·------M.~~---- ----~1~C:l1Kt?!.C:L'"·-~99?: .... - .... 
CYC4;1 i Ciclinas Arabidopsis De Veylder et al., 1999. 

Sbe 1 , .. ~11zjt'!1.<l ~a111ifi_c.¡¡_d,gr_¡¡ c1:. <1!111.ic]?,i: ____ • -··· -~--------- _!5i~'!1.X .. 9~iL!i!~<l12!L?2.? :__ • ..... 
Nrt2;1, Nrtl ! Transportadores de nitrato Arabidopsis Lejay et al., 1999. 

GSI , GS2 ,. CJ}1Jt¡¡111j11¡¡_ ~!!1.!e,!¡¡s,~ .....•..... www •••••• _ .......... ----~2~--_2!~eir¡¡_y_~9~~ii .. !.??.?.:. ...... . 
ADH 1 Alcohol deshidrogenasa Arabidopsis Arenas et al. , 2000. 

din], 2, 3, 4, 6, 9, ; . .9,C,!1~.S,.cl.:.i:~;ip~1esta_¡¡_5i!J~IJ!:idad --·-·----~i:¡¡bidops.~~-----. Fuji_~_"'.!, _qLL~OOQ: ..•. ,_, www 

iAGPL i Subunidad grande de la ADP-Glc pirofosf Papa Hark et al., 2000. 

OsSUTJ .. I.1:ª.11~Pº.i:!1lcl9!..cl.:_~¡¡c_ _ _ ____ ___ ,, ____ ........ A.lI~~--"- -·-h·~--_M-at~~~!f.ª(?~,- ~Q.QQ.:.._ __ _ 
1-SST. 6-SFT 1 Sac:Sac-1-fructosiltransferasa Cebada Müller et al,. 2000. 

1 Sac: fructano-6-fructosiltransferasa 

CycD2, CycD3 ,.CJ..c_li.!!.11~-----------, .............. _____ ,,_.,_,~rao~sis Riou-Kh¡¡111Iichi e,J3.!::1Qº.Q 
Rabl6A ¡ Gen de respuesta a ABA Arroz, cebada Toyofuku et al. , 2000. 

APL3 ,. ~t1~~!1.1.ª_d_e_ !¡¡.Q_ig~11,t_e,si~ c]_e, almid~_11._ ___ Arab~~opsis ______ Rook .':'L~l:.,.~ºº) :. .. -.~···-
OsMYBSJ, 2, 3 1 Factor transcripcinal Arroz Lu et al., 2001. 
FT, SOCJIAGL20 Genes de identidad floral Arabidopsis . Otho et al., 2001 . 
STK ·rF;¿t¿~-t~~~;;¿;:¡¡;¿¡;;~~·¡ ··--· · ··--~--~··- · . ·--·-¡;·;¡;~-- ··-·~ .. ·-·-·-z~~;~¡¡¿;;~ ·~1- ;T;·2002:· ·-· 
CitSUTJ, 2 Transportadores de sacarosa Arbol "Citrus" Li et al., 2003 . 
VvHTJ ¡··-r~;~~p;rt;d¿~--d~ ·h~~;;s~:~·· ......... - ..... ····-·Ü·~~~ ·-----·~At;~;;;;;~·;-;/~T; 2003:"··-
VvMSA, Factor transcripcional Uva Cakir et al. , 2003. 
susiba2 IFact;;·¡;;~¿~¡p¿ionaT . .... ~··- Ceb¡da ----- Sun et ;1,, 2003.·-·-··-··· 

Como parte de esta tesis encontramos otra serie de genes que son regulados por azúcares y que 

de hecho forman parte de la cascada de señalización activada por Glc, mismos que serán descritos en la 

sección de resultados (Arenas et al., 2000; Cheng et al., 2002; Arroyo et al., 2003). 

1.4.1 Regulación transcripcional. 

La regulación por azúcares actúa, al menos en parte, a nivel transcripcional tal como ha sido 

demostrado para una multitud de genes (Bemier et al., 1993; Krapp et al., 1993; Jang y Sheen, 1994; 

Thomas y Rodriguez, 1994). La señal de azúcar debe ser percibida por uno o más receptores, los cuales 

podrían ya sea interactuar directamente con la región regulatoria del gen blanco, o bien la información 

podría que ser transmitida a través de una vía de transducción de señales hasta las proteínas de unión al 

DNA de los genes blanco. 

En general se ha visto que el agotamiento de carbohidratos: 

* Aumenta la transcripción de genes que codifican para: 

la fotosíntesis 

la degradación de moléculas de almacenamiento como almidón, lípidos y proteínas 

el metabolismo de la Sac y el manito! 



* Disminuye la trascripción de genes que codifican para: 

proteínas de almacenamiento 

síntesis de almidón 

reducción y asimilación del N 

respiración 

funciones de defensa 

Por el contrario, el suministro abundante de azúcar generalmente tiene los efectos opuestos 

(Koch, 1996). 

En el caso de la levadura, se sabe que la represión por Glc es controlada a través de complejos 

generales de regulación que participan en la modulación de la estructura de la cromatina (Gancedo, 

1998). Es probable que mecanismos similares controlen las respuestas a azúcar en las plantas, ya que se 

han identificado varios genes que participan en la regulación por azúcar que están evolutivamente 

relacionados con los de levadura (Rolland et al., 200 l ). Por lo tanto, la modulación de la estructura de la 

cromatina puede ser un mecanismo general común del control transcripcional para las respuestas a 

azúcares también en otros organismos, pero este aspecto aún no ha sido estudiado en las plantas . A 

continuación se describe el primer nivel de regulación por azúcares estudiado en las plantas: la 

regulación a nivel transcripcional a través de elementos de acción en cis de respuesta a azúcares. 

1.4.1.1 Elementos de acción en cis de respuesta a los azúcares. 

La activación o represión coordinada de los genes que responden a azúcar, sugiere que la 

regulación de estos genes podría estar controlada por mecanismos comunes. Estos mecanismos 

incluirían la interacción entre factores de acción en trans (factores de transcripción o de degradación de 

RNA), y elementos regulatorios en cis (secuencias en el promotor o en el RNAm) en los genes blanco. 

En determinadas plantas se han propuesto algunos elementos de respuesta a azúcar presentes en varios 

genes que responden a este tipo de fuentes carbonadas; sin embargo, hasta ahora no se ha reportado un 

sólo elemento de acción en cis evidente que sea común entre tales genes, adicional a la participación de 

elementos en cis generales (cajas G y GATA) . Esto podría ser reflejo de la naturaleza compleja de las 

vías de señalización de azúcares. 



1.4.1.1.1 Elementos de acción en cis involucrados en la inducción de genes en respuesta a azúcar. 

Se han identificado secuencias reguladoras de acción en cis necesarias para la lNDUCIÓN de 

genes por azúcar, mediante la disección funcional de algunos promotores de genes regulados por 

azúcar. Por ejemplo, el análisis detallado del promotor del gen de la patatina de clase J ha pennitido 

identificar secuencias en cis y factores de acción en trans responsables de su regulación metabólica 

(Grierson et al., 1994). Una característica común de los promotores de la patatina clase 1 es una región 

conservada de 100 pb que comprende dos elementos conservados llamados caja A y caja B. Una de las 

regiones responsables de la inducción por azúcar es la caja A, que a su vez contiene dos elementos 

conservados de 9 pb denominados "SUcrose Response Elements": AATAGAAAA (SURE-1) y 

AAT ACT AAI (SURE-2) (Grierson et al., 1994). Los motivos SURE se encuentran también en las 

regiones promotoras de otros genes inducibles por azúcar tales como el gen que codifica para la SS de 

Arabidopsis, arroz y maíz (SUS!) y de papa (SUS4) (Shaw et al., 1994; Fu et al., 1995), el de la~­

amilasa de Arabidopsis (Mita et al., 1995), en el de la enzima ramificadora del almidón Sbe len maíz 

(Kim y Guiltinan, 1999) y sbellb de cebada (Nakamura, 2002), así como en el de la isoamilasa 

desramificadora de almidón isol (Sun et al., 2003). Se ha visto que los motivos SURE son reconocidos 

de forma específica por un activador transcripcional de la familia WRKY SUSIBA2 ("SUgar Signaling 

in BArley") (Sun et al., 2003). 

Dentro del promotor de los genes de patatina, además de la caja A que incluye los motivos 

SURE mencionados arriba, también se encuentra la caja B, dentro de la cual se ha identificado un 

motivo de 1 O pb llamado sitio l (GCTAAACAAT) que confiere expresión específica de tubérculo e 

inducibilidad por Sac (Zourelidou et al., 2002). Este motivo es reconocido específicamente por la 

proteína llamada "Storekeeper" (STK) que pertenece a una nueva clase de proteínas de unión a DNA y 

que se induce por azúcar. Otros promotores que contienen secuencias homólogas al sitio l de la caja B, 

o al menos altamente conservadas, incluyen a los promotores de la SS (SUS4), de la subunidad pequeña 

de la ADP-Glc pyrofoforilasa (sAGP), del inhibidor de proteinasa II (PINII), de proteínas relacionadas a 

patogénesis (PR2), y de esporamina (gSPO) (Zourelidou et al., 2002). 

Por otra parte, resulta interesante que la caja SURE-2 tiene cierta similitud con los motivos 

llamados SP8a (ACTGTGT A) y SP8b (T ACT ATI) que se encuentran en los promotores de diversos 

genes que responden a azúcar. Entre tales genes están el de la ~-amilasa y el de la esporamina de la 

papa dulce, el de la enzima desramificadora de almidón isol (isoamilasa) en cebada, y el gen del 

inhibidor de proteinasa lI de papa (lshiguro y Nakamura, 1992; Ohta et al., 1991; Kim et al., 1991; Sun 

et al., 1999). El FT SPF 1 es un regulador negativo que se reprime transcripcionalmente por Sac y se une 



a los motivos SP8 en la papa dulce (Ishiguro y Nakamura, 1994). SPF 1 representa un ortólogo de 

SUSIBA2, y ambos presentan un dominio de unión tipo WRKY. Se ha reportado que este tipo de 

dominios se unen a la caja W (tTGACc/t), misma que se encuentra en el promotor del gen a-AMY2 de 

trigo, cebada y avena silvestre (Rushton et al., 1995). 

Un elemento común en los promotores de los genes de la ~-amilasa y la esporamina, es la 

secuencia TGGACGG, la cual se sabe que es esencial para la expresión inducible de estos genes por 

Sac, (Maeo et al., 2001 ). Esta secuancia es idéntica a parte de una región que se ha denominado 

elemento de respuesta a la señal metabólica de carbohidratos CMSRE-1 ("carbohidrate metabolic 

signal-responsible element" TGGACGGCC), el cual es uno de dos elementos regulatorios en cis del 

promotor mínimo inducible por Sac de la esporamina (Morikami et al., trabajo no publicado). Esta 

secuencia también se encuentra en los promotores de diversos genes que se inducen por altos niveles de 

azúcares. 

Otra caja de respuesta positiva a azúcar es la caja Sac 3 ("Suc box 3") AAAATCA-------T AA, 

descrita tanto en los genes de esporamina como en los de la chalcona sintasa y el del transportador de 

monosacáridos VvHTI (Hattori et al., 1990; Tsukaya et al., 1991; Atanassova et al., 2003). Resulta 

interesante que la presencia de esta caja junto con el motivo SUREl en el promotor del gen VvHTJ de 

uva, es necesaria para su inducción y es unida por una proteína de localización nuclear llamada VvMSA 

que parece ser parte de un complejo transcripcional (Cakir et al., 2003). 

Esta serie de evidencias indican que los genes de respuesta a azúcar presentan en sus regiones 

regulatorias más de una caja necesaria para tal respuesta, y algunas podrían estar en parte sobrelapadas. 

La presencia de secuencias similares o idénticas en las regiones regulatorias de un gen regulado por 

azúcar en diversas especies de plantas, revela la existencia de mecanismos de regulación por azúcar 

muy conservados evolutivamente. La presencia de diversos elementos de respuesta a azúcares, también 

evidencia la existencia de múltiples vías de señalización que pueden regular paralela- o 

sinergísticamente la expresión de los genes blanco. Adicionalmente, la existencia de cierto grado de 

similitud entre algunas de las cajas mencionadas, podría sugerir la participación de elementos en trans 

que potencialmente podrían competir o bien cooperar en la activación de los genes blanco. 

1.4. t. 1.2 Elementos de acción en cis involucrados en la represión de genes en respuesta a azúcar. 

También se han identificado algunos elementos de acción en cis necesanos para la 

REPRESIÓN por azúcar utilizando los ensayos de "footprinting", expresión transitoria y mutagénesis 
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sitio-dirigida, en el promotor del gen RAmy3D y RAmylA de arroz (que codifican para la a-amilasa 

responsable de la degradación del almidón) (Toyofuku et al. 1998; Hwang et al., 1998; Morita et al., 

1998). Estos motivos en su conjunto son llamados SRS ("sugar response sequence"), y se ha 

demostrado que confieren capacidad de respuesta a azúcar a un promotor mínimo (Lu et al. , 1998). La 

SRS contiene tres motivos esenciales: la caja G (CACGTG) involucrada en la respuesta a una variedad 

de estímulos (luz, anaerobios is, ABA, etileno, metil jasmonato ), y el motivo TA TCCAt/c (también 

llamada AmyBOX2, Huang et al., 1990). Este último contiene el motivo GATA en su secuencia 

antisentido, misma que se ha identificado como un elemento de respuesta a luz. Todos los genes de a­

amilasa aislados de los cereales arroz, cebada y trigo, contienen al menos un elemento TA TCCA o sus 

variantes en las posiciones -90 a -150 pb arriba del inicio de la transcripción. Como el elemento 

TA TCCA también es un componente importante de la caja de respuesta a giberelinas (GARC, "GA 

Responsive Complex") así como del SRS, la regulación de la expresión de los genes de a-amilasa 

podrían compartir proteínas reguladoras que se unan a este mismo elemento. Cabe resaltar que la caja G 

es muy similar al elemento de respuesta a ABA (ABRE, CCACGTGG) (Pla et al., 1993), y que genes 

como el de la ~-amilasa y ~-faseolina que son regulados por azúcar, también son regulados por ABA 

(Otho et al., 1992; Bustos et al. , 1998). 

Se ha planteado que la combinación de los motivos G y GATA (también llamado -I) podrían 

servir como determinantes autónomos mínimos que integran las señales de luz y desarrollo, y modulan 

la actividad del promotor (Puente et al ., 1996). También es interesante que el factor TSF-1 ("tuber­

specific and sucrose-inducible factor-1 ") de papa, se une al menos a dos sitios de unión en el promotor 

de la patatina clase 1, las cajas C y M, las cuales son altamente homólogas a los elementos de respuesta 

a luz (sitios de unión GT-1) de los genes rbcS3-A (Kim et al., 1994). Dada la estrecha relación entre las 

cajas de respuesta a azúcar y luz (Thum et al., 2004), quizá no es coincidencia que la expresión de la 

mayor parte de los genes de fotosíntesis es regulada por carbohidratos metabolizables y por la luz. 

Probablemente, el nivel celular de los carbohidratos, producto final de la fotosíntesis, sea parte de la 

señal activadora involucrada en la regulación por luz. 

Otro elemento de regulación negativa por azúcar es el motivo AmyBOXl (TAACAAA), el cual 

también está conservado en los promotores de los genes de la a-amilasa de arroz, trigo y cebada (Huang 

et al., 1990). También el análisis de los promotores de genes que codifican enzimas del ciclo del 

glioxilato (malato sintasa (ms) e isocitrato liasa (icl)) en pepino, ha permitido identificar a la secuencia 

IMH2 (AAa/cCCCAc/aCCT) como un elemento putativo de respuesta negativa a carbohidratos (Sarah 

et al., 1996; De Bellis el al. , 1997). 

Resulta interesante que la expresión de los genes de la a-amilasa no sólo se repnme en 

respuesta a azúcar, sino que también se induce fuertemente cuando se elimina la misma (inanición de 



azúcar) (Sheu et al., 1996; Chan y Yu, l 998a, l 998b ). Esto ha llevado a plantear que elementos como el 

motivo TA TCCA son los responsables de responder a señales tanto de presencia como de ausencia de 

azúcar, pudiendo coordinar las respuestas de los genes blanco (Ho et al. , 2001 ). 

En conjunto, estas evidencias demuestran que los genes que responden a azúcares pueden 

presentar en sus regiones regulatorias más de una caja necesaria para tal respuesta, o incluso utilizar la 

misma caja para responder a la presencia o ausencia de la señal de azúcar. La presencia de cajas tanto 

de inducción como de represión por azúcares en un mismo promotor también está ejemplificada en el 

promotor del gen VvHTJ que codifica para un transportador de hexosas, el cual contiene en la región 

proximal 2 cajas de activación por azúcar (SUREl y Suc box-3), y en la región distal 2 cajas de 

represión por azúcar (AmyBOX2). Los análisis de GUS bajo dicho promotor sugieren que existe un 

efecto de compensación mutuo entre la fuerza de las cajas de inducción y represión (Atanassova et al., 

2003) . De esta manera se integran las señales mediadas por más de una vía señalización, para así 

regular la expresión de los genes blanco. Este tipo de regulación explicaría las respuestas aparentemente 

contradictorias de diversos genes ante la presencia de azúcares, en donde la participación de elementos 

de acción en trans específicos de cada vía activada, podrían competir y determinar la expresión de los 

genes blanco. 

I.4.2 Regulación postranscripcional 

I.4.2.1 Estabilidad del RNAm. 

La mayoría de los estudios sobre la regulación de la expresión génica regulada por azúcares han 

enfatizado la regulación a nivel transcripcional. Sin embargo, cada vez son más las evidencias de que 

los azúcares también pueden actuar a nivel postranscripcional. Se ha visto que la represión por azúcar 

del gen de la a-amilasa depende tanto de mecanismos transcripcionales como de la estabilidad del 

transcrito (Sheu et al. , 1994, 1996). Chan y Yu (1998a, b) demostraron que la estabilidad del RNAm de 

la a-amilasa de arroz, y en consecuencia su abundancia, es reducida por la señal de Glc a través de una 

secuencia conservada de 9 nucleótidos rica en AU en la región 3' no traducida del RNAm de dicho gen. 

La Glc también afecta negativamente la estabilidad del RNAm del gen RABl6A , un gen que se induce 

por ABA y cuyo mensajero se acumula en etapas tardías de la embriogénesis (Toyofuku et al., 2000) . A 

diferencia del efecto negativo que tiene el azúcar en la estabilidad de los genes mencionados 

anterionnente, el azúcar puede aumentar la estabilidad de los transcritos de otro grupo de genes como 

son la ADH2 (alcohol deshidrogenasa 2), la G3PD (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa), y la SPS2 

(Sac fosfato sintasa 2) de arroz (Ho et al., 2001). 



Por lo tanto, los azúcares también pueden actuar tanto positiva como negativamente sobre los 

RNAms de ciertos genes, estabilizando o desestabilizando su transcrito de acuerdo a la señal detectada. 

1.4.2.2 Iniciación de la traducción. 

La traducción de los transcritos individuales puede ser afectada por la represión global de la 

síntesis de proteínas, el programa de desarrollo o cambios en la fisiología celular (p. e. los niveles de 

azúcares). Este nivel de regulación puede interpretar cambios complejos y dinámicos en la célula a 

través de la fosforilación, hiperfosforilación o unión de proteínas que bloquean o estabilizan los 

complejos de inicio de la traducción; modulando así la síntesis proteica (Kawaguchi y Baley-Serres; 

2002). 

La regulación de la iniciación de la traducción puede contribuir significativamente al nivel de 

expresión de un gen. Los RNAms que son traducidos eficientemente reclutan activamente factores de 

iniciación, manteniendo las interacciones entre los extremos 5' y 3' del RNAm, así como la búsqueda 

y/o reconocimiento del codón de inicio por parte del ribosoma. Se ha visto que la presencia de marcos 

de lectura abiertos corriente arriba ("uORF") en los RNAms puede inhibir o favorecer su traducción 

(Kawaguchi y Bailey-Serres, 2002). Ahora se sabe que los azúcares también regulan la expresión génica 

a este nivel. Por ejemplo, se ha reportado que la Sac (y no las hexosas) puede reprimir la traduccion del 

RNAm del FT tipo bZIP ATB2. Tal efecto esta mediado por la región 5' no traducida del mensajero, 

donde se localizan cuatro "uORFs" necesarios para la represión por Sac (Rook et al. , 1998). Se postula 

que la naturaleza inhibitoria de los "uORFs" podría deberse a la síntesis de un polipéptido pequeño 

codificado por un "uORF", el cual bloquea localmente la reiniciación de la traducción bajo ciertas 

condiciones. Otros genes bZIP de Arabidopsis y de otras plantas contienen también un "uORF" en su 

UTR 5 ', el cual es esencial para la represión de la traducción inducida por Sac (Wiese et al., 2003). 

Otro ejemplo interesante es el procesamiento y traducción diferenciales en respuesta a azúcar del 

RNAm de la Ivr de pared celular de maíz (!ncwl), en el cual la región responsable de este tipo de 

control se localiza en la región 3' no traducida (Cheng et al. , 1999). 

Con base en estas evidencias, se puede decir que los azúcares son capaces de regular la 

traducción de los RNAs mensajeros tanto positiva como negativamente, y esta regulación es llevada a 

cabo a través de mecanismos quizá diferentes que actúan ya sea en las regiones 5' o 3' no traducidas de 

los transcritos. 



1.4.3 Regulación postraduccional. 

1.4.3.1 Participación de las proteínas tipo SnRK. 

Las SnRKs son una familia ámplia de proteínas cinasas de las plantas con un dominio catalítico 

similar al de la proteína Snfl ("Sucrose non-fermenting-1 ") de levadura y al de la proteína AMPK 

("AMP-activated protein kinase") de animales. 

La proteína Snfl es un componente primordial en la señalización de azúcares en la levadura, 

donde ha sido ampliamente estudiada. La Snfl es una serina/treonina cinasa que se activa en respuesta a 

bajos niveles celulares de Glc, y es necesaria en condiciones de inanición para la desrepresión de un 

gran número de genes que se reprimen por Glc. Dicha proteína fosforila al represor transcripcional 

Migl causando su traslocación al citoplasma y con ello, la desrepresión de sus genes blanco (Carlson, 

1999). Además, la Snfl afecta directamente la maquinaria de transcripción mediante interacciones con 

parte del complejo de la RNA polimerasa U (Kuchin el al., 2000) y a través de la foforilación de 

algunas histonas (Lo et al., 2001 ). La propia Snfl es activada por fosforilación y en presencia de altos 

niveles de Glc , la fosfatasa Glc7 Ja desfosforila e inactiva induciendo un cambio conformacional 

autoinhibitorio en el complejo que lleva su nombre (Snfl ). 

A pesar de que la Snfl no es activada por AMP, pertenece a una familia conservada de 

proteínas cinasas activadas por AMP, las AMPKs. En los mamíferos, estas cinasas participan en la 

protección contra estreses ambientales y nutricionales a través de la señalización de variaciones 

celulares en la proporción de AMP/ ATP (Hardie et al., 1997; Hardie et al., 1998; Kemp et al., 1999). 

La activación de las AMPKs por AMP es antagonizada por altas concentraciones de ATP, de tal manera 

que una relación alta de AMP/ATP es síntoma de niveles bajos de energía. Cuando la AMPK es 

activada, puede actuar para conservar la poza de ATP mediante la fosforilación e inactivación de 

enzimas consumidoras de A TP de las vías anabólicas. De manera similar, la Snfl asegura una síntesis 

suficiente de A TP en la levadura en ausencia de Glc, mediante la desrepresión de genes que participan 

en la utilización metabólica de fuentes carbonadas alternativas. 

En las plantas, las SnRKs parecen tener diversas funciones y estan divididas en 3 grupos de 

acuerdo al grado de similitud entre sus secuencias (Halford y Hardie, 1998). Varias de ellas (todas las 

de las clase 1) complementan el fenotipo de la mutante de levadura snfl (Alderson et al., 1991 ; 

Muranaka et al., 1994; Bhalerao et al., 1999). Las SnRKs pertenecientes a los otros 2 grupos (clase 2 y 

clase 3) parecen ser específicas de las plantas y prácticamente no han sido estudiadas (Halford et al., 

2003). Se ha propuesto que las SnRKs actúan como reguladores globales del metabolismo del C en las 



plantas mediante la fosforilación e inactivación de proteínas biosintéticas claves como la 3-hidroxi-3-

metil glutaril CoA reductasa (HMGR), la nitrato reductasa (NR), Ja SS y la Sac fosfato sintasa (SPS) 

(Sugden et al., 1999; Bhalerao et al., 1999). Además se sabe que Ja expresión de una SnRK en 

antisentido en plantas de papa impide la activación de la SS por Sac, por lo que se ha sugerido que las 

SnRKs participan también en la regulación de la expresión génica (Purcell et al., 1998; Halford et al., 

2003). 

Las SnRKs son reguladas por múltiples factores. Por ejemplo, se ha demostrado que dos SnRKs 

(AKINlO y AKINl 1) interactúan y son inhibidas por una proteína nuclear llamada PRLI, y dicha 

interacción es regulada negativamente por Glc en el sistema de levadura. Sin embargo, la mutante de 

Arabidospsis prll presenta un fenotipo hipersensible a azúcar, y aunque no parece tener afectada la 

actividad de la SnRK, si altera la represión de diversos genes regulados por azúcares (Nemeth el al. , 

1998; Bhalerao et al., 1999). La evidencia de que algunas SnRKs son activadas por azúcar y que 

participan en la expresión de genes activados por azúcar, implica una regulación opuesta a las AMPKs 

de mamíferos y a la Snfl de levadura. Sin embargo, la Glc-6 fosfato parece actuar como un regulador 

negativo de la actividad de la SnRK (Toroser et al., 2000), y también el AMP parece inhibir Ja 

desfosforilación y la consecuente inactivación de la SnRK (Sugden et al., 1999). Esto ha llevado a 

plantear que las SnRKs se activan en respuesta a niveles altos de Sac intracelular y/o niveles bajos de 

Glc intracelular (Halford et al., 2003). 

Las SnRKs de las plantas tienen diferencias importantes con las de levadura. Por ejemplo, el 

hecho de que la SnRK NPK5 de tabaco esté constitutivamente activa en la levadura (Muranaka et al., 

1994 ), resalta la regulación diferencial en la actividad de las SnRKs existentes en las plantas. Estas 

diferencias se ven aumentadas considerando que diversas SnRKs de Arabidopsis, trigo, cebada, maíz y 

arroz pertenecientes a familias diferentes, se regulan por luz, temperatura, citocininas, ABA y 

desarrollo, adicionalmente a Ja regulación por los azúcares (Takano et al., 1998; lkeda et al., 1999; 

Ohba et al., 2000; Chikano et al., 2001; Gómez-Cárdenas et al., 2001). Más aún, también pueden haber 

diferencias en relación a las interacciones de las SnRKs con otras proteínas reguladoras, pues tanto en la 

levadura como en los mamíferos funcionan en complejos heterotriméricos, mientras que en las plantas 

parecen haber variantes heterodiméricas (Jiang y Carlson, 1996; 1997; Vincent y Carlson, 1999; Bouly 

et al., 1999; Kleinow et al., 2000; Ferrando et al., 2001; Lumbreras et al., 2001 ). 

La naturaleza exacta de Ja activación de las SnRKs en respuesta a azúcares aún no es clara; sin 

embargo, Ja identificación de substratos del metabolismo y distribución del C y del N las ubica en un 

lugar central en dichos procesos. De hecho Halford et al. ( 1999) proponen que las SnRKs son 



reguladores globales del metabolismo del C en las plantas, participando en la detección y distribución 

de azúcares. Incluso estas PKs podrían integrar la señalización de citocininas, luz, Glc y 

brasinoesteroides (Salchert et al., 1998). 

I.4.3.2 Participación de las proteínas 14-3-3. 

Las proteínas 14-3-3 están altamente conservadas en la evolución y participan en una amplia 

variedad de funciones regulando la actividad de una gran variedad de enzimas, su localización 

subcelular, y sus interacciones proteína-proteína. En el caso de las plantas, estas funciones incluyen el 

control del crecimiento y desarrollo, respuestas a estrés ambiental, regulación del metabolismo 

primario, así como su participación en la transducción de señales mediada por cinasas. En concordancia 

con tal variedad de funciones, las proteínas 14-3-3 se encuentran en casi todos los compartimentos 

celulares: en el citoplasma, en el núcleo, en la matríz y el estroma mitocondriales, así como en las 

membranas tilacoideas del cloroplasto (Comparot et al., 2003). 

Cada vez más evidencias apoyan el hecho de que muchas enzimas metabólicas están 

controladas por la unión específica de proteínas 14-3-3 a substratos fosforilados, aunque también se han 

reportado interacciones con substratos no fosforilados (Sehnke et al; 2002). Las proteínas 14-3-3 

regulan a proteínas de membrana como la H+ ATPasa y canales de salida de K. La unión de proteínas 

14-3-3 al dominio autoinhibitorio de la H+ A TPasa resulta en una alta actividad de bombeo de protones 

(Jahn et al., 1997). De forma similar, la presencia de proteínas 14-3-3 es capaz de aumentar la actividad 

de canales de K+ (Booij et al., 1999). El gradiente electroquímico generado por la H+ ATPasa 

contribuye en muchos procesos metabólicos, entre los cuales está la toma de nitrato a través de la 

membrana de las células de la raíz. En este proceso de asimilación de N la nitrato reductasa (NR) tiene 

un papel fundamental. Esta enzima es finamente regulada por señales como el nitrato y la Sac, y es 

inactivada por fosforilación y la consecuente unión de una o más proteínas 14-3-3 durante la transición 

de luz a obscuridad (Bachmann et al., 1996; Lillo et al., 1997). La unión de la 14-3-3 a la NR la marca 

como blanco de degradación (Weiner y Kaiser, 1999). La actividad de otra enzima fundamental para la 

mobilización del N, la glutamino sintetasa tanto citosólica como cloroplástica (GS l y GS2 

respectivamente), es altamente activa sólo cuando está fosforilada y unida a las 14-3-3s (Moorhead et 

al., 1999; Finnemann y Schjoerring, 2000; Reidel et al., 2001 ). 

También las enzimas del metabolismo primario del C estan reguladas por las proteínas 14-3-3. 

Por ejemplo, la actividad de la SPS es inhibida por su interacción con 14-3-3s (Toroser et al., 1998). 

Así como estas, se han reportado una gran variedad de proteínas que interactúan con las proteínas 14-3-

3 y a continuación se enumeran: SS, HMGR (3-hidroxi-3-metil glutaril coenzima A reductasa), 



trehalosa-6-fosfato sintasa (TPS), sintasas de almidón (de la familia III), gliceraldehido-3-fosfato 

deshidrogenasa, fosfenol piruvato carboxilasa cinasa (PEPCK), glutamil-tRNA sintasa, y ATP sintasas 

citosólicas, cloroplásticas y mitocondriales (MacKintosh, 1998; Moorhead et al., 1999; Roberts, 2000; 

Sugden et al., 1999; Cote lle et al., 2000; Bunney et al., 2001; Sehnke et al., 2001 ). 

Tal como sucede con las SnRKs, la regulación de enzimas clave del metabolismo del C y del N 

por las proteínas 14-3-3, sugiere un mecanismo de regulación común mediado por las 14-3-3 para el 

transporte, uso y generación de metabolitos en plantas incluyendo azúcares y aminoácidos, optimizando 

así el uso de los recursos disponibles. 

Recientemente se ha encontrado que las proteínas 14-3-3 regulan de manera global el corte de 

sus blancos de unión en células de Arabidopsis privadas de azúcar. La privación de azúcar es parte del 

estilo de vida nonnal de las plantas, pues la provisión de azúcares generadas por la fotosíntesis no es 

contínua y se detiene parcial o totalmente en la obscuridad, durante el invierno o bajo la sombra. En 

ausencia de azúcar, las proteínas 14-3-3 parecen regular la proteólisis de las proteínas a las que se unen. 

Aparentemente la pérdida de protección de las proteínas blanco por parte de las 14-3-3 trae como 

consecuencia su proteólisis, resultando en un cambio metabólico global que reduce la asimilación de N 

y estimula la síntesis de Sac (Cotelle et al., 2000) . De hecho la unión de las 14-3-3 a sus blancos tales 

como la NR o SPS se pierde en respuesta a la privación de azúcares o a la provisión de análogos de Glc 

no metabolizables, lo que resulta en la proteólisis de las proteínas blanco. Esto sugiere que las 14-3-3 

deben participar en una vía de detección de nutrientes, controlando así la estabilidad de muchos de sus 

blancos. Adicionalmente se ha visto que las plantas de papa que sobrexpresan proteínas 14-3-3s 

presentan retardo en el proceso de senescencia, por lo que permanecen fotosintéticamente activas por 

más tiempo, mientras que la expresión en antisentido resulta en fenotipos opuestos (Wilczynski et al., 

1998). 

Las proteínas 14-3-3 además de regular directamente el metabolismo mediante la 

activación/inactivación de enzimas, también interactúan con componentes de las vías de señalización 

celulares. Ejemplo de ello es la interacción de 14-3-3s con proteínas cinasas tales como la PKC, una 

CDPK (proteína cinasa dependiente de calcio) y la proteína cinasa tipo Snfl WPK4 (Robinson et al., 

1995; Camoni et al., 1998; Ikeda et al., 2000). Cabe resaltar que la cinasa CTRl que participa en la 

señalización de etileno y azúcar (Zhou et al., 1998) también interactúa con este tipo de proteínas 

(Roberts MR, 2000; MacKintosh y Meek, 2001 ). 

Las proteínas 14-3-3 también se encuentran en el núcleo, a pesar de que no presentan señales 

reconocibles de localización nuclear (Bihn et al., 1997). De hecho se han descrito interacciones con la 

maquinaria transcripcional (Lu el al., 1992) y con complejos de factores transcripcionales como el 



complejo de unión a la caja G. Tal caja se encuentra en los promotores de genes que codifican enzimas 

metabólicas como los genes ADHI, CHS, CabE y RbcS, e inclusive en los promotores de los genes de 

las propias 14-3-3. Además, otras proteínas que median la expresión génica inducida por la hormona 

ABA (ácido abscísico) tales como VP 1 y EmBP 1 también interactúan con proteínas 14-3-3 en el núcleo 

(Schultz et al., 1998). Cabe resaltar que la hormona ABA es indispensable para la señalización de 

azúcares en Arabidopsis (este trabajo en Arenas et al., 2000; Laby et al., 2000; Huijser et al., 2000). De 

igual manera el activador transcripcional tipo bZIP RSG interactúa con 14-3-3, regulando así las 

cantidades de giberelinas (GAs, hormona vegetal) a través del control de la expresión de enzimas de la 

biosíntesis de GAs. El panorama en este sentido es que las proteínas 14-3-3 controlan la localización 

nuclear de factores de transcripción, restringiendo así su actividad a un número limitado de células 

durante el desarrollo y en tiempos restringidos. 

Dependiendo de los requerimientos durante el desarrollo y dependiendo de las señales 

ambientales, la actividad de las 14-3-3 podría dirigir el C ya sea hacia la síntesis de Sac y carbohidratos 

de almacenamiento, o bien, desviar los esqueletos carbonados hacia la síntesis de aminoácidos a través 

de inactivar el metabolismo del C y activar la asimilación del N. Las plantas podrían usar las diversas 

posibles combinaciones de horno- o heterodímeros de 14-3-3, para la regulación fina del metabolismo 

en respuesta a los cambios ambientales y las demandas internas. 

I.4.3.3 Papel de la maquinaria de degradación de proteínas mediada por ubiquitina en las 

respuestas a azúcar. 

Hasta hace 5 años, la proteólisis mediada por ubiquitina en plantas era un tema muy inovador. 

Sin embargo, investigaciones recientes particularmente sobre las hormonas vegetales, han descubierto 

su importancia creciente mediando los pasos regulatorios más importantes de las vías de transducción 

de señales; por lo que es de esperarse que la proteólisis mediada por ubiquitina podría ser uno de los 

componentes más importantes en la percepción y señalización de azúcares en las células vegetales. 

El sistema ubiquitina/proteasoma 26S es considerado como la mayor vía porteolítica no 

lisosomal para la eliminación de proteínas intracelulares en las células eucariontes. La proteólisis 

mediada por ubiquitina ha surgido como un proceso tan importante como la fosforilación en términos 

de su participación en diversos eventos celulares como la progresión del ciclo celular, la endocitosis, la 

regulación hormonal, la dirección de proteínas, la regulación de factores transcripcionales y la 

desensibilización de receptores. Las proteínas blanco son marcadas para degradación en el proteasoma 

26S mediante la adición covalente de una señal de degradación, la cual consiste en una cadena de 

poliubiquitina. Este proceso consta esencialmente de tres pasos catalizados por las enzimas E 1 



(activadora), E2 (con jugadora) y E3 (ligasa). La ubiquitilación se debe dirigir hacia blancos específicos, 

y la enzima E3 es la que media este paso específico y crítico "'de reconocimiento de substratos. En 

consecuencia, el número de proteínas tipo E3 debe ser mucho mayor al de las E2 y a su vez al de E 1. 

Este hecho se refleja en los cientos de enzimas E3 de diversas clases codificadas en los genomas 

eucariontes secuenciados hasta el momento. Comparada con S. cerevisiae, C. elegans y Drosojila, 

Arabidopsis contiene una sobre-representación de ligasas de ubiquitina (E3), mismas que pueden ser un 

sólo polipéptido, o bien existir como complejos multiproteicos (Bachmair, et al. , 2001) (Fig. 1 A). 

Uno de los complejos de ligasas de ubiquitina más estudiados es el SCF (por Skpl , 

Culina/Cdc53 y una proteína con caja F). Estos complejos multiméricos están formados por al menos 

cuatro subunidades que incluyen siempre a un miembro de la familia de las culinas (Jackson, et al., 

2000). En conjunto con otra subunidad conocida como RBXI /ROCI/HRTI, la culina cataliza la 

formación de la cadena de poliubiquitina mediante la interacción con la E2. La culina también se une a 

un miembro de la familia de proteínas Skpl, la cual a su vez se une a una proteína con caja F. Las 

proteínas con caja F son las encargadas de se leccionar y unir a las proteínas blanco específicas 

haciéndolas accesibles al complejo E2-SCF (Fig. IB) (Jakson et al., 2000). 

B 

Figura 1. A. Proceso de ubiquitilación de proteínas. 
B. Estructura del complejo E3 del tipo SCF. Esquemas 
tomados de Di Fiore et al., 2003 y Jackson et al., 2000 
respectivamente. 

En levadura, la proteólisis mediada por ubiquitina es un sistema esencial para el control de la 

progresión del ciclo celular y la desrepresión de genes que codifican para transportadores de Glc (Hoyt 

MA, 1997). La detección de Glc en levadura requiere de la proteína Skp l y la proteína con caja F Grr l. 



La presencia de Glc aumenta la asociación de Skp 1 a Grr l, la cual inhibe al represor Rgt 1 posiblemente 

reclutándolo para degradación, permitiendo así la expresión de los transportadores de Glc (Li y 

Johnston, 1997; Bernard y Andre, 2001 ). Se ha propuesto que las contrapartes correspondientes a este 

sistema de regulación por Glc de levadura, puedan funcionar de manera análoga en las plantas 

(Schouten et al., 2000). 

En Arabidopsis se ha demostrado que existen interacciones muy complejas de las cinasas tipo 

SnRK AKINlO y AKINl 1 con SKPl/ASKl (subunidad de la ubiquitina ligasa tipo SCF), y con una 

subunidad del proteasoma 26S (a4/PAD1); lo cual revela otro aspecto de la función de las SnRKs en la 

degradación de proteínas (Farras et al., 2001; Bhalerao et al., 1999; Nemeth et al., 1998). Se ha 

observado recientemente que la interacción de las SnRKs con ASKl/SKPl y la subunidad proteasomal 

a4/PAD 1 es inhibida por PRL, proteína nuclear cuya mutación afecta la regulación de genes por azúcar 

y la sensibilidad a múltiples fitohormonas. Además se sabe que PRLl interactúa con PAMl, una 

.metilasa de histonas localizada en un complejo nuclear que incluye SnRKs in vivo. Toda esta red de 

interacciones PRLl-SnRK, incluyendo a los complejos PAMI y SCF-proteasoma, sugiere que todas 

estas proteínas participan en la regulación de múltiples señales y modulan la metilación, fosforilación y 

ubiquitilación de substratos protéicos nucleares (Koncz et al. 2003), los cuales determinan parte la 

respuesta final de la planta ante un o más estímulos, entre ellos quizá el de las señales de azúcares. 

Con base en estas evidencias, resulta inminente la participación del sistema de degradación de 

proteínas mediada por el sistema ubiquitina-proteasoma, en la regulación de las respuestas a azúcares. 

De hecho, muy recientemente se reportó que el FT que regula la señalización de etileno EIN3, también 

es degradado por el proteasoma 26S y esta degradación es acelerada por la presencia de Glc 

(Yanagisawa et al. , 2003) . Este y otro elemento de la señalización de azúcares y ABA identificado en 

este trabajo de tesis, son regulados por este mecanismo. Este punto será abordado más adelante. 

I.5 Vías de transducción de señales de azúcares en las plantas. 

T.5.1 Mecanismos múltiples de detección de azúcares en las plantas. 

La detección y regulación de azúcares en las plantas es necesariamente más compleja que en los 

organismos unicelulares como la levadura, debido a las interacciones entre los diferentes órganos y 

tejidos vegetales. Además, la función dual de los azúcares como nutriente y como señal, hace más 

complicado el análisis de los mecanismos utilizados. Sin embargo, esto no excluye la posibilidad de que 

a nivel celular se puedan utilizar algunos de los elementos de detección y señalización de azúcares 

similares a los de microorganismos como la levadura. De manera reciente, se ha comenzado a abordar el 



tema de la señalización activada por azúcares en las plantas superiores, y diversas evidencias sugieren 

que las plantas tienen por lo menos 4 sistemas de percepción de azúcares diferentes (Figura 2A) que a 

continuación se describen. 

1.5.1.1 Sistema de percepción mediado por hexocinasa. 

Se ha propuesto que el flujo de la Glc a través del paso catalizado por la hexocinasa (HXK), 

constituye un mecanismo primario de detección de azúcar en organismos como E. coli, las levaduras y 

los mamíferos (Stulke y Hillen, 1999; Gancedo, 1998; Matchinsky et al. , 1993; Rolland et al., 200 l ). 

También en las plantas se ha dilucidado la participación de la HXK en la detección de Glc mediante dos 

estrategias diferentes. La primera es el uso de análogos de Glc que son substratos para la HXK pero no 

son metabolizados, como la 2DG y la manosa, los cuales son capaces de regular la expresión de genes 

fotosintéticos, del ciclo del glioxilato y otros. Estos análogos reprimen la expresión de genes regulados 

por azúcar, mientras que la L-Glc, la 6-deoxi-Glc (6DG) y la 3-oximetil-Glc (30MG) (que son 

transportados pero no fosforilados) no tienen tales efectos (Sheen, 1990; Graham et al. , 1994; Jang y 

Sheen, 1994). El efecto de represión puede ser revertido con la adición de inhibidores de la actividad de 

la HXK como la manoheptulosa y la glucosamina (Jang y Sheen, 1994; Perata et al. , 1997; Umemura et 

al ., 1998; Pego et al. , 1999). La introducción (por electroporación de protoplastos de maíz) de 

intermediarios glicolíticos, incluyendo azúcares fosforilados como la Glc-6-fosfato (G6P) y otros 

metabolitos glicolíticos, no son capaces de activar la represión; lo que indica que la fosforilación de la 

Glc pero no el azúcar fosforilado, representa una señal para la célula (Jang y Sheen, 1994). Además del 

efecto a nivel de expresión génica, a nivel fenotípico se ha observado que la manosa y la 2DG inhiben la 

germinación de las semillas de Arabidopsis , y la adición del inhibidor de HXK manoheptulosa bloquea 

la inhibición de la germinación; lo que sugiere que este proceso está mediado por la HXK (Pego et al., 

1999). 

Los resultados anteriormente mencionados son congruentes con la idea de que la hexocinasa 

tiene una función reguladora además de su función catalítica. Esta idea ha sido confirmanda mediante 

una segunda estrategia, el uso de plantas transgénicas con niveles alterados de HXK (Jang et al, . 1997; 

Dai et al. , 1999). Plantas transgénicas de Arabidopsis con niveles aumentados o disminuidos de HXK, 

muestran un fenotipo de hiper- o hiposensibilidad a altas concentraciones de Glc respectivamente, 

durante la germinación y el desarrollo temprano de la planta (Jang et al., 1997) . También la 

sobrexpresión de AtHXKl en plantas transgénicas de jitomate afecta la fotosíntesis, el crecimiento y la 

senescencia, y provoca un fenotipo hipersensible a Glc (Dai et al., 1999). Estos fenotipos son similares a 

los observados en plantas transgénicas de tabaco que expresan la Ivr de levadura, aumentando así las 



señales de Glc y Frc (Figura 2). Se ha observado que tanto el jitomate como el tabaco son más sensibles 

que Arabidopsis a la muerte celular y senescencia inducida por hexosas, lo que sugiere que la función de 

la HXK está conservada en las plantas, pero la sensibilidad al azúcar es diferente entre especies (Dai ., 

1999). A pesar de que el papel de la HXK como sensor de hexosas en plantas aún no es bien aceptado 

(Herbers et al., 1996; Ehness et al. , 1997; Halford et al., 1999; Veramendi et al., 1999), la separación 

funcional de la actividad enzimática y señalizadora ha sido posible tanto en levadura como en 

Arabidopsis (Hhomann et al., 1999; Kraakman et al., 1999; Moore et al., 2003). En el caso de 

Arabidopsis, el aislamiento y análisis de la primera mutante en HXKl de esta planta, gin2, la cual no 

presenta represión del desarrollo por Glc sin afectar la función catalítica de la enzima ni el metabolismo 

del azúcar, permitió demostrar contundentemente que se puede desacoplar la señalización y el 

metabolismo de la Glc (Moore et al., 2003). 

La función de detección y señalización de la HXK depende de su localización subcelular, 

translocación y de las interacciones con otras proteínas. Por ejemplo, en el caso de la levadura, la Hxk2 

interactúa con el complejo de fosfatasa que regula a la cinasa Snfl, estimulando así la represión por Glc 

(Alms et al., 1999; Sanz et al., 2000). La misma Hxk2 también se encuentra en el núcleo, donde forma 

parte de un complejo DNA-proteína que se une a elementos en cis de genes reprimidos por Glc (Herrero 

et al., 1998; Randez-Gil et al., 1998). En el caso de mamíferos, se sabe que la actividad de la HXK es 

regulada por interacciones con otras proteínas que aseguran su función y localización celular. De hecho 

la HXKI de mamíferos está unida a la membrana mitocondrial externa, lo cual permite un acceso directo 

al ATP generado por la fosforilación oxidativa (Adams et al., 1991; BeltrandelRio y Wilson, l 992a, b ). 

Inclusive, en células pancreáticas BY hepatocitos, la proteínas de interacción con la HXKIV 

(glucocinasa) controlan su actividad y translocación núcleo-citoplasma de forma regulada por azúcar 

(Toyoda et al., 1994; Van Schaftingen et al., 1994; Farrelly et al., 1999; Muñóz-Alonso et al., 2000; 

Shiraishi et al., 2001 ). Se ha visto que esta misma HXKIV está asociada con el citoesqueleto de actina y 

dependiendo de las condiciones fisiológicas se puede mover hacia el núcleo y modificar la expresión de 

genes (Murata et al. , 1997; Herrero et al., 1998). En las plantas, por mucho tiempo se ha considerado a la 

HXK como una enzima citosólica esencial para la glicólisis. Sin embargo se han encontrado formas no 

citosólicas de la HXK asociadas con diversos compartimentos subcelulares tales como los plástidos 

(Wiese et al., 1999a, b), la mitocondria (Galina et al., 1995, 1999; Rolland et al., 2002), el aparato de 

Golgi (Galina y da-Silva, 2000; da-Silva et al. , 2001 ), y la vía secretoria (Herbers et al., 1996). Aunque 

se han propuesto posibles funciones bioquímicas y señalizadoras de estas HXKs asociadas a dichos tipos 

membranales, aún se desconoce la relevancia fisiológica de tales asociaciones. 
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En analogía a la HXK como un sensor de Glc, no se sabe si la fructocinasa, la enzima que 

fosforila a la Frc, media las respuestas a azúcar en las plantas de forma similar a Ja HXK. En 

Arabidopsis, la actividad de fosforilación de hexosas es mayor hacia Frc que hacia Glc (Loreti et al., 

2001 ). Además, las fructocinasas son particularmente más activas, mientras que las HXKs además de 

tener menor afinidad por Ja Frc, estan presentes a niveles relativamente bajos (Loreti et al., 2001 ). De 

esta manera, la proporción de glucosa vs. Frc puede influenciar el proceso de detección de azúcar global. 

Cabe destacar que una mutante de Arabidopsis insensible a manosa, hexosa fosforilada por la HXK, 

(mig, "mannose-insensitive germination") resultó ser una mutante en fructocinasa, sugiriendo que las 

fructocinasas podrían participar en la detección de hexosas (Pego y Smeekens, 2000). Sin embargo las 

fructocinasas normalmente no pueden fosforilar a la manosa (Gonzali et al; 2001), por lo que aún no se 

sabe con certeza si la mutación es la responsable del fenotipo de insensiblilidad a manosa o si la 

fructocinasa tiene un papel regulador más que catalítico sobre la hexocinasa. Además, Granot et al. , 

2000 han observado que modulando la actividad de la fructocinasa de ji tomate se afecta su crecimiento y 

desarrollo, pero no se afecta el mecanismo de detección de azúcares; esto sugiere que al menos en esta 

planta la fructocinasa quizá no participa en la detección de azúcares. Es importante resaltar que hasta 

ahora no se han identificado transportadores de Frc en Arabidopsis (Sherson et al., 2003); sin embargo, 

tanto el transporte como la detección específica de Frc le daría a la célula la ventaja de distinguir entre la 

hexosas derivadas de la Sac, y las derivadas de la pared celular o la calosa; y así responder de forma 

específica a las señales ambientales. 

1.5.1.2 Sistema dependiente del metabolismo de hexosas. 

La existencia de esta vía también llamada "dependiente de la glicólisis", está basada en la 

regulación que ejercen diversos intermediarios de la glicólisis (como la G lc-6-fosfato) y metabolitos 

derivados (como el piruvato y el acetato) sobre la expresión de diversos genes (p.e. PRJ, PR5,aAmy 8) y 

sobre la actividad de una serie de enzimas (p.e. SnRKs) (Sheen 1990; Koch, 1996; Koch et al. , 2000, 

Toroser et al., 2000; Ho et al. , 2001 ). Se ha planteado que dichos intermediarios metabólicos podrían 

activar sensores metabólicos (aún no identificados) que desencadenarían la respuesta. En plantas que 

sobrexpresan a la HXK tanto de Arabidopsis como de levadura se observa una desrepresión de los genes 

PR (Xiao et al, 2000). Tomando en cuenta que la HXK de levadura no parece tener ningún papel como 

sensor en plantas (Jang et al., 1997), se ha sugerido que este tipo de regulación depende de la actividad 

catalítica de la HXK, pero no de su actividad señalizadora (Figura 2A y B). 
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1.5.1.3 Sistema independiente del metabolismo de hexosas. 

Este modelo está apoyado por el uso de diversos análogos de Glc que son tomados por la célula 

pero no son metabolizados, los cuales son capaces de inducir la expresión de genes específicos 

preferentemente relacionados con patógenos y con la abundancia de nutrientes. Por ejemplo la 30MG y 

6DG inducen a los genes que codifican para la lvr extracelular (CIN) , la SS, la fenilalanina amonio liasa 

(PALI) y la patatina (Roitsch et al., 1995; Martin et al. , 1997; Ehness et al., 1997). Esto implica que ya 

sea el transporte, o bien el propio análogo ya internalizado, es capaz de generar una señal que produce un 

cambio en la expresión génica (Figura 2A y B). 

1.5.1.4 Vía de detección de disacáridos. 

Entre las observaciones que apoyan este modelo está la inducción o represión de ciertos genes 

específicamente por la Sac y no por la combinación de Glc y Frc. Como ejemplo tenemos el gen de la 

patatina, el gen ro!C, el ATB2, y un simportador de Sac (Jefferson et al, 1990; Yokoyama et al, 1994; 

Chiou T-J y Bush O, 1998; Rook et al. , 1998), además de los mencionados en la tabla 2. De hecho 

SnRKl parece mediar la señalización activada por Sacarosa a nivel postraduccional, al menos para una 

de las enzimas de biosíntesis de almidón, la AGPasa (Tiessen et al. , 2003) (Figura 2). También el uso de 

análogos de disacáridos como la turanosa y la palatinosa, los cuales no son permeables a la membrana ni 

mucho menos metabolizables, sugiere la existencia de sensores específicos de disacáridos extracelulares 

(Loreti et al., 2000) (Figura 2A). 

Por su parte otro disacárido, la trehalosa, ha demostrado afectar el metabolismo y desarrollo de 

las plantas, implicando que este disacárido es detectado por la célula mediante vías aún no claramente 

identificadas incluyendo una vía de detección de trehalosa endógena y otra vía para la detección de 

trehalosa exógena (Rolland et al, 2002; Paul MJ y Pellny, 2003; Eastmond y Graham, 2003) (Figura 2A). 

I.5.2 Transductores intermediarios. 

Se ha demostrado a través del uso de inhibidores de la síntesis de proteínas, que parte de los 

componentes necesarios para la regulación de genes en respuesta a azúcares está presente en la célula 

aún antes de los tratamientos con azúcar, lo que implica la participación de procesos postraduccionales 

señalizadores como la fosforilación y desfosforilación de proteínas . La utilización de técnicas 

bioquímicas y farmacológicas ha permitido identificar diversos componentes de las vías de 

transducción de esta señal. Por ejemplo, se ha visto que inhibidores farmacológicos de Ser/Tre 
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fosfatasas (PP 1 y PP2A) y de Ser/Tre cinasas (PKs ), son capaces de reprimir algunos promotores de 

genes regulados por azúcar de manera similar a la represión por azúcar; y también son capaces de 

activar MAPKs e inducir una CDPK (PK dependiente de Ca2+) asociada a membrana de forma 

dependiente de azúcar e independiente de estrés (Jang y Sheen, 1997; Ehness et al., 1997; Takeda et 

al,. 1994; Iwata et al., 1998). 

Otro ejemplo es Ja PKS 11, la cual se ha propuesto como un mediador de la señalización de 

azúcares en Arabidopsis (Gong et al., 2002). Esta PK no se induce o reprime por sal , frío, sequía o 

ABA; sin embargo, la sobrexpresión de una forma constitutivamente activa de la PKS 11 resulta en una 

mayor resistencia de la plántula a Glc, sin afectar las respuestas a estrés. El gen PKSJ 1 se expresa 

preferentemente en la raíz y dadas las características estructurales de la proteína se propone que podría 

interaccionar con sensores de Ca2
+ mediando la señalización de este segundo mensajero en respuesta a 

las señales de azúcar (Gong et al., 2002). 

CTR 1, una Ser/Tre cinasa de tipo MAKKK que participa directamente en la señalización de 

etileno, también es esencial para la transducción de la señal de Glc, pues la mutante ctr 1 presenta 

fenotipo insensible a Glc (Zhou et al., 1998). Otras Ser/Tre PKs que parecen participar en la 

señalización de azúcar son las SnRKs (descritas anteriormente en el apartado 1.4.3.1), las cuales se ha 

demostrado que se requiere de su actividad para la activación por azúcar del gen de la SS en papa. 

Estas SnRKs además controlan la actividad de enzimas del metabolismo primario de la planta (C y N). 

La fosforilación de estas enzimas por las SnRKs es estimulada por azúcar y permite la unión de 

proteínas 14-3-3 (también descritas anteriormente en el apartado I.4.3.2), quienes inactivan a dichas 

enzimas. 

También, el uso de inhibidores de calmodulina y de canales de Ca2
+ ha permitido proponer al 

Ca2
+ corno segundo mensajero durante la transducción de la señal de azúcar, dado que inhiben la 

acumulación inducida por azúcar de los RNAms de la esporamina y la ~-amilasa (Ohto et al., 1995). 

Además se ha observado que la aplicación exógena de sacarosa a células en suspensión de arroz inhibe 

Ja toma de las Ca2
+ mientras la ausencia del azúcar estimula la toma de Ca2

+ (Mitsui et al., 1999). Sin 

embargo, otra evidencia indica que las concentraciones del Ca2
+ citoplásmico incrementan en respuesta 

a la señal de azúcar (Otho y Nakamura, 1995). Resulta interesante que el sistema animal, 

específicamente en las células pancreáticas ~ sucede algo muy semejante, pues se sabe que la toma de 

la Glc y su metabolismo en estas células provoca un aumento en la concentración de Ca2
+ suficiente 

para activar la liberación de insulina. Dicha señalización por Ca2
+ inducida por Glc, está mediada por 



un nuevo segundo mensajero: NAADP (ácido nicotínico adenina dinucleótido fosfato), cuyos niveles 

endógenos aumentan en respuesta al estímulo de la Ole (Johnson y Misler, 2002; Masgrau et al., 2003). 

La participación de moléculas como las PKs y el Ca2
+ quizá no resulta sorprendente, ya que son 

ampliamente utilizadas en las vías generales de transducción de señales de las células; sin embargo es 

importante resaltar la especificidad de las mismas a cada una de las señales ambientales. Esta 

especificidad de respuesta podría recaer en parte en los blancos de estos intermediarios señalizadores, 

de los cuales aún se sabe muy poco. 

1.5.3 Factores transcripcionales involucrados en las respuestas a azúcar. 

Gran parte de las vías de señalización culminan en la activación o inactivación de genes 

"maestros", mismos que llevan a cabo uno de los principales mecanismos de la respuesta de adaptación 

a la condición ambiental impuesta: el control de la expresión génica a nivel transcripcional. Estos genes 

"maestros" son los factores transcripcionales (FTs), los cuales pueden actuar a través de interacciones 

DNA-proteína, interacciones proteína-proteína o modificando la estructura de la cromatina. En el caso 

de la señal de azúcar, se han identificado aún pocos FTs en las plantas (Tabla 5). A continuación se 

presenta una breve descripción de dichos factores así como su posible papel en la regulación por 

azúcares. 

Tabla 5. Factores transcripcionales involucrados en las respuestas a azúcares. 

Gen o 
proteína 
SP8BP, 
SPFl 

SUSIBA2 

VvMSA 

HSf 2 

ATHB13 

AtMYB61 

Organismo 

papa dulce, 
pepino 

cebada 

uva 

Efecto o posible papel 
recono 

·-------·-···-~-··-····-------·--·--~-·-·•········-···-···-···~e· 

SP8 Regulador negativo en respuesta a azúcar Is o y 

SURE Activador de genes de la biosíntesis de 
almidón en a azúcar 

SUREl y caja Parte de un complejo regulador de la 
Sac 3 transcripción que participa en una vía común 

para la señalización de azúcar y ABA 

Nakamurá, 1992, 
1994; 
Kim et al., 1997 
Sun et al., 2003. 

Cakir et al., 2003. 

pa a 
papa 

...................... -. -··-·------- B.-::g.1;1 l~<;i_C2~J?.<?~t.i:'..<?._ ..... ..... .. _____ ___ _______________ _!Sim q~l 99~·--

Arabidopsis 

Arabidopsis 

Arabidopsis 

"sitio l " Regulador positivo de genes de Zourelidou et al., 

? 

? 

almacenamiento de proteínas así como del 2002. 
metabolismo de azúcares y almidón 
Regulador negativo de genes inducibles por 
azúcar y ABA 

Regulador de la expresión de genes regulados 
por azúcar 
Regulador del metabolismo y desarrollo global 
de la a azúcar 

Tsukagoshi et 
2003. 

Hanson et al., 
2001. 
Poole et al., 2003. 

.. ¡(.i 



OsMYBl 
OsMYB2 
OsMYB3 

En la papa dulce y el pepino se han identificado proteínas de unión a DNA que interaccionan 

con motivos llamados SP8 de diversos genes regulados por azúcar (ver apartado 1.4.1.1 ), a los que se les 

ha llamado SP8BP y SPF 1 (lshiguro y Nakamura, 1992, 1994; Kim et al., 1997). La Sac induce la 

expresión de la 13-amilasa y la esporamina, y al mismo tiempo reduce los niveles de RNAm de SPFl, lo 

cual sugiere que SPF 1 podría tener un papel de regulador negativo en esta respuesta (Ishiguro S y 

Nakamura K, 1994). 

En cebada recientemente se aisló el FT SUSIBA2, el cual se une de forma específica a los 

motivos SURE (y no al motivo SP8). SUSIBA2 pertenece a la familia de FTs tipo WRKY y se induce 

por azúcares. Adicionalmente este FT parece ser específico de la periferia del endospermo (hacia la 

capa de aleurona) funcionando como un activador de genes de la biosíntesis de almidón (Sun et al., 

2003). VvMSA es otra proteína que se une a una región que incluye al motivo SURE 1 y a la caja de 

Sac 3 (ver apartado 1.4.1.1) en el promotor del gen VvHT 1, que codifica para un transportador de 

hexosas en la uva. VvMSA es una proteína de localización nuclear cuya expresión es inducida por Sac, 

y la inducción es potenciada por ABA; ABA por sí solo no tiene efecto en la expresión de este gen. Se 

propone que VvMSA actúa como parte de un complejo regulador de la transcripción que participa en 

una vía común para la señalización de azúcar y ABA (Cakir et al., 2003). El reciente aislamiento de la 

mutante de Arabidopsis hsi2, permitió identificar un nuevo FT con un dominio de unión a DNA tipo B3 

que también participa en la regulación de genes inducibles por azúcar y ABA. Esta mutante.fue aislada 

por presentar alta actividad del gen reportero LUC bajo el control del promotor de esporamina de la 

papa dulce, incluso en condiciones de baja concentración de Sac (Tsukagoshi et al., 2003). 

También en Arabidopsis se identificó un nuevo miembro de la familia de FTs del tipo HDZip 

(cierre de leucina adyacente a un homeodominio ), A THB 13. Este FT parece participar en la expresión 

de genes regulados por azúcar como la B-amilasa, ya que la expresión ectópica del gen A THB 13 hiper­

induce la expresión del gen de la B-amilasa y causa además alteraciones dependientes específicamente 

de Sac en la forma de los cotiledones y las hojas (Hanson et al., 2001). 

Por otra parte, tanto en tubérculos de pap~, como en hojas tratadas con Sac, se han detectado 

cuatro posibles factores de unión a DNA. Uno de ellos llamado TSF l (por "tuber-specific and sucrose­

inducible factor-1 ") se une al menos a dos de los sitios de unión del promotor de la palatina, la cual es 



claramente regulada por azúcares (Kim et al., 1994 ). También el factor llamado "Storekeeper" (STK) 

pertenece a una nueva clase de proteínas de unión a DNA, se induce por azúcar y se une 

específicamente al motivo "sitio l" de la caja B del promotor de la patatina (Zourelidou et al., 2002). La 

conservación de este motivo en los promotores de genes de almacenamiento de proteínas así como del 

metabolismo de azúcares y almidón sugiere que tales podrían estar bajo el control de factores 

transcripcionales relacionados a STK (Zourelidou et al., 2002). 

Uno de los grupos de FTs más abundantes en Arabidopsis es el que conforma los MYBs 

(Riechmann et al., 2000). Estos fueron identificados inicialmente en animales (Graf, 1992), y el 

dominio de unión a DNA está altamente conservado en todos los MYBs. Este dominio consiste en tres 

repetidas imperfectas de 51 a 52 aminoácidos, cada una de ellas designada como R l , R2 y R3. En las 

plantas casi todos los MYBs tienen dos repetidas, R2 y R3 (131 miembros) aunque también existen de 

la clase RlR2R3 (5 miembros) y otros con una sola repetida (IR) (Riechmann et al., 2000). AtMYB61 

codifica para un FT tipo MYB-R2R3 que funciona como un regulador de la respuesta a azúcar en 

Arabidopsis. La mutación de este gen afecta el metabolismo y desarrollo global de la planta en 

respuesta a azúcar. De hecho la expresión de AtMYB61 es regulada por azúcar, y tiene efectos en la 

distribución del C en los tejidos demandantes, durante la germinación, el crecimiento vegetativo y la 

floración de forma dependiente de azúcares (Poole et al., 2003). 

Recientemente en arroz se aislaron tres genes OsMYBS que codifican para MYBs de la familia 

de una sola repetida de unión a DNA ( l R) . Los tres OsMYBSs interaccionan con el elemento de 

respuesta a azúcar TA TCCA (también llamada AmyBOX2, ver sección 1.4. l. l) in vitro e in vivo, y se 

ha demostrado que juegan un papel esencial en la expresión de los genes de a-amilasa regulada por 

azúcares y GAs (Lu et al., 200 l ). De hecho OsMYBS 1 y OsMYBS2 actúan como activadores 

transcripcionales mientras que OsMYBS3 se comporta como un represor transcripcional. Es interesante 

que tanto OsMYBSJ como OsMYBS2 son reprimidos por azúcar, mientras que OsMYBS3 es inducido; 

además, OsMYBSJ y OsMYBS3 se reprimen por GA y no son afectados por ABA, mientras que 

OsMYBS2 es reprimido por ABA y no es afectado por GA (Lu et al., 200 l ). Se propone que FTs en 

común como los OsMYBSs participan en la regulación por azúcar y hormonas (GA y ABA) de los 

genes de a-amilasa en los cereales. Dada su capacidad de formar horno- y heterodímeros, estos FTs 

pueden tener múltiples papeles a través de interacciones combinatorias con otros FTs para generar así 

patrones de expresión específicos. 

Aún falta por conocer el papel específico de estos FTs en la respuesta a azúcares, así como las 

secuencias en cis reconocidas por muchos de ellos. Además, a pesar de que el número de FTs 



identificados que controlan la respuesta a azúcares aún es muy escaso, es de esperarse que este número 

sea mucho mayor, dada la multitud de genes regulados por azúcar. De hecho, en este trabajo de tesis se 

identificaron 2 FTs que participan en las respuestas a azúcar y ABA, reforzando así el binomio de 

regulación azúcar-ABA del cual hablarémos detalladamente en las secciones de resultados y discusión 

1.6 Plantas mutantes en las respuestas de azúcares y su relación con las hormonas vegetales. 

De forma relativamente reciente se ha tomado ventaja de los efectos tan dramáticos que tienen 

los azúcares en estados tempranos del desarrollo en Arabidopsis, así como de la regulación que ejercen 

en la expresión génica. De esta manera se han realizado selecciones génicas por fenotipo (genética 

directa) con el fin de identificar componentes de las vías de detección y señalización de azúcares. Cabe 

mencionar que casi todas las mutantes aisladas hasta hoy, han sido reportadas después del inicio del 

presente trabajo (Enero, 1997). En la siguiente tabla se muestran las diferentes selecciones y el fenotipo 

seleccionado. 

Tabla 6. Diseños de selección de mutantes de Arabidopsis afectadas en la respuesta a azúcar. 

Nombre de la mutante Fenotipo y condición de selección No. de Referencia 
mutantes 
aisladas 

Insensibles a azúcar 
cai (carbohydrate insensitive) Desarrollo de la plántula en bajo 35 Boxal et al., l 996. 

N (0.1 mM) y Sac 100 mM Martin et al., 2002. 
gin (glucose insensitive) Desarrollo de la plántula en Gk > 19 Zhou et al., 1998. 

388 mM Este trabajo (Arenas 
et al., 2000). 

isi (impaired .rncrose induction) Supervivencia de líneas transgénicas > 10 Rook et al., 2001. 
ApL3::P450 en Sac lOOmM y el herbicida 
R7402 

lha (low leve/ {3-amylase) Baja actividad de ~-amilasa en plantas 2 Mita et al., l 997b. 
crecidas en Sac 175 mM 

!si (low sucrose induction) Inducción reducida de la construcción 28 Tsukagoshi et al., 2003 
SPORAMINA::LUC en alta Sac 

mig (manosse insensitive germi- Germinación en man osa 7 .5 mM 72 Pego et al., 2000. 
nation) 
ram (reduced {3-amylase) Baja actividad de ~-amilasa en el fondo >4 Donggiun et al ., 1998. 

mutante pgm Laby et al., 2001. 
rsr (reduced sucrose response) Expresión reducida del promotor de patatina 4 Martin et al., 1997. 

de papa (Pat(B33)-iudA) en Sac 90 mM 
sig (rncrose insensitive growth) Desarrollo de la plántula en Sac 350 mM 59 Pego et al., 2000. 

sis (rngar insensitive) Desarrollo de la plántula en Sac 300 mM 12 Laby et al., 2000. 

sun (rncrose-uncoupled) Represión reducida de la construcción 18 Dijkwel et al., 1997. 
PC::LUC en Sac 88 mM 

uns (unusual sugar response) Floración temprana y/o bajo contenido de 4 Onai K et al., 1999. 
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clorofila en Sac 146 mM Ohto M etal. , 2000. 
Hipersensibles a azúcar 

.fús (fúsca) Interrumpen su desarrollo y acumulan alto Castle y Mainke, 1994 . 
contenido de antocianinas en Sac 3% 

glo (glucose oversensitive) Interrumpen su desarrollo en Glc 220 mM Sheen et al. , 1999. 

gss (glucose supersensitive) Interrumpen su desarrollo en Glc 56 mM 22 Pego et al., 2000. 

hba (high leve/ {3-amylase) Alta actividad de B-amilasa en Sac 2 Mita et al ., l 997a. 
175 rnM 

hsi (high .rncrose induction) Alta inducción de la construcción 29 Tsukagoshi et al., 2003 
SPORAMINA::L UC en baja Sac 

hsr (high sugar response) Alta actividad de la construcción ApL3::LUC >10 Baier et al., 2004. 
en Sac 34 rnM 

prll (pleiotropic regulatory locus) Interrumpe su desarrollo en Sac 175 mM 1 Németh et al., 1998. 

sss (sucrose super sensitive) No germinan en Sac 350 mM 37 Pego et al., 2000. 

La caracterización genética, fenotípica y molecular de varias de estas mutantes, ha revelado 

una inesperada interconexión directa entre la señalización de los azúcares y las hormonas. Este hecho 

ha llevado a re-evaluar el fenotipo de otras mutantes en respuesta a hormonas aisladas previamente, 

encontrándose que muchas de ellas también están afectadas en sus respuestas a azúcares. Algunas de 

las mutantes que ejemplifican la complejidad dichas interconexiones se enlistan en la tabla 7. 

Tabla 7. Ejemplos de mutantes afectadas en respuestas a azúcares y fitohormonas. 

Mutantes 
prll 

hyll 

abi8, eldl, 
kobl 

Gen Fenotipos . . . . . Identidad molecular Referencia 
í" ?Ri1--Hip~~e;s¡¡;fé--~-G¡~·~s;~: ·;;-;-t;;ci;i~-;;:$,-pi=;,teí~a reguladora n~lea_r_/ __ Németh ~( al.:1998."--

etileno, ABA, auxinas y frío . interacción de azúcar y hormonas 
HYLJ Resistente a cíto s y auxinas. Proteína de unión a RNA de 

Hipersensible a le, NaCl y doble cadena / regulación de la 
estrés osmótico. tropismo y expresión por microRNAs 
dominancia apical reducida. 

Cheng y Fedoroff, 
2000; Meng-Hsuan et 
al., 2004. 

r~·~.·~w·.-----~ .. -~--~-~ . ...,.......~~-~-~~ ----
1 ABl8 Resistente a ABA y Glc, talla Proteína con dominios de función Brocard et al. , 
1 pequeña, floración retardada, macho desconocida / señalización de 
j estéril. Alteraciones en la biosíntesis ABA y Glc 
· de celulosa y diferenciación vascular 

La presencia de los múltiples fenotipos en estas mutantes es congruente con una sene de 

observaciones hechas durante estudios fisiológicos hechos en cultivos de células, de órganos y de 

plántulas completas así como en otros sistemas. En ellos se ha demostrado que tanto el crecimiento 

como cada una de las etapas de desarrollo de las plantas, están controlados por la acción concertada de 

múltiples vías de señalización, incluyendo a las hormonales y de azúcares. A continuación se 

mencionan algunas de las señales adicionales a los azúcares, que determinan la progresión de los 

procesos de desan-ollo. 



Tabla 8. 

Proceso de desarrollo 
División celular durante la 
embriogénesis 

Almacenamiento de reservas 
de la semilla 
Emergencia de la radícula 
durante la germinación 

Mobilización de las reservas 
durante la germinación 

Crecimiento de la plántula 

Tuberización 

Floración 

Senescencia 

Efecto del azúcar 
La Glc promueve 
La Sac inhibe 

La Sac promueve 

Efecto de otras señales 
----,-·,~-,-----~~ 

ABA bloquea en la fase G1/S 
GAs, auxinas y citocininas 
promueven 
ABA promueve 

1 La concent~~cfó-¡;-baja de Glc~-S-a-;; ___ , ___ ABA'inhib~ 

l suprime la inhibición por ABA GAs, etileno, brasinoesteroides y 
La concentración alta de Glc inhibe la luz, y promueven 
La Glc y la Sac inhiben la expresión de ABA inhibe en la aleurona y 
la a-amilasa evitando la degradación del aumenta Ja represión de la a-amilasa 
almidón GAs promueven la exprysió 

a-amilasa 
~--------- ----~--,-~~------,-~,-,~··-· 

La concentración alta de Glc y Sac ABA a baja concentración p eve 
inhiben de forma dependiente de ABA ABA en alta concentración inhioe 
La concentración baja de azúcares Etileno y citocininas promueyen l promueve 

La Sac promueve 

La Sac a baja concentración promueve 
La Sac y Glc en alta concentración 
inhibe 
La Glc y la Sac promueven 

disminuyendo la sensibilidad a 
azúcar 
Auxinas inhiben 
ABA promueve 
GAs inhiben 
ABA inhibe 
Luz, GAs y reloj endógeno regulan 

Citocininas inhiben 

El efecto concertado de las señales de azúcares y de fitohormonas está dado en gran medida 

por la interconexión de las vías de señalización correspondientes. De hecho el presente trabajo de tesis 

(a la par de otros trabajos) contribuyó a dilucidar la naturaleza de las interacciones entre la señalización 

de azúcares, ABA y etileno, así como de otras señales, a través de la caracterización de diversas 

mutantes en Ja detección de azúcares. Las interacciones entre la señalización de azúcares, y 

fitohormonas, serán tratadas ampliamente en Ja secciones de resultados y discusión. 

l. 7 Interacción de la señalización de azúcares con otras vías de señalización. 

En condiciones naturales, las plantas son afec tadas simultáneamente por una gran variedad de 

estímulos relacionados con los estreses bióticos y abióticos y otros factores ambientales como la 

disponibilidad de nutrientes. La presencia de un estrés nutricionaJ por ejemplo, puede cambiar las 

respuestas de la planta a otros estreses, creando así efectos aditivos o interacciones sinergísticas 

(Bonhert y Sheveleva, 1998; Roitisch, 1999). Estas interacciones son una consecuencia lógica ya que 

tanto Jos estreses bióticos como abióticos tienen efectos importantes en el crecimiento y desarrollo de 

las plantas, los cuales dependen del estado energético de Ja planta. Las variaciones en los factores 

ambientales abióticos (agua, luz, temperatura, salinidad, hipoxia) pueden resultar en una disminución 



significativa de la eficiencia fotosintética en los tejidos productores y con ello reducir en el suministro 

de carbohidratos a los tejidos demandantes. También se ha visto que algunas respuestas a estréses 

bióticos (ataques por patógenos, predación, simbiosis micorríticas) son muy semejantes a las activadas 

por azúcares por lo que se ha planteado que los genes de respuesta a estas señales podrían utilizar vías 

de señalización en común y/o vías paralelas que activan subgrupos de genes en común (Herbers et al., 

1996; Ehness et al., 1997). 

El análisis de mutantes afectadas en las respuestas a azúcares también ha evidenciado la 

estrecha relación existente entre diversos tipos de estrés ambiental y la señalización de los azúcares. 

Durante el desarollo del presente trabajo de tesis se encontraron relaciones importantes de la 

señalización de azúcares con las respuestas a estrés osmótico, sequía, salinidad, frío y la disponibilidad 

de N, mismas que abordaré ampliamente en las secciones de resultados y discusión. Por tales motivos 

en esta sección únicamente abordaré las evidencias que apoyan la existencia de interacciones entre los 

azúcares y otras señales como la luz, el estado redox, la hipoxia y el estrés abiótico. 

1.7.1 Jnteracción entre las señales de azúcar y luz. 

La luz es una señal ambiental importante que es percibida directamente por fotoreceptores y 

controla la morfogénesis de las plantas, su crecimiento, su desarrollo y el proceso de fotosíntesis. La 

luz provee el poder reductor para la fijación del C, la asimilación del N, la biosíntesis de aminoácidos y 

otras vías metabólicas y señalizadoras. Diversas evidencias apuntan a una interconección estrecha entre 

la señalización por luz y azúcar. De hecho las vías de señalización de auxinas, brasinoesteroides, GAs, 

citocininas y etileno (que también participan en la respuesta a azúcares) son influenciadas por la 

señalización de luz ya sea directa o indirectamente (Moller et al., 2002) . 

Múltiples genes que codifican para proteínas que participan en el metabolismo primario son 

inducidos fuertemente por luz y reprimidos por azúcar, por ejemplo Cab, PC, y RBCS (Koch, 1996); o 

bien son inducidos por luz y azúcar, por ejemplo GLN2 (Gin sintetasa 2), N R (nitrato reductasa) , y 

ASN2 (Asn sintetasa 2) (Koch et al., 1996; Lam et al., 1998; Oliveira y Coruzzi, 1999). De hecho se ha 

demostrado que la regulación de diversos genes del metabolismo del N ( GLN2, ASN l y ASN2) y otros 

genes del metabolismo del C ({3-amilasa, SPS, ciclo de calvin) y de la biosíntesis de antocianinas, está 

mediada en parte por la vía del fitocromo (Sharma y Schopfer, 1987; Sharkey et al., 1991; Lam et al., 

1996; Mita et al., 1997;Yanovsky et al., 1998) . 



Actualmente se sabe que los azúcares modulan la señalización de luz mediada por fitocromo 

(Dijkwel et al., 1997; Short, 1999). Entre las evidencias que apoyan esta postura esta la observación de 

que la Sac reprime tres respuestas inducidas por la luz roja lejana, la cual es específica de la 

señalización mediada por fitocromo A (PHY A) : la apertura de los cotiledones, la inhibición de la 

elongación del hipocotilo y el bloqueo del enverdecimiento; lo que sugiere que la señalización de Sac 

podría antagonizar o bien, suprimir la vía de señalización mediada por PHY A (Barnes et al., 1996). 

Esto se vio reforzado por el hecho de que algunas de las mutantes resistentes a azúcares sun (apartado 

I.6), además de presentar una represión reducida por Sac de la construcción PC::LUC, también afectan 

algunas de las respuestas inducidas por la luz roja lejana y la regulación por luz de genes como CAB y 

RBCS (Dijkwel et al. , 1997). Es decir, mutantes como sun6/gin6/abi4 que no detectan adecuadamente 

los azúcares ya no son capaces de inhibir la señalización por PHY A por lo que ya no se bloquea el 

enverdecimiento. De esto se ha concluido que la Sac interfiere negativamente con la señalización 

activada por PHY A, protegiendo a la planta del daño inducido por la luz roja lejana. Adicionalmente, 

el análisis de dobles mutantes en FTs involucrados en la germinación como LEC 1 ( "LEAFY 

COTYLEDONJ ''), FUS3 (FUSCA3) , AB/3 (ABA insensitive), ABI4 y ABI5, ha demostrado que estos 

loci median en diversos grados las respuestas a luz, azúcar e incluso a estrés osmótico (Brocard et al., 

2003). 

Durante el proceso de senescencia se desmantela el aparato fotosintético; este proceso es 

acelerado por los azúcares y desacelerado por las citocininas y la luz. Los estudios de Wingler et al. 

( 1998) sugieren que la acumulación de azúcares durante la senescencia (debida al desdoblamiento del 

almidón acumulado), bloquea el efecto de las citocininas; pero luz antagoniza el efecto de los azúcares 

durante este proceso. Por lo tanto la señalización de los azúcares antagoniza el efecto de las citocininas 

y de la luz durante la senescencia. También se ha observado que bajo condiciones de alta intensidad de 

luz hay mayor producción y provisión de azúcares, y como consecuencia las plantas crecen más rápido 

y senescen prematuramente. El sensor de hexosas HXK 1 parece ser uno de los elementos que 

participan en la coordinación de la señal de alta intensidad de luz con la señal de alta Glc intracelular, 

regulando así la senescencia. Esto fue dilucidado en base a que la mutante en HXKl, gin2, presenta 

una senescencia retardada cuando es crecida en alta intensidad de luz , mientras que la sobrexpresión 

de este sensor produce el efecto contrario (Moore et al. , 2003). 

La imagen actual de todas estas interacciones apunta a que dependiendo de la etapa de 

desarrollo de la planta y del gen analizado, las señales de C pueden atenuar, potenciar o aumentar las 

respuestas a luz a intensidades y longitudes de onda específicas (Thum et al., 2003). Estos efectos 

podrían ser en parte a nivel transcripcional (Thum et al., 2004). Por lo tanto, la detección adecuada de 



la cantidad y calidad de luz y de los productos de la fotosíntesis (azúcares) asegura una respuesta 

apropiada del metabolismo a situaciones específicas. 

1.7.2 El estado redox y los azúcares. 

Los cloroplastos son organelos semiautónomos que contienen su propio genoma, el cual 

contiene de 100-120 genes que codifican para proteínas cloroplásticas, RNAt y RNAr. Sin embargo, la 

gran mayoría de las proteínas cloroplásticas están codificadas en el núcleo y deben ser importadas 

después de su traducción en el citoplasma. Este arreglo requiere de un alto grado de coordinación entre 

las maquinarias de expresión génica del núcleo y de los plástidos, lo cual se logra mediante el 

intercambio de información permanente entre ambos compartimientos (León et al., 1998). De hecho, la 

expresión de proteínas cloroplásticas está acoplada al estado funcional de estos organelos, y la 

fotosíntesis, que es una de las funciones más importantes del cloroplasto juega un papel crucial en este 

contexto. 

Los cambios en el estado óxido/reducción (redox) de los componentes de la maqumana 

fotosintética actúan como señales que regulan la expresión de proteínas cloroplásticas codificadas tanto 

en los cloroplastos como en el núcleo, ayudando así a coordinar la expresión en ambos 

compartimientos (Pfannschmidt, 2003). En la fotosíntesis, los dos fotosistemas convertidores de 

energía están conectados electroquímicamente en serie por acarreadores de electrones, mismos que son 

oxidados por el fotosistema I (PSI) y reducidos en el fotosistema II (PSII). Estudiando los efectos de 

los cambios en el transporte fotosintético de electrones en la expresión génica del cloroplasto en 

Sinapis alba L. (mostaza), Pfannschmidt et al. (1999) demostraron que el estado redox de uno de los 

acarreadores de electrones, la plastoquinona, controla la taza de transcripción de genes cloroplásticos 

que codifican para proteínas del centro de reacción de los dos fotosistemas (psaAB y psbA). Las señales 

de redox originadas en el cloroplasto también participan en la expresión de varios genes nucleares del 

PS l (Pfannschmidt, 2003 ). 

Ya que la fotosíntesis produce azúcares solubles, es muy probable que el control redox sobre la 

expresión de genes fotosintéticos tenga impacto en la producción y señalización de azúcares. De hecho, 

hay evidencias de que existe interacción entre el estado redox del cloroplasto y la señalización de 

azúcares en la regulación de la expresión de genes fotosintéticos. En un cultivo de células de 

Arabidopsis, Oswald et al. (200 l) observaron que cuando se bloquea el flujo de electrones 

fotosintéticos, se evita la inducción de los RNAms de CAB y RBCS que normalmente se observa en 

respuesta a la ausencia de azúcares. En cambio, la inducción de la N R por azúcar no se afecta por el 



estado redox, sugiriendo que sólo los genes que se reprimen por azúcar están sujetos también a la señal 

de redox. Estas observaciones fueron confirmadas usando plantas transgénicas que llevan el gen 

reportero de la luciferasa bajo el control de los promotores de PC o de CAB2, donde se demostró que 

este tipo de control se lleva a cabo a nivel transcripcional. De esto se concluyó que una señal redox 

derivada del plástido (independiente de la PQ) puede sobrepasar o bloquear la señalización de azúcar 

sobre la expresión de estos genes fotosintéticos. 

Estos y otros datos apoyan el modelo en donde el transporte fotosintético de electrones (TFE) 

genera una señal reguladora positiva (inductor) que es antagonizada por la represión generada por los 

azúcares. La ausencia de azúcar en presencia de luz quita la represión dependiente de azúcar 

permitiendo que la señal inductora derivada del cloroplasto, actúe a nivel de la transcripción del gen 

blanco. Resulta interesante que el promotor de PC que es sensible a la señal TFE y sensible a la 

represión por azúcar, se convierte en insensible a TFE e inducible a azúcar en la mutante resistente a 

azúcares sun6/gin6/abi4 (Oswald et al., 2001). Esta última evidencia apoya la existencia de una 

estrecha relación entre el estado redox del cloroplasto generado por el TFE y la señalización de 

azúcares. 

Por otra parte, se ha visto que la síntesis de almidón en tubérculos de papa es regulada por una 

modificación postraduccional tipo redox de la ADP-Glc pyrofosforilasa (AGPasa). Esta enzima 

cataliza la conversión de Glc-1-P y ATP a ADP-Glc y pirofosfato (PPi) , que constituye el primer paso 

comprometido a la vía de síntesis de almidón. En las plantas superiores, esta enzima es un 

heterotetrámero que consiste en dos subunidades regulatorias (AGPS) y dos catalíticas (AGPB); y es 

regulada por varios mecanismos. El primero es la regulación a nivel transcripcional, donde la presencia 

de azúcares aumenta su expresión, mientras que la presencia de nitrato y fosfato disminuye su 

expresión. El segundo mecanismo de regulación es de tipo alostérico, donde esta enzima es activada 

por glicerato-3-fosfato (GA3P) e inhibida por Pi. El tercer mecanismo es por el estado redox, en el cual 

se forma un puente disulfuro intermolecular entre las cisteinas de las dos subunidades catalíticas AGPB 

de la holoenzima. La dimerización (forma oxidada) conlleva a la inactivación de la enzima como 

resultado de una disminución dramática en la afinidad por el substrato, y este proceso es revertido por 

la presencia del agente reductor DTT. Resulta interesante que la presencia de altos niveles de Sac 

también disminuye la dimerización, reactiva a la AGPasa y estimula la síntesis de almidón in vivo. La 

activación ocurre en respuesta a factores relacionados directa- o indirectamente a la disponibilidad de 

Sac. 

Los componentes señalizadores que producen la modulación de la AGPasa por el estado redox 

aún se desconocen en gran medida. Sin embargo, se plantea que este proceso podría involucrar 
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sensores de azúcar o thioredoxinas (Tiessen et al., 2002), ya que se ha demostrado que el DTT puede 

ser substituido por thioredoxina m y f (Ballicora et al., 2000; Schuman y Jacquot, 2000). 

Recientemente se vio que la activación de la AGPasa (forma reducida) está mediada por al menos dos 

vías de señalización independientes: la señalización de hexosas mediada por HXK y la señalización de 

Sac mediada por SnRKI y Ca2
+, las cuales actúan como componentes reguladores positivos (Tiessen et 

al. , 2003). 

I.7.3 Estrés por hipoxia. 

Algunas especies vegetales presentan tolerancia a estrés anaeróbico, esto implica una provisión 

alta de azúcar y tazas de glicólisis altas, así como fermentación etanólica para mantener el estatus 

energético de las células. Esto es especialmente importante dada la baja eficiencia energética de la 

fermentación (Hwang et al., 1999). El arroz es el único cereal que puede germinar y crecer en 

condiciones anóxicas, debido al menos en parte a su habilidad de expresar genes que codifican para 

enzimas hidrolíticas para el desdoblamiento del almidón y usa estos productos como fuentes de energía 

para el desarrollo de la plántula en estas condiciones. En Arabidopsis (una planta intolerante a la 

anoxia) , se ha demostrado que durante la deficiencia de 0 2, el contenido de azúcares es agotado 

después de 1 día de tratamiento (Déjardin et al., 1999). Además se sabe que mientras la actividad de la 

Ivr se reduce durante la anoxia o hipoxia, aumenta la actividad de la SS; esto sugiere que la Ivr tiene un 

papel importante en la descarga del floema y en la provisión de substratos para la glicólisis (Winter y 

Huber, 2000). 

Dichos cambios en las enzimas de desdoblamiento de la Sac (Ivr y SS) en respuesta a bajos 

niveles de 0 2, pueden afectar la entrada de C en la respiración y la cantidad de hexosas señalizadoras 

producidas. Tales señales pueden variar dependiendo de la vía de desdoblamiento de Sac; la Ivr 

produce el doble de hexosas no fosforiladas (Glc + Frc) que la SS (Frc + UDP-Glc). Por ello la acción 

de la Ivr potencialmente puede ejercer mayor influencia en los genes de respuesta a hexosas. De hecho 

se ha visto en las cofias de la raíz de maíz que la expresión del gen de la Ivr y la relación lvr/SS 

disminuye en forma abrupta en respuesta a bajas concentraciones de 0 2, lo cual podría tener impacto 

inmediato en la señalización de azúcares dependiente de hexosas bajo condiciones de hipoxia (Zeng et 

al., 1999). 

Se ha sugerido que las bajas concentraciones de 0 2 alteran de forma importante la respiración y 

el flujo de C a través de las HXKs, las cuales median el primer paso en dos de las vías de transducción 

de señales de azúcar (apartados I.5.1.1. y I.5.1.2.); por lo que la hipoxia/anoxia podrían alterar dicho 



sistema de señalización. En los tubérculos de papa, las HXKs están sujetas a la inhibición por ADP, lo 

que sugiere que las HXKs controlan el flujo glicolítico durante la hipoxia/anoxia (Renz y Stitt, 1993). 

Esto concuerda con el hecho de que la hipoxia claramente induce la taza glicolítica y disminuye la 

razón A TP/ ADP (Roscher et al., 1998); y también estimula la actividad de la HXK (Fox et al., 1998). 

Estudios hechos por Fox et al., ( 1998) sugieren que la HXK (con un pH óptimo acídico inducido 

durante la anoxia) mantiene la entrada de carbohidratos en la glicólisis, en la biosíntesis de ácidos 

grasos y otras vías durante la anaerobiosis. Además, como la taza de fosforilación es más importante 

que la concentración de las hexosas fosfato en la señalización de azúcar, los efectos combinados del 

aporte de azúcar, la concentración de ATP y el pH citoplásmico en la modulación de la actividad de la 

HXK pennitiría que alguna isoenzima de HXK sirviera como un sensor del estado de aereación de la 

célula. Sin embargo aún falta por identificar cuál HXK específica sería la responsable de realizar estas 

funciones. 

A nivel de la expresión génica también existen evidencias de las interacciones entre azúcares y 

el 0 2, dado que algunos genes de respuesta a azúcar también responden a la disponibilidad de 02, por 

ejemplo: Sus] y Shl que codifican para la SS de maíz (Zeng et al., 1998; Koch et al., 2000), Adhlque 

codifica para la alcohol deshidrogenasa en maíz y Arabidopsis (este trabajo en Arenas et al., 2000; 

Conley et al., 1999), y la Amy3 que codifica para la a-amilasa en arroz (Hwang et al., 1999). En 

conjunto estos datos apoyan la interacción de los sistemas de señalización de azúcar y 02 en las 

plantas; sin embargo, este es un tema casi virgen que apenas se empieza a ser abordado. 

1.7.4 Estrés biótico. 

Se sabe que tanto la Glc como diversos estímulos relacionados con la respuesta de defensa 

regulan de manera coordinada el metabolismo de los tejidos productores y demandantes, y activan la 

respuesta de defensa en cultivos fotoautotróficos de amaranto (Chenopodium rubrum). Los RNAms de 

la fenilalanina amonio liasa (PAL 1 ), una enzima clave en las respuestas de defensa, así como los de la 

Ivr extracelular específica de tejidos demandantes CINI, se inducen en forma importante en respuesta a 

Glc; mientras que los RNAms de la RBCS se reprimen (Ehness et al., 1997). El uso de inhibidores de 

cinasas ha demostrado que la Glc y el estrés activan vías de señalización diferentes, que al final son 

integradas para regular las relaciones productor-consumidor en la planta y los mecanismos de defensa. 

Esto podría explicar porqué la expresión de enzimas hidrolíticas como las a-amilasas, las cuales 

hidrolizan almidón para proveer azúcares para la actividad metabólica, está acoplada con la expresión 

de proteínas de estrés (Ho et al., 2001). Además se ha visto que la expresión de las a-amilasas se 



induce también por estrés hídrico (Jacobsen et al., 1986), por infección viral (Heitz et al., 1991 ), y por 

herida (Koizuka et al., 1995). Otras enzimas hidrolíticas como la ~-fructosidasa (lvr) es inducida por 

herida o infección por patógenos (Sturm y Chrispeels, 1990). Estos datos sugieren que las respuestas de 

defensa están íntimamente ligadas a la activación del metabolismo consumidor de la planta para 

satisfacer Jos requerimientos energéticos para Ja activación de la respuesta de defensa. 

Las concentraciones altas de azúcares inducen una variedad muy amplia de genes asociados a 

la defensa tales como las proteínas PR (Roitisch, 1999; Herbers et al., 1996b ), y proteínas antifúngicas 

(Salzman, 1998). Resulta interesante que las MAPKs, las cuales son activadas por diversos tipos de 

estrés como elicitores, herida, frío, salinidad y sequía, también son activadas por análogos de 

disacáridos no metabolizables como la turanosa y la palatinosa, pero no por azúcares metabolizables 

como la Sac y la Glc (Sinha et al., 2002). Esto ha llevado a sugerir que algunos disacáridos específicos 

usan diferentes vías de señalización y que los derivados de Sac que no están presentes en la naturaleza 

son detectados como señales de estrés (del tipo de los elicitores) en lugar de señales metabólicas. Esta 

hipótesis está apoyada por el hecho de que los fitopatógenos como Wrwinia spp. pueden transfonnar la 

Sac en palatinosa (Huang et al., 1998), donde la Sac de la planta es convertida a una forma no 

disponible para la planta. Entonces, la presencia de esta forma inusual del azúcar podría señalizar la 

presencia de un patógeno. 

En resumen, cada vez son más las evidencias que apoyan a los azúcares como moléculas 

centrales que regulan las respuestas de desarrollo de las plantas, integrando la enorme cantidad de 

factores ambientales que determinan su crecimiento y supervivencia . El mecanismo responsable de 

dicha integración de información es la intercomunicación de las vías de señalización activadas, en lugar 

de la acción de vías lineales individuales. 



1I JUSTIFICACIÓN 

La regulación del metabolismo de la Glc y su homeostásis es esencial para la supervivencia de 

todos los seres vivos; por ejemplo, defectos en la regulación de los niveles de Glc en la sangre, puede 

resultar en enfermedades graves en los humanos como algunos tipos de diabetes (Rustenbeck, 2002). La 

nutrición óptima de organismos heterótrofos como las bacterias, la levadura y los humanos, y la 

coordinacion de la actividad de la fotosíntesis con la actividad almacenadora en organismos autótrofos 

como las plantas, son sólo algunos de los procesos que requieren una constante detección de los niveles 

de Glc y regulación del metabolismo de la misma. Por lo tanto, el conocimiento de las vías de 

señalización y de las proteínas que perciben la Glc y sus metabolitos es esencial para el entendimieto de 

esta homeostásis. 

El aislamiento y la caracterización de mutantes en las vías de señalización de azúcares, ofrece la 

oportunidad de iniciar el entendimiento de algunos aspectos del control genético global por Glc en 

plantas superiores, así como de la interacción entre tejidos demandantes y productores, y las respuestas 

de la planta a estímulos internos y ambientales. Durante más de medio siglo (desde 1943 ), Arabidopsis 

thaliana ha sido utilizada como un sistema modelo vegetal. Esta planta dicotiledónea perteneciente a la 

familia Brassicaceae, presenta características fenotípicas y genéticas que hacen de ella un modelo 

amigable tanto para la genética experimental clásica, como para la biología molecular moderna. 

Arabidopsis tiene una talla pequeña (30 cm en estado adulto) , un ciclo de vida corto ( 6 semanas) y 

produce una gran cantidad de semillas (hasta 10 000 por planta) ; además tiene el genoma vegetal más 

pequeño que se conoce (l 25 Mb) y pocas secuencias de DN A repetitivo respecto a otras plantas 

superiores. Actualmente existe una gran cantidad de información a nivel genético y molecular de esta 

planta, su genoma está totalmente secuenciado, y además se cuenta con colecciones extensas de 

mutantes que constituyen una herramienta muy poderosa para nuestro objetivo: "la disección genética 

de la señalización por azúcares en plantas superiores". 

Tomando ventaja de que las plantas de Arabidopsis bloquean su desarrollo a concentraciones 

altas de Glc (300-400 mM) (Jang et al , 1997), mutaciones que afecten las funciones reguladoras dentro 

de las vías de señalización activadas por este azúcar, pueden ser aisladas mediante el tamizado de 

plantas que muestren fenotipos insensibles en dichas condiciones. La caracterización de estas mutantes 

es de gran valor para la identificación de genes esenciales en estos procesos, así como la asignación de 

sus funciónes. En particular, es posible y potencialmente interersante aislar factores transcripcionales 

que coordinen la expresión de genes que determinen la capacidad fotosintética y el desarrollo de las 

plantas. Por tales motivos, este trabajo versó sobre la identificación de componentes de las vías de 



transducción de señales activada por azúcares, mediante el aislamiento y caracterización fenotípica y 

molecular de mutantes de A. thaliana resistentes a altas concentraciones de Glc. 



TI OBJETIVOS 

Objetivo general 

• Identificación y caracterización de componentes de las vías de transducción de señales 

activada por azúcares en Arabidopsis. 

Objetivos particulares 

Formación de una colección de mutantes de A. thaliana afectadas en el proceso de 

detección de glucosa, capaces de resistir altas concentraciones de este azúcar. 

Caracterización fenotípica preliminar de dichas mutantes, para la selección de alguna 

de ellas que resulte de mayor interés. 

Análisis fenotípico, genético y molecular de la mutante elegida. 

Aislamiento y caracterización molecular del gen identificado. 





IV RESULTADOS 

IV.1 Formación de una colección de mutantes de A. thaliana afectadas en el proceso de 

detección de Glc, capaces de resistir altas concentraciones de este azúcar. 

Hasta la década de los 80's, la gran mayoría de los experimentos en plantas se enfocaban a 

especies económicamente importantes, pero estas especies incluyendo a muchos de los cultivos 

principales, tienen genomas en general muy grandes y poliploides, que contienen DNA altamente 

repetitivo. La planta modelo que utilizamos es Arabidopsis thaliana (vulgarmente llamada mostacilla) 

dado que existe una gran cantidad de información a nivel genético y molecular de esta especie, además 

de la reciente secuenciación total de su genoma (Kaul et al; 2000) . Esta planta dicotiledónea presenta 

características fenotípicas y genéticas que permiten su fácil manipulación, entre ellas están su talla 

pequeña (25-35 cm), un ciclo de vida corto (8 semanas en condiciones óptimas), la producción de una 

gran cantidad de semillas (hasta 10 000 por planta), capacidad de crecer en condiciones controladas ya 

sea en tierra o en un medio artificial definido, y la facilidad con la que se puede mantener una línea 

mutante por auto-fertilización, así como de ser cruzada. Así mismo, posee el genoma más pequeño que 

se conoce hasta ahora en las plantas (l 25 Mb, 0.14 pg de DNA por núcleo haploide) y pocas secuencias 

de DNA repetitivo respecto a otras plantas superiores, facilitando enormemente la realización de 

estudios moleculares y la clonación de genes basada en mapeo. Además, Arabidopsis es transfonnada 

fácilmente a través de la bacteria Agrobacterium tumefaciens, lo cual es un requisito para muchos 

experimentos genético-moleculares. 

Las plantas de Arabidopsis bloquean su desarrollo en un estado muy temprano cuando se 

germinan en presencia de concentraciones de Glc de 300-400 mM en el medio de cultivo (Jang et al., 

1997; Smeekens y Rook, 1997). Por lo tanto, mutaciones que afecten las vías de señalización activadas 

por estos azúcares, pueden ser aisladas mediante el tamizado y selección de plantas capaces de 

continuar su desarrollo y por lo tanto muestren fenotipos insensibles en dichas condiciones. Con este 

criterio, realizamos la búsqueda de plantas mutantes incapaces de detectar adecuadamente la Glc en un 

banco de semillas de Arabidopsis (ecotipo Wassilewskija , Ws) mutagenizadas por la inserción de T­

ONA (Feldmann, 1992) procedente de la estación experimental de Dupont. Esta colección contaba en 

ese momento con 7300 líneas transforman tes independientes distribuidas en grupos de 100, (" l 

pool"= IOO líneas), y se ha calculado que el 30% de dichas transformantes tienen abanderado el gen 

mutado (según estimaciones hechas por Feldmann). Además, este banco no había sido utilizado para la 

{, ! . 



búsqueda de mutantes en detección de azúcares, lo que aumentaba la posibilidad de obtener nuevas 

mutantes en este proceso. 

Como se mencionó anteriormente, las plantas silvestres crecidas in vitro en presencia de altas 

concentraciones de fuentes de carbono son capaces de germinar pero su desarrollo se interrumpe 

logrando solamente desplegar los cotiledones, los cuales presentan un color blanco (ausencia de 

pigmentos fotosintéticos) como consecuencia de la represión de la expresión de genes fotosintéticos y 

de la incapacidad de diferenciación de los cloroplastos; y además acumulan antocianinas (Fig. 3A). Las 

plantas incapaces de detectar adecuadamente los altos niveles de Glc presentan fenotipo verde, que es 

fácilmente detectable. Este método de selección fenotípica es rápida (7 a 12 días) y permite el análisis 

de una gran cantidad de semillas en un periodo de tiempo relativamente corto. 

Con el fin de disminuir los eventos de escape (falsos positivos) durante el tamizado del banco, 

se establecieron las condiciones de siembra de las semillas, utilizando aproximadamente 600 semillas 

silvestres en 1 caja Petri de tamaño estándar, conteniendo medio de germinación MS suplementado con 

Glc al 7% peso/vol (388 mM). Las semillas fueron sembradas a una distancia constante debido a que 

cada planta puede y debe detectar gradientes muy sutiles de muchos factores ambientales tales como la 

luz y el agua, y los nutrientes (como las fuentes carbonadas y nitrogenadas), de tal manera que según la 

calidad y cantidad de luz reflejada por una planta vecina, así como la velocidad de cambio en los 

nutrientes del medio, puede conocer su posición precisa y competir por los mismos recursos. Bajo las 

condiciones utilizadas no se observaron escapes en las plantas silvestres, que en este caso pertenecen al 

ecotipo Ws (Fig. 38). 

A B 

Figura 3. A. Fenotipo de una planta silvestre (Ws) germinada y crecida en condiciones de Glc al 7%. 
B. Estandarización de las condiciones de selección de plantas resistentes a alta concentración de Glc. 



El tamizado del banco de semillas se realizó sembrando un total de 204,400 semillas, 

aproximadamente 28 semillas de cada línea transformante independiente, cantidad recomendada por 

Dupont para tener una probabilidad del 99% de aislar una mutación recesiva. De esta manera se 

seleccionaron 1003 plantas candidatas con fenotipo verde en presencia de Glc al 7% (Fig. 4A) , las 

cuales fueron rescatadas y crecidas en maceta para la obtención de la siguiente generación de 

individuos. La resistencia a Glc de esta nueva generación fue analizada (Fig. 4B). 

A B 

Figura 4. A. Selección de plantas resistentes a Glc al 7%. B. Fenotipo en condiciones de alta 
concentración de Glc de la progenie de una de las plantas seleccionadas. 

Como resultado de esta segunda selección se obtuvo una colección de 163 plantas resistentes a 

altas concentraciones de Glc. En la siguiente tabla se resume el número de mutantes seleccionadas de 

cada "pool" de semillas del banco. 

Tabla 9. Número de mutantes seleccionadas de cada "pool" de semillas del banco. 

No. de "pool" No. de _~llt!.n.te~"-·--~~º.:.~.~Y?.!>.!:' __ ~?.:. de m.utan!~_;.._ .... ~~:-~.~- :'P.(_)~!'.'. . ._.~: .~'-'.. ~~!?.I,I.te.,~ . 
700 o 3400 o 5900 2 
1000 
1100 
1200 
1300 
1400 

o 3500 4 6000 2 
• -·- ---...-.----- <A·. ______ ,,_ _ _______ .• ., •. .,~_,,....,,....,,,..,.,,...,. .,...,.,._,,_ ... ___ •• --~ ._,_ •< -~ ...... -- -NV• ----~ •A• ··-··- ··-----.,~-~ 

6 3600 o 6100 1 
o 3700 o 6200 2 

.,_...,,.,., .~---•- ·- ---· -· •·"---~----· --·---~----·---~v-"•··--· ·-·-y -•·W-···-.-------·.,.,,.,·-··"""'·'··--~ .. o,o . ._., __ o_•"· n._,.,_U«ft·-----•---~----- .. ---·-- ·- -~--·-º 3800 o 6300 6 
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La obtención de 163 plantas resistentes a Glc puede ser un número muy alto en relación al 

número de líneas probadas (7300), considerando que se ha calculado que para saturar el genoma de 

Arabidopsis, se necesitan aproximadamente 100 000 mutantes (Azpiroz-Leehan y Feldmann, 1997). Sin 

embargo, considerando que una cantidad considerable de mutantes provienen del mismo conjunto de 

semillas ("l pool"= 100 líneas independientes), una parte de ellas pueden ser plantas hermanas. 

Además, es probable que otra parte de ellas correspondan a diferentes alelos de un mismo gen. 

(, ' 



TV.2 Caracterización fenotípica preliminar de las mutantes resistentes a glucosa. 

De la colección de mutantes generada, se seleccionaron inicialmente 7 plantas que conservaron 

una alta resistencia a Glc en 5 pruebas de corroboración independientes, y una segregación de - 100% de 

resistencia a kanamicina (Km 50 µg/ml) (Tabla 10), datos que sugerían que el gen mutado en cada una 

de estas plantas podría estar abanderado por el T-DNA. Estas plantas fueron nombradas preliminarmente 

como 20a, by c; 24f e i, 26a y 51 b, nombre que hace alusión al "pool" de donde fueron aisladas. 

Tabla 10. Resistencia a Glc y Km de las 7 plantas seleccionadas(% verdes/germinadas). 

Planta Prueba 1 Prueba 2 Prueba 3 Prueba 1 Prueba 4 Prueba 5 Prueba 2 
Glc7% Glc7% Glc7% Km Glc 6.5 % Glc 7.5 % Km 

m~·--~~--~-.,.·-· -~~~-..----... ~-.,..._.,., ... ...,.,,~~~~~·-,·'-·---·"'~""'""'"'''~'"'""'-'>«"'*""-w--,----·-·---· -'-·--~--~~--... --. -< .. ,.,.-~~-----,,,..,.~.-----~·>'·~-···--W-WA'~-·-- ---~~ 

20a 100 95 100 100 100 25 100 
20b 97 98 100 100 21 100 
20c 71 100 100 
24f 100 
24i 90 
26a 100 100 100 100 
5lb 98 100 30 100 

Las pruebas de corroboración de resistencia a Glc en concentraciones diferentes (6 .5, 7 y 7.5 %) 

mostraron que las plantas seleccionadas no son totalmente insensibles al azúcar. De hecho al aumentar la 

concentración de Glc, la mayoría de ellas son menos resistentes al azúcar que en concentraciones 

menores de esta. En especial, la planta 26a tuvo una mayor resistencia a concentraciones tan altas como 

7.5 % de Glc; en cambio, el resto no fueron tan resistentes en estas condiciones. Esto indica que las 

plantas seleccionadas tienen diferentes grados de resistencia a la Glc. 

Con el propósito de hacer un análisis fenotípico preliminar de las mutantes seleccionadas, éstas 

fueron crecidas tanto in vitro (en caja) como en tierra. Dentro de este grupo de plantas, se observaron 4 

fenotipos distinguibles con respecto a la planta silvestre, las cuales mostraron variaciones en la talla, la 

morfología de las raíces, la intensidad de pigmentos verdes y en el tiempo de floración y de senescencia 

(Tabla 11). 

Tabla 11. Fenotipos de las plantas seleccionadas con respecto a la planta silvestre. 

Planta Talla Raíz Intensidad de Tiempo de floración Tiempo de 
verdes senescencia 

In vitro 
20a Normal Normal Normal Normal sin Glc Tardía 

20b Normal Normal Tardía 



20c 

24f 

24i 

26a 

Slb 

En tierra 

20a 
20b 
20c 
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24i 
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Slb 

Normal 

Normal 
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Normal 
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IV.2.1 Análisis del patrón de inserción del T-DNA en las mutantes seleccionadas. 

Con la finalidad de tener un parámetro rápido de selección entre algunas de nuestras mutantes, y 

al mismo tiempo estimar si entre ellas habían plantas hermanas (dado que algunas provenían del mismo 

"poo l" de líneas del banco), se analizó el patrón de inserción del T-DNA. Para ello, se hicieron 

experimentos de hibridación de DNA genómico tipo "Southern" de las mutantes seleccionadas, 

utilizando como sondas espec íficas los bordes del T-DNA (Fig. 5). Como resultado se obtuvieron 4 

patrones de hibridación diferentes dentro de los cuales varias mutantes presentaron exactamente el 

mismo patrón de inserc ión. Un subgrupo con tres individuos: 20a, 20b y 20c (Fig. 4A, B, C) con una 

sola inserción, otro con dos individuos: 24f y 24i (Fig. 5A, B, C) con múltiples bandas de hibridación y 

dos grupos con un sólo individuo: 26a (Fig. 5D, E) y 51 b (Fig. 5F, G) con una inserción, y en el caso de 

la plata 51 b, un aparente rearreglo del T-DNA en el borde derecho. Cabe mencionar que estos subgrupos 

correlacionan con los 4 fenotipos diferentes observados en el análisis fenotípico preliminar in vitro y en 

tierra; lo que sugiere que cada subgrupo podría representar una mutación diferente. De esta manera, los 

patrones de inserción del T-DNA de las diferentes mutantes indicaron que las plantas provenientes del 

mismo "pool", podrí an ser plantas hermanas. Dos de las mutantes, la 24f y 24i presentaron un patrón 

complejo de hibridación de los bordes del T-DNA, lo que indica la presencia de más de un T-DNA 

insertado en su genoma. Estas inserciones podrían estar en tandem o en sitios diferentes del genoma. La 

caracterización fisiológica de una de estas plantas (26a), ahora denominada gin5, fue realizada por otro 

estudiante, constituyendo su proyecto de doctorado. 

'.! 



~ 

Patrón de hibridación de los bordes izquierdo y derecho del T-DNA de las plantas 
seleccionadas 
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Figura S. Análisis tipo ··southern" genómico de las plantas seleccionadas . .. Southern .. genómico de la planta 
silvestre W1· y las plantas resistentes a Glc 20a, 20b, 20c, 24f y 24i, hibridado con el borde izquierdo (LB) (A y 
una sobre-exposición en B), y con el borde derecho (RB) (C) . .. Southern·· genómico de las plantas Ws y 26a 
hibridado con LB (D) y RB (E) ... Southern .. genómico de las plantas Ws y 51 b hibridado con LB (F) y RB (G). 
Los DNAs genómicos fueron digeridos con las enzimas de restricción Eco RI (E), Hind IIl (H) y Sal I (S). Como 
referencia se muestra la estructura de T-DNA 3850:1003 utilizado para la mutagénesis del banco de semillas (H). 
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Con base en estos resultados se continuó la caracterización fenotípica de una planta 

representativa de los 3 subgrupos restantes de mutantes, las cuales fueron denominadas mutantes gin 

("glucose insensitive"). A partir de este momento el nombre para cada planta representativa es g in6 

(20a), gin 7 (24f) y gin8 (51 b ). Los aspectos más sobresalientes de dicha caracterización se describen a 

continuación. 

Dado que se sabe que los azúcares regulan una variedad de procesos fisiológicos y de desarrollo, 

era importante saber si nuestras mutantes estaban afectadas en alguno de ellos. Para esto se evaluaron 

diversos aspectos de tales procesos en las plantas mutantes, que a continuación se describen. 

IV .2.2 Capacidad de internalización de Glc en las mutantes gin6, gin 7, gin8. 

Con el objetivo de determinar si el fenotipo de insensibilidad a Glc en alguna de nuestras 

mutantes era debido a la incapacidad de intemalizar/transportar este azúcar, se compararon las tazas de 

intemalización de la Glc en gin6, gin 7, gin8 y plantas silvestres crecidas en medio con 2% de Glc por 

tres días y después incubadas en presencia de Glc marcada con C 14 por diferentes tiempos. La 

radioactividad acumulada en plantas independientes fue determinada por conteo de centelleo en líquido 

de acuerdo al protocolo utilizado durante la caracterización de la primera mutante insensible a Glc 

reportada, ginl (Zhou et al., 1998). Esta mutante fue incluida corno control en nuestro ensayo. La taza de 

incorporación de Glc marcada en las mutantes fue similar a la de la planta silvestre (Fig. 6), por lo que 

concluimos que era poco probable que la insensibilidad de estas mutantes se debiera a alguna deficiencia 

en el transporte de Gte. Sin embargo, de este tipo de ensayos no es posible saber el destino preciso de la 

Glc marcada (con C 14) retenida en las plántulas de tal manera que es probable que la Glc no llegue a ser 

intemalizada en las células, y sea retenida en los ejes vasculares o en el apoplasto. 



Las mutantes gin6, gin 7 y gin8 no están afectadas en la internalización de Glc 
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Figura 6. Cuantificación de la incorporación de Glc en las mutantes gin. Las plantas fueron crecidas en 
medio líquido en presencia de Glc al 2% durante 3 d, posteriormente fueron enjuagadas e incubadas en Glc 
marcada con C 14 por los tiempos indicados. Después de ello fueron lavadas varias veces con medio líquido sin 
Glc y se midió la emisión radioactiva en líquido de centelleo de cada uno de los individuos (1 O para cada 
muestra). En la gráfica se muestra la media de los valores calibrados a H3

. Como control se incluyó a la mutante 
gin 1. 



IV.2.3 Resistencia de las mutantes gin a diversas fuentes carbonadas. 

Con el propósito de evaluar la resistencia de las mutantes a otras fuentes carbonadas además de 

la Glc (azúcar utilizada para la selección de las mutantes), se observó su fenotipo en respuesta a 

concentraciones altas de Frc y Sac en comparación con la Glc, incluyendo como control del efecto 

osmótico a un compuesto poco metabolizable, el manito) (Mtl). Los resultados de estos experimentos 

probaron por primera vez que además de la Glc, las altas concentraciones de Frc (6 %) también son 

capaces de bloquear el desarrollo de las plantas silvestres de Arabidopsis (Fig. 7 A) aunque su efecto no 

es tan fuerte como el de la Glc. Concentraciones equivalentes de Sac (disacárido compuesto de Glc + 

Frc) no provocaron este fenotipo, por el contrario, se observó un mayor crecimiento y desarrollo de estas 

plantas en las condiciones y edades evaluadas (Fig. 7 A). De hecho, se requieren concentraciones 

sumamente altas ( ~ 12%) de Sac para provocar un fenotipo de represión del desarrollo similar al obtenido 

con Glc y Frc (dato no mostrado). Estos datos apoyan el hecho de que las hexosas tienen un efecto más 

severo en el desarrollo y regulación de genes fotosintéticos (Sheen, 1994 ). 

El crecimiento de las plantas silvestres en presencia de concentraciones de Mtl osmóticamente 

equivalentes, no provoca el fenotipo de ausencia de pigmentos verdes observado en presencia de la Glc, 

por lo que se puede concluir que este fenotipo es especifico e independiente del efecto osmótico (Fig. 

7 A) . Simultáneamente se probó si el análogo de la Glc, la 3-0mGlc que es pobremente fosforilado y 

metabolizado por las células, causaba un fenotipo similar a la Glc. Como se muestra en la Fig. 7 A, la 3-

0mGlc no tiene el mismo efecto que la Glc en la planta silvestre, por lo que se puede deducir que se 

requiere de la fosforilación y/o posterior metabolismo de este azúcar para producir el fenotipo observado 

con la Glc. Las mutantes gin6, gin7 y gin8 fueron resistentes a altas concentraciones de ambas hexosas, 

Glc y Frc (Fig. 6B, C y D); en cambio, en presencia de concentraciones isosmóticas de Mtl y del análogo 

de Glc, 3-0mGlc, no mostraron diferencias con la planta silvestre. 



Fenotipo de las mutantes gin en diversas fuentes carbonadas 
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Figura 7. Fenotipo de las mutantes respecto a la planta silvestre crecidas en condiciones isosmóticas (6%) 
de diversas fuentes carbonadas. Las plantas fueron germinadas y crecidas en condiciones estándar por 8 d en 
los medios de cultivo indicados. 



IV.2.4 Resistencia de las mutantes gin a diversas fuentes carbonadas durante la germinación. 

Con el fin de determinar si la magnitud de la resistencia observada a nivel del fenotipo verde de 

las mutantes se reflejaba también a nivel de la velocidad de germinación , se compararon las cinéticas de 

germinación (considerando como germinación a la emergencia total de la radícula) de las mutantes y la 

planta silvestre en las mismas condiciones utilizadas para la evaluación de fenotipos. Lo que se observó 

fue que tanto las mutantes como las plantas silvestres retrasan su germinación de forma significativa en 

presencia de Glc y Frc con respecto al resto de las condiciones evaluadas (Fig. 8A) . En los medios que 

contenían 3-0mGlc, Sac , Mtl o baja concentración de Glc, el porcentaje de germinación alcanzó 

prácticamente su totalidad entre el primer y tercer día, siendo poco significativas las diferencias de las 

cinéticas de germinación de cada planta entre estos medios (Fig. 8A). Sorprendentemente, las cinéticas 

de germinación de las mutantes en las condiciones probadas fueron similares a las de la planta silvestre . 

Es decir, la magnitud de las diferencias observadas en el desarrollo y presencia de pigmentos verdes 

entre la planta si lvestre y las mutantes no son reproducidas de forma tan dramática durante e l proceso de 

germinación de las semillas en presencia de alta concentración de Glc (Fig. 8B). Cabe resaltar que gin6 

germina mucho más rápido en presencia de fructosa (Fig. 8A y B), pero si se aumenta la concentración 

de esta hexosa, la germinación es similar a la observada en presencia de concentraciones equivalentes de 

Glc (datos no mostrados). 

Esta serie de datos sugieren que el efecto de los azúcares durante la etapa post-germinativa y 

durante el proceso de germinación, se lleva a cabo de manera semi-independiente en las condiciones 

probadas (Glc y Frc al 6%). El hecho de que las mutantes mostraran cinéticas de germinación similares a 

las de la planta silvestre durante la germinación, indica que la insensibilidad a la a lta concentración de 

Glc observada durante la etapa de desarrollo post-genninativo no es necesariamente reproducida en otras 

etapas de desarrollo. 
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Figura 8. A. Cinéticas de germinación de la planta silvestre (Ws) y las mutantes en presencia de diferentes 
fuentes carbonadas. B. Comparación de las cinéticas de germinación en presencia de Glc y Frc. Las gráficas 
muestran la media de un experimento hecho por triplicado para cada uno de los medios de germinación 
indicados, utilizando 50 semillas en cada réplica. En A se eliminó el error estándar para disminuir la complejidad 
de la gráfica, pero se incluye en B. 
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IV.2.5 Efecto de la ausencia de la fuente nitrogenada en la respuesta fenotípica a Glc. 

Las interacciones entre el metabolismo del C y N en las plantas han sido ampliamente 

reconocidas durante Jos últimos años. Siendo el C y el N elementos tan importantes, no es sorprendente 

que además de funcionar como metabolitos, también funcionen como señales capaces de activar una o 

más vías de señalización. Estos mecanismos permiten Ja regulación de una variedad de genes que 

conllevan a respuestas metabólicas y de desarrollo en Ja planta (Paul y Stitt, 1993 ). Por tales motivos se 

realizó un análisis preliminar en el que se evaluó si la ausencia de fuente nitrogenada en condiciones de 

baja concentración de Glc, afectaba la respuesta fenotípica a Ja Glc durante la etapa germinativa y post­

germinativa en las plantas silvestres y en las mutantes. Esto se hizo evaluando su fenotipo verde y sus 

cinéticas de germinación en condiciones de Glc al 2% en presencia y ausencia de Ja fuente nitrogenada 

(contenida en las sales de MS). 

Como se observa en Ja Fig. 9A, al eliminar Ja fuente de nitrógeno, concentraciones bajas de Glc 

(2%) son capaces de detener el desarrollo de Ja planta silvestre en forma semejante a concentraciones 

altas de Glc (7%). En cambio, las mutantes afectadas en la detección de Glc gin6 , gin 7 y gin8 

continuaron su desarrollo en estas condiciones (Fig. 9A). Cabe resaltar que bajo estas condiciones, las 

mutantes germinan mucho más rápido que la planta silvestre, haciendo mucho más evidente que las 

mutantes son más resistentes a Ja Glc aún en baja concentración (Fig. 9B y 8B). Esto sugiere que en 

ausencia de la fuente nitrogenada, se aumenta la sensibilidad a la Glc en Ja planta silvestre, y las 

mutantes son resistentes aún en esas condiciones. 

Los resultados de estos experimentos sugieren fuertemente que Ja ausencia de la fuente 

nitrogenada es capaz de modificar y determinar Ja sensibilidad a Glc en las plantas tanto en Ja etapa de 

germinación (Fig. 9B), como en etapas post-germinativas (Fig. 9A). Así mismo, las plantas parecen ser 

capaces de responder de forma diferente a Ja concentración baja (2%) y alta (6%) de Glc "durante la 

germinación", dado que las mutantes mostraron una mayor resistencia a Ja Glc en condiciones de 2% sin 

Ja fuente nitrogenada que en 6% de Glc en presencia de la fuente nitrogenada (apartado IV.2.4, Fig. 8B). 
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Figura 9. La ausencia de la fuente nitrogenada modifica la sensibilidad de las plantas a la Glc. A. Fenotipo 
de plantas silvestres (Ws) y mutantes crecidas en presencia de Glc al 2% con y sin la fuente de nitrógeno (sales de 
MS) por 10 d. B. Cinéticas de germinación en las mismas condiciones que en A. Las gráficas muestran la media 
de tres experimentos incluyendo el error estándar. 



IV.2.6 Crecimiento foto/skotomorfogénico de las mutantes gin. 

La luz es una señal determinante para la morfogénesis y desarrollo de las plantas, y esencial para 

el proceso fotosintético. La luz provee el poder reductor para la fijación del C, la asimilación del N, la 

biosíntesis de aminoácidos y otras vías metabólicas y señalizadoras. Cada vez son más las evidencias 

que indican la existencia de interacciones estrechas entre la señalización activada por la luz y los 

azúcares (Bames et al., 1996; Dijkwel et al., 1997; Short, 1999; Thum et al., 2003; Thum et al., 2004). 

Como una forma indirecta de estimar si nuestras mutantes estaban afectadas en la señalización 

de la luz, se evaluó su desarrollo foto/skotomorfogénico. Esto se hizo evaluando su crecimiento en 

respuesta a luz y obscuridad. Las mutantes gin6, gin7 y gin8 no presentaron alteraciones en la respuesta 

foto/skotomorfogénica (Fig. 1 OA). Por lo tanto, dado que ninguna de las mutantes tiene afectada su 

capacidad de etiolación en la obscuridad, ni de-etiolación en la luz, se puede decir que no parecen tener 

afecciones visibles en la señalización por luz en las etapas de desarrollo evaluadas. Incluso, bajo 

condiciones de alta concentración de Glc (MS 6% Glc) en obscuridad total, las mutantes germinaron más 

rápido que la planta silvestre (Fig. 1 OB), indicando que la ausencia de luz no modifica la respuesta 

fenotípica a la Glc durante la germinación de la planta silvestre, y las mutantes siguieron siendo 

resistentes en estas condiciones (Fig. 1 OB). 

Se sabe que plantas incapaces de etiolarse en condiciones de obscuridad total, afectan la 

biosíntesis y/o señalización de brasinoesteroides (Salchert et al, 1998). Dado que ninguna de las 

mutantes (gin6, gin 7 y gin8) tuvieron afectada la capacidad de etiolación, también se puede sugerir que 

la biosíntesis y/o señalización de los brasinoesteroides parece no estar afectada. 

Bajo las mismas condiciones utilizadas para evaluar la capacidad de etiolación, también se 

puede evaluar el fenotipo de la triple respuesta constitutiva en estas plantas (elongación limitada del 

hipocotilo, engrosamiento del mismo y formación exagerada del gancho apical), la cual es 

característica de alteraciones en la vía de señalización activada por etileno. En este caso, ninguna de las 

mutantes presentó dicha respuesta cuando fueron crecidas en condiciones de obscuridad (Fig. 1 OA), lo 

que indica que el fenotipo de insensibilidad a Glc en estas plantas no se debe a alteraciones en la vía de 

señalización de etileno. 
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Las mutantes gin6, gin 7 y gin8 no están afectadas en su 
crecimiento foto/skotomorfogénico 

,,¡ n 6 ,., gin 7 
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Figura 10. A. Evaluación del desarrollo foto/skotomorfogénico de las mutantes gin6, gin 7 y gin8. Las 
plantas fueron germinadas y crecidas en medio de germinación estándar en presencia (izquierda) y ausencia 
(derecha) de luz por 3 d antes de ser fotografiadas. B. La ausencia de luz no altera la resistencia a la Glc de las 
mutantes gin6, gin 7 y gin8 ni la respuesta de la planta silvestre. Las plantas fueron germinadas en medio MS 
6% Glc en obscuridad total por 3 dantes de ser fotografiadas. 



IV.3 Análisis fenotípico, genético y molecular de la mutante gin6. 

IV.3.1 Análisis genéticos. 

Con el fin de determinar el tipo de mutación, el abanderamiento del gen y los grupos de 

complementación entre las diferentes mutantes seleccionadas, se hicieron cruzas de una línea 

representativa de cada uno de los subgrupos de mutantes con la variedad silvestre parental Ws así como 

entre ellas. Los productos de las retrocruzas fueron analizados respecto a su resistencia a Km, la cual está 

codificada en el T-DNA, para estimar si la mutación co-segrega con la inserción del T-DNA. Esta misma 

progenie también fue analizada respecto a su resistencia a Glc para determinar si la segregación del 

fenotipo correspondía a una la mutación de un sólo gen y si ver si era de tipo recesivo. Los productos de 

las cruzas de las pruebas de complementación fueron analizados respecto a su resistencia a Glc. Los 

resultados indicaron que las tres mutaciones son de tipo recesivo dado que presentaron una segregación 

mendeliana de 3: l (~25%) en la generación filial F2. Dos de ellas, gin6 y gin8, parecían estar 

abanderadas por el T-DNA dado que la segregación de la resistencia a Km fue de ~ 75%, correspondiente 

a la de un gen de tipo dominante como se espera para este marcador. Además entre ellas conformaron 

tres grupos de complementación denominados gin6, gin 7 y gin8 (Tabla 12). 

Tabla 12. Análisis de segregación mendeliana y pruebas de complementación. 

Retrocruzas. 

Cruza 
Ws x gin6 
W~ X gin7 
W~ X gin8 

No .. i11~.~~i~.~':!~. J:'!.IS.'!!R .... !<1.gi.~~J.!'n.L ... F..~ .. ~lll~. (ºf.'.?L ... ~':!:.~~11~.~.~~!:!~.~.f~.·-····· ···~· 
10 26.5 74.5 1000 enGlc, 1000 en Km 

............. J. l . . ....... "" •• ... ~.}2 .~ ·-·-·-- __ l~.:~ .. -- ____ _!) QQ~f!_q.~~i. t!2Q C'".e'1"'1s HiH""c"" 
5 21 73 500enGlc,500enK 

Pruebas de eomplementadón. 

Cruza . J:' 1 g1~~.(º::'~) ..... E~ .9!.c~. 0".!L .... ~ o .. i11~i.~i~.u~s.- ~2._ ... ~.'!ll~!~~ió11_ i' " ' 
gin6 x gin7 0% No alélicas 
gin6 x gin8 No evaluada 30% 539 No alélicas 
gin7 x gin6 
gin7 x gin8 
gin8 xgin7 

No alélicas 
No alélicas 
No alélicas 

Adicionalmente, con el fin de determinar alelismos también se hicieron cruzas de gin6 con las 

mutantes gin5 y gin! (esta última previamente aislada por Zhou eJ al., 1998). Los resultados indicaron 

que ninguna de estas mutantes son alélicas (Tabla 1 del artículo de la sección IV.3.3). 



Dado que la mutante gin6 parecía estar abanderada por el T-DNA, sin rearreglos detectables por 

"Southern" genómico en ninguno de los bordes del T-DNA (apartado IV.2) y no era alélica ni a gin5 ni a 

ginl, los esfuerzos fueron enfocados inicialmente a la identificación del gen mutado en esta planta. 

IV.3.2 Análisis fenotípico y molecular de la mutante gin6. 

Parte de los resultados más sobresalientes obtenidos con la primera mutante caracterizada, gin6; 

están incluidos en el artículo : Analysis of Arabidopsis glucose insensitive mutants, gin5 and gin6, 

reveals a central role of the plant hormone ABA in the regulation of plant vegetative development 

by sugar; en el cual funjo como primer autor con contribuciones iguales con Francisco Arenas. A 

continuación presento un condensado de los resultados descritos en este artículo, el cual está incluido en 

el apartado IV.3.3, y referiré a las figuras del mismo en esta sección. 

La mutante gin6 desarrolla cotiledones verdes y expandidos en presencia de concentraciones 

inhibitorias de Glc (7%) , a diferencia de la planta silvestre la cual detiene su desarrollo y 

enverdecimiento en estas condiciones (Fig.1 A y C del artículo). Estas diferencias no se observaron 

cuando dichas plantas son crecidas en presencia de concentraciones isosmolares de Mtl (7%), lo que 

indica que el fenotipo encontrado en la Glc no se debe únicamente a estrés osmótico (Fig. l D y F). 

Cuando gin6 es crecida en tierra, su fenotipo es muy similar al de la planta silvestre en cuanto a talla e 

intensidad de pigmentos verdes (Fig. 1Ge1). 

Como se mencionó anteriormente, los resultados genéticos indicaron que la mutante gin6 parecía 

estar abanderada por el T-DNA. Con el objetivo de identificar el gen mutado, se aisló un fragmento de 

DNA genómico flanqueante al T-DNA de gin6, utilizando la técnica de TAIL-PCR (Liu et al., 1995). 

Los resultados de clonación y secuenciación del fragmento flanqueante al T-DNA indicaron que la 

inserción se localizaba 2 Kb arriba del inicio de la traducción del gen ABI4 (Fig. 2A) . Los análisis de 

RT-PCR mostraron que el transcrito de AB14 se acumula en plantas silvestres en respuesta a altas 

concentraciones de Glc, mientras que la mutación gin6 afecta dicha acumulación (Fig. 2B). El gen AB14 

había sido previamente identificado en la mutante insensibles a la hormona ácido abscísico (ABA), abi4-

l . AB14 codifica para un factor transcripcional que presenta un dominio de unión a DNA denominado 

AP2, y se sabía que participaba durante la maduración de las semillas y en las respuestas a ABA durante 

la germinación (Finkelstein et al, 1998). Las pruebas de sensibilidad a ABA corroboraron que la mutante 

gin6 también es insensible a esta hormona, es decir, presenta un fenotipo abi ("aba-insensitive") (Fig. 

3E). Por lo tanto concluimos que la mutante gin6 es alélica a la mutante abi4-l . Con base en estos 

resultados, probamos la sensibilidad a Glc de todas las mutantes insensibles a ABA reportadas 

';"""'\ ' ' ' ,.. ..• . ~-····-·· ·· • .. .... ..... ... ·- .. ~ .,. "' ~ ... -·· .. 
~t"' ...;, • ... 



(Koornneef et al., 1984; Finkelstein, 1994 ). Sorprendentemente, sólo abi4-l y abi5-l fueron insensibles 

a Glc, no así abil-1, abi2-l y abi3-l (Fig. 2C). Este resultado sugiere que sólo algunos de los elementos 

de la vía señalizadora de ABA también participa en las respuestas a Glc, y muestra que abi5 es una 

nueva mutante gin (Fig. 2C). La identidad molecular de A B 15 fue reportada posteriormente y 

actualmente se sabe que codifica para un factor transcripcional tipo bZIP (con un cierre básico de 

leucina) que regula la expresión de genes de respuesta a ABA (Finkelstein y Lynch, 2000; López-Molina 

y Chua, 2000). Estos resultados sugieren que la vía de señalización de ABA y la vía de la señalización de 

Glc comparten al menos dos elementos señalizadores: AB14 y ABI5. 

Paralelamente, la caracterización de la mutante gin5 por Francisco Arenas, reveló que esta planta 

es deficiente en ABA, y que la acumulación de ABA es esencial para las respuestas a Glc mediadas por 

la HXK. También se demostró que tres mutantes deficientes en ABA previamente aisladas (abal-1, 

aba2-J y aba3-2) son insensibles a Glc, por lo se concluyó que se requiere de elevar los niveles de ABA 

para la respuesta a Glc . Más aún, la aplicación exógena de concentraciones nanomolares de ABA 

restablece la sensibilidad a Glc tanto en gin5 como en las mutantes aba, pero no así en gin6/abi4, lo que 

concuerda con la naturaleza de esta mutante insensible a ABA (Fig. 4K y L). Dicho resultado a su vez 

sugiere que ABI4 podría actuar cerca del final de la señalización por Glc mediada por ABA. 

Dada la participación de ABA en la señalización de la Glc, se analizó la expresión de genes 

regulados tanto por Glc como por ABA en la planta silvestre y en la mutante gin6/abi4. Este análisis 

mostró que dos genes fotosintéticos que se reprimen con Glc por la vía dependiente de HXK, CABJ y 

PC (Sheen et al., 1999), están desregulados en la mutante gin6/abi4. En contraste el gen PALJ, que se 

induce en respuesta a Glc por una vía independiente de HXK (Ehness et al., 1997), no parece estar 

afectado. Tales resultados sugieren que gin6/abi4 podría afectar la regulación por Glc dependiente de 

HXK (Fig. 5A). Adicionalmente se analizó la expresión de genes inducibles por ABA y por estrés 

hídrico como EM6, ADH y CORJ 5A (Gaubier et al., 1993 ; Wilhelm y Thomashow, 1993; de Bruxelles 

et al., 1996). Se observó que los niveles de transcrito de estos genes también se inducen por Glc al 7% 

en las plantas silvestres y gin6 afecta la inducción de EM6 y ADH pero no de COJO 5A (Fig. 5B). Estas 

observaciones indican que la expresión de los genes EM6 y ADH depende de ABI4, pero no así la 

expresión de CORJ 5A ; es decir, aparentemente existe un subgrupo de genes inducibles por ABA que 

también son regulados por Glc de forma dependiente de ABI4. 

En conjunto, estos resultados constituyeron la primera evidencia que demuestra la participación 

del ABA en las respuestas a Glc, mediante la regulación de los niveles de ABA a través de GIN5, y la 

señalización de ABA a través de GIN6/ABI4 y ABI5 (Fig. 7). 



IV.3.3 Artículo: 

Analysis of Arabidopsis glucose insensitive mutants, gin5 and gin6, reveals a central role of the 

plant hormone ABA in the regulation of plant vegetative development by sugar. 

Analilia Arroyo, Francisco Arenas, Li Zhou, Jen Sheen and Patricia León. 

Genes and Development. 14(16): 2085-2096, 2000. 



Analysis of Arabidopsis glucose 
insensitive mutants, gin5 and gin6, 
reveals a central role of the plant hormone 
ABA in the regulation of plant vegetative 
development by sugar 

Francisco Arenas-Huertero,1·3 Analilia Arroyo,113 Li Zhou,2 Jen Sheen,2 and Patricia León1
•
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'Departamento de Biología Molecular de Plantas, Instituto de Biotecnología, Universidad Nacional Autónoma de México, 
Cuernavaca, Morclos 62271, México; 2Department of Genetics, Harvard Medica! School, and Department of Molecular 
Biology, Massachusetts General Hospital, Boston, Massachusctts 02114 USA 

Sugars have signaling roles 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, gin5 and gin6, based 011 a 
glucose-induced developmental arrest during early seedling morphogenesis. The T-DNA-tagged gin6 mutant 
abrogates tite glucose-induced expression of a putative transcription factor, ABI4, previously shown to be 
involved in seed-specilic abscisic acid (ABA) responses. Thus, ABI4 might be a regulator involved in both 
glucose- and seed-specific ABA signaling. The characterization of the gin5 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 tluee 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 mutants but not in gin6 
plants. Surprisingly, only abi4 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 GINS and ABA signaling 
by GIN6/ABI4. 

[Key Words: Glucose insensitive; Arabidopsis thaliana; glucose regulation; ABA; abi; hexok:inase] 
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Sugars act as regulatory molecules that control many 
aspects of physiology and devclopment in both prokary­
otes and eukaryotes (Gmpe et al. 1995; Saicr et al. 1995; 
Koch 1996; Smcekcns and Rook 1997; Gancedo 1998; 
Gibson and Graham 1999; Roitsch 1999; Sheen et al. 
1999) . In higher plants, sugar signals modulatc many im­
portant proccsses such as gcrmination, seedling develop­
ment, lcaf and root morphogenesis, flowering, embryo­
genesis, wounding and pathogen responses, and senes­
cencc, in addition to gene expression (Koch 1996; Moore 
and Shcen 1999; Sheen et al. 1999; Wobus and Weber 
1999). 

Although sucrosc 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. 

1Thcse authors contributcd equally to this work. 
'Corresponding author. 
E-MAIL patricia@ibt.unam.mx; FAX 52-(73)-172388 or 139988. 

1998), hexoses seem to play a major role in plant sugar 
regulation (Sturm and Tang 1999). Differcnt lincs of evi­
dence point to the involvement of hexokinase (HXK) as a 
critica! componcnt in one of thc sugar sensing and sig­
naling pathways in plants (Jang and Sheen 1997; Smeck­
ens and Rook 1997; Pego et al. 1999; Sheen et al. 1999). 
Analysis of transgenic Arabídopsis plams with either in­
creased or decrcascd HXK levels show a hypcr- or hypo­
scnsitivity to high glucose concentrations during germi­
nation ami seedling devclopment (Jang et al. 1997). Over­
exprcssion of AtHXKl in transgenic tomato also alters 
photosynthesis, growth, and senescence (Dai et al. 1999). 
Rccent studics with an AtHXKl null mutaúon indicate 
its predominant role in many glucose responses and the 
uncoupling of glucose signaling from glucose 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, nitratc rcductase, and others (Jang and 
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Sheen 1997; Sheen et al. 1999). In addition, through 
HXK-independent pathways, glucose also positively 
regulates the expression of another set of genes IKoch 
1996; Smeekens and Rook 1997; Roitsch 1999; Sheen et 
al. 1999). The evidence thus far supports the existence of 
multiple glucose sensing and signal transduction path­
ways in higher plants ISmeekens 1998; Roitsch 1999; 
Sheen et al. 1999). 

With the use of biochemical ami molecular ap­
proachcs, putative components of various sugar signa! 
transduction pathways have been identified. There is 
evidence for the participation of protein phosphatases, 
calcium-dependent protein kinases, mitogen-activated 
protcin kinases, and SNFl-rclated protein kinases 
ISnRK) lfor review, see Smeekens and Rook 1997; Sheen 
1999). However, the precise roles of most of these mol­
ecules in the sugar signal transduction pathways remain 
to be elucidated. 

To dissect the multiple sugar signaling pathways, two 
general stratcgies have bccn cmploycd to isolatc sugar 
response mutants in Arabidopsis. In one, genetic screen­
ings based on sugar-regulated gene repression or activa­
tion have yielded sucrose-uncoupled lsun), reduced su­
crose responses lrsr), and low and high ¡3-amylase (Iba, 
hba) nmtants (Dijkwel et al. 1997; Martín et al. 1997; 
Mita et al. 1997a,b). The altemative strategy takes ad­
vantagc 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 lglo), carbohydrate insensitive (cai), su­
crose insensitive !sis), and mannose-inscnsitive germina­
tion (mig) (Smeekens and Rook 1997; Zhou et al. 1998; 
Sheen et al. 1999). The characterization of these mutants 
has started to provide important information about 
novel cross-talk between sugar and other signaling path­
ways mediated by phytohormones, nitrogen, and light 
signals (Sheen 1999). For example, an Arabidopsis pleio­
tropic mutant, prll, displays enhanced sensitivity to su­
crose and affects the responses to severa! plant hormones 
(Németh et al. 1998). The PRLl gene encocles a WD­
protein that potentially interacts with multiple signaling 
components, including the Arabidopsis SNFl homologs 
IBhalerao et al. 1999). The analysis of ginl IZhou et al. 
1998), 011 the other hand, revealed an interesting link 
between the HXK-dependent glucose and the ethylene 
signa! transduction pathways. 

To further revea! the complex signaling network that 
connects glucose and other signaling pathways in plants, 
we are characterizing new gin mutants in Arabidopsis 
thaliana. We repon here the physiolo,¡,rical, genetic, and 
molecular analyses of two recessive glucose-insensitive 
mutants, gi115 and gin6. Both mutants demonstrate an 
essential role for ABA in the glucose signaling pathway 
controlling vegetative development. We have cloned the 
T-DNA-tagged gin6. Interestingly, this gene corresponds 
to ABl4, a putative transcription factor important for 
ABA signaling in seeds, carrying an APET ALA2 IAP2) 
domain !Finkelstein et al. 1998). The analysis of this new 
abi4 allele showed that ABl4 is required in the glucose-
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mediated developmental arrest during vegetative mor­
phogenesis . ABI4 is positively re,¡,'lilated by glucose at the 
transcriptional leve!. The participation of ABI genes in 
the glucose signal transduetion pathway is specific for 
ABI4 and ABl5 but not for other ABA si¿,'Ilaling genes, 
ABll, ABI2, and ABl3. The characterization of the gin5 
mutant, on the other hand, has revealed that a glucose­
specific up-regulation of ABA lcvels is a prerequisite of 
glucose signaling during sccdling dcvelopment. Consis­
tent with this result, we show that the ABA biosynthe­
sis-deficient mutants abal -1, aba2-1, and aba3-2, are 
also glucose insensitive. In addition, the altcrcd glucosc 
response of the gin5 mutant can be reverted by the ad­
dition of exogenous ABA. Thus, GIN5 is important for 
the regulation of ABA levels in response to glucose sig­
nals. 

Although the partieipation of ABA during seed dcvcl­
opment, gennination, 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 
signa! transduction pathway goveming postembryonic 
development. Apparently, glucosc regulates ABA lcvels 
through GINS and involves ABA signaLing through 
GIN6/ ABl4. Both events are responsible for HXK-medi­
ated responses and constitute part of the glucose signal­
ing network in plants. 

Results 

Isolation and genetic analyses of the ginS and gin6 
mutants 

A genetic screen based 011 developmental arrest in the 
presence of high glucose levels has resulted in the isola­
tion of glucose insensitive lgin) mutants in A. thaliana 
IZhou et al. 1998). With the aim to obtain additional 
components of the glucose sensing and signaling path­
ways, an extensive screening for gin mutants was per­
formed using a T-DNA-mmagenized A. thaliana collec­
tion provided by DuPont Co. A total of 204,400 seeds 
from 7300 initial independent transformants of this T­
DNA collection were screened. Severa! new gin mutants 
were selected from this screen. Two of them, referred to 
as gin5 and gin6, that displayed robust glucose insensi­
tivity were chosen for further characterization. 

In contrast to wild-type seedlings IFig. lA), the gin5 
and gin6 mutants dcvelop green and expanded cotyle­
dons when grown in the presence of 7% glucose in the 
medium IFig. lB,C, respectively). This devclopmental 
difference between wild-type plants IFig. lD) was not 
observed when both mutants, gin5 IFig. lE) and gin6 IFig. 
lF), were grown in the presence of 7% mannitol. In con­
trast to glucose, mannitol is not efficiently 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 
developmental arrest is glucose-specific and not linked 
to osmotic stress as reponed IZhou et al. 1998). We have 
also observed that gin5 plants exhibit a significantly 
smaller size and darker green leaves [Fig. lH) compared 



Figure 1. Phenotype of gin5 and gin 6 mutants. Seedlings of WS 
wild-type jA ,D ), gillS IB,E), and gin6 (C,F) grown for 10 days 
under 16:8 hr photoperiod in GM m cdiurn supplemcntcd with 
7% glucose (A-C) or 7% mannitol ID-E). Phenotype of 4-week­
old WS wild-type (G), ginS (H ), and gin6 (J) plants grown in 
Metro Mix 200 in 15:9 photoperiod. 

wíth wíld-type plants (Fig. l G) . This phenotype cosegre­
gated with ginS and was maímained throughout the lífe 
cycle of the plant . This characteristic is not observed in 
the gin6 mutant (Fig. 11), whose size and leaf color do not 
show any appreciable dífferences compared wíth wíld­
type plams. 

Genetic analyses were conducted to define the Men­
delían character of the gin5 and gin6 mutations. A back­
cross with the WS wild-type plants showed that the mu­
tant phenotypes were absent ín thc F1 plants and prcscm 
in a l :3 ratio in the F2 famili es. These results indica te 

Table 1. Genetic segregation aJJCI complem en ta tion tes ts 

Cross Family Total 

GINS/GINS x ginS /gi11 S F1 87 
GINS /G IN5 x gin 5/gi115 F2 2925 
G LN6/G IN6 x gi116/gin6 F, 11 
G/N6/GIN6 X gi116/gin6 F2 600 
gin5 /gin5 x g:i111- 1/g:in1 -1 F, 57 
gin6/gin6 x gin 1-1/gin1 -1 F1 4.3 
gin5/gin 5 x gin6/gin6 F1 16 

Molecular links between ABA and glucose signaling 

that ginS and gin6 behave as single recessive mutants 
(Table 1). Al1other glucose-insensitive mutant (ginl-1), 
that exhibits similar phenotypes has been reported pre­
viously (Zhou et al. 1998). Allelism tests between thcse 
three gin mutants show that they define three different 
complcmentation groups (Table 1). 

In the case of the gin6 mutant, the segregation analy­
ses of F.3 families from 33 independent self-pollinated F2 
glucose-insensitive plants showed that the kanamycin­
resistant phenotype was always linked to glucose insen­
sitivity. This suggests that the mutant phenotype is 
likely dueto a T-DNA insertion . Southern blot analysis 
confírmed the prcsence of one T-DNA insertion in the 
gin6 mutant genome (data not shown). In contrast, thc 
tagging status of the gin5 mutant was uneertain, and 
thus gcnetic mapping was carried out to determine its 
chromosomal location. A mapping population was gen­
eratcd by crossing gin5 homozygous mutant plants with 
the WT Ler ecotype. The chromosomal location of gin5 
was determined through the analysis of the mutant F2 

DNA, using simple sequence length polymorphism 
(SSLP) markers (Bell and Ecker 1994). The GINS gene is 
located on chromosome 1. The results from the analysis 
of 280 chromosomes indicated that the ginS mutation 
mapped 20 CM centromeric from the SSLP marker nga59. 

Molecular cloning of the GIN6 gen e 

To isolate sequences flanking the T-DNA insertion site 
in the gin6 mutant plam, thermal asymmetric interlace 
(TAIL)-PCR was performed (Liu et al. 1995). A single 
PCR fragment of - 450 bp was isolated after four enrich­
ment cycles as described in Matcrials and Methods. The 
PCR fragment was cloned and sequcnccd revealing the 
presence of 48 bp that perfectly matched the left border 
of the T-DNA and 373 bp of novel sequence. Gcnomic 
DNA blot analysis of gin6 and wild-type plants confirm 
that the isolated PCR fragmcnt was indeed imerruptcd 
in the gin6 mutam phmts by the T-DNA (data not 
shown). BLAST database searchcs rcvcaled that this frag­
ment shares 100% identity with a sequence from a clus­
ter of ABA-regulated genes contaíned in the 
BACT07M07 (Wang et al. 1999) . As shown in Figure 2A, 
the insertion site was located at position 44568 of the 
BAC sequcnce, in a postulated imragenic region 2 kb 

Observcd numbcr 

mutan t wt x2 (;3:1) 

87 
773 2150 3 .25" 

11 
159 441 0 .72ª 

57 
43 
16 

Mutant phenotypes were scorcd from secdlings grown in GM piares containing 7% glucose. 
ªNot signiíicant at P = O.OS. 
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Fi¡,'Uie 2. Molecular characterization oí the GIN6 gene and 
phenotypic analysis of abi mutants. (Al The G/N6 locus. A re­
gion (shadcd box) of the BAC T07M07 shows a 100% sequence 
identity with the genomic flanking sequenee of the T-DNA 
insertion si te (vertical arrow) of the gin6 mutant. The horizontal 
arrows indicate the different primers used to detenninc the in­
tegrity of the sequences flanking the insertion sitc. Thc AB/4 
gene bcgins at position 42,623 and gene 11 ends at position 
48,323. (BI Glucose induction of the ABI4 transeript is dimin­
ished in gin6. Ethidium bromide-stained RT-PCR product (974 
bp) of ABI4 from WS wild-typc grown on 2 % (Jane 1) or 7% 
glucose (Jane 2) and from the gin6 mutant grown on 2 % (Jane 3) 
or 7% glucosc (lane 4). The RT-PCR product of the APTl gene 
(478 bp) was used as a control. (C) Glucose insensitivity is de­
tected in abi4-1 ami abiS-1 but not inabil-1, abi2-1 , or abi3-l. 
Seedlings were grown on GM medium containing 7% (a/Ji5) or 
7.5% (others) glueose for one week under 16:8 hr light:dark 
photoperiod. 

upstream of a previously reponed gene, ABl4, and 3 kb 
downstream of a putativc gene callcd gene 11. Thc sc­
quence around the insertion site did not revea! any open 
reading frames that could be affected by this inscrtion. 
To establish the integrity of the sequences flanking the 
T-DNA insertion site and to exclude any possiblc rear­
rangements that might be the cause of the mutant phe­
notype, multiple primers were designed to perfom1 PCR 
and sequencing analysis of a 4-kb rcgion surrounding the 
T-DNA inscrtion site in mutant and wild-type plants 
(Fig. 2A). Based on the sizes of the PCR fragments am­
plified within this region, no appreciablc differences 
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were observed between gin6 and WS wild-type plants 
(data not shown). This demonstrates that no major rear­
rangements occur in the gin6 mutant. To verify whether 
the T-DNA insertion affects the expression of the flank­
ing genes, RT-PCR was carried out using specific primers 
for the coding rcgion of ABI4 and gene 11. As shown in 
Figure 2B, an increase was observed in thc expression 
leve! of the ABI4 gene transcript in wild-type plams 
when grown in the presence of 7% glucose. In contrast, 
the APTl gene that codes for the adenine phosphoribo­
syltransferase IMoffatt et al. 1994) used as a control is 
not rcgulated by glucosc. More importantly, this glucose 
induction was strongly diminished in gin6 plants. No 
exprcssion of gene 11 was detectcd either in wild-type or 
mutant plants in any of the conditions tested so far. In 
conclusion, we have demonstratcd that the ABI4 gene 
responds positively to glucosc and that in the gin6 mu­
tant the T-DNA inscrtion affccts thc expression lcvcls of 
the AB/4 gene in response to glucose. 

Glucose signali11g is mediated by specific ABI genes 

Prcvious studies report that the ABI4 gene might be a 
putative transcription factor that participates in a seed­
specific ABA signaling network but does not seem to 
contributc to vcgetative ABA responses, despite its cx­
pression in shoots and roots IFinkelstein 1994; Finkel­
stcin et al. 1998). Our rcsults indicate that ABI4 partici­
pates in the glucose signaling pathway during vegetative 
growth. Hencc, it was of intcrest to determine thc effcct 
of the original abi4 mutation on glucose responsiveness. 
This original abi4 allele consists of a framcshift muta­
tion that causes an early translation termination (Finkel­
stein et al. 1998). Thus Col-O wild-type and abi4 mutant 
plants were germinated in the presence of 7.5% glucose. 
As shown in Figure 2C, abi4 plants were ablc to continue 
their development in spitc of the presencc of high glu­
cose concentrations and thcy behaved like a glucose-in­
sensitive mutant . We conclude that the AB/4 gene, aside 
from its role in secd dcvelopment and germination, par­
ticipates in the glucose signa! transduction pathway and 
that the gin6 mutant rcprescnts a new allele of this gene, 
affected in its glucose-mediated regulation. In addition 
to AB/4, mutations in other genes (AB/l , ABI2, ABI3, 
and ABI5) involved in thc ABA signa! transduction path­
way have been isolated (Koomneef et al. 1984; Finkcl­
stein 1994; Nambara et al. 1995). Thc participation of 
thesc four genes in glucose signaling was also investi­
gatcd hascd on each mutant's ahility to dcvclop in the 
presence of high glucose concentrations. Surprisingly, 
only abi5-1 (Fig. 2C) was glucose insensitive; abi 1-1, 
abi2-l, and abi3-1 displayed a glucose-sensitive pheno­
typc similar to thcir wild-type countcrparts. ABIS has 
heen recently cloned and demonstrated to encocle a basic 
leucine zippcr transcription factor that rcgulatcs thc cx­
pression of severa! genes (Finkelstein and Lynch 2000). It 
appears that the ABA-mediatcd 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-mediated responses 

The most striking characteristic of the gin5 mutant in 
comparison to wild-type plants (Fig. 3A) is its enhanced 
drought sensitivity (Fig. 3B). Several mutants affected ei­
thcr in thc biosymhesis or in thc sensitivity to ABA havc 
a wilty phcnotypc (MacRobbic 1991 ). This wilty pheno­
typc was nevcr dctectcd in the gin6 111utant1 but it was 
linkcd to thc glucose insensitivity in gin5 plams after 
scveral gcncrations, suggcsting that thc same locus is 
responsible for both traits. Intcrestingly, as shown in Fig­
ure 3C, thc addition of 3J.L"'I of ABA to gin5 plants pre­
vents the wilty phenotype observed under mild water 
stress conditions (Fig. 3B). 

It has bcen cstablishcd that ABA plays an important 
role in the promotion of seed dormancy (Koornneef and 
Karsscn 1994) . As shown in Figure 3D, gin5 secds were 
less donnant than wild-type. The gin5 sccds had 90% 
sccd germination two days aftcr imbibition without cold 
treatment. In contrast, only 12 % germination was ob­
served in wild-type sccds. Exposurc to cold trcatment 
prior to gennination resultcd in 100% gennination in 
both thc gin5 mutant and wild-typc plants bccause thc 
trcatment eliminatcs the endogenous ABA levels and 
brcaks dormancy. In contrast, thc gin6 mutant did not 
show alterations in secd dormancy (data not shown). 

Wc also cxamined thc scnsitivity of seeds to ABA dur­
ing germination in both mutams. Although gin5 sceds 
display a scnsitivity to thc ABA inhibition of gcrmina­
tion similar to that of wild-type seeds (Fig. 3E), gin6 mu­
tant secds can gcrminate in the prcsence of high ABA 
concentrations. These results suggest that gin5 plants 
are able to sensc and respond to the exogcnous applica­
tion of ABA, whereas gi116 behaves as an ABA-insensi­
tive mutant . 

ginS is insensitive to glucose regulation of ABA levels 

Contrary to the gin6 mutant, the drought scnsitivity and 
decrcased sced dormancy in thc gin5 mutant indicate 
that this plant may contain low endogenous ABA levcls. 
To test this hypothesis, the endogenous lcvcls of ABA 
were measured in 15-day-old seedlings of gin5, gin6, and 
wild-type grown in diffcrent conditions. As shown in 
Table 2, gin5 mutant plants contain lower ABA levels (7 
ng/gram fresh weight) than both gin6 (l9 ng/gram fresh 
weight) and wild-type ( 14 ng/gram fresh weight) seed­
lings whcn grown on GM mcdium. lntercstingly, a dra­
matic increase (seven- to ninefold ) in the ABA levels was 
observed in gin6 and wild-type plants but not in gin5 
plants whcn grown with 7% glucosc in thc medium (10 
ng/gram fresh weight). Thus, gin6 mutant and wild-type 
plants respond to the presence of 7% glucose by increas­
ing their endogenous ABA level and the gin5 mutant 
docs not sccm to be ablc to promote such a response. 
This glucose induction of ABA levels is independent of 
the plaiu morphological status as both gin6 mutant ami 
wild-type plants respond similarly in spite of the fact 
that thc wild-type plants are arrestcd at an early devcl­
opmcntal stage. The ABA levels were also similarly en­
hanced by glucose atan early developmcntal stage (Table 
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Figure 3. ABA-mediated responses in ginS and gin6 mutants. 
ginS and wild-type plants were grown under well-watered con­
ditions for 3 weeks and then subjected to drought stress by 
withholding water for 5 days. The plants were then sprayed 
with 10 mi of either water íA,B) or 3µM of ABA water solution 
IC) on days 3 and 5 of thc stress treatment. ID) Donnancy analy­
sis. Germination of seeds from WS wild-type ibroken line) and 
the ginS mutant isolid line) were examined without cold treat­
ment icrosses; • ) or with a 24-hr cok! treatment (o, "- ). Germi­
nation was scored when the radicle tip had fully emerged from 
the seed coat. These data represent thc average of three inde­
pendent cxperiments evaluating 80 sceds. The standard error 
was smaller than the symbol sizc. (E) ABA dose response in 
germination. Wild-type lbroken line), gin.5 isolid line, circles) 
and gin6 (salid line, triangles) secds were analyzed. The data 
correspond to the average of two different experiments each 
containing around 50 seeds pcr data point. The number of ger­
minated seeds was expressed as the percentage of fully germi­
nated sceds of the total seeds plated. iFI Phenotype of aba mu­
tants in the prcsence of high glucosc. Ler and Col wild-type 
seedlings, aba l -1, aba3-2, and aba2-1 were grown in the pres­
cnce of 7% glucosc on the GM medium for 7 days. The two 
wild-type ecotypes were included as control for the corrcspond­
ing aba mutants. 
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Table 2. Endoge11011s ABA levels in wild-type aJl(/ gin5 
(IJl(f gin6 plan ts 

Growth condition ws gin5 gin6 

15-day-old 
GM 14 ± l 7.2 ± 2 19 ± 2 
GM 7% glucose 91±10 10 ± 2 167 ± 10 

Young seedlings 
GM 10 ± 3" 11±3" 12 ± 4" 
GM 7% glucose 30 ±lb 12 ± 4" 92 ± 3" 

The ABA concentration is expressed in ng ABA/g of frcsh 
weight. The data were obtained from 15-day-old plants in the 
indicatcd media. For comparing young seedlings, plants werc 
harvested ata similar developmental stage. Note that wild-type 
plants were developmentally arrcsted when grown on high glu­
cose media. The time for each sample collection is as follows: (a) 
48 hr, (b) 7 days, (e) 5 days. 

2) in wild-type (threefold) and gin6 mutant seedlings 
(eightfold) but not in gin5 mutant plants. 

An increase in ABA is required far sugar regulation 
in plants 

To further support the importance of increased ABA lev­
els in glucose responses, we performed the glucose-de­
pendcnt devclopmcntal arrest assay with wcll-charactcr­
ized ABA-deficient mutants, such as abal -1, aba2-1, and 
aba3-2 (Koomneef et al. 1982; Schwartz et al. 1997). Thc 
development of these aba mutants in the presence of 
high glucose was followcd. In comrast to thcir wild-typc 
counterparts, all of the aba mutants were able to grow in 
the prcsence of high glucose (Fig. 3C). This result 
strongly suggests that the reduced ABA levels present in 
thesc mutants decrease their glucosc sensitivity. 

To define whether an increase in ABA is sufficient to 
promote a normal sugar response in the aba and gin5 
mutants, 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). Wc 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) ami Ler 
(Fig. 4B) wild-type plants underwent devclopmental ar­
rest in the presence of 6% and 6.5% glucose, respec­
tivcly. When 100 n..,1 ABA was exogenously applied to 

the medium both WS and Ler wild-type plants became 
hypersensitive to glucose. In this case - 70% of these 
plants became arrested at concemrations 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). Thc 
glucose-insensitive phenotype of the abal-1 mutant (Fig. 
4F) was also suppressed by the addition of ABA to 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 mannitol was com­
pare"éi. As shown in Figure 4, l and J, no differences in the 
devclopment of these plants were detected in the pres­
encc of ABA and mannitol. 

The effect of 100 nM ABA on the mutant phenotypes of 
gin6, abi4, and abi5-l was also determined. Based on the 
endogenous ABA levcls of the gin6 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 gin6 plants (Fig. 
4K) and abi4 (data not shown) maintained the glucose­
insensitive phenotype in the presence of 100 nM ABA 
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Figure 4. The effect of ABA ami high glucose on the phenotype 
of gi11S and abal -1 mutants. WS IA,C), gi11S IE,G,I), Ler (B,D), 
and abal -1 (F,H ,J) plants werc grown on 4, 5, 6, 6.5, and 7% 
glucose iA-H) or 4, 5, 6, 6.5 ami 7% mannitol (/,!),in the absence 
IA,B,E,Fl or the presence of 100 nM ABA (C,D,G- 1) for 10 days. 
gin6 and abiS-1 mutants were grown in thc presence of 7% 
glucose without (K,M) or with (L,N) a 100 nM ABA. Represen­
tative planes are shown in each condition. The number below 
each plant indicatcs the pcrccntage of plants displaying a green 
phenotype for each of the conditions used. 



and 7% glucose (Fig. 4L). Surprisingly, the addition of 
ABA reverted the glucose-insensitive phenotyve of the 
abi5-1 mutant, in spíte of having been isolated as an 
ABA-insensitive mutant (Fig. 4M,N). Thesc results sug­
gcst that the GIN6/AB14 gene participates downstream 
of thc induction of ABA in the glucosc signaling path­
way, whereas AB/5 might havc a role upstream of this 
pathway. 

Transcription of glucose-regulated genes is altered 
in ginS and gin6 mutants 

lt has bcen shown that both glucosc and ABA rcgulatc 
thc transcription of a variety of genes (Koch 1996; 
Wcatherwax et al. 1996; Shinozaki and Yamaguchi-Shi­
nozaki 1997; Sheen 1998; Sheen et al. 1999). This study 
has shown that ABA participates in the glucose signaling 
pathway controlling vcgetative development. Thus, it 
was important to analyze thc expression pattern of genes 
previously reponed to be rcgulated either by glucose or 
ABA in gin5 and gi116 mutants. For this purpose total 
RNA from wild-type WS, gin5, andgin6 seedlings, grown 
in thc prcsence of 2 % and 7% glucose, was extracted and 
analyzed by RNA blot hybridization and RT-PCR. As 
shown in Figure SA, lanes 1 and 2, transcript levels of 
two photosynthetic genes rcgulated by the HXK-depen­
dent pathway, chlorophyll a/b binding protein (CABl) 
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 gin6 mutants grown under the same condi­
tions (Fig. SA, lanes 3-6), indicating that glucose regula­
tion of these photosynthetic genes is altered in both mu-
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Figure 5. Expression of glucose- and ABA-modulated genes in 
gin5 and gin6 mutants. (AJ RNA blot analysis. Total RNA l!O 
~1g) of WS wild-type (lanes 1,2), gin5 (lanes 3,4), and gin6 (lanes 
5,6) from 19-day-old seedlings grown in the presenee of 2% 
(lanes 1,3,5) or 7% (lancs 2,4,6) glueosc was used for RNA blots. 
Glueose repression of CABl and PC ami activation of PAL wcre 
examined. Ethidium bromide-staincd ribosomal RNA was uscd 
as a loading control. (B) RT-PCR analysis. Total RNA (.5 ~1g) 
from WS wild-tn1e (Janes 1,2) or gi116 (Janes 3,4) seedlings grown 
in 2 % (Janes 1,3) or 7% (lanes 2,4) glucosc was used to synthe­
size cDNA. A portion (1/80) of thc synthesized cDNA was used 
to amplify and quantitatc COR15a (accession no. U01377J, EM6 
iaccession no. ZI1923 S6176!), ADH (aeeession no. Ml2196), 
and ZE/ll íaccession no. T45502) gene transcripts. The sizes of 
PCR products are 210 bp, 302 bp, .'398 bp, and 261 bp, rcspcc­
tively. 

Molecular links between ABA and glucose sígnaling 

tants. It has been shown that phenylalanine ammonia­
lyase (PAL) transcript is induced by glucose, probably by 
an HXK-índependent pathway (Ehness et al. 1997). We 
followed the expression pattern of the PAL1 gene in 
wild-type (Fig. SA, lanes 1 and 2) and mutant plants (Fig. 
SA, lanes 3-6). In contrast to the two photosynthetic 
genes, the glucose inducibility of PAL1 is observed in the 
gin5 and gi116 mutants. 

To further elucidate the function of ABI4 in glucose 
and ABA signaling during seedling development, wc ana­
lyzed the expression profile of ABA- and stress-inducible 
genes in the gin6 mutant by RT-PCR analysis. As shown 
in Figure SB, the COR15a gene transcript, which en­
cades a chloroplast-targeted protcin and is induced by 
ABA, cold, ami drought (Wilhelm and Thomashow 
1993), is present at similar levels in gin6 and wild-typc 
plants grown in 2 % or 7% glucose (Fig. 4B, lanes l and 2). 
This suggests that the regulation of this gene is indepen­
dent of ABI4 function. In contrast, the expression of 
AtE11161 an ABA-inducible gene encoding a late embryo­
genesis-abundant protein (Gaubier et al. 1993), is 
strongly induced by 7% glucose in wild-typc plants (Fig. 
4B, lane 2) . The glucóse induction of AtEm6 in the gin6 
mutant is much reduced, suggesting that its expression 
is ABI4 dependent. This result is consistent with the 
altered expression of this gene in the original abi4 mu­
tant (Finkelstein 1994), which further supports our find­
ing that gin6 is a new allele of AB14. We also looked at 
the expression of the ABA- and stress-inducible alcohol 
dehydrogenase gene (ADH) (de Bruxelles et al. 1996). We 
observed that wild-typc plants grown in 7% glucose have 
increased ADH transcript levels, whereas thcre is only a 
minor increase in gin6 plants (Fig. 4B). Thus in thc gin6 
mutant the induction of the ADH gene is diminished but 
not abolished. These results suggest that a subset of 
ABA-inducible genes are also regulated by glucose in an 
ABI4-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, wc 
were interested in analyzing the transcript levels of 
genes involved in the synthesis of this honnone under 
high glucose conditions. The expression of the ZEPl 
gene (zeaxanthin epoxidase) (Cutler and Krochko 1999) 
showed no difference in the transcript levels in the wíld­
type and gin6 plants in a high glucose condition (Fig. 4B). 

ginS affects the HKX-mediated glucose signaling 
pathway 

The altered regulation of CABl and PC genes in the gin5 
and gi116 mutants suggested that these mutations affect 
the HKX-mediated signa! transduction pathway but do 
not affect genes regulated by the HXK-independent path­
way, such as PALl. 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 AtHXKI gene (Jang et al. 1997) 
confcrring glucosc hypersensitivity (Fig. 6A). Plants from 
the F2 generatíon were grown on high glucose medium, 
and it was observed that 24% of these plants (363 out of 
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Figure 6. ginS acts downstream of the AtHXK gene in the glu­
cose signaling pathway. (A) Analysis of thc glucose response. 
Seedlings oí gi11S (panel JJ, 35S-AtHXK (panel 2), aml 35S· 
AtHXK gin5 (panel 3) werc grown in the presence of 7% glucose 
for 8 days. (B) Immunoblot analysis. The HXK protein kvels of 
the wild-typc (lane J) , 35S-AtHXK transgenic plam (lane 2), thc 
ginS mutant (lane 3) and indepcndent F2 individuals displaying 
glucose insensitivity from the 35S-AtHKX ginS cross (lanes 4-9) 
are shown. Protein was extracted from 15-day-old seedlings 
grown on GM medium with 7% glucose. 

1500 seedlings) were insensitive to 7% glucosc (Fig. 6A, 
panel 3). To determine the levels of HXK protein in those 
glucose-resistant plants, total proteins from six indi­
vidual plants were extracted and subjected 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 l) or ginS (Fig. 6B, lane 3) plants. The HXK 
protein levels of these plants are comparable to the 355-
AtHXKl-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 35S­
AtHXK1 and the ginS mutation display a glucosc-insen­
sitive phenotype like the ginS parental plant, suggesting 
that ginS participatcs in the HXK-mcdiatcd pathway. 

Discussion 

ABA plays a central role in the glucose signaling 
network controlling postembryonic development 

Unlikc most animals that follow a predctermincd 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 
rcspond to devclopmental, mctabolic, ancl cnvironmen­
tal signals . The most striking example is the regulation 
by light of photomo111hogcnesis. Bccausc plant survival 
relies on light-driven photosynthesis, the dual function 
of light as a devclopmental switch ami an cnergy-sourcc 
makes evolutionary sense. It has been suggested that 
plam hormones such as auxin, brassinosteroids, cytoki-
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nin, gibberellins (GA), ABA, and cthylcne play imponant 
roles in promoting or antagonizing photomorphogenesis 
IFankhauser and Chory 1997; Deng and Quail 1999). ln­
tercstingly, light signals regulating plant mo111hogenesis 
can be overridden by metabolic signals such as the avail­
ability of glucose relcased from photosynthetic end prod­
ucts or carbon storage sources. For example, in Arabi­
dopsis the availability of abundant glucose can be sensed 
during germination and can exert a profound influence, 
resulting in seedling devclopmental arrcst (Jang and 
Sheen 1997). Although the underlying mechanisms of 
this glucosc-induciblc dcvclopmcntal arrest are mostly 
unknown, a previous analysis of the ginl mutant has re­
vcaled an antagonistic role of thc volatilc honnonc ethyl­
ene ¡Zhou et al. 1998). Thus, glucose responses in multi­
cellular plants are much more complcx than in unicellu­
lar bacteria and yeast ISaier et al. 1995; Johnston 1999). 

In this work, based on thc genetic, physiological, and 
molecular characterization of two Aiabidopsis glucose­
inscnsitive mutants, ginS and gin6, it was discovered 
that the plant hormone ABA participates in the HXK­
mediated glucosc response in plants (Fig. 7). Through thc 
studies of wild-type and gi115 plants, we propose that an 
incrcase of ABA levels is involvcd in the glucose signal­
ing pathway that leads to decrease in gene expression 
and developmental arrest (Fig. 7). The inability to in­
crcase ABA lcvcls rcsults in a glucose-inscnsitivc pheno­
type manifested in the gi11S mutant. We have substanti­
ated this conclusion further by dcmonstrating that thrce 
ABA biosynthetie-deficient mutants (aba) are also insen­
sitive to high glucose concentrations and that this phc­
notype can be reverted by the addition of very low levels 
of cxogenous ABA (100 nM). Thus, thc intraccllular ABA 
levels seem to determine the glucose sensitivity in all of 
thcse mutants . However, it is important to emphasize 
that an ABA increase is not the only factor medíating the 
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Figure 7. A model for the role of ABA in the HXK-dependent 
glucose signaling nctwork. 



developmental arrest when plants are grown in high glu­
cose conditions. Indced, during osmotic stress, a sub­
stantial increase of ABA levels is detected but seedl.ing 
development is not arrested. Thus, we hypothesize that 
at least one other independent component is required in 
additíon to ABA to promote glucose-depcndent develop­
mental arrest. Putative candidates are other hormones 
such as ethylene, which has already been demonstrated 
to interact with the HXK-mediated glucose signaling 
pathway (Zhou et al. 1998). It is also possible that the 
cellular or subcellular distribution of ABA and/or the 
ABA-responsive cells are differcnt in response to glucose 
or mannitol signals. 

The increase in ABA levcls detected in wild-type 
plants could be the result of de novo synthesis, release 
from glucose conjugates, and/or reduced degradation 
(Cut!er and Krochko 1999). Each of these processes is a 
potential target for the modulation of ABA lcvcls in re­
sponse to glucose. We have explored the possible glucose 
regulation on the expression of ZEP1, encoding an en­
zyme required for ABA biosynthesis (Newman et al. 
1994; Cutler and Krochko 1999). This study did not re­
vea! any differential expression of ZEPl under high glu­
cose conditions. Unfortunately, ZEPl is currently the 
only gene identified for the final steps of thc ABA bio­
synthetic pathway in Arabidopsis. This aspcct could be 
better addrcssed in the future when more ABA biosyn­
thetic ami regulatory genes become available. For in­
stance, GINS could encocle one of the potential mol­
ecules involved in the signaling transduction between 
glucose and ABA. It is likely that the wilty and reduced 
donnancy phenotypes in ginS represent pleiotropic ef­
fccts 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 screcning procedure, has bcen character­
ized previously (Zhou et al. 1998). Analysis of this mu­
tant revealed an interplay betwecn the ethylene signal­
ing pathway and glucose regulation. Nonallelic gin5 
shares very similar traits with ginl including small size, 
dark green !caves, fast germination, and wilty pheno­
type. Both GINS and GINl have been demonstrated to 
panicipate in the HXK-mediated pathway. As HXK has 
heen postulated to initiate the glucosc signa! (Jang et al. 
1997), we propossed that both genes act downstream of 
this putative sensor. The intcraction bctween 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 ali of 
these data, we propose that the glucose response requires 
an increase of ABA and a dccrease of ethylene. Other 
plant hormones that interact with ethylcnc and ABA, 
such as auxin, cytokinin, and GA, could also be involvcd 
in this glucose response (Fig. 7) (Sheen et al. 1999). 

ABI4 as a putative transcription factor far glucose 
signaling 

ABA participates in a wide variety of physiological re­
sponses that depend on extemal and interna! signals 
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(Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki 1997; Leung and 
Giraudat 1998). However, the mechanisms by which 
these signals are discriminated or integrated inside the 
cell are mostly unknown. The characterization of the 
gin6 mutant resulted in the idcntification of ABl4 as a 
candidate for the transduction of the glucose-specific sig­
nal. We found that the ABI4 transcript is induced in 
wild-type plants in response to high glucose and this 
induction was diminished in the gin6 mutant . The re­
duced transcript levels in the gin6 mutant are likely the 
result of the T-DNA insertion in the promoter region, as 
no other changes were found in this mutant's AB/4 gene 
in comparison to the reponed amino acid sequence 
(Finkelstein et al. 1998). We have found that this inser­
tion also affects the function of the AB/4 gene during 
sced gennination, as the gin6 mutant displays an ABA 
germination-insensitive phenotype. These results sug­
gest that important cis-acting sequences required for thc 
regulation of the AB/4 gene lie at least 2 kb upstream of 
the start codon . This observation contrasts the data pub­
lished by Finkelstein et al. ( 1998), in which the seed­
specific phenotype of the abi4 mutant is complemented 
by a genomic clone containing a promoter region of only 
1.3 kb upstream of thc start codon but not by a clone 
containíng 1. 7 kb upstream. Our results support the idea 
proposcd by Finkelstcin et al. (1998) that scquences fur­
ther upstream of 1. 7 kb of the start codon are required for 
the proper expression of the AB/4 gene. Another possi­
bility is that the T-DNA insertion in the gin6 plant 
might disrupt the ABI4 gene regulation downstream of 
the insertion site. Further analysis will be requircd to 
clarify these possibil.ities. We confirmed that the original 
abi4 allele is also glucose insensitive. The AB/4 gene 
was identified as a putative transcription factor (Finkel­
stein et al. 1998), and it shows homology to a family of 
plant transcription factors with AP2 domains that seem 
to control a variety of processes (Okamuro et al. 1997). 
The fact that thc glucose-insensitive phenotype is main­
tained independently of the addition of ABA in gin6 and 
abi4 mutants suggests that this transcríption 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 
CABl and PC promoters in high glucose conditions. In 
addition, thc prcdicted amino acid sequence of ABI4 con­
tains a serine/threonine-rich domain, which is a possible 
target for protein kinases such as those of thc SnRK fam­
ily. Our gene expressíon analysis has shown the partici­
pation of the ABI4 gene in the expression of both sugar­
and stress-responsive genes. Thc analysis of differcnt 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 charactcrized. For example, ABil and ABI2 
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belong to thc protein phosphatase 2C (PP2C) family and 
have pleiotropic and overlapping roles affccting ABA sig­
naling in both seeds and vegetative tissues. In contrast, 
ABI3 and ABIS, as well as ABI4, were initially reponed to 
affect various aspects of seed maturation and secd gene 
expression (Finkclstein 1994; Bonetta and MeCourt 
1998). Our results have shown that neither abil, abi2, or 
abi3 mutants are resistant to high glucose. The abi 1 and 
abi2 mutants are dominant gain-of-hmction alleles with 
virtually abolished PP2C activity (Leung ancl Giraudat 
1998; Sheen 1998). It is unlikely that these two mol­
ccules play any major role in the ABA induction in re­
sponse to high glucose (Fig. 7). However, our studies 
demonstratc that in addition to ABI4, ABIS also has a 
role in the glucose response. Thus, in spite of the seed­
specific roles that ha ve been proposed for ABI4 and ABIS, 
both molecules have an important role in this newly 
identified ABA-mcdiatcd response in vegetative tissues. 
In fact, the reeent isolation of a salt-tolerant mutant, 
sañS (Quesada et al. 2000), which corresponds to a new 
abi4 allele, indicates that the participation of ABI4 in 
vegetative ABA responses might be a more general phe­
nomenon. We have shown that the abi5-1 mutant has a 
glucose-insensitive phenotype, but surprisingly this phe­
notype is reverted in the presence of ABA ( 100 nM) . This 
suggests that this recently cloned transcription factor 
(Finkelstein and Lynch 2000) might participate in regu­
lating the expression of genes required for transmitting 
signals from HXK that lcad to the ABA increase while 
GIN6/ABI4 acts downstream of ABA (Fig. 7). Because of 
the faet that these genes are active in both seed-specifie 
and glucose-mediated signaling pathways, it is possible 
that each stimulus can trigger multiplc signaling path­
ways that possess complex interconnections. Further 
analysis will be required to have a better understanding 
of other convergent points between the glucose and ABA 
signaling pathways. 

In conclusion, we ha ve revealed a fundamental aspect 
of the glucose signal transduction pathway in plams 
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 methods 

Plant material and growth conditions 

Arabidopsis plants uscd were routinely grown on Mctro-Mix 
200 (Cracc Sierra, Milpitas, CA) soil in controlled growth cham­
bers (24ºC , 16:8 hr light:dark photoperiod). Seeds undcr sterile 
conditions were surfacc-sterilized and plated on gemünation 
medium (CM) containing l x Murashige and Skoog basal salt 
mixture supplemented with B5 vitamins, 0.05% MES, 1 % su­
crose as carbon source (unless otherwise indicated), and O. 7% of 
phytoagar. Seeds were incubated at 4ºC for 4 days l"O brake dor­
mancy prior to gerrnination. ABA (Sigma, !ne., St. Louis, MO) 
was prepared as a 10 mM stock in NaOH and diluted into ap­
propriate concentrations for each experiment. 

Glucose-insensitivc mutants were isolatcd in 7% glucose CM 
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medium irom T4 pools of 7300 independent T-DNA tagged 
lines in Wassilewskija (WS) ecotype, kindly donated by DU­
PONT Co. The diffcrent aba, abi mutant and wild-type plants, 
WS, Landsberg erecta (Ler), and Columbia (Col-O) used in this 
work were obtaincd from the Arabidopsis Biological Resource 
Centcr (ABRC). The abal-1, aba3-2, abil-1, abi2-1, and abi3-1 
mmants are in thc Ler ecotype, whereas aba2-1 ami abi4-1 are 
in Col-O, and abiS-1 in WS. 

Genetic analyses 

Backcrosses were performed using mutant plams as the pollen 
donors and WS-0 wild-type as female plants. F 1 plants were 
allowed to self-pollinate and thc glucose-insensitive phcnotype 
was scorcd in the F1 and F2 population at the secdling stagc. 
Complementation groups between ginl- 1, gin5 and gi116 were 
detcrmined by crossing homozygous plants in reciproca! orien­
tation. 

The mapping population was obtained by crossing homozy­
gous ginS mutant plants to wild-type Ler plants. Homozygous 
ginS mutant plants from the F2 progeny wcre grown on 7% 
glucose medium and plants displaying green and fully expanded 
cotyledons werc sclected. Genomic DNA was prepared from 
these homozygous gin.5 individual plants. The map position was 
deterrnined by testing the linkage to simple scquence length 
polymorphism (SSLP) markers (Bell and Ecker 1994). 

Phenotypic analyses 

The glucose-resistant phcnotype was scored by growing plants 
in CM in the presence of 7% glucose, or 7.5% in the case of 
Col-O and Lcr becausc of the higher leve! of rcsistance to glucose 
of these ecotypes. The analysis of sced dormancy was performed 
using secds that were ncver exposed to cold trcatment. The 
wilty phenotype in ginS mutant plants was observed in 4-wcck­
old plants subjected to mild stress conditions by withholding 
water for 5 days. To examine drought rcsponsiveness in the 
presence of ABA, gin.5 plants were sprayed with 1 O mi of 3µM 
ABA on days 3 and 5, following thc instructions provided by the 
ABRC for thc maintenance of the abal mutant. ABA scnsitivity 
tests werc done following the protocol reponed by Quesada et 

al. (2000), using agar medium supplementcd with ABA (1-60 
pM) and scored 5 days after sowing. 

Molecular cloning of GIN6 

Far specific amplification of the gin6 genomic sequence flank­
ing the T-DNA inscrtion, a TA11--PCR procedure was followed 
as described (Liu et al. 1995). The specific primers from the left 
border and the degenernte primer used are: LB!, 5'-CGATCT­
CAGCATCAGATCTCATT<~'; LB2, 5'-CACCATATACAGC­
AAGATCCAAA-3'; LB3, 5'-CACATCATCTCATTGATGCT­
TGG-3'; LB4, 5 '-AACGTCCGCAATGTGTATTA-3'. We used 
the reponed AD2 degenerate primer (Liu et al. 1995). PCR am­
plifications were pcrformcd using high-quality gcnomic DNA 
isolated from the gin6 mutant in a Peltier-Effect Cycling PTC-
100 (7.0). Cyclc scttings used wcrc as recommended (Liu et al. 
1995), but with a fourth cnrichment super-cycle using the fol­
lowing PCR conditions: (94ºC for 30 sec, 54ºC for 1.5 min, 72ºC 
for 2.5 min, 94ºC for 30 sec, 54ºC for 1.5 min, 72ºC for 2.5 min, 
94ºC foL30 sec, 45ºC for 1.5 min, 72ºC for 2.5 min} for 15 cycles 
and 72ºC for 10 min. DNA fragments werc cloned into the 
pMOS vector and sequcnced. 

Expression analysis techniques 

RNA was isolated using standard protocols (Ausubel et al. 1987} 
from 19-day-old seedlings grown on plates containing GM 



supplemented with 2% and 7% glucose. Hybridizations were 
done at high-stringency conditions wíth fragments from the 
CABl gene (GcnBank accession no. /04098), the PC gene (Gcn­
Bank acccssion no. M20937), ami the PALl gene (GenBank ac­
cession no. L33677). cDNA was synthesizcd using 5 pg of total 
RNA by oligo(dT)-primed reverse transcriptíon, using Super 
Script 11 reverse transcriptase (GIBCO BRL). A fraction (1 /80) of 
the first strand cDNA was used as a template for PCR. Linearíty 
for each amplification was corroborated. The primers used and 
the corresponding size products and accession numbers are 
as follows: ABI4 (S'-ATGGACCCTTTAGCTTCCCA-3', S'­
AAGATGGGATCAATAAAATC-3'; 974 pb; accession no. 
AF040959 ); AP'T 1 (5 '-TCCCAGAA TCGCT AAGA TTGCC-3 '; 
S'-CCTTTCCCTTAAGCTCTG-3'; 478 pb; accession no. 
Y07681); ADH (5' -GCCAGGAGATCATGTGTTGC-3'; 5'­
GCACCAGCGATTCTAGCACC-3'; 398 pb; accession no. 
Ml2196); COR15a (5'-GTGACGGATAAAACAAAAGAGG-3'; 
5'-GACCCTACTTTGTGGCATCCTT-3'; 210 pb; accession 
no. U0!.377); AtEm6 (S'-AAACCATGGCGTCTCAACAAG­
AG-3 '; S'-GCGGTCGACATCCGTGTGGGGAAGT-3'; 302 
pb; accession no. Zll92.'l; ZEPl (S ' -GCGAACACGGAACC­
TAT<3'; 5'-CTCAAATTATCTGCAAAACCG-3'; 261 pb; ac­
cession no. T45502). 

Western blot analysis 

Crosses between gin5-l and 35S-AtHXK1 were performed and 
the F! gencration was obtained. Thc glucose-resistant pheno­
tn)e was scored from a total of ISSO plants selected on 7% 
glucose during 8 days. Total protein cxtracts were obtained from 
individual plants. Immunodetection was done using a poly­
clonal antibody, produced against the HXK following the pro­
tocol by Zhou et al. (1998). An anti-rabhit immunoglobulin al­
kaline phosphatase-conjugate was used as a secondary antibody 
(Zymed Laboratories, Inc.) and was detected using thc BCIP/ 
NBT suhstratc kit (Zymed Laboratories, !ne.). 

ABA detennination 

To guantify the ABA content of gin5, gin6, and wild-type plants, 
IS to 20 mg for the IS-day-old seedlings or 5 to 7 mg for the 
young seedling stagc of fresh tissuc was homogenized in 1 mi of 
ABA-extraction buffer i 10 mM HCL, 1 % PVPP in methanol). 
Extraction was done overn.ight with constant shaking at 4°C. 
The supematant was collected ami neutralized with 15 µ! of lM 
NaOH as described (Peña-Cortes et al. 1989). ABA was quanti­
ficd with a Phytodetek-ABA-kit (AGDIA !ne., IN) using thc pro­
tocol provided hut with the addition of TBS and 0.1 % gclatin in 
ali of the samples. 
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TV.4 Aislamiento y caracterización molecular del gen GIN6. 

IV.4.1 Aislamiento del gen afectado en la mutante gin6 y gin5. 

La identificación del gen mutado en gin6 fue descrita en la sección anterior, y fue detallada en el 

artículo del apartado IV.3.3. 

Por otra parte, los resultados de los análisis genéticos sugerían que la mutante gin5 también 

parecía estar abanderada por el T-DNA, por lo que también se aisló un fragmento de DNA genómico 

flanqueante al T-DNA presente en esta mutante utilizando nuevamente la técnica de TAIL-PCR (Fig. 

11 A). La secuencia del fragmento aislado de gin5 correspondió a una región localizada en el cromosoma 

1 (F ig. l IB). Esta localización fue confirmada también por mapeo. Análisis genéticos posteriores 

indicaron que gin5 es alélica a la mutante deficiente en ABA aba3. Durante este periodo el gen ABA3 

fue clonado por otros grupos de investigación (Xiong et al., 200 l; Bittner et al., 2001) y su localización 

demostró que gin5 no estaba abanderada por el T-DNA a pesar de que la inserción está relativamente 

cerca del gen ABA3 (Fig. l IB); este hecho explicaba el por qué nuestros análisis de segregación genética 

sugerían el abanderamiento del gen mutado. 
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Figura 11. Aislamiento de la región genómica flanqueante al T-DNA de la mutante gin5. A. Fragmento de 
DNA genómico aislado por T AIL-PCR de la mutante gin5 usando un oligonucleótido específico del borde 
derecho del T-DNA y un oligonucleótido degenerado. B. Localización del T-DNA respecto el gen ABA3, 
responsable del fenotipo de gin5. 



IV.4.2 Análisis de la expresión de los genes GIN6/AB/4, AB/5 y CTRJ. 

Como se describió anteriormente, el análisis de expresión del gen ABI4 (apartado IY.3), mostró 

que su transcrito se acumula en plantas silvestres crecidas en presencia de alta concentración de Glc, y 

dicha acumulación está afectada en la mutante gin 6. Estos datos sugerían que A B I 4 responde 

positivamente a Glc, por lo que decidimos hacer un análisis más detallado de la expresión de este gen, 

así como de dos genes adicionales que participan en la señalización de Glc: ABJ5 (ABA INSENSITIVE 5) 

y CTRI (CONSTITUTJVE TRIPLE RESPONSE 1) (este trabajo en Arenas et al., 2000; Zhou et al., 

1998). Cabe mencionar que la mutante ctr 1 fue aislada inicialmente como una mutante en la señalización 

de la hormona etileno (Kiever et al., 1993 ). Se sabe que CTR 1 es un regulador negativo de la 

señalización de etileno y su mutación ( ctr I) provoca que esta vía esté prendida de fonna constitutiva. 

Cuando esta mutante es crecida en presencia de Glc al 7% presenta fenotipo gin, lo que indica que la 

señalización del etilcno es antagonista de la señalización de la Glc (Zhou et al., 1998). Es importante 

aclarar que para este momento del trabajo, éstos eran los únicos 3 genes clonados que se sabía que 

participaban en la vía que nos ocupa. 

Los resultados más sobresalientes obtenidos de esta parte del trabajo se incluyen en el artículo: 

Three genes that affect sugar sensing: ABA INSENSITIVE 4, ABA INSENSITIVE 5 and 

CONSTITUTIVE TRIPLE RESPONSE 1, are differentially regulated by glucose in Arabidopsis 

thaliana, el cual está incluido en el apartado IV.4.3. A continuación presento un condensado de los 

resultados descritos en dicho artículo y referiré a las figuras del mismo en esta sección. 

La caracterización de mutantes demostró que los genes AB/4, ABJ5 y CTR I Juegan un papel 

importante en la señalización de azúcares en Arabidopsis. En esta sección se muestra que los transcritos 

de estos tres genes son modulados por Glc, independientemente del bloqueo del desarrollo causado por 

la presencia continua de altas concentraciones de Glc. Esto fue demostrado realizando inducciones en 

Glc de plántulas jóvenes las cuales fueron germinadas y crecidas en condiciones normales, y sometidas 

posteriormente a un tratamiento de alta concentración de Glc por diferentes tiempos. Este método tiene 

la ventaja de desacoplar el efecto del desarrollo del efecto específico de la Glc. Los resultados mostraron 

que los transcritos de ABI4 y ABI5 se acumulan en respuesta a Glc, mientras que el transcrito de CTRI se 

reduce transitoriamente, seguido de una recuperación rápida de sus niveles (Fig. 2). 

Con la finalidad de detenninar si la regulación de los genes GIN6/ABl4, ABl5 y CTRJ se debe a la 

señal de azúcar o bien al efecto osmótico causado por las altas concentraciones de Glc usadas en los 

tratamientos, se analizó su expresión en respuesta a condiciones isosmóticas de Mtl. Los resultados 



mostraron que los niveles de transcrito de estos genes también responden al estrés osmótico. En 

específico, ABI4 y AB/5 responden positivamente, mientras que CTRJ es regulado negativamente (Fig. 

4A). La respuesta de este último es opuesta a la observada en Glc. Adicionalmente, sabiendo que la 

señalización de Glc está mediada por ABA, se evaluó la respuesta de estos genes ante dicha señal 

hormonal. El comportamiento de los genes en respuesta a ABA correlaciona significativamente con la 

respuesta observada en Mtl (Fig. 4B, D-F) . Esta ·serie de resultados indican que los genes AB/4, AB/5 y 

CTR l se regulan por múltiples señales incluyendo la Glc, el estrés osmótico y el ABA. Sin embargo, 

tanto los patrones como los niveles de expresión en cada tratamiento son diferentes, lo que sugiere que 

se podrían utilizar vías de señalización distintas para cada señal. Además, dado que los niveles y el 

patrón de expresión de los tres genes en respuesta a ABA correlaciona con los observados en Mtl, se 

puede sugerir que la respuesta de AB/4, AB/5 y CTRJ a estrés osmótico podría ser dependiente de ABA. 

Con el objetivo de determinar si la regulación por Glc de AB/4 y AB15 requiere la fosforilación de 

hexosas, se realizaron inducciones con el análogo de Glc, 2DG. Este azúcar es capaz de ser fosforilado 

por la HXK pero es escasamente metabolizado. Por otro lado, se utilizan concentraciones muy bajas (0.5 

mM) comparadas con Ja usada para los tratamientos con Glc (388 mM, correspondiente a 7%), lo cual 

elimina el efecto osmótico . Con este tratamiento se observó que tanto AB/4 como ABl5 responden 

positivamente a la 2DG (Fig. 4C). Esta observación apoya que ambos genes son regulados por una señal 

específica derivada de Ja Glc y sugiere que esta respuesta está mediada al menos en parte por Ja vía 

dependiente de HXK. Al mismo tiempo, tales resultados apoyan el efecto diferencial entre la Glc vs. el 

estrés osmótico. 

Adicionalmente, se observó que el gen AB/4 responde a Glc, 2DG y ABA solamente dentro de 

una ventana de tiempo durante el desarrollo temprano de Arabidopsis (Fig. 5). Este hecho correlaciona 

con el periodo de susceptibilidad de Ja planta de detener su desarrollo en respuesta a altas 

concentraciones de Glc, pues cuando este azúcar se adiciona en etapas más tardías (después de 3 días), 

las plantas ya no detienen su desarrollo (Gibson et al, 2001 ). En el caso de CTRI, el patrón de respuesta 

a Glc cambia durante el desarrollo de la planta (Fig. 2 y 5A). Con base en estas observaciones se 

concluyó que la regulación por Glc de los transcritos de AB/4 y CTRJ es dependiente de la etapa de 

desarrollo de la planta, a diferencia de ABl5 el cual mantiene la capacidad inducción aún en etapas más 

tardías (Fig. 5). 

La regulación por Glc de los genes AB14 y ABl5 está afectada en mutantes insensibles a Glc, tales 

como las mutantes gin, aba, abi4, abi5 y ctr 1, pero no en abil, abi2 y abi3 (las cuales no tienen fenotipo 

insensible a Glc) (Fig. 6). Estos datos refuerzan la participación de ABA y etileno en las respuestas a 



azúcar. Con base en estos resultados, ahora sabemos que la Glc es capaz de modular el nivel de 

transcrito de genes que participan en su propia vía de señalización. Esto podría permitir la amplificación 

de la señal de Glc así como retroalimentar positivamente su propia vía de señalización. La capacidad de 

factores transcripcionales, tales como los analizados en este trabajo, de ser regulados por una variedad de 

señales, puede contribuir a la habilidad de las plantas de responder de manera flexible e integral a los 

cambios continuos en su ambiente interno y externo. 
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Three Genes That Affect Sugar Sensing (Abscisic Acid 
Insensitive 4, Abscisic Acid Insensitive 5, and Constitutive 
Triple Response 1) Are Differentially Regulated by 
Glucose in Arabidopsis1 

Analilia Arroyo, Flavia Bossi, Ruth R. Finkelstein, and Patricia León* 
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F.B., P.L. ); and Department of Molecular, Cellular, and Developmental Biology, University of California, 
Santa Barbara, California 93106 (R.R.F.) 

Mutant characterization has demonstrated that ABI4 (Abscisic Acid [ABA] lnsensitive 4), AB15 (ABA lnsensitive 5), and CTRl 
(Constitutive Triple Response 1) genes play an important role in the sugar signaling response in plants. The present study 
shows that the transcripts of these three genes are modulated by glucose (Glc) independently of the developmental arrest 
ca used by high Glc concen tra tions. ABl4 and ABl5 transcripts accumulate in response to suga rs, whereas the CTRl transcript 
is trnnsien tl y reduced followed by a rapid recovery. The results of our kinetic studies on gene expression indicate that ABI4, 
AB /5, and CTRl are regulated by multiple signals including Glc, osmotic stress, and ABA. However, the differen tial 
expression profiles caused by these trea tments suggest that distinct signaling pathwa ys are used for each signa l. AB/4 and 
AB/5 response to the Glc analog 2-deoxy-Glc supports this conclusion. Glc regulation of AB/4 and CTRl transcripts is 
dependent on the developmental stage. Finally, the Glc-mediated regula tion of AB/4 and ABI5 is affected in mutants 
displaying Glc-insensi tive phenotypes such as gins, abas, abi4, abi5, and ctrl but not in abil-1, abi2-1, and abi3-1, whicb do not 
show a Glc-insensiti ve phenotype. TI1e capacity of transcription factors, like tbe ones analyzed in this work, to be regulated 
by a varie ty of signals might contribute to the ability of plants to respond in a flexible and integral way to continuous 
changes in the interna! and externa! environment. 

Sugars play a central role as signaling molecules 
that modulate the metabolism, development, and 
physiology of plants (Koch, 1996; Sheen et al., 1999; 
Smeekens, 2000; Coruzzi and Zhou, 2001; Rolland et 
al., 2002). Despite their central function, the molecu­
lar mechanisms underlying sugar signaling are still 
poorly understood. Evidence based on the use of 
sugar analogs such as 6-deoxy-Glc, 2-deoxy-Glc 
(2DG), and 3-0-methyl-Glc, shows that sugar­
mediated regulation occurs through distinct signal­
ing pa thways (Sheen et al., 1999; Smeekens, 2000). 
One of these pathways responds exclusively to Suc 
(Chiou and Bush, 1998; Loreti et al., 2000); others 
respond to hexoses, such as Glc and Fru. Sorne sig­
naling systems rely only on hexose sensing without 
any catabolism (hexokinase [HXK] independent), 
whereas others require hexose phosphorylation or 
even further hexose metabolism (Sheen et al., 1999; 

1 This work was supported by Consejo Nacional de Ciencia y 
Tecnológia (grant no. 31791-N and fellowship to A.A.), by the 
Dirección General d e Asw1tos para el Personal Académico (grant 
no. IN210200), by Howard Hughes (grants), and by DGEP (fellow­
ship to A.A.). 

* Corresponding author; e-mail patricia@ib t.unam.mx; fax 
52-73-139988. 

Article, publication date, and citation information can be found 
at http:/ /www.plantphysiol.org/ cgi / doi/10.1104/ pp.103.021089. 

Fujiki et al., 2000; Smeekens, 2000; Xiao et al., 2000; 
Rolland et al., 2002). 

At present, few components of the sugar signaling 
network are known. Evidence exists that, similar to 
yeast (Saccharomyces cerevisiae), the plant enzyme in­
volved in hexose phosphorylation, HXK, functions as 
a primary sugar sensor (Jang and Sheen, 1997; Rol­
land et al., 2002; Moore et al., 2003). Protein phos­
phorylation and dephosphorylation also have been 
implicated in sugar regulation (Takeda et al., 1994; 
Ehness et al., 1997; Halford and Hardie, 1998; Fujiki 
et al., 2000; Smeekens, 2000; Halford et al., 2003). 

Genetic approaches also ha ve been used to identify 
components of the plant sugar signaling cascade 
(Smeekens, 2000; Rolland et al., 2002). Sugar response 
mutants have been iso lated based on the effects 
caused by high or low sugar levels during germina­
tion or early seed ling development. Others have been 
selected by screening transgenic plants with altered 
expression of sugar-regulated promoters. Interest­
ingly, severa] sugar-insensitive mutants affect known 
genes in volved in hormone biosynthesis or signaling 
(Coruzzi and Zhou, 2001; Gazzarrini and McCourt, 
2001; Finkelstein and Gibson, 2002; Leon and Sheen, 
2003) . Mutants such as ginI and gin5 (Glc­
insensitive), isi4 (impaired Suc induction), and sis4 
(Suc insensitive) affect genes involved in the biosyn-
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thesis of abscisic acid (ABA; Zhou et al., 1998; 
Arenas-Huertero et al., 2000; Laby et al., 2000; Rook 
et al., 2001; Cheng et al. , 2002). GIN1/ISl4/SJS4 cor­
respond to the ABA2 (ABA -deficient 2) gene (Laby et 
al. , 2000; Rook et al., 2001; Cheng et al., 2002; Seo and 
Koshiba , 2002) and the GINS to the ABA3 gene (Ar­
royo et al., 2001). 

An additional set of sugar-insensitive mutants re­
vealed that components of ABA signaling also par­
ticipate in sugar responses during early seedling 
development. Four independent sugar-insensitive 
mutants ('?in6, sun6, sis5, and isi3) are allelic to the 
ABA-insensitive mutant abi4 (Arenas-Huertero et al., 
2000; Huijser et al., 2000; La by et al., 2000; Rook et al., 
2001), which exhibits altered ABA sensitivity in seeds 
and seedlings (Finkelstein, 1994; Soderman et al., 
2000). ABI4 belongs to the family of AP2 (APETALA 
2) transcription factors (Finkelstein et al., 1998; 
Riechmann and Meyerowitz, 1998). Like abi4, the 
mutant nbi5 displays a sugar-insensitive phenotype 
(Arenas-Huertero et al. , 2000; Laby et al., 2000; Bro­
card et al. , 2002), which shows that this factor also 
plays a role during sugar signaling. The product of 
the ABIS gene corresponds to the basic Leu zipper 
class of transcriptional regulators (Finkelstein and 
Lynch, 2000; Lopez-Molina and Chua, 2000; Jakoby et 
al. , 2002). AB/5 expression is subject to complex reg­
ulation by different factors including ABA, drought, 
salt, and Glc, which are positive regulators (Lopez­
Molina et al., 2001; Brocard et al. , 2002). However, the 
ABI5 protein in vegetative tissues appears to be 
present only during a narrow developmental win­
dow, shortly after seed germination, and is proposed 
to be a key player in monitoring environmental con­
ditions during early seedling growth (Lopez-Molina 
et al., 2001) . 

In addition to strengthening the connection be­
tween ABA and sugar signaling, the analysis of the 
ginl mutant revealed an antagonistic relation be­
tween sugar and ethylene signaling pathways (Zhou 
et al., 1998). This is supported by the finding that two 
sugar-insensitive mutants, gin4 and sisl, are alleles of 
the constitutive ethylene response mutant, ctrl (Gib­
son et al., 2001; Cheng et al., 2002). Also, it has been 
demonstrated that the etrl (ethi¡lene resistant 1) and 
eth ylene-insensitive mutants (ein2, ein3, and ein6) 
display sugar oversensitive phenotypes (Zhou et al. , 
1998; Cheng et al., 2002). 

The emerging picture supports the notion that 
sugar signaling during early seedling development 
involves extensive interactions with the hormones 
ABA and ethylene (Leon and Sheen, 2003). Neverthe­
less, to understand in detail the molecular roles that 
ABA and ethylene play in sugar signaling, the func­
tion and regulation that known factors play in these 
signaling cascades must be addressed . In the present 
work, we performed a detailed analysis of the regu­
lation of the ABI4 gene by Glc. We found that the 
ABI4 transcript accumulates shortly after Glc expo-
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sure and that this response depends on sequences 
located in the 5'-upstream region. We also have ex­
tended our analyses to two othe r genes, ABIS and 
CTRI , mutations in these loci(s) result in Glc­
insensitive phenotypes. We found that the ABIS and 
CTRI transcript levels are also affected by Glc. Inter­
estingly, the ABI4 transcript response to Glc is only 
observed in a short developmental window that cor­
relates with the susceptibility of seedlings to arrest 
development by sugars. Although transcript levels of 
these genes are also affected by osmotic stress and 
ABA, specific regulation by Glc is supported by the 
transcript accumulation pattern profile and by the 
use of the Glc analog 2DG. We also show that ABI4 
and ABIS G!c regulation is affected in gin, nba, abi, 
and ctrl mutants, supporting the participation of 
ABA and eth ylene in sugar responses. 

RESULTS 

Regulation of ABl4 by Glc 

It has been shown previously that the AB14 tran­
script accumulates in wild-type seedlings grown in 
the presence of Murashige and Skoog 7'Yo (w /v) Glc 
but not in those grown on Murashige and Skoog 2% 
(w /v) Glc (Arenas-Huertero e t al., 2000; Cheng et al., 
2002). Because the expression of AB/4 gene is high in 
dry seeds (Soderman et al. , 2000), and seedling 
growth is arrested by high Glc (Arenas-Huertero et 
al. , 2000), it was important to determine if ABI4 tran­
script accumulation in Glc-treated seedlings was re­
sidual from the seed . The accumulation of the ABI4 
transcript was followed in seedlings germinated on 
standard medium and then exposed to Murashige 
and Skoog 7% (w / v) Glc media for different incuba­
tion periods. We used Murashige and Skoog 1% 
(w / v) Suc as standard media beca use it has identical 
effects on ABI4 expression as 2% (w /v) Glc; also, Suc 
is the preferred carbon source used by plants. As 
shown in Figure lA, in 2-d-old seedlings, the ABI4 
transcript accumulates at higher levels shortly after 
Glc treatment (6 h), and this accumulation is main­
tained for at least 12 h. These results support the idea 
that the ABl4 transcript accumulates de novo in re­
sponse to Glc. 

To determine the spatial, temporal , and develop­
mental expression pattern of ABI4 Glc-mediated ac­
cumulation, we used transgenic plants expressing the 
CUS reporter under the control of the 3-kb region 
upstrearn of the start codon of the AB/4 gene. This 
construct was described previousl y and was shown 
to confer high GUS expression during seed develop­
ment, as expected for the A 814 gene (Soderrnan et a l. , 
2000). Because the GUS protein is very stable (Jeffer­
son et al. , 1987), the experiments performed with 
these transgenic lines were done under continuous 
growth on either standard or Glc media. Using flu­
orometric analysis performed in the linear range of 
product accumulation, the specific activity of GUS 
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Figure 1. Glc induction oí the AB/4 transc ript and spatial express ion 
pattern A, Glc regul at ion oí the AB/4 gene. Northern blot from 
Co lumbia-O (Co l-O) plants grown íor 2 d on standard liquid media 
and exposed to Murashige and Skoog (MS) 7% (w/v) G lc for O, 6, and 
12 h. Each lane contains 8 µ g oí total RNA. The complete AB/4 

cONA was used as a probe. B, ¡3-Glucuronidase (GUS)-spec iíi c 
ac ti v ity was measured in dry seeds (05), 1-h-imbibed seeds (IS), 3-d 
co ld -trea ted seeds (CTS), or gerrninating seedlings in standard media 
(SM ) or Murashi ge and Skoog 7% (w/v) Glc for 1, 3, and 1 O d. Each 
point represents the rnea n oí four independent lines and four biolog­
ica ll y independent experiments, expressed as nanomoles of methyl­
urnbelli ferone per microgram oí total protein per minute. C, GUS 
activity of Glc-trea ted seedli ngs relati ve to the GUS leve! of their 
corresponding standard med ia grown plants, normalized to 1 in each 
case . Bars = so (sometimes smaller than the sca le). GUS staining of 
AB/4::CUS seedlings grown on sta ndard media for 3 (0) or 1 O (E) d. 
GUS staining of AB/4::CUS seedlings grown on MS 4% (w/v) G lc for 
3 (F) or 1 O (G) d. GUS staining of AB/4::CUS seed lings grown on MS 
7% (w/v) Glc fo r 3 (H) or 1 O (1) d. The value of a representative 
experirnent of the GUS-specific act ivity of transgenic lines grown in 
each cond ition is show n. J, Glc regulation of the GUS transcript 
level. Transgeni c p lants carry ing the AB/4::CUS express ion cassette 
were grown in standard li qu id med ia for 2 el followed by the expo­
sure to M urash ige and Skoog 7% (w/v) Glc. Samples were taken at O, 
6, and 12 h. Five mi crograms of total RNA from each sarnple were 
loaded in eac h lane and hybridi zed w ith a 600-bp fragment of the 
GUS gene. 

was measured in standard media grown seeds and 
seedlings and compared with those grown in the 
presence of Glc. A considerable leve! of GUS expres­
sion is detected in dry, 1-h-imbibed, and 3-d cold­
treated seeds; however, no difference was observed 
between. standard media and Glc media (Fig. lB). 
Although GUS-specific activi ty increased transien.tly 
in seedlin.gs grown on standard media, 3-d-old seed­
lin.gs grown in either 4% or 7% (w /v) Glc had 2- to 
4-fold higher GUS activity than those grown on stan­
dard media (Fig. 1, B and C). This difference is even 
higher in the 10-d-old seedlings grown in 4% or 7% 
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(w /v) Glc, as the result of the lower levels found in 
standard media , and clearly reflects an induction 
above the levels found in dry seeds (Fig. 1, B and C). 
Similar results were obtained with four independent 
transgenic lines, which demonstrate that the ABI4 5' 
regulatory region used in these constructs includes at 
least part of the cis-acting elements involved in the 
response to Glc. 

The expression pattern of the ABI4 transcript upon 
Glc treatment was determined by GUS histochemical 
analysis. As shown in Figure lD in 3-d-old seedlin.gs 
grown on standard media, GUS staining is mostly 
confined to the cotyledons and hypocotyl region and 
is not observed in roots, with the exception of the 
root cap and the quiescent center. Interestingly, de­
tectable GUS staining in older seedlings is Jost (Fig. 
lE), which is consistent with the ABI4 mRNA analy­
sis (see below) and with previously reported data 
(Soderman et al., 2000). This expression pattern was 
reproducible in independ ent lines showing that ABI4 
is clearly regulated by a developmental program 
(compare Fig. 1, O with E). When. plants were germi­
n.ated in the presence of 4% or 7% (w /v) Glc, the 
levels of GUS stainin.g increased with Glc concentra­
tion . In the presence of Glc, GUS activity was de­
tected n.ot only in 3-d-old seed lings (Fig. 1, D versus 
F and H) but also in 10-d-old plants (Fig. 1, E versus 
G and l) . The GUS expression patterns in Glc and 
standard media were qualitatively similar, except in 
the root of 3-d-old seedlings, where the presence to 
either 4% or 7% (w /v) Glc expanded the domain of 
GUS expression (Fig. 1, O versus F and H). These 
results suggest that the presence of Glc might not 
only increase the levels of the ABI4 transcript but also 
could modify its expression pattern. 

Because most of our analysis has been carried out 
in arrested seedlings, we explored whether Glc also 
induced the ABI4 transcript in a nonarrested devel­
opmental condition. Although 10-d-old seedlings 
grown on standard media had no detectable GUS 
activity (Fig. lE), those grown in the presence of 4% 
(w /v) Glc exhibited GUS activi ty even though these 
seedlings were not arrested (Fig. lG). The GUS stain­
ing pattern of these plants, which is restricted to the 
hypocotyl and cotyledons, resembles that of the 3-d­
old seedlings grown on standard media (Fig. lD). 
Interestingly, no staining was ever detected in the 
first pair of true leaves. We corroborated by 
northern-blot analysis that the increase in GUS activ­
ity represents an induction of GUS mRNA accumu­
lation in response to Glc in 2-d-old seedlings (Fig. lJ), 
which correlates with the endogenous ABI4 mRNA 
accumulation shown in Figure lA. 

Glc Affects the ABIS and CTRl Transcript Levels 

The results described above indicate that Glc in­
duces the expression of the ABI4 transcript, a factor 
required for proper sugar response during post-

233 



Arroyo et aL 

germination development. Similar results were re­
cently found for genes involved in sugar signaling, 
such as ABA2 and other ABA biosynthetic genes, 
whose transcript levels are regulated by Glc (Cheng 
et al., 2002). Thus, Glc appears to modulate the tran­
script leve! of genes involved in its own signaling 
pathway. In addition to AB/4 and the ABA genes, the 
molecular characterization of other sugar-insensitive 
mutants has permitted the identification of addi­
tional factors required for a normal sugar response. 
The abi5 mutant also displays resistance to high sugar 
concentrations (Arenas-Huertero et al., 2000; Laby et 
al., 2000), whereas overexpression of ABIS results in 
hypersensitivity to sugar (Brocard et al., 2002; Finkel­
stein et al. , 2002). However, the participation of ABI5 
during sugar seedling response is still under debate 
beca use the resistance of the abi5 mutant seems not to 
be as strong as the abi4 mutant (Gazzarrini and Mc­
Court, 2001). In addition, two other independent 
sugar mutants (sis1 and gin4 ) have been found to 
affect the ethylene signaling CTR1 gene (Gibson et 
al., 2001 ; Cheng et al. , 2002). 

To determine whether or not, or und er what con­
ditions, the AB /5 and CTRl genes are regulated by 
Glc, we followed the transcript accumulation pa ttern 
of AB/4, AB/5, and CTRl genes in 3-d-old wild-type 
seedlings af ter transfer to 7'Yo (w / v) Glc media . In 
this case, semiguantitative reverse transcriptase (RT)­
PCR analysis was used at different times after trans­
fer to Glc trea tment. As shown in Figure 2, a strong 
accumulation of AB/4 transcript is detected 6 h after 
transfer, in comparison with the undetectable levels 
found at the beginning of the treatment (Fig. 2) . This 
result is in accordance with our northern data (Fig. 
lA) that corroborate that this is a reliable method to 
analyze the other genes. Interestingly, we found that 

T24 3 6 24 72 

AB/4 

AB/5 

CTR1 

APT1 ------
Figure 2. AB/4, AB /5, anrl CTRI transcri pt accumulation is regulated 
by Glc. RT-PCR analys is of to tal RNA from 3-d-o ld w ilcl -type (Was­
silewskija [WsJ) seedlings grow n in standa rd media and transferred to 
Murashi ge ancl Skoog 7% (w/v) Glc fo r 1, 3, 6, 24, and 72 h. The PCR 
produ ct of APTI was used as a cDNA loading control. Specifi c 
primers were used to amplify AB/4, AB/5, CTRI, and APTI gene 
transcri pts . The lengths of the PCR products are 974, 183, 353, and 
478 bp fo r AB /4, AB/5, CTRI, and APTI, respectively. The l inear 
phase of the exponent ial PCR react ion was corroborated fo r each 
gene (data not shown). A representative experiment from three bi o­
logica lly independent experiments is shown, including only the 24-h 
transference (T24) contro l fo r simpli fication. The mea ns ~ SE of ali 
three experiments and thei r correspo nding transfer contro ls are in­
cluded in Figure 4, O to F. 
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Figure 3. AB/4 response to osmotic stress. Northern blots from w ild­
type (Col -O) and AB/4::CU5 transgeni c 2-d-old seedlings grown on 
standard liquid medi a and exposed to Murashige and Skoog 7% (w/v) 
mannitol for O, 6, and 12 h or Murashige and Skoog 7% (w/v) Glc for 
12 h (G). Each lane contains 8 µ,g of total RNA. The complete AB/4 
e O NA anda 600-bp C US fragment were used as probes. rRNAs were 
used as loading control. 

the levels of the AB/5 and CTR1 transcripts are also 
affected by Glc. ABl5 accumulates in response to Glc 
even faster than ABI4 because it is detected shortly (1 
h) after transfer to Glc. The CTRl expression pattern 
is more complex beca use a decrease of th e transcrip t 
leve! is observed reproducibly l h a fter transfe r to 
Glc, but its leve! subsequently recovers. The G lc re­
sponse of these genes is not due to a stress caused by 
transfer ring the plantas it was corroborated by bio­
logically independen t transfer experiments to stan­
dard media (see following sec tions) . We observed 
that the expression of the ABI5 gene in response to 
Glc is not maintained at the same levels between 24 
and 72 h of the Glc treatment. As important devel­
opmental changes occur in this period, it is possible 
that this fluctuation maybe related to the intrinsic 
plant development. 

To discriminate whether the response of ABI4, 
ABl5, and CTR1 gene transcripts corresponds to a Glc 
signa! or to an osmotic effect caused by the Glc 
concentration used in the experiments, we analyzed 
gene expression in response to isosmotic concentra­
tions of mannitol. Initially, we followed the ABl4 
response to 7% (w /v) mannitol by northern-blot 
analysis in wild-type and ABJ4::GUS transgenic seed­
lings, using the same conditions described in Figure 
1, A and J. As shown in Figure 3, the levels of AB/4 
and ABJ4::GUS gene transcripts slightly increase in 
the presence of mannitol but do not show th e sub­
stan tial sustained increases observed in the presence 
of Glc (Figs. l A versus 3). Meanwhile, the ABl4 tran­
scri pt leve! is maintained high in Glc over the period 
analyzed (12 h), it is reduced in the mannitol trea t­
ment (Fig. 3). In the case of the ABI4::GUS gene 
transcript, we did not observe a decrease in the tran­
script leve! at 12 h, and this may be due to the 
intrinsic stability of the GUS mRNA compared with 
the ABI4 transcript. Thus, these results led us to 
conclude that the ABI4 transcript accumulation ob­
served in the Glc treatment is not entirely due toan 
osmotic response. 
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To fully analyze the osmotic response during 
shorter and longer treatrnent periods for ABI4, ABIS, 
and CTRl genes, RT-PCR experiments were per­
formed. Interestingly, the ABIS and CTRl genes are 
also responsive to osmoticum. The ABI4 and ABIS 
transcripts are positively regulated by mannitol, 
whereas CTRl transcript leve] is reduced (Fig. 4A). A 
specific accumulation of ABI4 transcript in response 
to Glc begins at 6 h (Figs. 2 and 4D). In response to 
osmotic stress, ABI4 transcript accumulation is ob­
served earlier, but the levels are notably lower than 
in response to Glc (Fig. 4D), in agreernent with the 
data from the northern blot (Figs. lA and 3). Once 
again, no detectable levels of ABI4 transcript were 
found at O h of treatment (Fig. 4D). Under our con­
ditions, the ABIS expression pattern is similar in both 
Glc and mannitol treatrnents (Figs. 2 and 4, A and E). 
Thus, with these data, it is still not possible to dis­
criminate whether Glc directly regulates ABIS gene 
expression. In the case of the CTRl transcript, man­
nitol treatment results in a permanent repression in 
contrast to Glc, where a transient repression is fol­
lowed by a recovery (Fig. 4F). Thus, we suggested 
that Glc is capable of overriding the osmotic signa! 
generated in these conditions, which led us to con­
clude that Glc regulates CTRl transcript levels. 

We have demonstrated previously that seedlings 
grown on Glc contain higher levels of ABA, reguired 
for normal Glc signaling, and the participation of 

Differential Regulation of AB/4, AB/5, and CTRl by Glc 

ABA in osmotic responses is also very well estab­
lished (Zeevaart and Creelman, 1988; Arenas­
Huertero et al., 2000). In addition, it has been re­
ported that the ABTS gene is induced in young 
seedlings by ABA, salt, Glc, and drought treatments 
(Lopez-Molina et al., 2001; Brocard et al., 2002). 
Therefore, it was important to determine if ABA also 
regulates the AB14 and CTRl transcripts. We tested 
the accumulation of AB14, ABIS, and CTRl genes in 
response to the addition of 100 µM ABA (Fig. 4B). The 
rd29A gene was used as control because it is known 
to be ABA and osmotic responsive (Yamaguchi­
Shinozaki and Shinozaki, 1994). The levels of the 
three transcripts were modulated in response to ABA 
(Fig. 4B). In general terms, the transcript accumula­
tion profile for ali three regulatory genes after ABA 
treatment correlates with their responses to mannitol 
(Fig. 4, D-F), suggesting that at least part of the 
observed osmotic response might be ABA depen­
dent, similar to the rd29A control gene (Fig. 4, A and 
B). As in the case of the mannitol treatment, ABI4 
accumulation in response to ABA is notably lower 
than that observed in response to Glc, when com­
pared with the APTl interna! control gene (Fig. 4D). 

To further investiga te the specificity of Glc regula­
tion over the ABIS gene, inductions were performed 
using the phosphorylable Glc analog 2DG. 2DG has 
been shown to act as a potent sugar signa! for the 
regulation of a variety of Glc-regulated genes in yeast 
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Figure 4. Gl c regulation of AB/4, AB/5, and CTR7 genes is nol due to 1he osmotic effect of Glc. Three-day-old WT (Ws) 
seedlings grown in standard media were transferred to standard media plus either 7% (w/v) mannitol (A), 100 µ M ABA (B ), 

or 0.5 111M 20G (() for 1, 3, 6, and 24 h. For simplifi ca tion, only the 24-h transfer (T24) control was included. RT-PCR was 
perfor111ed as desc ribed in Figure 2. The rd29A gene was used as cont rol of ABA and osmotic treat111ent s. Compara tive 
hi stograms of the densitometric quantification of the PCR products fro111 hiological ly independent experiments are shown for 
AB/4 (0 ), AB/5 (E), and CTRl (F) in response to 7% (w/v) Glc, 0. 5 mM 20G, 7% (w/v) 111annito l, and 100 µ M ABA and 
including the transfer co ntrol s (T control) for each time po int. In the case of AB/4 , where no detectabl e transcript levels were 
found, such as O h and 111ost of the T control times, no har is observed (0 ). The APTl RT-PCR product was used as internal 
contro l in each reaction, and the va lue of each condition and the relative unils of the a111plifi ca tion signals ohtained by lhe 
densitometri c analys is o f each gene are normalized to the a111plification signal of the control APTl gene (arbitrary units). The 
data on the graphic correspond to the rnea n :':: SE of three separate experiments. 
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and plants. Glc-mediated gene regulation by 2DG 
has been detected when used at much lower concen­
trations (0.5-2 mM) than Glc (Graham et al., 1994; 
Jang and Sheen, 1994), which avoid an osmotic effect. 
2DG is known to be very toxic to plant cells; thus, the 
initial experiments were performed with increasing 
concentrations of this analog to establish the lowest 
effective concentration (data not shown). It was ob­
served that a concentration of 0.5 mM 2DG gave 
detectable responses of the Glc-regulated ABI4 gene 
without affecting the leve ls of the APTl gene used as 
interna] control (Fig. 4C). Similar to ABI4, the ABIS 
gene is responsive to 2DG (Fig. 4C), supporting a 
direct regulation by Glc independent of the osmotic 
responses. Based on the present analysis, we con­
clude that Glc has a direct and specific regulatory 
role over the transcript accumulation levels of ABI4, 
ABIS, and CTRl , which can be differentiated from 
their osmotic regulation. ln summary, our data point 
to a complex regulation of the transcript accumula­
tion of ABI4, ABlS, and CTRl genes by multiple 
factors. 

Glc Regulation of ABl4 and CTRl Transcript 
Accumulation Is Affected by Developmental Signals 

lt has been shown that the susceptibility of young 
seedlings to developmental arres t in response to 
sugars is restricted to a short period of time after 
germination (Gibson et al. , 2001) . We examined 
whether the regulation of the AB14, ABJS, and CTRl 
genes by sugar observed in cotyledon stage seed­
lings was also limi ted to a developmental period. 
The accumulation of ABI4, ABIS, and CTRl tran­
scripts in response to Glc (Fig. SA) was examined in 
6-d-old seedlings containing the first pair of true 
leaves. Interestingly, the response to Glc of ABI4 
and CTRl is different from that observed in younger 
plants. Unlike in 3-d-old seedlings, ABI4 induction 
by Glc was undetectable in 6-d-old plants (Fig. SA); 
similar results were observed in AB14::GUS trans­
genic lines by GUS protein activity (data not 
shown). The capacity of these plants to respond is 
lost not only for the Glc signa] but also for ABA and 
even for the potent sugar analog 2DG (Fig. 5). We 
occasionally observed a very slight band after a 1-h 
transfer to 2DG treatment; however, this fluctuation 
was not reproducible in ali experiments. Hence, this 
variation was considered to be within the experi­
mental fluctuation and nota 2DG-specific effect. In 
the case of CTRl gene, the transient repression ob­
served in the first hour of Glc trea trnent in 3-d -old 
seedlings (presurnably dueto osrnotic stress) is lost 
a t this older s tage. However, th e leve! of this gene is 
induced after 24 to 72 h of Glc treatment. Thus, it 
appears that CTRl is s till responsive to Glc but with 
a different expression pattern than the one observed 
early in developrnent (Fig. 4A). It is interesting that 
2DG did not reproduce the Glc induction (Fig. 48), 
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Figure 5. Glc regulation of AB/4 and CTRJ transcript accumul ation 
is affected by developmental signals. Six-day-o ld WT (W s) seed­
lings grown in standard medi a and transferred to M urashige and 
Skoog 7% (w/v) Gl c (A), standard media plus 0.5 m M 2DG (B), o r 
100 µ,M ABA (C) fo r the indi ca ted times. For simplificati on, the 24-h 
transfer (T24) contro l is included, but similar levels to thi s co ntro l 
were observed in the rest of the control times (data not shown ). 
The PCR product of APTJ was used as a cDNA loading co ntro l. 
Samples were collected and used for RT-PCR analysis as described. 
Thi s picture is representative of three biologically independent 
ex peri ments. 

suggesting that either a s igna l derived from the 
further metabolism of Glc (Xiao et al., 2000) or from 
additional developmental s ignals might be respon­
sible for this response. Finally, a different CTRl 
response is also observed with a direct ABA treat­
rnent (Fig. SC). 

Surprisingly, in 6-d-old seedlings, the ABIS tran­
script is regulated by Glc (Fig. SA), 2DG (Fig. SB), 
and ABA (Fig. SC), with a similar pattern to the one 
found at 3 d. These results are consistent to those 
recently reported by Brocard et al. (2002) but con­
trast with the report that the ABIS protein induction 
in response to ABA is res tricted to a narrow devel­
opmental window (Lopez-Molina et al., 2001 ). We 
also confirmed that none of the responses was a 
result of the physical transfer of the plants (data not 
shown). · 
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ABI4 and ABIS Glc Regulation Is Affected in Mutants 
Displaying Altered Glc Responses 

With the aim to furthe r analyze the Glc-mediated 
regulation of ABI4 and ABI5 genes, we explored the 
leve ls of their transcripts in different mutant bac k­
grounds that display a Glc-insensitive phenotype. 
Because the CTRl Glc response is complex, this anal­
ysis was carried out only with ABI4 and ABI5 genes. 
Thus, the ABA-deficient (abn3-6 /gín5, nbal-1, gínl-1 / 
abn2, and nbn3-2), the ABA-insensitive (nbí4-6 / gín6 
and abi5-1), and eth ylene signaling ctrl -1 mutants 
were chosen for this stud y. Initially, the abundance 
of ABI4 and ABJ5 transcripts was determined in the 
abi4-61,<?;in6, abi5-1 and ginl-1/abn2 mutants grown for 
3 d in standard media and tra nsferred to 7% (w /v) 
Glc media for 6 h. Figure 6A shows that ABI4 and 
ABJ5 tra nscript accumulation in response to Glc is 
dra matica ll y reduced in these three mutants. A very 
similar response was observed when these mutants 
were grown continuously in the presence of Glc (Fig. 
6, B and D). Given that these three mutants showed 
no difference when grown continuously in Glc, the 
rest of the rnutants were also ana lyzed under these 
conditions. Figure 6B shows that the induction of 
ABJ4 transcript in response to Glc is dramaticall y 
reduced in the gin mutants analyzed. Also, an impor­
tant reduction of the Glc-mediated transcript accu­
rnulation for the ABI5 gene is observed for this set of 
mutants with the exception of nbi4-6/,<(; in6, in which a 
s light induction is still observed . Tt is possible that 
the leve! of the ABJ4 factor in this mutant, which 
affects the promoter region of the ABI4 gene (Arenas­
Huertero et al. , 2000), is sufficient to preserve sorne 
regula tion that it is detec table under the continuous 
Glc g rowth condition. AB/4 and ABI5 transcript ac­
cumulation in response to Glc in aba mutants was 
also cornpared with their corresponding wild-type 
ecotype (Fig. 6C). Similar to the gin mutants, ABI4 
transcript induction by Glc is basica lly eliminated in 
th e nbn muta nts. The ABJ5 expression pattern is also 
affec ted in this set of mutants, although to a lesser 
ex tent than in nbn2-1 (Fig. SC). Our previous report 
demonstrated that the addition of nanomolar concen­
tra tions of ABA restores Glc sensitivi ty in aba mu­
tants (Arenas-Huertero et al., 2000). In accordance 
with this finding, the addition of 100 nM ABA to the 
Glc media restores transcript accumulation in the 
nbn1 -1 plant of ABI4 and also in ABJ5, where the 
observed induction is notas high as ABI4, probably 
dueto the existing basal levels of thi s gene (Fig. 6C). 

Finally, we followed ABI4 and ABJ5 transcript re­
sponse to Glc in ethylene a nd ABA signa ling mu­
tants. The response of these two tra nscr ipts was af­
fected in the ctrl-1 mutant (Fig. 6C). We have shown 
previously tha t only two of the reported ABA­
insensiti ve rnutants (nbi4-1 and abi5-1) display altered 
Glc sensi ti vi ty, whereas the remainder (nbi1-1 , abi2-1, 
and abi3-1) show a wild-type response (Arenas­
Huertero et a l. , 2000). As shown in Figure 6D, tran-
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were grown in standa rd media for 3 d (TO) and transferred to the same 
media( - ) o r M urashige and Skoog 7% (w/v) Glc (+ ) fo r 6 h (T6). gin 
(B), aha ancl ctrl (C), and ahi (0 ) p lants were grown on standard 
media( - ), Murashige and Skoog 7% (w/v) Glc ( + ), or Murashige and 
Skoog 7'Y., (w/v) Glc plus 100 nM ABA (*) during 18 d. Co l-O ecotype 
(aba2-7 and ctrl- 7 geneti c background) has exactl y the sanie re­
sponse as the Landsberg erecta (Ler) ecotype under these conditions. 
For simplifi ca ti on, the Col-O ecotype PC R is omitted in thi s figu re. 
Samples were harvested and used for RT-PCR analysis as described. 
The PCR product of APTI was used as a cDNA loading contro l. A 
representative experiment from three bio logica lly independent ex­
periments is shown. 

script accumulation of ABI4 and AB/5 in response to 
Glc is altered only in abi4-1 and nbi5-1 plants but not 
in abi mutants with normal Glc sensi tivity (nbil, 
nbi2-1 , and abi3-1) . 

DISCUSSION 

The increasing number and diversi ty of genes reg­
ulated by sugars reflects th e importance of sugar 
signaling (Koch , 1996; Rolland et al., 2002). Such 
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regulation has profound effects on plant growth, de­
velopment, and stress response (Koch, 1996; Smeek­
ens, 1998). The mechanisms by which sugars modu­
Jate gene expression are variable. It has been shown 
that the transcription of severa! genes is induced or 
repressed by sugars, but other levels of regulation 
have also been reported (Koch, 1996; Chan and Yu, 
1998; Rook et al., 1998; Cheng et al., 1999; Cotelle et 
al., 2000; Toyofuku et al., 2000). Very little is known 
about the effects that sugars have on the expression 
of genes that participate in the sugar signaling cas­
cade. It has been reported that a putative sugar sig­
naling component (AtSR2) that belongs to the SNFl­
related protein family is induced by Suc, Glc, and Fru 
(Chikano et al. , 2001). Recen ti y, it has been found that 
the expression leve] of severa! genes in volved in ABA 
biosyn thesis and in the Glc post-germination re­
sponse is also mod ulated by Glc (Cheng et al., 2002). 
During the characterization of the :zin6 mutant, we 
observed that the AB14 transcript accumulated when 
plants were grown in the presence of Glc, suggesting 
a possible regulation of this gene by sugars (Arenas­
Huertero et al., 2000). In this work, it is shown that 
the transcript levels of ABI4 and two additional fac­
tors that affect sugar signaling, ABIS and CTRl, are 
modulated upon Glc addition. The induction strategy 
used in this work permitted to demonstrate that the 
modulation of transcript levels by Glc is independent 
of the developmental arrest produced by the contin­
uous presence of sugars. 

Loci Implicated in Sugar Response Are Regulated by 
Glc, Osmotic Stress, and ABA 

AB14 mutant alleles have been isolated in sugar 
mutant screens on multiple occasions, using different 
approaches and different mutant collections (Arenas­
Huertero et al., 2000; Huijser et al., 2000; Laby et al., 
2000; Rook et al. , 2001). This finding may be indica­
tive of the central role that ABI4 plays in Glc re­
sponses during early seedling development and 
prompted us to analyze severa! aspects of its regula­
tion in further detail. The ABI4 transcription factor, 
in addition to its role in sugar signaling, is well 
known to be reguired in seed development and salt 
responses (Finkelstein et al., 1998, 2002; Quesada et 
al., 2000). ABI4 is expressed in seeds, and its highest 
levels are found at seed maturity, but very low levels 
of this transcript (that disappear shortly after germi­
nation) have been reported in vegetative tissues (So­
derman et al., 2000). In agreement wi th this report, 
under our standard growth conditions, we found 
that after germination (3 d), the AB/4 transcript de­
clines to levels undetectable by RT-PCR. The very 
low levels of GUS activity detected in 10-d-old 
ABI4::GUS plants probably reflect the intrinsic stabil­
ity of the GUS protein. However, Glc has the capacity 
to increase ABI4 transcript levels. This is true not 
only in the developmentally arrested seedlings but 
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also under conditions that do not result in develop­
mental arrest. Although transcriptional reg ula tion by 
sugars is the most studied process (Smeekens, 2000), 
posttranscriptional sugar regulatory events might 
also be responsible for such transcript accumulation. 
In either case, because the accumulation is also ob­
served in ABI4::GUS transgenic plants, at least part of 
the region involved in this sugar-mediated regula­
tion seems to be located within the 3-kb upstream of 
the initiation codon of the ABI4 gene. 

Based on the GUS expression pattern of different 
independent transgenic lines grown in 4% and 7% 
(w /v) Glc, the tissues where the ABI4 transcript is 
detected are similar to those of younger seedlings 
when grown in low sugar (standard media). A nota­
ble exception is the primary root, where the detect­
able expression in 3-d-old standard media-grown 
seedlings was confined to the root tip, whereas in 
those grown in Glc, the GUS reporter is detected in 
most of the root tissues. Thus, it is possible that Glc 
not only increases the transcript levels of the ABI4 
gene but also changes its expression pattern. It is 
interesting that in abi4, abiS, and three ABA biosyn­
thetic mutants, an altered lateral root form ation in 
response to nitrate is observed (Signora et al., 2001). 
These findings suggest that ABA, ABI4, and ABIS 
might have a role in the lateral root development, 
regulated by the antagonism between N a nd C 
(Zhang et al., 2000). Thus, the expression of the ABl4 
gene along the root under high Glc concentrations 
might be related to such interaction. Similarly, 
ABIS::GUS expression was reported recently to be 
localized to both primary and lateral root tips under 
unstressed conditions, with expression increased and 
expanded throughout 3-d-old seedling roots in re­
sponse to ABA, Glc, and other stresses (Brocard et al., 
2002). The mechanism of ABI4 and ABIS action in this 
interaction remains to be explored in the future . 

In addition to ABl4, two additional sugar signaling 
factors, ABIS and CTRl, have been shown to affect 
Glc responses in plants. Mutations of these two genes 
cause Glc-insensitive phenotypes (Arenas-Huertero 
et al., 2000; Laby et al., 2000; Gibson et al., 2001; 
Cheng et al., 2002) in addition to their respective 
reported roles in ABA and ethylene signaling (Finkel­
stein, 1994; Stepanova and Ecker, 2000) . Previous 
results had already shown that ABA, salt, and 
drought triggers the accumulation of the ABIS pro­
tein (Lopez-Molina et al., 2001). We observed that the 
ABIS and CTRl transcript levels are modulated by 
Glc. Similar to ABI4, the ABIS transcript accumulates 
in wild-type seedlings transferred to Glc. During the 
time that this analysis was performed, it was re­
ported that GUS-specific activity in ABJS: :GUS trans­
genic plants increases in response to severa] stresses, 
including a Glc treatment for 2 d (Brocard et al., 
2002). In this work, we further demonstrate that ABIS 
transcript accumulation is detectable 1 h after Glc 
addition. This response is even faster than the one 
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observed for the ABI4 transcript (6 h), which might 
suggest a different time frame requirement for these 
two factors during Glc response and/or a different 
mechanism of induction. 

Distinct Glc and Osmotic Regulation of Sugar 
Response Loci 

Severa! lines of evidence allow us to suggest that 
the observed Glc regulation of the AB14, ABIS, and 
CTRl genes is specific and not a pure osmotic re­
sponse. First, even though ABI4 responds to osmoti­
cum and ABA, the transcript accumulation kinetics 
for both signals are different from Glc induction, and 
the levels are considerably lower than in Glc-treated 
seedlings by northern and RT-PCR detection meth­
ods. Also, the CTRl osmotic and ABA responses are 
completely opposite to the one observed in Glc. Sec­
ond, ABI4 and ABIS genes are responsive to 0.5 mM 
2DG and, when compared with the 388 mM Glc cor­
responding to 7% (w /v), exert a negligible osmotic 
stress. Third, Glc-regulation of ABI4 and ABTS is al­
tered in mutants that affect Glc signaling but not in 
ABA response mutants that have a normal sugar 
response (abil, abi2, and abi3). Thus, our results 
strongly support the idea that even though these 
three genes respond to multiple factors including 
osmoticum and ABA, they do have a specific Glc 
response. The regulation of the transcript levels by 
Glc might representa positive feedback loop, impor­
tant to ensure a more sustain Glc response. Also, the 
induction of these factors by Glc could result in the 
modulation of other signaling pathways in which 
these factors play a role. · 

Based on the Glc-resistant phenotype of abi4-6 / gin6 
and abí5 mutants, it is clear that both transcription 
factors are required for Glc responses in seedlings. 
This requirement could be accomplished by a direct 
induction of the transcript leve! by Glc. In fact, the 
present analysis demonstrates that the levels of both 
transcripts do increase upon Glc treatment. The fact 
that the ctrl mutation cause Glc insensitivity indi­
cates that the presence of CTRl is also necessary for 
Glc signaling (Zhou et al., 1998; Gibson et al., 2001; 
Cheng et al., 2002). Surprisingly, the CTRl transcript 
in the presence of 7% (w /v) Glc is rapidly and tran­
siently reduced probably asan osmotic response, but 
it subsequently recovers. This recovery is specific for 
Glc and overrides the permanent repression caused 
by osmoticum or ABA treatments observed at early 
seedling development. Because CTRl acts as a nega­
tive regulator responsible for blocking the ethylene 
cascade, its presence should allow the increase in 
ABA leve! required during Glc response (Arenas­
Huertero et al., 2000; Cheng et al., 2002) that again 
could result in a positive feedback loop of the Glc 
signaling. Such observations are in agreement with 
the proposed opposite roles of ABA and ethylene in 
regulating Arabidopsis growth (Beaudoin et al., 2000; 
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Ghassemian et al., 2000; Gazzarrini and McCourt, 
2001; Finkelstein and Gibson, 2002). 

It is noteworthy that the osmotic response for ali 
three genes is similar to the pattern in ABA, suggest­
ing that this response might be at least in part ABA 
dependent (Leung and Giraudat, 1998). The regula­
tion of these genes by mannitol is not surprising, 
considering that the ABI5 protein is induced by 
drought and that alleles of the abi4 and abi5 mutants 
(sañ5 and neml, respectively) result in resistance to 
salt and osmotic stress inhibition of germination 
(Quesada et al. , 2000; Lopez-Molina et al., 2001; 
Caries et al. , 2002). Moreover, all mutants with a 
Glc-insensitive phenotype, including abí, aba, and 
ctrl, are also more resistant to the inhibition of 
growth observed in wild type by mannitol (400 mM), 
sorbitol (400 mM), and NaCJ (150 mM; Laby et al., 
2000; A. Arroyo and P. León, unpublished data). 
Thus, these data further reinforce the participation of 
ABI4 and ABIS during various aspects of the vegeta­
tive growth such as stress and developmental re­
sponses. However, Glc-sensitive abi mutants (abil, 
abi2, and abi3) also show sorne resistance to salt and 
osmotic stress at germination (Werner and Finkel­
stein, 1995; R.R. Finkelstein, unpublished data), sup­
porting the notion that responses to Glc and osmotic 
stress involve overlapping but different mechanisms. 

The essential role of ABA during sugar regulation 
is further reinforced because all mutants with low 
ABA levels are affected in the transcript regulation of 
the ABI4 and ABI5 transcription factors, but the ex­
ogenous addition of low concentrations of ABA re­
stores Glc regulation. lt is clear that the Glc effect 
does not depend on ABA alone because the ABA 
treatment <loes not reproduce the response on the 
transcript levels observed by the sugar signa!. This 
correlates with our previous results in which mutants 
such as gin6/abi4 displayed a Glc-insensitive pheno­
type despite that ABA levels are induced by the 
presence of Glc (Arenas-Huertero et al., 2000). 

It has been shown that ginl -1 / aba2 and gin5 / aba3-6 
mutants genetically interact with HXK, leading to the 
proposal that these genes participate in the HXK­
mediated pathway (Zhou et al., 1998; Arenas­
Huertero et al., 2000). It was observed that Glc­
mediated regulation of ABI4 and ABIS genes is 
altered in these mutants, suggesting that such regu­
lation might be, at least in part, dependent on hexose 
phosphorylation. This possibility is further sup­
ported by the finding that ABI4 and ABIS are posi­
tively regulated by 2DG, which has been used widely 
to dissect the HXK dependence in the Glc signa! 
transduction mechanism of a variety of genes (Rol­
land et al., 2002). Thus, these results together suggest 
that HXK might play a direct role on at least part of 
the regulation of ABI4 and ABIS transcript levels 
reported in this work, although direct proof is still 
required . 
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Developmental Controls of Glc Responsiveness 

We observed that the transcript levels of these 
three genes in response to Glc, 2DG, and ABA are 
affected by developmental signals. For the conditions 
analyzed, ABl4 is responsive during a very restricted 
developmental window of early seedling develop­
ment (before 6 d), whereas different CTRl responses 
occur at distinct developmental stages. A different 
story was found for the ABIS transcript, which was 
still responsive in the 6-d-old seedlings. This finding 
agrees with that recently obtained by Brocard et al. 
(2002), but contrasts with another report where it was 
found that the ABA-dependent accumulation of the 
ABIS protein is restricted to the first 2 d of seedling 
development (Lopez-Molina et al., 2001). Thus, de­
spite the accumulation of the transcript in response 
to ABA in th ese developmental stages, a posttran­
scriptional regulation is critica] for the accumulation 
of ABIS factor (Lopez-Molina et al., 2003). It would be 
very interesting to see whether a similar mechanism 
operates in response to Glc. Lopez-Molina et al. 
(2001) proposed that ABIS might be a key player for 
a checkpoint period wh en the environment is moni­
tored. This developmental period might be the same 
as the sugar-mediated arrest, where AB14 and ABIS 
seem to play key function s. So far, no physical inter­
actions between these two factors have been detected 
(Nakamura et al., 2001), which opens the possibility 
that these two transcriptional factors modulate the 
expression of a different set of genes. In response to 
Glc, this might also be true because a different time 
frame of expression patterns is observed between the 
two factors as has been mentioned already. lt has 
been suggested that ABIS and sorne of its homolo­
gous basic Leu zippers might function with sorne 
redundancy in ABA, sugar, and other stress re­
sponses (Kang et al., 2002; Leon and Sheen, 2003) . 
However, ABI4 could play a more critica! role in 
monitoring sugar status, at least during early devel­
opmental stages, because no apparent homologs are 
found , at least in the Arabidopsis genome. In conclu­
sion, these results indicate that these genes are finel y 
regulated during plant development by a variety of 
signals, and different sugar signaling molecules pos­
sibly are acting simultaneously at different tissues 
and stages of plant development. These results also 
raise questions about the molecules involved in Glc 
responses in Jater developmental stages. For exam­
ple, undetectable levels of ABl4 transcript were 
found both by northern and RT-PCR anaJysis in 6-d­
o ld seedlings, and similar results have been reported 
(Soderman et al. , 2000). Thus, the reguirement of this 
factor in la ter developmental stages is a subject that is 
presently analyzed by our g roup. 

In summary, this work provides direct evidence 
that the transcript abundance of three factors, ABI4, 
ABIS, and CTRl, is specifically regulated by Glc. 
These factors participate in a variety of plant re­
sponses to environmental conditions, hormonal sig-
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naling, and sugar regulation during early seedling 
development. Thus, these rnolecules should be inte­
grating a set of externa! signa Is and metabolic signa Is 
through the interaction with specific components. 
The regulation of these three factors by Glc rnight 
provide an important regulatory loop that allows a 
sustained Glc response. In addition, this regulation 
might integrate the fluctuations of the endogenous 
sugar concentrations with other signaling pathways 
in which these factors have a role, such as ABA and 
ethylene signaling. Glc reguJation over these genes is 
accomplished at least in part on their transcript leve Is 
that either modulate transcription or affect its mRNA 
stability. However, further analysis is needed to de­
termine whether the changes observed in this work 
are also reflected at the protein level. 

MATERIALS AND METHODS 

Plant Material and Growth Conditions 

Ara bidopsis plants \·vere routine ly grown unde r s te rile conditions in 
controlled grow th chambe rs (24ºC, 16-h-light /8-h-dark photope riod). Seeds 
were surface sterilized a nd plated on med ia contain ing 1 X Mu rash ige and 
Skoog basa l salt mixture (GIBC0-13R L, Gra nd ls la nd, NY) supplemented 
\V ith BS vitamins, 0.05% (w /v) MES, a nd 0.7'Y. ) (w /v) p h ytoagar. A li m ed ia 

conta ined either I º,{, (w /v) Suc (s ta nda rd med ia; Murashige and Skoog l 'X, 
[w/v ] Suc) or Glc at the indio1ted concent ra tions as ca rbon sources. For 
induction experiments in liquid , plants we re grow n on Mu rnshige and 
Skoog 1'X, (w /v) Suc media, then rep laced w ith M u rashige a nd Skoog 7'X, 
(w /v) G lc o r 7°/., (\v/v) ma1mito l. For inductions in solid med ia, p lan ts were 
grown over nylon filters on sta nda rd med ia , and the filter was then trans­
fe rred to Murashige a nd Skoog 7cy,, (w / v) Glc o r M urashige a nd Skoog ·¡•y., 
(w / v) Suc media plus 2DG (0.5 m M) or 7% (w / v) ma1mitol or 100 µ,M ABA 
of ("' ) cis-trans-isomer (Sigma, St. Louis). With this procedure, we avoided 
touching the seedling d u ring transfer. In all experiments, seeds were i.ncu ­
ba ted at 4ºC for 4 d to brea k d onnancy. 

The aba, abi, and ctrl-1 mutants and w ild-type plants Ws, Ler, and Col-O 
were obta ined from the Arabidopsis Biologica l Resource Ce nter. The gin1 -1 
mutan! was kindly provided by Dr. )en Sheen (Dep artment of Genetics, 
Ha rva rd Medical School, and Depa rtment of Molecula r Biology, Massachu­
setts Genera l Hospita l, Boston, MA). The abnl· I, aúa3-2, aúil-I , aúi2-I, and 
aúi3-I mutants a re in the Ler ecotype, w hereas nba2- I , aúi4-1, and ct r1-I a re 
in Col-O, and abi5-1 and sin'l-1 a re in Ws. The ABI4: :GUS transgenic pla nts 
(Col-O background ) were reported p rev iously (Sódenna n et a l. , 2000). Ho­
mozygous p lants from four independent ABI4::GUS transgenic lines were 
used to pe rfonn the GUS ana lysis in this work. 

Expression Analysis 

Tota l RNA was isolated using standa rd p ro tocols (A usubel e t al., 1989) 
fron1 seedlings grown as ind ica ted . For northe n1 blots, tota l RNA was 
fractionated by electrophoresis in 1.2% (w /v) aga rose gels and transferred 
onto Hybond N+ nylon membrane (A me rsham Corpora tion, Arlington 
He ights, IL). Hybridiza tions a nd washes were pe rformed at high-stringency 
conditions according to standard procedu res, using :-2 P-radi olabeled probes 
(C hurch and Gilbert, 1984). 

for RT- PCR analysis, cDNA was synthesized with Supe r Script 11 RT 
(G ll3C0-13R L) us ing 5 µ. g o f tota l RNA by o ligo(dT)-primed reverse tra n­
scription . A fraction (1 /80) of the first st ra nd cDNA was used as a templ ate 
far the PC R. Linea rity p hase of the exponent ia l PCR react ion was corro bo­
ra ted fo r each gene by comparisons of the PCR prod uct at d iffe re nt cycles 
(1 8, 25, 28, 30, 33, 35, and 40). The selected cycles fo r each gene used in the 
ex pe riments were as fo llows: 40 cycles for AB/4, 33 fo r AB/5, 30 for CTR1, 
and 30 for APT1. Each set of RT-PCR d ata reported in this work were 
repea ted in a t least th ree biologica lly inde pendent experiments. The g raphic 
re prese11tation of d ens itometric quantification of the RT-PCR ex pe rime nts 
'"' ªS d one using the Na tiona l Ins titutes of Hea lth lmage 1.61 progra m 
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(Nationa l Ins titutes of 1-Iea lth, Bethesda, MD) and nonnalized in each case 
by the APT1 control gene. The seque nce of the prilllers used, the co rre­
sponding s ize products, a nd Gene Bank accession numbers a re as follows: 
AB/4, 5' -ATGGACCCTfT AGCTTCCCA-3' and 5' -AAGATGGGATCAATA­
AAATC-3', 974 bp, AF040959; AB/5, 5'-GCA-TAT-ACA-GTG-GAA-TTG­
GA-3' il nd 5'-CGG-GTT-CCT-CAT-CAA-TGT-CC-3', 183 bp, AC006921.5; 
Crnl, 5'-GGT-CTC-TCG-CGA-TTG-AAG-GC-3' and 5'-GAG-CGG-TTG­
GGC-GGA-GGA -AC-3', 353 bp, L08790; rd29A, 5' -CGG-CGA-GAA-GTG­
ATG-ATG-TG -3' i! nd 5'-CTT-CTC-CAC-TTC-CTT-TGT-CG-3', 518 bp, 
013044; and APTl, 5 ' -TCCCAGA ATCGCTAAGATTGCC-3' and 5'­
CCTfTCCCTT AAGCTCTG-3', 478 bp, BT000370. 

ABI4 Histochemical and Fluorometric Analyses 

GUS histochelllica l analysis was perfonned in homozygous plants as 
described prev iously Oefferson, 1987). The plant tissue was incubated with 
the GUS substra te at 37ºC overnight (12 h). Clearing was accomplished by 
30-min incuba tions w ith an acetone:lllethanol (3:1 [v /v]) solution. Plants 
were obse rved under bright-field microscopy (Nikon Type 104, Nikon, 
Tokyo). Fluoro!lle tric assays of GUS activity were perfonned according to 
Jefferson (1987) . Seeds or seed lings were collected and ground in 2 volumes 
of GUS ex traction buffe r. Total protein ex tracts were centrifuged at 14,000 
rpm tw ice for 20 min at 4ºC, and protein content was quantified using 
Brildford reil gent (Bio-Rad Laboratories, 1-Ie rcules, CA). For each assay, 4.5 
µ g o f to ta l prote in was incubated w ith 4-me thylumbe lliferyl-o-Glucuronide 
(Sigma) at 37ºC, and samples were taken a t diffe rent time points to corrob­
ora te linearity. GUS act ivity was dete rmined us ing a DyNAQuant 200 
flu o ro!llete r (1-!oefer, Sa n Francisco, CA) and reported as GUS-specific ac­
ti vity ex pressed as nanom oles of rneth yl-umbe llife rone per microgram of 
total pro te in pe r minute . The fold induction is calculated é'IS the rotio of the 
GUS-specific ac ti vity from seedlings grown in G lc media divided by the 
GUS-speci fic activi ty from plants grown in s tandard media. 
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TV.5 Resultados y conclusiones adicionales. 

IV.5.1 AB14 es un trans-activador en el sistema de un híbrido de levadura. 

Con la inquietud de identificar componentes adicionales de la señalización por Glc mediada por 

ABI4, nos dimos a la tarea de aislar proteínas de interacción con esta proteína. Para abordar este objetivo 

decidimos usar el sistema de 2-híbridos en levadura utilizando a ABI4 como anzuelo. Para ello se utilizó 

una versión truncada de la proteína ABI4 conteniendo de los aminoácidos 1-184 (de un total de 328), 

dada su capacidad intrínseca de trans-activación en el sistema de levadura (Soderman et al, 2000). La 

versión truncada (aa. 1-184) fue clonada en el plásmido de levadura pGBT8 (que contiene el dominio de 

unión a DNA de la proteína GAL4) y transformada en células de levadura, después de lo cual dichas 

célul:ls serían co-transformadas con una biblioteca de cDNA de Arabidopsis clonada en el vector ACT2 

(que contiene el dominio de activación de GAL4). Esta versión truncada excluye todos los dominios 

" teóricos" de activación de ABI4 (localizados en el extremo C-terminal) y fue utilizada en una prueba de 

trans-activación en ausencia del dominio de activación de GAL4. Sorprendentemente, resultó que la 

versión truncada de ABI4 (aa 1-184), aún tuvo una fuerte actividad de trans-activación del gen reportero 

HISJ de la levadura, aún en presencia de concentraciones muy altas del inhibidor competitivo de la 

proteína HIS3p (Fig. 12). 

La versión truncada de la proteína ABI4 trans-activa el gen reportero HIS3 de la levadura 

A B e D 

Figura 12. Prueba de trans-activación de la versión truncada de la proteína ABI4 expresada en levadura. 
La proteína ABI4 truncada (amino ácidos 1-184) fue clonada en al plásmido de levadura pGBT8 y transformada 
en células de levadura HF7c. A. Transformación de 2 clonas independientes de la construcción (O y 1) en células 
de levadura. B. Selección de 5 colonias de levadura de cada una de las 2 clonas transformadas, crecidas en medio 
mínimo sin Triptofano (codificado en el plásmido pGBT8) suplementadas con Leucina (codificada en el vector 
ausente ACT2) e Histidina, como control positivo de crecimiento y de transformación. Se incluyeron controles 
positivos(+) y negativos(-) de la presencia del plásmido pGBT8. C y D. Réplica de las células crecidas en B, 
incluyendo en el medio 3AT (3-amino-1,2 ,4-triazol, un inhibidor potente de las biosíntesis residual de Histidina) 
10 mM (C) y 20 mM (D). 



Estos resultados indican por una parte que los dominios de activación de la transcripción de 

esta proteína aún requieren de un cuidadoso mapeo, y por otra parte que AB14 es un activador 

transcripcional muy fuerte en el sistema de levadura. Como consecuencia, esta versión truncada no 

pudo ser usada para la búsqueda de proteínas de interacción siguiendo esta estrategia. Versiones más 

pequeñas de la proteína no son recomendables para nuestro propósito, pues ya eliminamos casi la 

mitad de la proteína que de por sí es pequeña (35.7 kDa), y la probabilidad de eliminar los dominios de 

interacción con otras proteínas es muy alta. Actualmente estamos en proceso de clonación de ABI4 en 

el vector que incluye el dominio de activación de GAL4, para utilizarlo junto con una biblioteca de 

cDNA clonada en el vector que incluye el dominio de unión a DNA de GAL4, y/o con algunas 

proteínas específicas candidatas que sabemos participan en la señalización de azúcares en Arabidopsis. 



TV.5.2 ginl, una mutante deficiente en ABA. 

La mutante ginl fue aislada por otro grupo de investigación en un "screening" de mutantes 

insensibles a glucosa. El análisis fenotípico de esta mutante sugirió la existencia de una interacción entre 

la vía de señalización de Glc y la fitohormona etileno. Análisis adicionales con una serie de mutantes 

sobreproductoras y señalizadoras de etileno revelaron que la señalización de etileno es antagonista de la 

señalización de Glc de forma dependiente de HXKl (Zhou et al., 1998). 

Dada la similitud en el fenotipo de insensibilidad a glucosa de esta mutante con las mutantes 

aisladas en el presente trabajo, se estableció una colaboración con el grupo que la aisló para determinar 

si dicha mutante era alélica a alguna de las mutantes caracterizadas en este trabajo. Los análisis de las 

cruzas genéticas de todas las mutantes indicó que gin5, gin6, gin7 y gin8 no son alélicas a gin] (Tabla 1 

del artículo de la sección IV.3.3, y datos no mostrados). 

Durante el análisis fenotípico comparativo de nuestras mutantes incluyendo a la mutante ginl, 

reveló que esta mutante presenta similitud con los fenotipos de las mutantes deficientes en la biosíntesis 

de ABA (mutantes aba), la cuales como se mencionó anteriormente son insensibles a Glc (Arenas et al, 

2000). Dichas mutantes se caracterizan por la pérdida de agua de forma acelerada cuando se suspende el 

riego, a lo que se le llama fenotipo "wilty". De hecho gin] al igual que otras mutantes deficientes en 

ABA, pierde turgencia fácilmente, presentando fenotipo "wilty". Así mismo se encontró que la adición 

de concentraciones nanomolares de ABA (100 nM) revierte el fenotipo silvestre, es decir, ginl recupera 

la sensibilidad a Glc en presencia de ABA, sugiriendo fuertemente que gin] es una mutante deficiente en 

ABA. Adicionalmente, ginl así como otras mutantes deficientes en ABA (abal, aba2 y aba3), afecta la 

expresión de 2 de los genes señalizadores de Glc, AB14 y AB15 (Cheng et al., 2002; Arroyo et al., 2003). 

El hecho de que la mutante ginl mapea muy cerca del locus ABA2 (en el cromosoma 1), sugirió 

fuertemente que esta mutante era un alelo de este gen. Esto fue confirmado posterionnente (Cheng et al, 

2002) . Los resultados detallados del análisis fenotípico y de la expresión génica de gin 1 constituyeron 

parte de una colaboración con el grupo de la Dra. Jen Sheen, y fueron incluidos en una publicación 

donde participo como co-autor (Cheng et al., 2002) y que a continuación incluyo. 
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Glc has hormone-like functions and controls many vital processes through mostly unknown mechanisms in plants. We 
report here on the molecular cloning of GLUCOSE /NSENSITIVE1 (GIN1) and ABSC/S/C ACID DEFIC/ENT2 (ABA2) which 
encades a unique Arabidopsis short-chain dehydrogenase/reductase (SDR1) that functions as a molecular link be­
tween nutrient signaling and plant hormone biosynthesis. SDR1 is related to SOR superfamily members involved in ret­
inoid and steroid hormone biosynthesis in mammals and sex determination in maize. Glc antagonizes ethylene signal­
ing by activating ABA2/GIN1 and other abscisic acid (ABA) biosynthesis and signaling genes, which requires Glc and 
ABA synergistically. Analyses of aba2/gin1 null mutants define dual functions of endogenous ABA in inhibiting the post­
germination developmental switch modulated by distinct Glc and osmotic signals and in promoting organ and body 
size and fertility in the absence of severe stress. SDR1 is sufficient for the multistep conversion of plastid- and carote­
noid-derived xanthoxin to abscisic aldehyde in the cytosol. The surprisingly restricted spatial and temporal expression 
of SDR1 suggests the dynamic mobilization of ABA precursors and/or ABA. 

INTRODUCTION 

Plant growth and development is governed by signaling net­
works that connect inputs from environmental cues, hor­
mone signals, and nutrient status. Recent studies have sug­
gested a pivota! role of sugars as signaling molecules in 
plants that integrate externa! environmental conditions and 
other nutrients with intrinsic developmental programs mod­
ulated by multiple plant hormones (Smeekens, 2000; 
Coruzzi and Zhou, 2001; Finkelstein et al., 2002; Rolland et 
al., 2002). How sugar signals influence vital processes from 
germination, seedling development, root and leaf differenti­
ation, and senescence to stress tolerance remains mostly 
unknown. Cellular and transgenic studies have indicated the 

1 These authors contributed equally to this work. 
2 To whom correspondence should be addressed. E-mail sheen@ 
molbio.mgh.harvard.edu; fax 617-726-6893. 
Article, publication date, and citation information can be found at 
www.plantcel l.org/cgi/doi/10.1105/tpc.006494. 

involvement of hexokinase (HXK) as a sugar sensor with 
both signaling and metabolic functions in plants (Jang et al., 
1997; Smeekens, 2000; Rolland et al. , 2002). To further elu­
cidate the molecular mechanisms underlying the plant sugar 
signaling network, a genetic approach was used to isolate 
sugar response mutants in Arabidopsis. Based on a bioas­
say in which a high level of Glc blocks the switch to postger­
mination development in Arabidopsis, both Glc-insensitive 
(,gin) and Glc-oversensitive (g/o) mutants were isolated . Phe­
notypic, genetic, and molecular characterization of these 
mutants has provided new insights into the regulatory 
mechanisms that link nutrient status to plant hormone syn­
thesis and signaling (Zhou et al., 1998; Arenas-Huertero et 
al., 2000; Rolland et al. , 2002). 

Phenotypic analysis of the gin 1 mutant has suggested an 
interaction between the signaling pathways mediated by Glc 
and the plant stress hormone ethylene. Further character­
ization of the ethylene overproduction mutant eta 1, the con­
stitutive ethylene signaling mutant ctr1, and the ethylene­
insensitive mutant etr1 has led to the discovery that the Glc 
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and ethylene signaling pathways antagonize each other and 
that GIN1 acts downstream of the Glc sensor HXK1 and the 
ethylene receptor ETR1 (Zhou et al. , 1998). Studies of the 
gin 1 (allelic to aba2, sañ3 , sis4 , isi4 , and sre1) , gin5 (allelic to 
aba3 and /os5), and gin6 (allelic to abi4, sun6, sañ5, sis5, 
and isi3) mutants have also revealed that another plant 
stress hormone, abscisic acid (ABA). is important for Glc re­
sponses (Leon-Kloosterziel et al. , 1996; Arenas-Huertero et 
al. , 2000; Huijser et al. , 2000; Laby et al. , 2000; Quesada et 
al., 2000; Rook et al., 2001; González-Guzmán et al. , 2002). 
lnterestingly, recent genetic and phenotypic analyses have 
revealed complex interactions between ABA and ethyl­
ene based on seedling assays (Beaudoin et al., 2000; 
Ghassemian et al., 2000). Both ABA and ethylene are well ­
known plant stress hormones with growth-inhibiting activi­
ties. How they exhibit opposite roles in Glc responses, and 
the molecular mechanisms underlying the Glc regulation of 
ethylene signaling and ABA biosynthesis, remain mostly 
unclear (Zhou et al., 1998; Arenas-Huertero et al. , 2000; 
Finkelstein and Gibson, 2001 ; Gazzarrini and McCourt, 2001 ). 

To elucidate the molecular mechanisms underlying the 
Glc regulation of ABA biosynthesis and ethylene signaling, 
molecular cloning of ABA2/G/N1 was performed. ABA2/GIN1 
encades the first described member of a large (56-member) 
short-chain dehydrogenase/reductase (SOR) gene family in 
Arabidopsis and plays a unique and specific role in the ABA 
biosynthesis pathway. We show that Glc activates ABA2/ 
GIN1 expression, which is required for antagonizing ethyl­
ene signaling . This result also prompted us to examine Glc 
regulation of the other ABA biosynthesis and signaling 
genes. These studies provide direct molecular evidence for 
extensive Glc control of the genes involved in ABA biosyn­
thesis and signaling. Gene expression analyses in the aba2/ 
gin1 mutant also reveal that Glc acts synergistically with en­
dogenous ABA and that Glc regulation is distinct from regu­
lation by osmotic stress. 

In addition to a role in Glc signaling, ABA has long been 
known as a plant hormone important for drought tolerance, 
by mediating guard cell signaling and stomatal closure to 
prevent extensive water loss, and for seed maturation, desic­
cation, dormancy, and germination (Zeevaart and Creelman, 
1988; Finkelstein and Zeevaart, 1994; Leung and Giraudat, 
1998; Koornneef et al., 2001 ; Schroeder et al., 2001 ; Finkelstein 
et al. , 2002). In general , ABA is considered a stress hormone 
and a growth inhibitor. However, based on examination of 
the phenotypes of multiple null mutations in ABA2/GIN1 
specific to the ABA biosynthesis pathway and transgenic 
plants complemented with ABA2/GIN1 , it is clear that en­
dogenous ABA also plays crucial roles as a growth-promot­
ing hormone in controlling fertility and vegetative growth 
and determining organ and body size. Thus, ABA possesses 
dual functions as a growth inhibitor and a growth promoter 
in the presence and absence of stresses, respectively. 

Despite extensive analyses of ABA signaling at target 
sites, such as guard cells , mesophyll cells, maturing seeds, 
and germinating seedlings, the precise locations of ABA 

biosynthesis remain elusive. The SDR-related activities in 
ABA biosynthesis have been presumed to be constitutive 
and ubiquitous (Sindhu and Walton, 1987; Schwartz et al. , 
1997a). Examination of the spatial and temporal expres­
sion patterns of an ABA2/GIN1 reporter gene has revealed 
surprising evidence for its highly restricted localization in 
specific vascular tissues. These results indicate interorgan 
and intercellular mobilization of ABA precursors and/or ABA 
into the target sites. Cellular and biochemical analyses dem­
onstrate conclusively that the multistep conversion of the 
plastid-derived xanthoxin to abscisic aldehyde (ABAld) is 
catalyzed by the sale cytosolic SDR1 and is essential for the 
majar and physiological pathway in plant ABA biosynthesis. 

RESULTS 

lnterplays of Glc, ABA, and Ethylene Signaling 

Genetic and phenotypic analyses of the Arabidopsis Glc, 
ethylene, and ABA mutants have suggested a connection 
between these signaling pathways based on a Glc bioassay 
in which a high level of Glc (6%) blocks the switch to post­
germination development (Zhou et al., 1998; Arenas-Huertero 
et al., 2000; Huijser et al., 2000; Laby et al. , 2000; Rook et 
al. , 2001 ). Because three gin1 mutants have a wilty pheno­
type and the mutations are mapped closely to the ABA-defi­
cient locus aba2 that also displays Glc insensitivity (Figure 
1A), reciproca! crosses were performed between gin1-3 and 
aba2-1 . The progeny of both crosses showed Glc insensitiv­
ity (Figure 1 B) , establishing that gin1 and aba2 are allelic . To 
determine whether ABA deficiency is the cause of the gin1 
phenotype in the Glc-dependent bioassay, a noninhibitory 
level of ABA (100 nM) was added to the Glc medium. At 4% 
Glc, the addition of ABA restored the Glc sensitivity of gin1 
and another ABA-deficient mutant, gin5, but not that of the 
ABA-insensitive mutant abi4 , which is allelic to gin6 (Figure 
1C). Although 4% mannitol reduced seedling development 
in the presence of ABA, the effects of Glc and mannitol were 
distinguishable (Figures 1 C and 1 D). 

We have shown previously that the constitutive ethylene 
signaling mutant ctr1 displays a Glc-insensitive phenotype 
similar to that of gin 1 (Zhou et al., 1998). However, after pro­
longed Glc treatment, ctr1 remained smaller, with epinasty 
and light green leaves, conspicuous mid vein , and short 
roots (Figures 1 A and 1 E), suggesting a partial overlap of the 
gin and ctr phenotypes. To determine whether any other gin 
mutants are allelic to ctr1, we examined gin2, gin3 , gin4 , 
and gin5 mutants on 6% Glc. Only gin4-1 and gin4-2 mu­
tants resembled ctr1 (Figure 1 E) ; these were crossed to ctr1 
and analyzed for the constitutive triple response in etiolated 
seedlings grown in the dark (Stepanova and Ecker, 2000). 
The results showed that gin4 is allelic to ctr1 (Figure 1 F) , 
confirming an antagonistic interaction between the Glc and 
ethylene signaling pathways (Zhou et al., 1998). Consis-
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Figure 1. Genetic and Phenotypic Analyses of Arabidopsis gin 1 and gin4 Mutants. 

(A) Glc-insensitive mutants. Three wild-type (Col. Ler, and Ws), three gin 1 (gin1-1 , gin1-2, and gin 1-3), and tour aba2 (aba2-1, aba2-2, aba2-3, 
and aba2-4) seedlings were grown on 6% Glc Murashige and Skoog (1962) (MS) pi ates under light for 1 O days. All experiments were repeated 
twice with consisten! results. 
(B) gin 1-3 and aba2-1 are allelic. Reciproca! crosses between gin1-3 and aba2-1 (g/a and a/g) were performed. Wild-type (WT) and F1 seedlings 
were grown on 6% Glc MS plates. 
(C) ABA restares the Glc-sensitive phenotype. gin1-1 (g1-1) , gin1-3 (g1-3) , gin5 (g5), and abi4 seedlings were grown on 4% Glc MS plates with­
out (top row) or with (bottom row) 100 nM ABA. 
(D) Mannitol and Glc are distinct signals. Wild-type, gin1-3 (gin1) , and gin5 seedlings were grown on 4% mannitol MS plates without (top row) or 
with (bottom row) 100 nM ABA. 
(E) The phenotype of gin4 resembles that of ctr1 . Wild-type, gin4-1 (g4-1) , gin4-2 (g4-2), and ctr1 seedlings were grown on 2% (top row) and 6% 
Glc (bottom row) MS plates. 
(F) gin4 and ctr1 are allelic. Wild-type (W), gin4-1 (g4), F1 gin4-1 /ctr1-1 (g/c), and ctr1-1 (c1) seedlings were grown on 2% Glc MS plates for 5 
days in the dark. The scale bars in (B) to (F) = 1 cm. 

tently, another sugar mutant screen also isolated a new ctr1 
allele as sis1 (Gibson et al. , 2001 ). 

Map-Based Cloning of ABA2/GIN1 

To understand the molecular basis and regulation of the 
ABA2/GIN1 gene, a map-based cloning approach was 
used. We used PCR and available simple sequence length 
polymorphism (SSLP) markers (Bell and Ecker, 1994) to lo­
calize GJN1 on chromosome 1 near the SSLP markers 
nga128 and nga280 (Zhou et al. , 1998). For fine mapping, 
we generated 1 O new SSLP markers for ecotypes 
Wassilewskija (Ws), Columbia (Col), and Landsberg erecta 
(Ler) spanning > 1700 kb covered by BAC clones (Figure 
2A). After PCR analysis of 5627 DNA samples, the GIN1 
gene was localized to a region between BAC clones 
F11M15 and F6D8 (Figure 2A). One of the genes in the 
F19K6 BAC clone encodes a putative SOR (SDR1) that 
might perform the final oxidation steps in converting xan­
thoxin to ABA (Sindhu and Walton, 1987; Schwartz et al., 
1997a) and was the best candidate for ABA2/G/N1 . To de­
termine whether there was any molecular defect in the can­
didate gene transcript in the gin1 mutants, reverse tran-

scriptase PCR (RT-PCR) was performed using primers in the 
predicted coding sequence of exon 2. Neither gin1-1 nor 
gin 1-3 yielded the expected 762-bp RT-PCR product ob­
served in the wild-type Ws and Col controls, whereas a sim­
ilar RT-PCR product of the Suc synthase gene (SUS) en­
coded by the same BAC sequence was detected in both the 
wild type and the gin1 mutants (Figure 28). Map-based 
cloning using the aba2-2 mutant allele also identified the 
same SDR1 candidate gene (data not shown). 

The full-length cDNA sequence (1179 bp) of ABA2/GIN1 
was obtained by 5' and 3' rapid amplification of cDNA ends 
(Figures 2C and 20) and confirmed by RNA gel blot analysis 
(see Figure 6A). The deduced polypeptide is predicted to be 
285 amino acids in length without an overt transmembrane 
domain (Figures 20 and 2E). To further validate the notion 
that ABA2/GIN1 encodes the putative SDR1 , the molecular 
bases of seven aba2/gin1 alleles (aba2-1 , aba2-2, aba2-3 , 
aba2-4 , gin1-1, gin1-2, and gin1-3) were analyzed and sum­
marized (Figure 2E). At least three alleles, gin1-1, gin1-3, 
and aba2-2, appeared to be null mutations producing de­
tective orno transcript (Figures 28, 2E, and 6A). The gin1-3 
allele has a 53-bp deletion in exon 2, causing a frameshift 
after 22 amino acids and an early translation stop after 32 
amino acids (Figure 2E). We observed no protein production 
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Figure 2. Map-Based Cloning of ABA2/GIN1. 

b ) 

(A) Physical map of chromosome 1 in the ABA2/GIN 1 region. Ten new SSLP markers are marked as lines in six of the BAC clone boxes. The 
number of recombinants (Rec) found in 5627 DNA samples is shown. 
(B) The gin 1-1 and gin 1-3 alleles lack exon 2 sequen ces. RT-PCR was performed using primers derived from the exon 2 sequence for GIN1. A 
control experiment was performed with primers for the Suc synthase gene (SUS) transcript. 



with a gin 1-3 and green fluarescent protein (GFP) fusion 
(data not shown). Both gin 1-1 and aba2-2 have variable in­
tron mutations that gave no RT-PCR product far gin 1-1 (Fig­
ures 28 and 2E) and no aba2-2 transcript (see Figure 6A) 
when analyzed with 5'-end exon 2 sequences. Five addi­
tional aba2 alleles also have been analyzed independently 
by other groups (Figure 2E) (Laby et al., 2000; Rook et al., 
2001 ; González-Guzmán et al. , 2002). 

ABA2/GIN1 Encodes a Unique Member of the 
SOR Superfamily 

Based on a BLASTP search, ABA2/GIN1 is a member of a 
large SOR gene family. All 56 of the putative Arabidopsis 
SOR members range between 250 and 300 amino acids in 
length and have a NAO/NAOH binding motif (TGXXXGXG) 
and a catalytic site (YXXS/T/AK) that are characteristic of 
and conserved in SOR superfamily members in Escherichia 
coli, yeast, flies, worms, mice, humans, and plants (Figure 3) 
(Jórnvall et al., 1999; Oppermann et al., 2001). The ABA2/ 

GIN1 gene encoding Arabidopsis SOR1 is likely to have a 
unique function, because the most closely related member, 
SOR2 (with 62% similarity to SOR1 ), is a homolog of the 
maize TASSELSEE02 (ZmTS2, with 73% similarity to 
AtSOR2) that is important for sex determination (Figure 3) 
(Oelong et al. , 1993). Judging from the severe phenotypes 
displayed in the null alleles of aba2/gin1 mutants and the 
homology of AtSOR2 with ZmTS2, Arabidopsis SOR1 has 
nonredundant functions. 

ABA2/GIN1 as a Link between Glc and 
Ethylene Signaling 

To determine the link between ethylene and ABA pathways 
in Glc responses , a double mutant of the strongest ethyl­
ene-insensitive mutant, ein2 (Alonso et al. , 1999), displaying 
Glc oversensitivity (Figure 4A), and the Glc-insensitive mu­
tant gin1 was generated . Because the Glc-oversensitive 
phenotype of ein2 on 4% Glc was blocked in the ein2 gin1 
double mutant (Figure 4A), ethylene could contribute to the 
Glc-dependent phenotypes by antagonizing ABA biosynthe-

Figure 2. (continued). 
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sis, as suggested previously (Ghassemian et al., 2000). To 
determine whether ethylene signaling is antagonized by Glc 
through ABA, the expression of an ethylene-regulated gene, 
PDF1 .2 (Alonso et al., 1999), was examined. The presence 
of 2 and 6% Glc repressed PDF1.2 expression that requires 
endogenous ethylene in the wild type but not in aba2/gin 1 
(Figure 4B). Unlike 2% Glc, 2% mannitol asan osmotic con­
trol did not repress PDF1.2 expression in either the wild type 
ar aba2/gin1. Unlike 6% mannitol, 6% Glc strongly re­
pressed PDF1.2 expression in the wild type but activated its 
expression in aba2/gin1 (Figure 4B). These results support 
the model that the antagonistic relationship between Glc 
and ethylene signaling is mediated in part through ABA2/ 
GJN1 involvement in ABA biosynthesis. Although there is an 
ABA-dependent osmotic effect at 6% mannitol, the Glc and 
mannitol signals are distinguishable. 

ABA as a Growth-Promoting Regulator 

Although ABA has long been considered a stress hormone 
that accumulates under stress conditions and a growth in­
hibitor when applied exogenously, the ABA-deficient mutant 
aba2/gin1 exhibited severe growth retardation in cotyle­
dons, rosettes, stems, roots, and siliques in the absence of 
exogenous sugars and stress conditions (Figures 4C and 
4D). Thus, endogenous ABA also could be critica! far the 
promotion of plant growth . This dual function of ABA is sim­
ilar to that of Glc in promoting growth at low concentrations 
but inhibiting growth at high concentrations (Xiao et al., 
2000). Examined with a dissecting microscope, it appeared 
that the smaller cotyledons were attributable to a lack of cell 
expansion and the smaller rosettes were attributable to a re­
duction in both cell number and size (data not shown). The 
root system of aba2/gin 1 was shorter, with fewer lateral 
roots (Figures 4C and 4D). A similar growth defect was 
found when aba2/gin1 plants were grown under high humid­
ity (Figure 4D). To further test the idea that the growth defect 
of aba2/gin1 is not caused by chronic water stress, wild­
type and aba2/gin 1 plants were grown in a container with 
nearly 100% RH. As shown in Figure 4E, the rosettes and 
root system of aba2/gin 1 remained significantly smaller, 
even though the leaf expansion of the wild type also was 
limited under this condition. The aba2/gin1 mutant showed 

(C) Scheme of the genomic and cDNA structure of ABA2/GIN1. The deduced polypeptide is predicted to be 285 amino acids in length with a molecular 
mass of 30.2 kD, a pi of 5.85, and an a-13 structure. Comparison of the cDNA and genomic DNA sequences On the F19K6 BAC clone; 41428 to 43279 
bp) indicated that ABA2/GIN1 contains two exons of 168 and 808 bp and one intron of 672 bp. The black box represents the coding region. 
(O) Genomic and cDNA sequences of GIN1/ABA2. The 5' and 3' ends of the cDNA (uppercase letters) were determinec by rapid amplification of 
cDNA ends and sequencing. 
(E) Molecular basis of aba2/gin1 mutants. TGXXXGXG is the conserved NAD binding site, and YXXSK is the catalytic site. The mutation sites of 
11 aba2/gin1 alleles are shown. Names of the same alleles are shown in parentheses. a.a., amino acids. 
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Figure 3. Arabidopsis ABA2/GIN1 Encades a Unique Member of the SOR Superfamily. 
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The ABA2/GIN1 coding sequence (217 of 285 residues) covering the six conserved motifs was al igned with sequences of putative SDRs from 
seven other model organisms using the Clustal alignment program. Arabidopsis ABA2/GIN1 {A!SDR1} is grouped with tobacco (NtSDR) and cu­
cumber (CsSDR) homologs in the phylogenetic tree at bottom. AtSDR2 is closely related to maize ZmTS2 and difieren! from AtSDR3, AtSDR4, 
and AtSDR5. AtHSD {11-[3-hydroxysteroid dehydrogenase) is closely related to the human (HS) and mouse (MM) HSDs. The human and mouse 
HPGDs (15-hydroxyprostaglandin dehydrogenase) and human and mouse RDHs (retenoid dehydrogenase) also are shown. The scale value of 
0.1 indicates 0.1 amino acid substitutions per site. 

a wilty phenotype within 5 min of exposure to lower humidity 
(Figure 4E), supporting the importance of basal ABA levels 

in the guard cell response to water stress. lt has been sug­
gested that the growth defect in tomato ABA-deficient mu­

tants is the result of an inhibitory effect of ethylene (Sharp et 
al. , 2000). By comparing the phenotypes of aba2/gin1 , ein2, 
and gin1 ein2 plants , it was obvious that the growth retarda­
tion of aba2/gin1 shoots could be attributed to ABA defi-

ciency even in the completely ethylene-insensitive ein2 
background (Alonso et al. , 1999), regard less of the humidity 

(Figure 4F) (data not shown). However, the root phenotype 
of the gin1 ein2 double mutant resembled that of ein2 but 
not that of aba2/gin 1 (Figure 4F) . These results support the 
antagonistic roles of ABA and ethylene in root development 
and a surprising uncoupl ing of the shoot and root pheno­
types modulated by endogenous ABA. 



Complementation 

To ensure that ABA2/G/N1 encodes SDR1 and that the 
aba2/gin1 phenotypes are the consequence of a single gene 
mutation, complementation was performed by transforming 
the null gin1-3 mutant with a 7.7-kb ABA2/GIN1 genomic 
clone that includes the 3-kb prometer or with the full-length 
cDNA under the control of a constitutive 35S prometer 
(35S::G/N1) in a miniature binary vector (pCB302) through 
Agrobacterium tumefaciens (Xiang et al., 1999). Ten inde­
pendent lines with clear complementation in the greenhouse 
were brought to homozygous T3 generation before detailed 
characterization. The ABA2/GIN1 genomic clone and 35S:: 
GIN1 restored the Glc sensitivity of gin1 (Figure 5A and data 
not shown). The growth defects in cotyledons and rosettes 

Figure 4. lnterplay of Glc, ABA, and Ethylene Signaling Pathways. 
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(Figure 58), lateral roots (Figure 5C), stems (Figure 50), si­
liques (Figure SE), and embryos (Figure 5F), as well as the 
wilty (Figure 5G) and lack of seed dormancy (Figure 5H) 
phenotypes of gin1 , also were complemented. These results 
are consistent with the dual function of endogenous ABA as 
a growth-promoting regulator in addition to its roles in Glc 
signaling, stress tolerance, and seed dormancy. 

Tissue, Stress, and ABA Regulation of ABA Biosynthesis 
Gene Expression 

To determine the tissue-specific expression patterns of 
ABA2/GIN1 , RNA gel blot analysis was performed. Surpris­
ingly, ABA2/GIN1 was expressed predominantly in roots 

(A) gin1 is epistatic to ein2. Siílgle-mutaílt lgin1 aíld ein2) aíld double-mutant lgin1 ein2) seedlings were grown on 4% Glc MS plates uílder light 
for 12 days. Ali experiments were repeated twice with consistent results. 
(B) Glc repression of PDF1.2 expression requires ABA. Plants were growíl Oíl MS plates without (O) and with 2 and 6% Glc (2G and 6G) or 2 and 
6% mannitol (2M and 6M) for 14 days. RT-PCR was repeated twice with consistent results. WT , wild type. 
(C) Growth defects in gin1 . Wild-type aíld gin1 plants were growíl on soil uílder a 12/12-h light/dark photoperiod for 14 days. The two top arrows 
poiílt to cotyledons with different cell sizes. The two bottom arrows indicate developiílg true leaves with similar cell sizes but differeílt cell numbers. 
(D) Growth defects in gin1 . Wild-type aíld gin1 plaílts were growíl Oíl soil uílder a 12/12-h light/dark photoperiod for 50 days with 40% lgin1; 
middle plant) or 85% lgin1 ; right plant) RH. 
(E) Wilty pheílotype in gin 1. Wild-type and gin 1 plants were grown Oíl 2% Glc MS medium under a 16/8-h light/dark photoperiod aíld 100% RH 
for 24 days. The plastic cover was removed for 5 min. 
(F) Uílcoupling of shoot and root growth regulation in gin1. Single-mutant lgin1 aíld ein2) aíld double-mutaílt lgin1 ein2) plaílts were growíl Oíl 
soil under a 12/ 12-h light/dark photoperiod for 16 days. 
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Figure 5. Complementation. 

(A) A genomic ABA2/GIN1 clone restares Glc sensitivity. The T2 segregation of gin1/GIN1 and gin1 is shown. Plants were grown on 6% MS 
plates under light for 1 O days. WT, wild type. 
(B) Genomic and cDNA clones restare cotyledon and leal growth defects. The T2 segregation of TG (transgenic with the genomic ABA2/GIN1 
clone), TC (transgenic with the 35S: :GIN1 cDNA clone), and gin1 plants is shown. Plants were grown on 2% Glc MS plates under light for 14 days. 
(C) A genomic ABA2/GIN1 clone restares the gin1 lateral root defects. 
(D) A genomic ABA2/GIN1 clone restares the gin1 defects in leaves, stems, and siliques. Plants were grown under constan! light and watering 
for 37 days. 
(E) A genomic ABA2/GIN1 clone restares the gin 1 defect in silique size. 
(F) A genomic ABA2/GIN1 clone restares the gin1 defects in embryos and fertility. Arrows indicate three normal sized seeds in the gin1 silique. 
(G) A genomic ABA2/GIN1 clone eliminates the wilty phenotype of gin1 (28 days). 
(H) A genomic ABA2/GIN1 clone restares seed dormancy in gin 1. Dry seeds (50 to 80) were allowed to imbibe in water far 12 h and then germi­
nated on water-saturated filter paper (7 cm in diameter) under constan! light. The values shown (percent germination) are averages from three in­
dependent experiments. 

and stems but at much lower levels in rosettes and seeds, 
the established ABA target sites (xA). Analyses of the peti­
ole and blade RNA samples isolated from "rosettes" fur­
ther supported the preferential expression of ABA2/GIN1 
outside of the presumed ABA target sites, mesophyll , and 
guard cells . Unless the ABA2/GIN1 protein is mobile, inter­
organ and intercellular transport of ABA precursors and/or 
ABA likely occurs to coordinate ABA biosynthesis and re­
sponse, because genes that encode other ABA biosynthe­
sis enzymes, such as zeaxanthin epoxidase (ZEP), 9-cis­
epoxycarotenoid dioxygenase (NCED3), and Arabidopsis 
aldehyde oxidase 3 (AA03), are expressed differentially (Seo 
et al., 2000a; Xiong et al. , 2002; M. Seo and T. Koshiba, un-

published data). lnterestingly, Commelina stomatal closure 
is induced by xanthoxin when it is added through the tran­
spiration stream but not by direct application on epidermal 
strips (Raschke et al., 1975). 

lt has been shown that genes important for ABA biosyn­
thesis, such as Arabidopsis ZEP (ABA1/LOS6) , NCED3, 
AA03, and ABA3 (LOS5), are induced by water stress (Qin 
and Zeevaart, 1999; Seo et al ., 2000a; luchi et al., 2001; 
Xiong et al., 2001, 2002), although the enzymes that convert 
xanthoxin to ABAld and ABA are detected constitutively in 
leaves (Sindhu and Walton , 1987). In contrast to the NCED3 
transcript that was induced rapidly by dehydration and ab­
sent in water, the ABA2/GIN1 transcript did not increase 



during dehydration treatment (Figure 6B). Thus, ABA2/GIN1 
is important for the basal leve! of ABA but is not the rate-lim­
iting factor for the stress-inducible accumulation of ABA 
(Qin and Zeevaart, 1999; luchi et al ., 2000). The expression 
of ZEP (ABA1/LOS6), NCED3 , and AA03 also was induced 
by ABA in shoots and roots, but the expression of ABA2/ 
GIN1 was not (Figure 6C). lt appears that the expression of 
ABA2/GIN1 is not coordinated with that of other ABA bio­
synthesis genes by stress and ABA. 

Glc Regulation of ABA Biosynthesis and Signaling 
Gene Expression 

To determine how Glc controls ABA accumulation, the ex­
pression of ABA2/G/N1 was examined with or without exog­
enous Glc in wild-type and aba2/gin 1 seedlings. As shown 
in Figure 7, the ABA2/G/N1 transcript was induced signifi­
cantly by 2 and 6% Glc only in wild-type but not in aba2/ 
gin1 seedlings. Because ABA2/G/N1 is not induced by ABA 
(Figure 6C) but ABA deficiency in aba2/gin 1 prevented its 
Glc induction, it is likely that both Glc and ABA are required 
synergistically for ABA2/GIN1 regulation. Mannitol at 2 and 
6% also induced ABA2/G/N1 expression approximately 

A 
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twofold in an ABA-dependent manner (Figure 7) . To investi­
gate the extent of Glc regulation, we also examined other 
genes involved in ABA biosynthesis and ABA signaling by 
RT-PCR. The results showed that other ABA biosynthesis 
genes, such as ABA 1, AA03, and ABA3, were upregulated 
by 2 and 6% Glc, similar to the effect found for ABA2/G/N1 
(Figure 7). Glc activation was abolished in the gin1-3 null 
mutant, suggesting a critica! role of endogenous ABA in the 
Glc induction of ABA biosynthesis genes (Figure 7) . lnterest­
ingly, unlike 6% Glc, which activated gene expression, 6% 
mannitol repressed these genes in both the wild type and 
aba2/gin1 (Figure 7). The expression of NCED3 was ex­
tremely low and not activated by Glc, distinguishing Glc sig­
nals from stress signals that activated NCED3 (Figures 6B 
and 6C). lnterestingly, AB/3, AB/4 , and AB/5 but not AB/1 
and AB/2 transcripts showed dramatic induction by 6% Glc 
but not by 6% mannitol. The induction was eliminated com­
pletely in aba2/gin1 (Figure 7). These results are consistent 
with the Glc-insensitive phenotypes shown in the aba1, 
aba2, aba3, abi4, and abi5 mutants (Arenas-Huertero et al., 
2000; Huijser et al., 2000; Laby et al., 2000). As controls, the 
expression of a Glc sensor encoded by AtHXK1 and a ubiq­
uitin gene (UBQ5) was not influenced by Glc or mannitol 
(Figure 7) (Jang et al., 1997). 

rRNA -·-·--···· aba2-2 SI Rt Rs St FI Si Sd Pe BI 

B e Shoot Root 

ABAJ •• 
NCED3 -*411 

rlBA2 

(b) o 3 6 9 w AA03 

Dehydratiou of Rosett.es AHA (b) O 3 O 3 

Figure 6. Tissue, Stress, and ABA Regulation of Gene Expression . 

(A) Tissue expression pattern. ABA2/GJN1 expression was examined in the aba2-2 null mutan! and in wild-type (Col) seedlings (SI) and adult 
roots (Rt), rosettes (Rs), stems (St), flowers (FI), siliques (Si), and dry seeds (Sd). The rosettes were separated further to petioles (Pe) and blades 
(BI). Seedlings were grown on MS agar plates for 14 days, and adult plants were grown in pots for ~40 days. Each lane contained 1 O µg of total 
RNA. A 366-bp fragment of ABA2/GIN1 cDNA digested with Alul was used as a probe for hybridization. rRNA was used as a loading control. The 
experiment was repeated twice with consistent results. 
(B) Gene expression under dehydration. The expression of ABA2 and NCED3 was determined at various time points alter dehydration in rosettes of 
40-day-old soil-grown plants. Samples with water 0/11) were used as a control. The experiment was repeated twice with consistent results. 
(C) ABA regulation of ABA biosynthesis genes in shoots and roots. Wild-type plants (Ler) grown on agar plates for 14 days were transferred to fil­
ler paper soaked with 100 µM ABA and incubated for O and 3 h. The experiment was repeated twice with consisten! results. 
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Figure 7. Glc Regulation of Gene Expression. 
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Glc regulation of ABA biosynthesis and signaling genes. Plants were grown on MS plates without (O) and with 2 and 6% Glc or 2 and 6% manni­
tol for 14 days under a 16/8-h photoperiod. Mannitol treatment was included asan osmotic control. RT-PCR analyses were performed tour 
times with consistent results. The numbers below the ABA2 gels indicate the band intensity (quantified with 1 D Gel Analysis Software; Phoretix, 
Durham, NC) relative to the loading control, UBQ5, and are normalized to the "O" sample. The PCR product of ABA2 in gin1-3 is 53 bp shorter 
than that in the wild type as a result of a deletion in the mutant. 

Restricted Spatial and Temporal Expression 
of ABA2/GIN1 

To determine the spatial and temporal expression patterns 
of ABA2/GIN1 more precisely, the ABA2/GIN1 promoter 
(2906 bp upstream of the ATG start codon) was fused to a 
reporter gene encoding [3-glucuronidase (GUS) to generate 
GIN1 ::GUS. GUS was chosen for its high sensitivity because 
ABA2/G/N1 is not highly expressed. The promoter was used 
successfully for complementation in the 8-kb genomic 
clone. The GIN1: :GUS fusion was introduced into the wild type 
and the gin1-3 null mutant through Agrobacterium-medi­
ated transformation (Jang et al., 2000). In general, G/N1:: 
GUS had similar expression patterns in multiple indepen­
dent transgenic lines of both the wild-type and gin1 back­
grounds under normal growth conditions, based on staining 
with 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-[3-o-glucuronic acid . How­
ever, GUS staining usually was stronger in aba2/gin1 than in 
the wild type, suggesting negative feedback control by ABA 
in the absence of high exogenous Glc (see below). GUS 
staining was readily visible in vascular bundles of hypocot­
yls (Figures 8A and 8B) and the branching points of lateral 
and primary roots (Figure 8C) of wild-type and aba2/gin 1 
transgenic seedlings grown on soil for 1 O days after germi­
nation. GUS staining in hypocotyls became weak and 
started to appear in petioles of cotyledons and true leaves 
at 20 days (Figures 80 and 8E). The staining signa! in peti­
oles of cotyledons and the first pair of true leaves became 
more pronounced at 30 days, especially in the aba2/gin 1 

background (Figure 8F). The staining at branching points of 
primary and lateral roots remained visible at maturity. 

In adult plants (after 30 days), pollen showed strong GUS 
staining in opening and opened flowers but not in flower buds 
and unopened flowers (Figure 8G). There was strong GUS 
staining at the junctions of pedicels and young developing si­
liques (Figure 8H) but not befare petal, anther, and sepal ab­
scission (Figure 8G), suggesting a role of ABA in early embryo­
genesis. At a later stage (57 days), GUS staining appeared in 
the vascular bundles of petioles and the mid veins of aged ro­
sette leaves, stems, and the junctions of pedicels and siliques 
(data not shown). GUS staining was strong in septa and funi­
culi inside maturing siliques but was faint in seeds (Figure 81) 
and developing embryos (data not shown). These GUS stain­
ing results are consistent with RNA gel blot analyses of ABA2/ 
GIN1 expression in specific tissues (Figure 6A). lt appears that 
ABA2/GIN1 has restricted expression patterns in hypocotyls, 
petioles, leaf veins, stems, flowers, pedicels, septa, funiculi , 
and roots but is not abundant in the ABA target sites, such as 
mesophyll cells, guard cells, and seeds. 

Distinct Glc Regulation of the ABA2/GIN1 Promoter 

Although the expression of ABA2/G/N1 does not seem to be 
affected significantly by drought or ABA, based on RNA gel 
blot analysis in the wild type, we examined GUS staining to 
determine whether the expression pattern changes as a re­
sult of salt stress (250 mM NaCI for 6 h) and cold stress (4ºC 



for 6 h) in the wild type and aba2/gin1 . For salt or cold treat­
ment of 10-day-old seedlings, GUS staining showed no de­
tectable changes in the wild type (Figures SA, SB, SJ, and 
SL). However, GUS staining showed a significant increase in 
vascular bundles of cotyledons in aba2/gin1 (Figures SK and 
SM). Because ABA2/GIN1 showed a slight downregulation 
by ABA in ANA gel blot analysis (Figure 6C), the enhanced 
GUS staining may reflect the lack of this negative ABA feed­
back control in aba2/gin1 . 

Because ABA2/GIN1 expression was enhanced by Glc 
(Figure 7), we examined the GUS expression patterns in 
both the wild type and aba2/gin1 in the presence of 2 and 
6% Glc. Consistent with the results of ANA gel blot analysis 
(Figure 7), the presence of 2% Glc or mannitol enhanced 
GUS expression significantly, which is restricted to the vas­
cular bundles of cotyledons in addition to hypocotyls and 
roots (Figures SN, SO, SO, and SR). Although the aba2/gin1 
mutant transcript was not enhanced by 2% Glc (Figure 7) , 
the ABA2/GIN1 promoter still was activated by Glc in gin1 
(Figure SO). This result suggests a direct regulation of the 
ABA2/GIN1 prometer by Glc independent of ABA. The sta­
bility of the ABA2/G/N1 transcript may be ABA dependent. 
lmportantly, 6% Glc activated the ABA2/GIN1 promoter 
more dramatically and caused developmental arrest in the 
wild type (Figure SP). Both Glc and ABA were required for 
the effect of 6% Glc, because the intense GUS staining and 
developmental arrest were not observed in aba2/gin 1 (Fig­
ure SP). Treatment with 6% mannitol to induce osmotic 
stress did not mimic the effect of 6% Glc in the wild type 
and aba2/gin1 . However, 6% mannitol did result in more in­
tense and broader GUS staining in the whole seedlings, in­
cluding the root tips (Figures SS and ST). These results are 
consistent with the idea that Glc and mannitol exert distin­
guishable regulatory mechanisms in ABA biosynthesis and 
seedling development. A quantitative GUS assay further 
supported the distinct responses of the ABA2/GIN1 pro­
moter to 6% Glc and 6% mannitol (Figure 9). There appear 
to be multiple mechanisms for the regulation of the ABA2/ 
G/N1 prometer and ABA2/G/N1 transcripts (Figures 6 to 9). 
The dynamic regulation of ABA2/GJN1 and the distinct 6% 
Glc regulation of other ABA biosynthesis and signaling 
genes (Figure 7) seem to be important for the Glc-depen­
dent developmental arrest (Figure SP). 

Subcellular Localization and Biochemical Analyses 
of ABA2/GIN1 

lt has been suggested that the complete ABA biosynthesis 
pathway could exist inside chloroplasts (Milborrow, 2001). 
However, biochemical analyses of ABA biosynthetic en­
zymes have indicated that the last steps of ABA biosynthe­
sis may occur in the cytosol (Sindhu and Walton, 19S7). To 
determine the subcellular localization of the ABA2/GIN1 
protein in Arabidopsis , a GFP fusion protein, GIN1-GFP, 
was generated. Using the Arabidopsis protoplast transient 
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expression assay and confocal microscopy, we showed that 
GIN1-GFP was localized exclusively in the cytosol , similar to 
a cytosolic GFP marker used as a control (Figure 1 OA) 
(Hwang and Sheen, 2001 ). 

To determine whether the Glc-insensitive phenotype of 
aba2/gin1 is attributable to a deficiency in the Glc induction 
of ABA accumulation, the endogenous levels of ABA were 
measured in wild-type, aba2/gin 1, and transgenic seedlings 
complemented with the ABA2/GIN1 genomic clone. As 
shown in Figure 10B, aba2/gin1 seedlings had a low basal 
ABA level that was not induced by Glc, as in the wild type. 
The ABA2/G/N1 genomic clone complemented the basal 
and Glc-induced levels of ABA in transgenic plants (Figure 
1 OB) , supporting a critica! role of ABA2/GIN1 in endogenous 
ABA biosynthesis and in Glc responses. The growth-pro­
moting and growth-inhibiting dual functions of ABA may 
have different threshold levels. 

Although it has been suggested that xanthoxin is con­
verted to ABAld by SDR1 and then to ABA by AA03 (Sindhu 
and Walton, 19S7; Zeevaart and Creelman, 19SS; Schwartz 
et al ., 1997a; Seo et al ., 2000a, 2000b), the possibility re­
mained that xanthoxic acid but not xanthoxin is the sub­
strate for SDR1 (Cowan, 2000 ; Seo and Koshiba, 2002). 
Moreover, because three chemical reactions are required to 
convert xanthoxin to ABAld, it is unclear whether enzymes 
other than SDR1 might be required (Cowan, 2000; González­
Guzmán et al., 2002; Seo and Koshiba, 2002). To determine 
the SDR1 substrate specificity and whether SDR1 alone can 
catalyze multiple chemical reactions, recombinant SDR1 
was expressed in the yeast Pichia pastoris for in vitro enzy­
matic analyses (Koiwai et al ., 2000). His-tagged SDR1 was 
purified to homogeneity using ammonium sulfate fraction­
ation, Ni2 + column chromatography, and DEAE column 
chromatography and analyzed by SDS-PAGE, as shown in 
Figure 10C. The purified recombinant SDR1 catalyzed xan­
thoxin (Km of 20.2 µ,M) but not xanthoxic acid as a substrate 
and generated a product with the same retention time as 
that of ABAld, as detected by HPLC and gas chromatogra­
phy-mass spectrometry with a mother fragment with a 
mass-to-charge ratio of 246 (Figure 1 OD). The reaction ab­
solutely required a coenzyme NAO (data not shown). Con­
sistent with these results, AA03 did not use xanthoxin as a 
substrate, as determined by HPLC (data not shown). Thus, 
our data provide conclusive evidence that the final steps of 
the major endogenous ABA biosynthesis pathway involve 
two enzymes, SDR1 and AA03, which convert xanthoxin to 
ABAld and then convert ABAld to ABA, respectively. 

DISCUSSION 

ABA in Glc Signaling 

Genetic and phenotypic analyses of the Arabidopsis mu­
tants displaying gin and g/o phenotypes have revealed 
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Figure 8. Spatial and Temporal Expression Patterns of ABA2/GIN1. 

{A} GUS staining in the hypocotyl of a wild-type plant grown on soil for 10 days. Three independent transgenic lines displayed similar patterns. 
The experiment was repeated twice with consisten! results. 
(B) GUS staining in the hypocotyl of a gin1 plant grown on soil for 1 O days. A cross-section of a hypocotyl showing GUS staining in the vascular 
bundle is shown in the inset. The experiment was repeated twice with consisten! results. 
(C) GUS staining in a wild-type root showing strong signals at the branching point. 
(D) GUS staining in a wild-type plant grown on soil for 20 days. 
(E) GUS staining in the cotyledon and first and second true leaves (left to right) excised from the plant shown in (D) . 

(F) GUS staining in a gin1 plant grown on soil for 30 days. The cross-sections of a petiole (left inset) anda leal vein (right inset) showing GUS 
staining in the vascular tissues are shown. Wild-type plants displayed similar GUS staining patterns. 
(G) GUS staining in the pollen of opened flowers in wild-type plants. Young flowers and flower buds did not show GUS staining. 
(H) GUS staining at the junctions of pedicels and young siliques in wild-type plants. 



extensive interactions between the metabolic and hormonal 
signaling pathways (Zhou et al., 1998; Arenas-Huertero et 
al., 2000; Huijser et al., 2000; Laby et al., 2000; Gibson et 
al. , 2001 ; Rook et al., 2001). Our studies provide molecular 
evidence for direct and extensive Glc control of the genes 
important for ABA biosynthesis and signaling. lnterestingly, 
in the case of ABA2/GIN1 . AB/3, and AB/4, Glc and ABA act 
synergistically. These genes are not activated by ABA alone, 
but their Glc activation requires endogenous ABA and is 
abolished in the aba2/gín1 mutant (Figures 6 and 7) (Arenas­
Huertero et al ., 2000; Sóderman et al ., 2000). In most cases, 
plants display different responses to Glc and mannitol sig­
nals. Thus, our studies show that Glc signaling is mediated 
partly by the activation of ABA biosynthesis and signaling 
genes through two mechanisms-a synergistic effect of Glc 
and ABA, and an ABA positive feedback control loop­
because ABA1 /ZEP, AA03, ABA3 , and AB/5 also are acti­
vated by ABA (Figures 6 and 7) (Leung et al ., 1997; Lopez­
Molina et al ., 2001; Xiong et al ., 2001. 2002). The synergistic 
interaction between Glc and ABA also controls seedling de­
velopment. lncreased ABA accumulation stimulated by a 
high level of Glc (Figure 10B) is required to block the post­
germination developmental switch, demonstrating ABA's 
function as a growth inhibitor. However, this Glc induction of 
ABA levels and ABA biosynthesis gene expression is not the 
result of differences in developmental stage and morphol­
ogy in seedlings. As shown previously, Glc induction of ABA 
levels occurs in gín6/abí4 without a developmental arrest 
phenotype (Arenas-Huertero et al., 2000). 

Our studies also revea! that Glc antagonizes the re­
sponses of endogenous ethylene through ABA. For exam­
ple, the Glc hypersensitive phenotypes of eín2 and the Glc 
repression of an ethylene maker gene, PDF1.2, are elimi­
nated in the aba2/gín 1 mutant. In this condition, ethylene 
acts as a growth-promoting regulator (Zhou et al., 1998), as 
has been shown in hypocotyl elongation under light (Smalle 
et al .. 1997; Alonso et al ., 1999). In the absence of a high 
leve! of Glc and at basal ABA levels, the physiological roles 
of endogenous ABA and ethylene are reversed. In addition, 

Figure 8. (continued). 

(1) GUS staining in a mature wild-type silique at 57 days alter germination. 
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Figure 9. Glc Regulation of ABA2/GIN1 Promoter Activity. 

GUS activity was measured in 16-day-old wild-type and gin1 mutant 
plants carrying G!Nt ::GUS and grown on MS plates without (O) or 
with 2 and 6% Glc (2G and 6G) or 2 and 6% mannitol (2M and 6M). 
Results from duplicate samples in two independent experiments are 
shown with error bars. MU, methylumbelliferone; WT, wild type. 

ethylene also may repress ABA biosynthesis, as observed in 
the eín2 mutant (Ghassemian et al ., 2000), or ABA signaling 
(Beaudoin et al., 2000). Thus, Glc signals can profoundly in­
fluence plant hormone biosynthesis and actions and plant 
growth and development (Figure 11 ). 

Distinct Glc and Osmotic Signaling 

The expression of NCED is highly activated by stress condi­
tions and encades a rate-limiting enzyme for the stress­
inducible accumulation of ABA in many plant species (Tan 
et al., 1997; Qin and Zeevaart, 1999; luchi et al., 2000, 
2001). Here, we show that Glc does not actívate NCE03 sig­
nificantly in Arabidopsis. This finding suggests that stress­
and Glc-induced ABA accumulation is mediated by distinct 

(J) GUS staining in a wild-type seedling (grown on soil fer 1 O days) alter cold treatment (4ºC) fer 6 h. 
(K) GUS staining in a gin 1 seedling (grown on soil fer 1 O days) alter cold treatment (4ºC) fer 6 h. 
(L) GUS staining in a wild-type seedling (grown on soil fer 1 O days) alter NaCI treatment (250 mM) fer 6 h. 
(M) GUS staining in a gin1 seedling (grown on soil for 10 days) alter NaCI treatment (250 mM) fer 6 h. 
(N) GUS staining in a wild-type seedling grown on 2% Glc MS medium fer 10 days. 
(O) GUS staining in a gin1 seedling grown on 2% Glc MS medium fer 10 days. 
(P) GUS staining in wild-type (left) and gin 1 (right) plants grown on 6% Glc MS medium for 14 days. 
(Q) GUS staining in a wild-type seedling grown on 2% mannitol MS medium fer 1 O days. 
(R) GUS staining in a gin1 seedling grown on 2% mannitol MS medium fer 1 O days. 
(S) GUS staining in a wild-type seedling grown on 6% mannitol MS medium fer 10 days. 
(T) GUS staining in a gin1 seedling grown on 6% mannitol MS medium fer 10 days. 
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Figure 10. ABA2/GIN1 Subcellular Localization and Biochemical Activities. 

(A) GIN1-GFP localization. Arabidopsis mesophyll protoplasts expressing a cytosolic GFP marker (CATGFP) or GIN1 -GFP were examined by 
confocal microscopy. Chloroplasts show red autofluorescence. These mesophyll protoplasts have large vacuoles. 
(B) Glc induces ABA accumulation. Wild-type (WT), gin1, and complemented (gin1 /GIN1) seedlings were grown without (- Glc) or with (+ Glc) 
6% Glc for 1 O days. Glc-induced ABA accumulation was abolished in gin1. Results shown are averages of two experiments. FW, fresh weight. 
(C) Purification of the recombinan! ABA2/GIN1 /SDR1 protein. His-tagged ABA2/GIN1 /SDR1 protein expressed in P. pastoris was purified by 
ammonium sulfate fractionation (O to 45% saturation) (lane 1), Ni2+ column (stepwise) chromatography (lane 2), and DEAE column chromatogra­
phy (lane 3). Protein fractions from each step were subjected to SDS-PAGE and stained with Coomassie blue. The arrow indicates the ABA2/ 
GIN1 /SDR1 protein. 
(D) Mass spectra of authentic ABAld and the product from xanthoxin catalyzed by ABA2/GIN1 /SDR1 . GC-MS fragment patterns of ABAld (top 
spectrum) and the reaction product (relative abundance) of xanthoxin by ABA2/GIN1 /SDR1 (bottom spectrum) are shown. 

mechanisms. This notion is consistent with the differences 
in seedling morphology and G/N1::GUS expression patterns 
atter 6% Glc and 6% mannitol treatments. aba2/gin1 mutant 
alleles have been obtained from a variety of other screens for 
Suc mutants (sis and is1) (Laby et al ., 2000; Rook et al ., 2001) 
and salt resistance mutants (sañ and sre) (Quesada et al ., 
2000; González-Guzmán et al., 2002). The common feature 
of these mutations is the important role of ABA in sugar and 
salt/osmotic signaling, although Glc and stress signaling are 
distinct in their ABA regulation . 

For the Glc bioassay under which gin and g/o mutants 
were screened, the imbibition phase and the radicle protru­
sion of Arabidopsis seeds (Bewley, 1997; Koornneef et al., 
2001) are not blocked by Glc (Jang et al ., 1997; Zhou et al., 
1998). However, excess Glc signals block the switch to 
postgermination development, including cotyledon greening 
and expansion, as well as apical shoot meristem and root 

differentiation (Jang et al., 1997; Zhou et al., 1998). This de­
velopmental arrest imposed by Glc presumably signals a 
feedback regulation in the source tissues, the seeds that 
provide carbon nutrients for seedling growth. Under natural 
conditions, an inappropriate environment could limit early 
seedling growth and sugar consumption atter germination, 
resulting in Glc accumulation and developmental arrest. This 
safeguard process for early seedling development involves 
newly synthesized and increased ABA (Figure 1 OB) and tran­
scription factors ABl3, ABl4, and ABl5 controlled by Glc (Figure 
7). Glc regulation differs from osmotic, salt, and drought stress 
controls (Leon-Kloosterziel et al., 1996; Quesada et al. , 2000; 
González-Guzmán et al., 2002) by modulating additional sig­
naling processes of other plant hormones, including ethylene, 
auxin, and cytokinin (Zhou et al., 1998; Sheen et al., 1999; 
Rolland et al. , 2002; L. Zhou and J. Sheen, unpublished data). 
Feedback control by Glc is well documented in other types of 



source tissues, such as photosynthetic leaves, that provide 
carbon nutrients for the development of sink tissues, including 
young leaves, roots, stems, flowers, and seeds (Sheen, 1994; 
Koch, 1996; Stitt and Krapp, 1999; Wobus and Weber, 1999; 
Smeekens, 2000; Rolland et al., 2002). We propase that en­
dogenous Glc signals could be indicators of the plant growth 
environment and are monitored in different cell types and or­
gans to adjust source (carbon export) and sink (carbon import) 
interactions through the regulation of genes involved in plant 
hormone synthesis and actions and in metabolism, thus coor­
dinating plant growth and development with the environment. 

ABA in Growth Promotion 

ABA has long been defined as a stress hormone and growth 
inhibitor because of its roles in stress responses and its in­
hibitory growth effects when applied exogenously. How­
ever, the growth retardation phenotypes of ABA-deficient 
mutants have implicated an essential function of endoge­
nous ABA in the promotion of leaf and stem development 
(Koornneef, 1986; Zeevaart and Creelman, 1988; Rock and 
Zeevaart, 1991; Finkelstein and Zeevaart, 1994; Nambara et 
al., 1998; Zhou et al., 1998; Sharp et al., 2000). lt has been 
suggested that the pleiotropic phenotypes of ABA-deficient 
mutants are the result of auxin and ethylene production and/ 
or an indirect effect of photoprotection or water relations 
(Koornneef, 1986; Sharp et al., 2000). The Arabidopsis ABA­
insensitive mutants abi1, abi2, abi3, abi4, and abi5 do not 
display overt morphological abnormality, probably as a re­
sult of tissue or pathway specificity and/or functional redun­
dancy (Finkelstein and Zeevaart, 1994; Rock and Quatrano, 
1995; Leung and Giraudat, 1998; Soderman et al., 2000). 
Analyses of Arabidopsis mutants in the ABA biosynthesis 
pathway, such as aba1, aba3, aao3, and the NCED3 knock­
out mutant, have not offered a solution because the ABA 1 
and ABA3 gene products have functions other than ABA 
biosynthesis (Koornneef, 1986; Leon-Kloosterziel et al., 
1996; Schwartz et al., 1997a), whereas the aao3 mutant and 
a NCED3 knockout mutant lack severe morphological phe­
notypes, presumably as a result of functional redundancy 
provided by other members of the multigene families (Seo et 
al., 2000a; luchi et al., 2001; Seo and Koshiba, 2002). Mo­
lecular cloning and BLAST searches have revealed that 
ABA2/GIN1 encades a unique SDR1 specific to the ABA 
biosynthesis pathway. At present, the aba2 mutants are 
available only in Arabidopsis (Seo and Koshiba, 2002). Thus, 
analyses of the Arabidopsis aba2/gin1 null mutants and 
complementation by ABA2/GIN1 in transgenic plants pro­
vide an opportunity to reevaluate the physiological functions 
of ABA in growth promotion. lt is clear that endogenous ABA 
is important for cotyledon, leaf, root, stem, and silique devel­
opment and fertility (Figures 4, 5, and 12). Blocking ethylene 
signaling partially restares root growth and development in 
aba2/gin1, but other phenotypes are independent of ethyl­
ene, even when grown under high-humidity conditions. 
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Figure 11. Model of the lnterplay of the Glc, ABA, and Ethylene Sig­
naling Pathways. 

This model is based on postgermination development phenotypes 
of Arabidopsis seedlings. 

The size and morphology of flowers and mature seeds in 
aba2/gin1 are similar to those in the wild type (data not 
shown). However, the smaller aba2/gin1 siliques have many 
unfertilized ovaries and/or aborted embryos at early stages 
and produce many fewer mature seeds than do wild-type si­
liques (Figures 5E and 5F). ABA may play a role in the early 
embryo differentiation found during the study of somatic 
embryogenesis (Zimmerman, 1993; Rock and Quatrano, 
1995). The striking expression of GJN1 ::GUS at the junction 
of the pedicel and the young silique is consistent with such 
a role (Figure 8H). The precise stage and mechanisms of 
ABA function during early embryogenesis require further in­
vestigation. The expression of GJN1::GUS also is prominent 
in the septa and funiculi of mature siliques (Figure 81), sug­
gesting a maternal supply of ABA for seed maturation, dor­
mancy, and/or desiccation (Figure 12), as shown by genetic 
analysis in Arabidopsis (Raz et al., 2001 ). 

Analysis of the aba2/gin 1 mutants also supports the idea 
that preexisting ABA is critica! to rapid guard cell signaling 
(within minutes) in response to water stress (Figure 12). 
Stress-induced ABA accumulation requires de novo tran­
scription and translation of NCED as a rate-limiting enzyme 
and takes hours to occur (Qin and Zeevaart, 1999; luchi et 
al., 2000). Overexpression of NCED3 in transgenic plants 
enhances drought tolerance over that of the wild type (luchi 
et al., 2001; Qin and Zeevaart, 2002), indicating that high 
ABA levels may be important for long-term survival under 
severe growth conditions. Although not inducible under 
stress conditions, ABA2/GIN1 plays a key role in the sup­
port of many physiological functions of ABA that do not re­
quire induction by stress. There could be a physiological 
connection between Glc and ABA at lower endogenous lev­
els that promotes rather than inhibits plant growth. 
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Figure 12. Proposed ABA Biosynthesis Pathway and Functions. 

The ABA biosynthesis steps that are expressed preferentially in leaves are highlighted in the box. 11 is likely that early ABA precursors have dis­
tinct functions in photosynthesis and light stress protection. 11 is not clear whether these ABA precursors are transported from leaves to petioles, 
stems, and roots. The expression of NCED3 and SDR1 is regulated differently. Xanthoxin needs to be exported from plastids to be converted to 
ABAld by SDR1 in the cytosol. The active siles of the GIN! promoter are listed. New ABA functions presented in this study are listed in boldface. 

ABA Biosynthesis Pathway and Regulation 

ABA is a sesquiterpenoid (C15) and is produced from an indi­
rect pathway from the cleavage products of carotenoids 
(C40) in the plastids (Figure 12) (Zeevaart and Creelman, 
1988; Seo and Koshiba, 2002). The cloning and biochemical 
analysis of the fi rst ABA pathway-specific enzyme, NCED, 
encoded by maize VP14 , provided conclusive evidence that 
the ABA precursor xanthoxin is generated from the cleavage 
of 9-cis-epoxycarotenoids by NCED (Schwartz et al. , 1997b; 
Tan et al. , 1997). Cellular expression and chloroplast import 
studies show that NCED is localized in the chloroplasts (Fig­
ure 12) (Qin and Zeevaart, 1999; luchi et al. , 2000; Tan et al., 
2001 ). Recent genetic and biochemical characterizations of 
the Arabidopsis aba2 , aao3 , and aba3 mutants and the to­
mato sitiens and flacca mutants have supported the conver­
sion of xanthoxin to ABAld and ABA as the final steps (Fig­
ure 12) (Leon-Kloosterziel et al. , 1996; Schwartz et al., 
1997a; Sagi et al., 1999; Seo et al. , 2000a, 2000b; Seo and 
Koshiba, 2002). However, the location at which, and the 
chemical reactions by which , xanthoxin is converted to ABA 
remain controversia!. For example, the final steps of ABA 
biosynthesis have been observed to occur in both chloro­
plasts and cytosol (Sindhu and Walton, 1987; Milborrow, 
2001). Abscisic alcohol and xanthoxic acid, instead of ABAld , 
have been proposed to be metabolic intermediates (Cutler 
and Krochko, 1999; Cowan, 2000; Milborrow, 2001; Seo 
and Koshiba, 2002). Our cellular analysis of GIN1-GFP lo­
calization and biochemical analyses of the purified enzyme 
support the conversion of xanthoxin to ABAld by SDR1 in 

the cytosol in plants (Figure 12). This physiological function 
of SDR1 is further confirmed by the fact that SDR1 cannot 
use xanthoxic acid as a substrate and AA03 can use only 
ABAld but not xanthoxin as a substrate. However, other mi­
nor ABA biosynthesis pathways may exist in aba2/gin1 null 
mutants, and these require further investigation (Cowan, 
2000; Seo and Koshiba, 2002). 

Many genes involved in the biosynthesis of plant growth 
hormones, such as gibberellins, brassinosteroids, and ste­
rols, are expressed in actively growing cells and in the target 
sites (Silverstone et al., 1997; Jang et al., 2000; Bishop and 
Yokota, 2001). The enzymes that catalyze the conversion of 
xanthoxin to ABA were thought previously to be ubiquitous 
and expressed constitutively (Sindhu and Walton, 1987; 
Schwartz et al., 1997a; Sagi et al. , 1999; Seo et al. , 2000a). 
Unexpectedly, the spatial and temporal expression patterns 
of ABA2/GIN1 are restricted to specific areas of vascular tis­
sues and are distinct from the tissue expression patterns of 
other genes, such as ZEP, NCED3, AA03, and ABA3, that 
are important for ABA biosynthesis (Audran et al., 1998; Qin 
and Zeevaart, 1999; luchi et al., 2000, 2001; Thompson et 
al., 2000; Xiong et al. , 2001, 2002; M. Seo and T. Koshiba, 
unpublished data). These results indicate that interorgan, in­
tercellular, and interorganelle transport of ABA precursors 
and/or ABA may be required for the completion of ABA syn­
thesis and to reach target sites (Figure 12). Additional cellu­
lar analyses of promoter fusions and immunolocalization of 
the ABA biosynthesis enzymes and ABA will be required to 
understand the physical location and regulation of the ABA 
biosynthesis pathway. 



Physiological Functions of the SOR Superfamily 
in Eukaryotes 

The SOR superfamily represents a very large family of en­
zymes, most of which are known to be NAO- or NAOP-depen­

dent oxidoreductases from E. coli to humans. Because the 
first characterized member of this family was the novel alco­

hol dehydrogenase in Orosophi/a, this family used to be 
called "insect-type" or "short-chain" alcohol dehydroge­
nase. The discovery of 15-hydroxyprostaglandin dehydro­
genase as the first mammalian SOR brought general interest 

to SOR functions (Jórnvall, 1999). The first cloned plant SOR 
gene was maize TS2, which is involved in sex determina­
tion by controlling cell death through unknown mecha­
nisms (Oelong et al., 1993). lt was suggested, based on its 
sequence homology with hydroxysteroid dehydrogenases 
(HSOs) in prokaryotes, that ZmTS2 might control plant ste­

roid metabolism (Oelong et al., 1993). However, sequence 
alignment revealed that the putative Arabidopsis HSO is 
evolutionarily distant from ABA2/ GIN1 / SOR1, SOR2, and 

ZmTS2 (Figure 3). Although many plant genes involved in 
brassinosteroid and sterol biosynthesis have been isolated 

using mutants in Arabidopsis, none encades SOR (Bishop 
and Yokota, 2001). The molecular cloning of ABA2/GIN1 
reveals the functional significance of plant SOR in ABA bio­
synthesis : it is critica! far growth and development, stress 

responses, and Glc signaling (Figure 12). The tobacco and 
cucumber SOR genes are closely related to ABA2/G/N1 
and may be involved in ABA biosynthesis (Figure 3). lt re­
mains to be determined whether other distinct SOR genes 
may provide a low level of activity far ABA biosynthesis 
with different expression patterns. The Arabidopsis TS2 

homolog (SOR2) is related more closely to SOR1 than to 
HSOs of 56 SOR members in the Arabidopsis genome. lt 
will be interesting to determine the functions of Arabidop­
sis SOR2 and HSO genes by isolating and characterizing 
knockout mutants and performing enzymatic assays. In 
mammals, SORs play diverse and important roles, as in the 
metabolism of steroid and retinoid hormones and the inter­
action with amyloid B-peptide in human Alzheimer's dis­
ease (Oppermann et al., 1999, 2001) . Functional analyses 

of plant SORs may provide useful clues to SDR functions in 
hormone biosynthesis and the metabolic signaling that 
controls embryogenesis and postnatal growth and develop­
ment in mammals. 

METHODS 

Mutant lsolation and Genetic Analyses 

Three gin1 mutants, gin1-1 (Wassilewskija [Ws] ecotype), gin1-2 
(Landsberg erecta [Ler]}, and gin1-3 (Columbia [Col] ecotype), and 
two gin4 mutants, gin4-1 (Col) and gin4-2 (Col}, were selected on 7% 
Glc Murashige and Skoog (1962) plates as described by Zhou et al. 
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(1998). Allelism tests showed that none of the gin1 or gin4 mutants 
complemented each other in the Glc bioassay or in the greenhouse. 
Although selected from T-DNA-tagged pools, none was tagged by 
T-DNA. The null mutant gin1-1 was used for cloning, and the null mu­
tan! gin1-3 was used for ali other studies except for those shown in 
Figure 6A, for which null aba2-2 was used. All mutants were reces­
sive and backcrossed to the wild type to ensure the cosegregation of 
phenotypes before extensive fine mapping was performed. For the 
analysis of gin 1-1 and gin 1-3 reverse transcriptase (RT) PCR prod­
ucts, the following exon 2 primers were used: 5'-AGTGGCATTGAT­
CACTGGAG-3' and 5'-GTGAATCCTCCATCAATCATC-3'. Note that 
the 5' primer sequence was deleted in the gin1-3 mutant except for 
the initial AGT. 

Map-Based Cloning of GIN1 

The mapping population was generated by crossing gin 1-1 (Ws) to 
the Col or Ler wild type. F2 populations of gin1-1 mutants (5627) 
were isolated on 7% Glc Murashige and Skoog (1962) plates. Ge­
nomic cDNA was extracted to perform PCR using simple sequence 
length polymorphism (SSLP) markers to identify recombinants as 
described previously (Bell and Ecker, 1994). Fine mapping was per­
formed by designing new SSLP markers. The primers were synthe­
sized based on BAC DNA sequences and tested by PCR using DNA 
isolated from three ecotypes. New SSLP primer sequences and PCR 
fragment sizes (Col/Ler/Ws, in bp} for fine mapping are listed below: 
F6D8-33-A3, 5'-ACATGGCTAGAAGGTGGAGAC-3 ', and F6D8-
33-B3, 5'-ATATTATGCTCCAGTATTTAGG-3' (183/194/183); F6D8-
3-A1, 5'-TCTACATCTAGACGGGAAGG-3', and F6D8-3-B1 , 5'-CGC­
CA TTGCTTCTCGACTTG-3' (1140/900/1140); F5F1 9-19-A3, 5' -ACG­
TGTTCACAGCAACA TCAAG-3', and F5F19-19-B3, 5'-GTATTT­
TCAGACT AAGCTTTTGCC-3' (96/93/90); F5F19-12-A 1, 5' -CCA­
GTTGCTATCCATATCTATTG-3', and F5F19-12-B1 , 5'-ATTCCT­
CATATGAGATCCGAGG-3' (180/194/178); F5F19-1-3A, 5'-CTGTGG­
TTAGACTGACAAGTG-3 ', and F5F19-1-3B, 5'-ACCAAAGAG­
CCCCTGAAGAC-3 ' (105/105/96); F11M15-24-2A, 5' -AATGGTT AG­
ATTCATTAGGATG-3 ', and F11 M15-24-2B, 5'-TTCTCTGTTTGT­
GAAGCCAGC-3 ' (123/156/123); F11M15-1-A2, 5' -TGGAGTTGC­
TGAACCTAGCC-3', and F11M15-1-B2, 5'-ATGGATCGAAAATAT­
GAGTATC-3 ' (129/129/120); and F13F21-15-A3, 5'-GTTGAACGG­
TTTAGATTGAAGG-3', and F13F21-15-B3, 5'-TACGGAGATGCT­
TAGCCGAGC-3' (282/275/211 ). The full-length cDNA was isolated 
using 5' and 3' rapid amplification of cDNA ends based on the 
manufacturer's protocol (SMART RACE cDNA Amplification Kit; 
Clontech, Palo Alto, CA). The primers were located at 42451 to 
42473 and 42783 to 42802 bp in the F19K6 BAC clone, with a 351-bp 
overlap. 

Constructs and Transgenic Arabídopsis thaliana 

The ABA2/GIN1 genomic clone (7.7 kb), covering 3 and 2 kb of the 5' 
and 3' flanking regions, respectively, was amplified by PCR, con­
firmed by sequencing, and cloned into a miniature binary vector 
(Xiang et al ., 1999). The ABA2/GIN1 full-length cDNA was amplified 
by PCR from a cDNA library (Jang et al., 1997), confirmed by se­
quencing, and cloned into a binary vector (pSMAB704) under the 
control of the constitutive 35S promoter to generate 35S::GIN1. The 
G/N1 ::[3-glucuronidase (GUS) fusion gene was generated by fusing 
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the 3-kb 5' promoter of G/N1 to GUS at the ATG site. The promoter 
was obtained by PCR from the genomic clone using the following 
primers with underlined Hindlll and Smal siles, respectively: 5'­
ATCTCACTACGGAAGCTTCTGG-3' and 5'-GTGACCCCGGGAATA­
GCTTTAGCTCCTTAGATCTTC-3 ', starting at nucleotides 38638 and 
41545, respectively, in the F19K6 BAC clone. The promoter se­
quence was confirmed by DNA sequencing and cloned into binary 
vector pSMAB704. The binary vectors were introduced into Agro­
bacterium tumefaciens strain GV3101 by electroporation. The null 
gin1-3 mutant and wild-type plants were transformed by Agrobacte­
rium using the floral-dip method (Hwang and Sheen, 2001 ). T1 trans­
genic plants showing herbicide resistance were confirmed further by 
PCR and DNA gel blot analyses. More than 100 transgenic plants 
were obtained for all constructs. Ten independent transgenic lines 
for each of the cDNA and genomic clones were analyzed further. 
GUS expression pattern analyses were performed with three ran­
domly chosen transgenic lines in the wild type and gin1-3. T2 and 
homozygous T3 plants were used to perform complementation tests 
and GUS expression pattern analyses as described (Jang et al ., 2000). 

Subcellular Localization of the GIN1-Green Fluorescent 
Protein Fusion 

The GIN1 coding region was amplified by RT-PCR and fused to 
green fluorescent protein (GFP) in a plant expression vector for pro­
toplast transient expression analyses, as described previously 
(Hwang and Sheen, 2001 ). The following primers with a BamHI site at 
the 5' end and a Stul site at the 3' end (underlined) were used: 5' -AAG­
AAGATCTAAGGATCCAAAGC-3' and 5'-ATGCAAGGCCTTCTGAAG­
ACTTTAAAGGAGTGG-3' . RT-PCR amplification of mutan! coding 
regions (gin 1-2, gin 1-3, and aba2-1) was performed to make GFP fu­
sions. The expression of the gin1-3-GFP fusion was not observed in 
protoplasts, suggesting a null mutation (data not shown). 

Protein Sequence Alignment and Phylogenetic 
Tree Construction 

Arabidopsis short-chain dehydrogenase/reductase (SDR)-related 
sequences (46% identity and 60% simi larity) were obtained using the 
BLAST program from the TAIR World Wide Web site (http://www. 
arabidopsis.org/Blast), and SDR, 11-¡3-hydroxysteroid dehydroge­
nase (HSD), retenoid dehydrogenase, and 15-hydroxyprostaglandin 
dehydrogenase sequences (30% identity and 50% similarity) from 
other model systems were obtained using the National Center for 
Biotechnology lnformation PSl-BLAST program based on the ABA2/ 
GIN1 sequence (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). The phylo­
genic tree was generated using SDR sequences containing motifs 1 

to VI, without the divergen! N and C termini, with Clustal X 1.81 (ftp:// 
ftp-igbmc.u-strasbg.fr/pub/ClustalX) and was displayed with Tree­
view 1.6.5 {http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html). 
The scale of 0.1 in the unrooted tree (Figure 3) indicates 0.1 amino 
acid substitutions per site. Arabidopsis SDR2 (62%), SDR3 (62%), 
SDR4 (61 %), and SDR5 (60%) share the highest sequence similarity 
to SDR1. Based on the Clustal alignment program, Arabidopsis 
ABA2/GIN1 (AtSDR1) is grouped with tobacco (NtSDR) and cucum­
ber (CsSOR) homologs in the phylogenic tree. AtSDR2 is closely 
related to maize ZmTS2 and is difieren! from AtSDR3, AtSDR4, 
and AtSDR5. Arabidopsis 11-¡3-hydroxysteroid dehydrogenases is 
closely related to human and mouse 11-¡3-hydroxysteroid dehydro-

genases. The human and mouse 15-hydroxyprostaglandin dehydro­
genases and human and mouse retenoid dehydrogenases also are 
shown in Figure 3. 

Expression and Purification of SDR1 

For SDR1 expression in Pichia pastoris, ABA2/GIN1 cDNA was 
cloned into the pPICZC vector to produce a fusion protein with the 
MYC epitope and polyhistidine tags with an ACC sequence before 
the initiation ATG codon, according to the manufacturer's instruc­
tions (Easy Select Pichia Expression Kit; lnvitrogen, Carlsbad , CA). 
Transformation and expression of recombinan! protein were per­
formed as described (Koiwai et al ., 2000). The cells were harvested 
alter methanol induction for 48 h. The crude enzyme extract was 
fractionated with ammonium sulfate (O to 45% saturation) and dia­
lyzed against 50 mM potassium phosphate buffer, pH 7.5, containing 
2.5 mM EDTA and 5 µM leupeptin. Ammonium sulfate-fractionated 
enzyme samples were purified with the ProBound protein purification 
kit (lnvitrogen) according to the manufacturer's instructions, except 
that the elution was performed with 50 mM potassium phosphate 
buffer, pH 7.5, containing 30 mM EDTA. The eluate was dialyzed 
against 50 mM potassium phosphate buffer, pH 7.5, containing 2.5 
mM EDTA, 10 mM 2-mercaptoethanol , and 10% glycerol and ap­
plied to a DEAE column (DEAE-5PW; 7.5 mm i.d. x 75 mm; TOSOH, 
Tokyo, Japan). The adsorbed proteins were eluted with a linear gra­
dient of KCI from 50 mM to 0.5 M in 20 mM potassium phosphate 
buffer, pH 8.0, containing 2.5 mM EDTA, 1 O mM 2-mercaptoethanol , 
and 10% glycerol. SDR1 activity was recovered in the fraction that 
eluted at ~o.3 M KCI. The purity of recombinan! SDR1 was examined 
by SDS-PAGE and protein staining (Figure 10C). 

SDR1 Enzymatic Assay 

The enzyme sample used for the activity assay was the fraction puri­
fied on the Ni2+ column. To determine the Km value, reaction mix­
tures (100 µL) containing 5 µL of enzyme solution (~5 µg of protein), 
0.01 to 0.1 mM xanthoxin, 50 mM potassium phosphate buffer, pH 
7.5, and 5 mM NAD were incubated at 30ºC for 5 to 20 min. Alter in­
cubation , the reaction was stopped by adding 1 O µL of 1 N HCI and 
30 µL of 100% methanol, successively. Alter centrifugation , the su­
pernatant (100 µL) was subjected to HPLC. Activity was assayed by 
determining the amount of abscisic aldehyde product, as described 
previously (Koshiba et al., 1996). The coenzyme dependence of the 
reaction was determined using 5 mM NAD, NADH, NADP, or 
NADPH. To determine the reaction product, the reaction was per­
formed with 1 ml of reaction mixture using enzyme solutions purified 
on the DEAE column. The reaction product was partially purified by 
ether fractionation and HPLC and subjected to gas chromatogra­
phy-mass spectrometry (GC-MS). 

Abscisic Acid Determination 

Seedlings (0.5 to 1 g) were homogenized in 80% (v/v) acetone con­
taining 0.1 mg/ml 2,6-di-tert-butyl-4-methylphenol. Alter adding 
13C-abscisic acid (ABA) (Asami et al., 1999) asan interna! standard, 
the homogenate was shaken for 1 h on ice in darkness and then cen­
trifuged (1200g for 1 O min) at 4ºC. The precipitate was reextracted , 
and the combined supernatant was evaporated to remove acetone. 



ABA was partially purified from the residual aqueous solution by 
partitioning using hexane and ether and then by HPLC. ABA was 
methylated with diazomethane and analyzed by GC-selected ion 
monitoring-MS by monitoring 192 (from 13C-ABA) and 190 (from en­
dogenous ABA) fragments. 

GC-MS Analysis 

GC-MS analysis was performed with a mass spectrometer (GCMS­
QP5050; Shimadzu, Kyoto, Japan) coupled to a gas chromatograph 
(GC-17 A; Shimadzu) with a DB-1 capillary column (0.25 mm i.d. x 30 m, 
film th ickness of 0.25 µm; J&W Scientific, Folsom, CA). The injection 
temperature was set at 250ºC, and the inlet pressure was 70 kPa. Al­
ter injection, the oven temperature was maintained at 80ºC for 1 min, 
increased to 290ºC at arate of 20ºC/min , and then kept at 290ºC for 
5 min. Mass spectra were obtained under the following conditions: 
electron energy of 1.5 kV, ion source temperature of 250ºC, capillary 
interface temperature of 250ºC, and ion range of 50 to 450 (mass­
to-charge ratio). 

Preparation of Xanthoxic Acid 

A cis and trans mixture of 4' -benzoyl xanthoxic acid ethyl ester 
was synthesized according to the method described previously 
(Yamamoto and Oritani , 1996). Treatment of this diester with 2.5 
equivalen! KOH in dry ethanol under reflux conditions gave a potas­
sium salt of the acid. The usual workup gave a cis and trans mixture 
of xanthoxic acid in high yield. Each isomer was separated by HPLC 
to give xanthoxic acid . 

Upon request , all novel materials described in this article will be 
made available in a timely manner for noncommercial research pur­
poses. No restrictions or conditions will be placed on the use of any 
materials described in this article that would limit their use for non­
commercial research purposes. 

Accession Numbers 

The accession number for ABA2/GIN1 is At1 g52340, and that for the 
F19K6 BAC clone is AC037424. Accession numbers for other se­
quences mentioned in this article are as follows: ZmTS2, L20621 ; 
HsSDR, NM_016246; MmSOR, NM_008278; OmSOR, AAF51984; 
CeSOR, Z72508; ScSOR, NC_001143; EcSDR, NC_000913; 
AtSDR1 , AC037424; NtSOR, NTAJ3177; CsSOR, AF286651; AtSDR2 
(AL 132968, At3g51680); AtSDR3 (AC004411 , At2g47130); AtSDR4 
(AB026657, At3g29250); AtSDR5 (AB026657, At3g29260); AtHSD, 
NM_ 124448; human HSD, NM_005525; mouse HSD, 875207); hu­
man HPGD, NM_000860; mouse HPGD, NM_008278; human RDH, 
NM_003708, XM_006732; and mouse RDH, AY028928, AF013288. 
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lV.5.3 gin8, la primera mutante en el gen involucrado en la biosíntesis de ABA: NCED3?. 

Una de las mutantes aisladas en este trabajo se denominó gin8 y a continuación presento un 

resumen de la caracterización genética, fenotípica y molecular de esta mutante. 

lV.5.3.1 Caracterización genética. 

Los análisis de retrocurzas y cruzas de gin8 con otras mutantes mostraron que el fenotipo gin es 

causado por una sola mutación de tipo recesivo (Tabla 1 O) , y que no es alélica a las mutantes gin 1 

(aba2) , gin5 (aba3) , gin6 (abi4) ni gin 7 (Tabla 10). Análisis genéticos adicionales mostraron que esta 

mutante a pesar de tener una sola inserción de T-DNA, la mutación no parecía estar abanderada por el T­

DNA, por Jo que se realizó un mapeo preliminar en el laboratorio por Marcela Treviño. Los datos del 

mapeo indicaron que la mutación se localiza en el cromosoma 3, muy cerca del marcador genético nga 

162 (ver más adelante). 

Tabla 13. Análisis de segregación mendeliana y pruebas de complementación de la mutantegin8. 

Retrocruzas. 

Cruza 
Wsx 

rE~· individll,~~,!l_fSm~_,, __ .f2 ~!~~~--. !~ .. IS!~~-{'.'/o~ . ... ~~: i.~~~v_i!1~~.!.!"~ •. -----
¡ 5 21 73 500 en Glc, 500 en Km 

Pruebas de complementación. 

Cruza Fl GlcR (%) F2 GlcR (%) No. individuos F2 Conclusión 
gin5x gin8 ¡---- 0% -~---·---~·-·--·---·-··---·~·--NÓ°"'aléiic¡~"· 

gin6 x gin8 No evaluada 30% 539 No alélicas 
gin7 x gin8 ¡No evaluada 58% 518 No alélicas 

gin8 x gin7 0% ... ·--~~'.:!éli~as _ 
gin8 x gin] No alélicas 

lV.5.3.2 Caracterización fenotípica. 

Dada Ja clara participación de la hormona ABA en la respuesta a Glc, se realizaron bioensayos 

para determinar si esta hormona también estaba implicada en el fenotipo gin de la mutante gin8. Como 

se mencionó anteriormente, las mutantes insensibles a Glc que son deficientes en la biosíntesis de ABA 

presentan fenotipo "wilty" (Arenas et al, 2000; Cheng et al., 2002). Para determinar si la insensibilidad a 

Glc de gin8 era debida a deficiencias en Ja biosíntesis de ABA, se evaluó si gin8 tenía fenotipo "wilty" 

como una prueba indirecta de alteraciones en Jos niveles de ABA. Los resultados indicaron que gin8 

pierde turgencia fácilmente, por lo que presenta fenotipo "wilty" (Fig. 13 ). Este resultado aunado al 

hecho de que esta mutante recupera la sensibilidad a Glc en presencia de ABA (Fig. 14), sugiere que 

gin8 es deficiente en ABA. 



gin8 tiene fenotipo "wilty" 

Figura 13. Fenotipo de plantas silvestres y de la mutante gin8 crecidas y regadas con agua durante 4 semanas, 
seguidas de 2 semanas sin riego. 

La aplicación exógena de ABA restablece las sensibilidad de gin8 a la Glc 

Glc 7°/o 

Glc 7°/o 
+ 

ABA 100 

Ws gin8 

Figura 14. Fenotipo de plantas sil vestres y de la mutante gin8 germinadas y crecidas por 15 den presencia de 
Glc al 7% y paralelamente en Glc al 7% incluyendo ABA 100 nM . 
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Para confirmar esta hipótesis , se midieron Jos niveles de ABA endógeno de gin8 tanto en 

respuesta a Glc como en condiciones normales. Los resultados indicaron que gin8 tiene niveles de ABA 

menores que la planta silvestre en condiciones de crecimiento estándar, y esta diferencia se hace mucho 

más notoria en respuesta a Glc (Fig. 15). 

ngABA/mg 
peso fresco 

gin8 es una mutante deficiente en ABA 

D GM 

1.5 • 7o/o Glc 

1 

0.5 

º_.._......_ __ _ 
Wt gin8 

Figura 15. Cuantificación de los niveles de ABA en la mutante gin8. Las plantas fueron crecidas en medio de 
germinación estándar (GM) y paralelamente en presencia de Glc al 7% durante 17 d previamente a la medición 
de los niveles de ABA. 

Se sabe que las mutantes deficientes en ABA se comportan como osmotolerantes y resistentes a 

condiciones salinas cuando se someten a estas condiciones durante la germinación (Werner y 

Finkelstein, 1995; León-Kloosterziel et al. , 1996). De hecho, alelos de las mutantes aba han sido 

aislados en "screenings" de mutantes resistentes a dichas condiciones (Quesada et al., 2000; González­

Guzmán et al., 2002). En concordancia, la mutante gin8 también es osmotolerante y resistente a estrés 

salino durante la genninación (Fig. 16). 
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gin8 y otras mutantes gin son osmotolerantes y resistentes a estrés salino durante la 
germinación y el desarrollo temprano 

Ws gin8 ginl gin6 abi5 

Manitol 400 mM 

15 d 

Sorbitol 400 mM 

15 d 

NaCI 150 mM 

18 d 

Figura 16. Pruebas de resistencia a estrés osmótico y salino en las mutantes gin. Las plantas silvestres y 
mutantes fueron germinadas y crecidas en medio de germinación estándar (GM) incluyendo el agente estresante 
indicado. 

Resulta intrigante que las mutantes deficientes en ABA tengan este tipo de fenotipos, dado que 

se sabe que parte de las respuestas a estrés requieren de ABA. Sin embargo parte de estos fenotipos 

podrían ser el reflejo de la donnancia reducida en estas mutantes, dado que se requiere de la disminución 

de los niveles de ABA para activar el proceso de germinación. En adición a esto, las mutantes deficientes 

en ABA también presentan alteraciones en la capacidad de detectar y/o responder a los azúcares, los 

cuales se podrían acumular en niveles altos y dar como resultado un efecto osmoprotector para la planta. 

Esto explicaría que otras mutantes insensibles a Glc como gin] laba2, gin6/abi4 y abi5 sean también 

resistentes a tales condiciones (F ig. 16). 

De todos estos resultados, podemos concluir que el fenotipo de insensibilidad a Glc de la 

mutante gin8 se debe a que esta mutante es deficiente en ABA. Cabe resaltar que gin8 constituye una 

nueva mutante deficiente en ABA, dado que todas las reportadas hasta el momento mapean en diferentes 

cromosomas: abal mapea en el cromosoma 5, aba2 y aba3 en el cromosoma l , aao3 en el cromosoma 2 

y nuestra mutante gin8 mapea en el cromosoma 3 (ver más adelante). 
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Como se ha mencionado con anterioridad, los azúcares en alta concentración afectan varios 

aspectos del desarrollo y morfogénicos, entre los que se incluye la germinación, la elongación del 

hipocotilo en la obscuridad, la expansión y enverdecimiento de los cotiledones en la luz, la transición 

floral y la senescencia (Jang et al., 1997; Rolland et al., 2002). Uno de los procesos de desarrollo 

inhibidos por azúcar en altas concentraciones, es el proceso de transición floral (Eimert et al, 1995; Zhou 

et al., 1998; Ohto et al., 2001) . Este efecto se sabe que es totalmente independiente del efecto osmótico 

causado por los azúcares (Ohto et al., 2001 ). Con la finalidad de detem1inar si este proceso está afectado 

en gin8 tal como sucede con la mutante deficiente en ABA ginl (Zhou et al., 1998), se determinó su 

tiempo de floración en presencia de alta Glc. La aparición de la inflorescencia se evaluó en plantas 

germinadas en condiciones estándar por 4 días in vitro que Juego fueron transferidas a un medio con baja 

(2%) o alta (6%) Glc en condiciones de luz continua. Los resultados indicaron que la Glc en alta 

concentración prolonga el tiempo de floración en las plantas silvestres, y la mutante gin8 así como 

gin 1 /aba2 están afectadas en dicha respuesta ya que florecen más rápido que la planta silvestre (Fig. 17) 

Esta diferencia sólo se observa en respuesta a concentraciones altas de Glc, pues en bajas 

concentraciones (2%) no existen diferencias entre las mutantes y la planta silvestre. Estos resultados 

indican que se requiere ABA durante el proceso de florecimiento en presencia de concentraciones altas 

de Glc. 

Las mutantes deficientes en ABA gin8 y ginl florecen más rápido que la planta 
silvestre en alta Glc 

D MS 2%Glc 

• MS 6% Glc 
30 

Días 20 

10 

ws ginl gin8 

Figura 17. Evaluación del tiempo de floración de las mutantes gin/ y gin8. Se detenninó la aparición de la 
inflorescencia en plantas previamente germinadas en condiciones estándar por 4 d y posteriormente sometidas a 
un tratamiento de baja (2%) y alta Glc (6%). n=IO 



Simultáneamente a todos estos ensayos corroboramos que gin8 no está afectada en la 

señalización de etileno (no presenta la triple respuesta constitutiva), y tampoco es insensible a ABA 

(datos no mostrados), pues era importante descartar que su fenotipo se debiera a su vez a alteraciones en 

la señalización de estas dos hormonas que, como ya se ha mencionado en secciones anteriores, participan 

en la señalización de Glc en Arabidopsis. Sin embargo, se observó que gin8 así como otras mutantes 

deficientes en ABA presentan una mayor sensibilidad a ABA, es decir, se comportan como 

hipersensibles a esta hormona (Fig. 18). Dicho comportamiento puede interpretarse como una respuesta 

compensatoria de la planta ante la deficiencia de ABA, resultando en un aumento de la sensibilidad a 

esta hormona que se encuentra a niveles menores en este tipo de mutantes. En concordancia con esta 

hipótesis, se ha visto que las mutantes los6 y los5 (alélicas a abal y aba3 respectivamente) tienen 

mayores niveles de expresión de genes que responden a estrés cuando son sometidas a un tratamiento 

con ABA, sugiriendo que cuando esta hormona es deficiente, las células se vuelven más sensibles para 

mitigar esta deficiencia (Xiong et al. , 2002). Esta respuesta podría también participar durante la 

germinación en condiciones de estrés, donde vimos que las mutantes deficientes en ABA son 

osmotolerantes durante dicha etapa (Fig. 16). 
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Figura 18. Prueba de sensibilidad a ABA de las mutantes deficientes en esta hormona. Se determinó la 
aparición del fenotipo verde de los cotiledones de plántulas germinadas y crecidas por 9 d en presencia de O, 0.1 , 
0.3 , 1, 3, 5 y 10 µM de ABA. Las mutantes gin} , gin5 y gin8 están en el fondo genético silvestre Ws y las 
mutantes abal, aba2 y aba3 en el fondo genético Landsberg erecta (Ler). 



TV.5.3.3 Análisis de expresión génica. 

Se han reportado una gran vari edad de genes regulados positiva- y negativamente por azúcares 

en diversas plantas (Koch, 1996), y la lista crece a pasos agigantados. En esta sección se analizó la 

expresión de algunos genes que responden a azúcares como CAB 1 (codifica para la proteína unidora de 

clorofila a y b), PC (plastocianina) y PALJ (fenilalanina amonio liasa) en la mutante gin8. Lo que se 

observó fue que la regulación por Glc de estos genes está alterada en dicha mutante aunque no pierde 

totalmente la capacidad de regulación, dado que tanto CA B 1 como PC mantienen cierto grado de 

represión, y PAL 1 parece inducirse en cierta medida (Fig. 19A). Estos resultados indican que la 

regulación por Glc de algunos genes de respuesta a azúcar está afectada en gin8, incluyendo genes de 

respuesta tanto positiva como negativa. 

A 

La mutación gin8 afecta la expresión de genes regulados por Glc, por estrés hídrico y 

genes señalizadores de Glc y ABA 

B 
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% glc 2 6 2 6 

ART4 

AB/5 

APTT 

Figura 19. Análisis de expresión génica de la mutante gin8. A. Expresión de genes regulados por azúcar. 
B. Expresión de genes de respuesta a estrés. C. Expresión de genes señalizadores de Glc y ABA. 
Experimentos tipo "Northern blof' de plantas germinadas y crecidas en presencia de baja (2%) y alta (6%) Glc 
durante 19 d. 



Sabiendo que las concentraciones de azúcar usadas causan simultáneamente un efecto osmótico, 

también analizamos la expresión de algunos genes que responden a este estímulo así como a otros tipos 

de estrés hídrico (Tabla 14). 

Tabla 14. Genes de respuesta a estrés hídrico usados para el análisis de expresión génica. 

Gen 
RD29A/COR 78 
RD29BILTJ65 
COR15A 
RD22 
ADH 
P5CSJ 
TPSJ 
DREB2A 

Comentarios Referencia ---·-·---·----------- ----· 
proteína de respuesta a ABA, frío y deshidratación Yamaguchi-Shinosaki y Shinosaki, 1994. 
proteína de respuesta a ABA, frío y deshidratación . Yamaguchi-Shinosaki y Shinosaki, 1994. 

l proteí;;-de ~sp~~-st~-; frí;yA.sA."·---· ·--· ---wiÍ-h~I~·y-.:rhü1~~sho~:I99i' _______ .. _ 

, . ..P.!:.~~!.131:.5!~J,t'.~P.l!~~t~ -~~ª~-Y-~e..~.~~~:~!~".0.!1 _____ }':~m~uchi-~hin~~!1!~L~§hino~&a, .199}; __ 
1 alcohol deshidrogenasa, responde a ABA de Bruxelles et al., 1996. 

,.ein:?JLi:-5-c.aI!'~x.-i_la_t<_>._~}.!1!~-5~!,~n~~ ~-~s!!:~s Strizho. __ v_e._t._,__l .. 9_9 __ 7_._ ~····~ ... ..,..... ... "'_,--·· ·-··--· 
1 trehalosa fosfato sintasa, responde a estrés Goddijn y van Dun, 999. 

FT de respuesta a sequía independiente de ABA Liu et al., 1998. 

Los resultados de este análisis mostraron que el grupo de genes de respuesta a estrés utilizados 

son inducidos en presencia de 6% de Glc en la planta silvestre, a excepción de TPSJ y DREB2A los 

cuales se reprimen bajo estas mismas condiciones (Fig. l 9B). La respuesta de inducción por Glc está 

claramente afectada en la mutante gin8 (Fig. l 9B). Estas observaciones sugieren que la alta 

concentración de Glc utilizada provoca un estrés osmótico en la planta silvestre, por lo que se inducen 

una serie de genes de respuesta a estrés. Sin embargo, sabemos que los niveles de ABA aumentan en 

respuesta tanto a la señal de Glc como a la señal de estrés osmótico (Arenas et al., 2000; Zeevaart y 

Creelman, 1988), y los genes que se indujeron en nuestras condiciones también se sabe que se inducen 

por ABA (Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 2000; de Bruxelles et al., 1996). De esta manera, la 

respuesta de inducción de esta serie de genes también puede deberse al aumento en los niveles de ABA 

en condiciones de alta Glc, respuesta que esta afectada en la mutante gin8. Por lo tanto, no se puede 

descartar la posibilidad de que estos genes también respondan a una señal específica derivada de la Glc 

de forma paralela al estrés osmótico. 

Resulta interesante que los genes TPSJ y DREB2 que se sabe que se inducen en respuesta a 

estrés por sequía (un tipo de estrés osmótico) (Goddijn y van Dun, 1999; Shinozaki y Yamaguchi­

Shinozaki, 2000), se reprimen en respuesta a Glc (Fig. l 9B). El hecho de que esta represión no está 

afectada de forma importante en la mutante gin8, sugiere que no se requiere de ABA para la represión 

por Glc de estos dos genes, y que además responden a una señal específica derivada de la Glc que es 

independiente del estrés. 



Cabe resaltar que la regulación de la expresión del gen TPSJ es prácticamente desconocida. La 

función de la proteína correspondiente se ha asociado con la maduración de los embriones en 

Arabidopsis, y con un papel regulador del metabolismo de los azúcares, modificando el contenido y 

distribución de los mismos en la planta (Eastmond y Graham, 2003). En este sentido, resulta congruente 

que la presencia de concentraciones altas de Glc (substratos de la TPS), tengan un efecto inhibitorio de 

su transcrito. Dicho efecto no parece depender de ABA dado que no se afecta tal respuesta en la mutante 

gin8. Sería interesante saber que pasa en otras mutantes gin que no afecten los niveles de ABA para 

disernir si la represión por Glc del gen TPSJ está mediada o no por la señalización de este azúcar (ver 

siguiente apartado). 

También se analizó la expresión de dos genes que sabemos forman parte de la cascada de 

señalización de Glc: ABI4 y ABI5. La figura l 9C muestra que la expresión de ambos genes en respuesta 

a Glc está alterada en gin8. De esta serie de resultados se puede concluir la expresión de varios genes 

regulados por azúcar y estrés osmótico está afectada en la mutante gin8, y también la expresión de genes 

de las vías de señalización de azúcar y ABA está alterada. 

IV.5.3.4 Identidad de GIN8: ¿gin8, la primera mutante en el gen involucrado en la biosíntesis de 

ABANCED3? 

Como se mencionó anteriormente, los datos de mapeo indicaron que la mutación gin8 se localiza 

en el cromosoma 3, cerca del marcador genético nga 162. El marcador nga 162 se localiza muy cerca de 

un gen que participa en la biosíntesis de ABA denominado NCED3 (Fig. 2 lA). Este gen codifica para la 

enzima que lleva a cabo el segundo paso enzimático de la biosíntesis de ABA, la 9-cis-epoxicarotenoide 

dioxigenasa (NCED3), para la cual no existe ninguna mutante aislada de Arabidopsis (Fig. 20) 

(Schwartz et al., 2003). Los precursores utilizados para la biosíntesis del ABA son los carotenoides. 

Estos compuestos de tipo isoprenoide son sintetizados a partir del precursor isopentenil difosfato (IPP). 

El IPP es sintetizado por la vía mevalónica en el citoplasma y por la vía del metileritritol fosfato (MEP) 

en los plástidos (Rodríguez-Concepción y Boronat, 2002). Los carotenoides son sintetizados por la vía 

plastídica, donde la NCED3 lleva a cabo su reacción estando unida a la membrana tilacoidea que ve 

hacia el estroma (Schwartz et al., 2003). 



Biosíntesis de ABA en plantas 
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Figura 20. Vía de biosíntesis de ABA en plantas y mutantes aisladas hasta el momento. El ABA se deriva 
de los carotenoides (C40) usando como precursores a la zeaxantina y anteraxantina, las cuales son epoxidadas por 
la zeaxantina epoxidasa (ZEP) en los plástidos. Todas las violaxantinas y neoxantinas formadas son entonces 
cortadas por una reacción oxidativa catalizada por la 9-cis-epoxicarotenoide dioxigenasa (NCED3). La xantoxina 
(C 15) formada es exportada del plástido al citoplasma, donde es convertida a ABA-aldehido por la acción de la 
deshidrogenasa/reductasa de cadena corta (SDR). Finalmente el ABA-aldehido es oxidado por la ABA-aldehido 
oxidasa (AA03) la cual requiere de la actividad de la sulfurasa del cofactor de molibdeno (ABA3) para producir 
la forma activa del cofactor de molibdeno (MoCo) usado por la AAO. 

Recientemente fue reportado el aislamiento de un cDNA de Arabidopsis que codifica para esta 

enzima, y se vió que este gen pertenece a una familia génica de 7 miembros (Iuchi et al, 2001 ). Sin 

embargo, sólo NCED3 es inducido en respuesta a estrés por sequía y sal. Además esta enzima parece 

tener un papel limitante en la biosíntesis de novo de ABA al menos en las hojas (luchi et al, 2001; Xiong 

et al., 2002). Cabe resaltar que la expresión de dicho gen no responde a estrés por frío ni a ABA exógeno 

(Xiong et al., 2002). Nosotros encontramos que tampoco responde a Glc (7%), Manitol (7%), luz, ni 

ciclo circadiano; además de ser indetectable en condiciones estándar de crecimiento (datos no 

mostrados). Se ha planteado que el hecho de que NCED3 no responda a una señal directa como lo es el 

ABA (producto final de la vía), apoya a esta enzima como la enzima limitante de la vía (Xiong y Zhu, 

2003). Como consecuencia, la regulación de los genes NCED podría tener mayor impacto en la 

biosíntesis de ABA global. En concordancia con esta predicción, la sobrexpresión de este gen en varias 

plantas ha resultado en un aumento en la biosíntesis de ABA (resumido en Xiong y Zhu, 2003). 



Dados los fenotipos de gin8 y la cercanía genética de la mutación respecto al gen AtNCED3, este 

gen resulta un buen candidato a estar afectado en esta mutante. Bajo este contexto se evaluó si la 

expresión de AtNCED3 está afectada en gin8, para lo cual se analizó su expresión en condiciones de 

estrés salino (NaCI 300 mM, por 6 hrs). Lo que se observó, fue que la mutante claramente afecta la 

expresión de este gen (Fig. 21 B). 

gin8, una posible mutante en el gen AtNCED3 
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Figura 21. A. Localización de la mutación en gin8. B. gin8 afecta la expresión del gen AtNCED3. "Northem 
blot'' de plantas de 7 d de edad sometidas a un tratamiento de NaCl 300 mM por 6 hr. 

Actualmente, para confirmar si la mutación de gin8 está localizada en dicho gen, estamos 

realizando Ja secuenciación del gen NCED3 en Ja mutante, así como la complementación de Ja mutante 

con el gen silvestre. La caracterización de la mutante gin8 apoya una vez más que se requiere de la 

biosíntesis de ABA para la señalización de Glc en Arabidopsis. 
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IV.5.4 gin 7, una mutación que no afecta la biosíntesis ni la señalización de ABA. 

Otra de las mutantes aisladas en el presente trabajo se denominó gin 7, de la cual presento un 

resumen de la caracterización genética, fenotípica y molecular en esta sección. 

IV.5.4.1 Caracterización genética. 

El análisis de retrocurzas de gin 7 mostró que su fenotipo gin es causado por una sola mutación 

de tipo recesivo (Tabla 15). Dicha mutación no se encuentra abanderada por ninguna de las inserciones 

de T-DNA presentes en esta mutante (Fig. 5 del apartado lY.2), dado que en la progenie de cada uno de 

los individuos de la retrocruza analizados, hubo algunas familias que perdieron totalmente la resistencia 

a la Km (en la tabla se muestra el porcentaje promedio de individuos KmR de todas las familias en 

conjunto) . Por lo tanto, la identificación del gen requiere del mapeo de la mutación por métodos 

genéticos. Los análisis de cruzas con otras mutantes gin mostraron que gin7 no es alélica ni a ginl 

(aba2), gin5 (aba3), gin6 (abi4) ni gin8 (Tabla 12). 

Tabla 15. Análisis de segregación mendeliana y pruebas de complementación de la mutantegin7. 

Retrocruzas. 

Cruza No. individuos Fl K'!'~---~~- ~!~~-{%)_ __ F~.!f'!!.~(~/o) ~o. individu<!~.!'2 ____ _ 
Wvx gin7 11 26 33.8 1100 en Glc, 1100 en Km 

Pruebas de complementación. 

Cruza Fl GlcR (%) F2 GlcR (%) No. individuos F2 Conclusión 
¡··-····· .. ·- ....• ·- ·····--·"'" ••• -···. ... .. ......... -- -· . -··--.----~-·-

gin7 x gin] 
gin7 x gin5 
gin7 x gin6 
gin7 x gin8 
gin6 x gin7 
gin8 x gin7 

! 0% No alélicas 
0% ..... , .. _, .. ____ ......... .... ···-··· ..... ......... .. 

No evaluada 
No evaluada 

0% 
0% 

IV.5.4.2 Caracterización fenotípica. 

58% 
547 
518 

No alélicas 
No alélicas 
No alélicas 
No alélicas 
No alélicas 

Bajo condiciones estándar de crecimiento en tierra, gin7 no presenta diferencias morfológicas 

notables con respecto a la planta silvestre (Fig. 22), a excepción de un crecimiento ligeramente retardado 

que al final de la fase reproductiva se iguala con su contraparte silvestre. 

La mutante gin 7 al igual que gin6 y gin8, es claramente resistente a Glc y a Frc con respecto a la 

planta silvestre (Fig. 22). Esta resistencia parece ser independiente del estrés osmótico causado por las 

altas concentraciones de azúcar utilizadas en estos ensayos, como lo demuestra el fenotipo observado en 

presencia de condiciones isosmóticas de Mtl (Fig. 22). Incluso, utilizando concentraciones bajas de Glc 



(2%) en ausencia de sales nitrogenadas (condición en que se aumenta la sensibilidad a Glc en la planta 

silvestre), la mutante gin 7, así como otras mutantes gin, es claramente resistente (Fig. 23). 

MS 
6°/o Glc 

MS 
6°/o Frc 

MS 
6°/o Mtl 

MS 

Tierra 

Ws gin6 gin 7 gin8 

MS 
2°/o Glc 

2°/o Glc 

Ws gin6 gin 7 gin8 ginl 

Figura 23. Fenotipos de la mutante 
gin 7 y otras mutantes gin crecidas in 
vitro en presencia de Glc al 2% con y 
sin la fuente de nitrógeno (sales de 
MS). Las plantas fueron germinadas y 
crecidas en condiciones normales de 
fotoperiodo en los medios de cultivo 

Figura 22. Fenotipos de la mutante 
gin 7 crecida en tierra e in vitro en 
condiciones isosmóticas (6%) de 
diversas fuentes carbonadas. Las plantas 
fueron germinadas y crecidas en 
condiciones normales de fotoperiodo en 
los medios de cultivo indicados. 



Algunos de los primeros bioensayos que se realizaron en esta mutante fueron encaminados a 

determinar si la biosíntesis o la señalización de la hormona ABA estaba implicada en su fenotipo de 

resistencia a Glc, dada la clara participación de esta hormona en la respuesta a Glc. Primeramente, para 

estimar si la insensibilidad a Glc de gin7 era debida a deficiencias en la biosíntesis de ABA, se evaluó si 

presentaba fenotipo "wilty" al suspender el riego como sucede con gin8. Los resultados de este 

bioensayo indicaron que gin 7 no pierde turgencia fácilmente, por lo que se concluyó que no tiene 

fenotipo "wilty" (datos no mostrados). Simultáneamente se realizaron pruebas de sensibilidad a ABA 

durante la gem1inación, con el fin de determinar si la señalización de la hormona está afectada como en 

el caso de gin6. De los resultados de estas pruebas se concluyó que gin7 no es insensible a ABA, 

indicando que la señalización de tal hormona no está afectada en la mutante (datos no mostrados). Sin 

embargo, a pesar de que el fenotipo de insensibilidad a Glc de gin 7 no parece deberse a alteraciones en 

la biosíntesi s ni la señalización de ABA, sí recupera la sensibilidad a Glc en presencia de 

concentraciones muy bajas de esta hormona (Fig. 24), lo que apunta a que ABA sigue involucrado en la 

vía afectada en esta mutante. 

La aplicación exógena de ABA restablece las sensibilidad de gin 7 a la Glc 

Ws gin7 

Glc 7°/o 

Glc 7°/o 

Figura 24. Fenotipo de las plantas silvestres y de la mutante gin7 germinadas y crecidas por 15 den presencia de 
Glc al 7% y paralelamente en Glc al 7% incluyendo ABA 100 nM. 
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Como se ha mencionado con anterioridad, los azúcares en alta concentración afectan varios 

aspectos del desarrollo y morfogénicos , entre los que se incluye la germinación, la elongación del 

hipocotilo en la obscuridad, la expansión y enverdecimiento de los cotiledones en la luz, la transición 

floral y la senescencia (Jang et al., 1997; Rolland et al., 2002). Uno de los cambios más notorios de las 

plantas crecidas en presencia de una alta disponibilidad de fuentes carbonadas, es el aumento de tamaño 

y arquitectura de tejidos de almacenamiento/reserva como la raíz (Koch, 1996). 

Se ha visto que la exposición a concentraciones altas de Sac promueve tanto la elongación como 

la ramificación de las raíces (Freixes et al., 2002). Como resultado de los análisis preliminares de la 

mutante gin 7, sabemos que esta mutante es resistente a altas concentraciones de azúcares durante 

procesos como la germinación, la elongación del hipocotilo en la obscuridad y la expansión y 

enverdecimiento de los cotiledones (apartado IV.2). Con el fin de determinar si también la arquitectura 

de las raíces en respuesta a concentraciones altas de Sac estaba afectada en gin7, se evaluó su capacidad 

de responder a la inducción de raíces laterales. Lo que se observó, fue que gin 7 también está afectada en 

su capacidad de inducir la formación de raíces laterales bajo condiciones de Sac al 6% como sucede con 

la planta silvestre (Fig. 25). Sorprendentemente, la mutante gin6/abi4 sí es capaz de inducir la formación 

de raíces secundarias bajo estas condiciones (Fig. 25), así como gin8 (dato no mostrado). 

gin 7 es insensible a la ramificación de la raíz inducida por alta concentración de Sac 

Ws gin7 gin6 

MS 1°/o Sac 

MS 6°/o Sac 

10 d 

Figura 25. Prueba de inducción de la ramificación de la raíz por alta concentración de Sac en gin 7 y gin6. 
Las plantas fueron germinadas y crecidas por l O d en presencia de Sac al l % y 6% antes de ser fotografiadas . 



Estos resultados indican que gin 7 es insensible a Sac en el proceso de ramificación de la raíz y 

que las mutantes gin6 y gin8 presentan una sensibilidad a la Sac semejante a la planta silvestre sen este 

proceso. Dado que la mutante gih6 afecta la señalización de ABA y gin8 es deficiente en ABA, se puede 

decir, que la formación de raíces secundarias inducida por Sac parece no depender de ABA, al menos en 

las condiciones utilizadas en nuestro ensayo. La evaluación de esta respuesta potencialmente podría ser 

una forma de selección en la búsqueda de mutantes insensibles a azúcar que no estén relacionadas con 

ABA. 

Otro de los procesos de desarrollo inhibidos por azúcar en altas concentraciones, como se 

mencionó anterionnente, es la transición floral (Eimert et al, 1995; Zhou et al., 1998; Ohto et al., 2001 ). 

Se sabe que este efecto es totalmente independiente del efecto osmótico causado por los azúcares (Ohto 

et al., 2001 ). Con la finalidad de determinar si este proceso está afectado en gin 7 tal como sucede con 

ginl y gin8 (apartado IV.5.3 .), se evaluó el tiempo de floración en presencia de alta Glc. Para ello, se 

determinó la aparición de Ja inflorescencia en plantas germinadas en condiciones estándar por 4 días in 

vitro, y posteriormente transferidas a un medio con baja (2%) o alta (6%) Glc en condiciones de luz 

continua. Los resultados indicaron en bajas concentraciones (2%) no existen diferencias entre las 

mutantes y la planta silvestre (Fig. 26). En cambio, la Glc en alta concentración prolonga el tiempo de 

floración en las mutantes gin 7 y gin6 aún más que en las plantas silvestres, es decir, se comportan como 

hipersensibles a Glc durante el proceso de transición floral (Fig. 26). Esta respuesta es contraria a la 

observada en las mutantes deficientes en ABA como gin8 y gin 1 laba2, las cuales son menos sensibles a 

Gle durante la transición floral (Fig. 26). 

Días 

Las mutantes gin 7 y gin6 son hipersensibles a Glc durante el proceso de 
tr nsición floral 
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Figura 26. Evaluación del tiempo de floración de las mutantes gin 7 y gin6 en comparación con gin I y gin S. 
Se determinó la aparición de la inflorescencia en plantas previamente germinadas en condiciones estándar por 4 d y 
posteriormente sometidas a un tratamiento de baja (2%) y alta Glc (6%). n=IO 
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Durante la caracterización de la mutante gin8, habíamos visto que dicha mutante al igual que 

ginl, florecen más rápido que la planta silvestre en alta Glc, lo que sugiere que los niveles endógenos de 

ABA son importantes durante el proceso de floración en respuesta a concentraciones altas de Glc. Bajo 

este supuesto, si la deficiencia en la biosíntesis de ABA provoca una transición floral más rápida en 

condiciones de alta Glc, entonces se podría hipotetizar que niveles altos de ABA retrasaran el tiempo de 

floración . Cabe recordar que la mutante gin6/abi4 acumula mayores niveles de ABA que la planta 

silvestre (apartado IV.3), lo cual podría explicar el mayor retraso del tiempo de floración de esta 

mutante. De igual forma, si la mutante gin 7 acumulara mayores niveles de ABA, se podría explicar que 

también retrase la transición floral. Para apoyar esta hipótesis, resulta importante determinar los niveles 

endógenos de ABA en gin 7, así como evaluar el efecto de la aplicación exógena de ABA en las plantas 

silvestres durante la transición floral en condiciones de concentración alta de Glc. 

El hecho de que las mutantes ginl, gin5, gin6, gin7 y gin8, que fueron aisladas como insensibles 

a Glc durante el desarrollo temprano, no se comporten siempre como insensibles durante otros procesos 

de desarrollo regulados por Glc, sugiere que la sensibilidad a azúcares es diferente dependiendo de los 

procesos de desarrollo evaluados, o bien que estos procesos responden a una vía diferente de 

señalización. Así podemos decir que gin6 y gin8 son sensibles a la inducción de la formación de raíces 

secundarias activada por Sac, y que gin6 y gin 7 son hipersensibles a Glc durante el proceso de transición 

floral. 

Durante la caracterización fenotípica de las mutantes gin6 y gin8, se observó que ambas se 

comportan como osmotolerantes y resistentes a condiciones de alta salinidad durante la etapa 

germinativa y post-germinativa. Esta respuesta se presenta tanto en las mutantes insensibles a ABA 

gin6/abi4 y abi5, como en las deficientes en esta hormona gin8 y gin 1. Este fenotipo ha sido también 

encontrado por otros grupos, ya que se han aislado alelos de las mutantes aba y abi4 en "screenings" de 

mutantes resistentes a dichas condiciones (Werner y Finkelstein, 1995; León-Kloosterziel et al., 1996; 

Quesada et al., 2000; González-Guzmán et al., 2002). Resultaba interesante saber si una mutante que es 

insensible a Glc pero que no tiene afectada ni la señalización ni la biosíntesis de ABA, es también 

resistente a condiciones de estrés osmótico y salino. Para ello se germinaron y crecieron a las plantas de 

la mutante gin 7 en presencia de concentraciones altas de Mtl, sorbitol o sal, y lo que se observó fue que 

también gin7 es resistente a estas condiciones con respecto a la planta silvestre (Fig. 27). 



gin 7 es osmotolerante y resistente a estrés salino durante su desarrollo temprano 
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Figura 27. Pruebas de resistencia a estrés osmótico y salino en la mutante gin 7. Las plantas silvestres y 
mutantes fueron germinadas y crecidas en medio de germinación estándar (GM) incluyendo el agente estresante 
indicado. 

El hecho de que todas las mutantes gin que hemos analizado han resultado osmotolerantes y 

resistentes a estrés salino desde la etapa de germinación, invita a sugerir la existencia de una 

intercomunicación entre la señalización de azúcares y la señalización de estrés osmótico y salino, en el 

cual comparten algunos de sus componentes. Una explicación alternativa es que estas plantas al tener 

reducida su sensibilidad a los azúcares, podrían acumular mayores niveles de estos, mismos que a su vez 

actuarían como agentes osmoprotectores para la planta. A este respecto, vale la pena medir la cantidad 

de azúcares acumulados tanto en gin 7 como en otras mutantes gin para corroborar esta hipótesis. 



1V.5.4.3 Análisis de expresión génica. 

Con base en las diferencias fenotípicas existentes entre gin 7 y las mutantes gin6 y gin8 , era 

interesante analizar la expresión génica de esta planta comparándola con lo observado en las otras dos 

mutantes. Primeramente, se analizó la expresión de algunos genes que responden a azúcares como 

CAB 1, PC y PALJ. Se observó que estos genes están claramente desregulados en respuesta a Glc en la 

mutante gin 7, respecto a la planta silvestre (Fig. 28A). Es particularmente notorio que la inducción por 

Glc de PALJ está abatida en gin 7 a diferencia de gin6 y gin8, las cuales aún son capaces de inducir este 

gen en respuesta a Glc (apartados IV.3 y IV.5.3.3). Estos resultados indican que la regulación por Glc de 

genes de respuesta a azúcar está afectada en esta mutante. Cabe mencionar que cada una de las tres 

mutantes (gin6, gin7 y gin8) afectan de forma diferente la regulación por Glc de este grupo de genes. 

La mutación gin7 afecta la expresión de genes regulados por Glc, por estrés hídrico y 

genes señalizadores de Glc y ABA 
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Figura 28. Análisis de expresión génica de la mutante gin 7. A. Expresión de genes regulados por azúcar. B. 
Expresión de genes de respuesta a estrés. C. Expresión de genes señalizadores de Glc y ABA. Experimentos 
tipo "Northern blot'' de plantas germinadas y crecidas en presencia de baja (2%) y alta (6%) Glc durante 19 d. 



Durante la caracterización de la mutante gin8 (deficiente en ABA), se observó que además de 

presentar fenotipo osmotolerante, también es incapaz de inducir genes de respuesta a estrés osmótico 

dependiente de ABA, pero no la represión de genes de respuesta a estrés osmótico independiente de 

ABA (apartado IV.5.3.3). Atendiendo a que gin7 también presentó resistencia a estrés osmótico y 

salino, pero que no parece ser deficiente en ABA, se analizó la expresión de algunos genes que 

responden a estos estímulos (Tabla 14, apartado IV.5.3.3). Los resultados de este análisis corroboraron 

que bajo las condiciones de baja (2%) y alta Glc (6%), el grupo de genes de respuesta a estrés responden 

positivamente a alta Glc en la planta silvestre, a excepción de los genes TPSJ y DREB2 los cuales se 

reprimieron en las mismas condiciones (Fig. 28B). A diferencia de la mutante gin8, la respuesta de 

inducción por Glc en gin 7 está claramente disminuida sólo para un subgrupo de estos genes: RD29A, 

RD29B, RD22 y ADH (Fig. 28B). En cambio, los genes CORJ 5A y P5CSJ se inducen de aún más fuerte 

que en la planta silvestre (Fig. 28B). Resulta interesante que este mismo patrón también se observó en la 

mutante gin6 (Fig. 288). 

Por otra parte, los genes inducibles por sequía (un tipo de estrés osmótico) TPS 1 y DREB2, y que 

se reprimen en respuesta a alta Glc (apartado IV.5.3.3), mostraron una menor represión en las mutantes 

gin6 y gin7. Estos resultados indican que la regulación por Glc de los genes TPSJ y DREB2 así como de 

CORJ 5A y P5CSJ , depende al menos en parte de ABI4/GIN6 y de GIN7. Es probable que la resistencia 

a estrés osmótico de las mutantes gin6 y gin 7 se deba en cierta medida a la mayor expresión de los genes 

de respuesta a estrés CORJ 5A , P5CSJ, TPSJ y DREB2. 

Con la finalidad de saber si genes que hemos encontrado que forman parte de la cascada de 

señalización de Glc están también afectados en la mutante gin 7, se analizó la expresión de los genes 

AB/4 y ABl5. Como se muestra en la Fig. 28C, la expresión del gen ABl4 en respuesta a Glc está abatida 

en esta mutante, pero sorprendentemente la mutación gin 7 no afecta la inducción de ABI5 como sucede 

con todas las mutante con fenotipo gin analizadas hasta el momento (Arroyo et al., 2003 ; apartado 

IV.5 .3.3). 

Una serie de características hacen de gin 7 una mutante única en este trabajo. Esta planta es la 

primera de nuestras mutantes que no parece estar afectada ni en la biosíntesis ni en la señalización de 

ABA como sucede con ginllaba2, gin5/aba3, gin8/nced3?, gin6/abi4 y abi5. Sin embargo, a pesar de 

ello la aplicación exógena de ABA (100 nM) a gin7 restablece la señalización mediada por Glc, y con 

esta, la respuesta de represión del desarrollo de la planta. Este dato apoya que la señalización de Glc está 

íntimamente ligada a la hormona ABA. Además, es la única mutante gin hasta ahora caracterizada que 

sólo afecta la expresión de ABI4 y no de ABI5. 



IV.5.5 Análisis preliminares de nuevas mutantes gin. 

En adición a la caracterización de las mutantes descritas en los capítulos anteriores, se realizaron 

algunos estudios preliminares de otras mutantes de la colección generada en este trabajo, con el fin de 

determinar algunas características que sean comunes entre ellas así como posibles diferencias 

fenotípicas. De esta manera podríamos hacer una clasificación preliminar de las mutantes de nuestra 

colección. Una de las ventajas de este análisis fenotípico sería poder encontrar mutantes que no estén 

afectadas ni en la biosíntesis ni en la señalización de ABA. Dentro de estos bioensayos se incluyeron a 

otras mutantes con fenotipo gin que fueron aisladas por el grupo de la Dra . .Ten Sheen, con la que 

mantenemos una colaboración en este proyecto. De tal manera que se podrían identificar mutantes con 

fenotipos en común y que incluso pudieran ser alélicas. 

En la Tabla 16 se muestran los análisis fenotípicos preliminares realizados en un grupo de las 

nuevas mutantes gin, incluyendo a las mutantes ya caracterizadas. Así mismo, en esta tabla se integra 

parte del conocimiento actual de todas las mutantes aisladas con fenotipo gin . 

Como resultado de este análisis preliminar, concluimos algunos puntos que se mencionan a 

continuación: 

1 Una de las herramientas utilizadas en los análisis de expresión para determinar la participación de la 

HXK en respuesta a Glc, es el uso de análogos sintéticos de este azúcar como la 2DG (Smeekens y 

Rook, 1997). Este análogo de Glc es fosforilable por la HXK pero no es metabolizable por la célula. 

La 2DG se utiliza en concentraciones mínimas (0.5 a 1 O mM), lo que elimina el efecto osmótico 

causado por los altos niveles de Glc, misma que se utiliza en concentraciones de 330 a 388 mM. Las 

mutantes ginl, gin6/abi4 y gin9/abi5 fueron resistentes a 2DG (0.8 a 2 mM) en el medio de 

crecimiento. Estos resultados apoyan fuertemente la idea de que los genes G!NJIABA2, AB/4/G/N6 

y AB/5 participan en la vía de detección de Glc mediada por HXK de forma independiente del 

efecto osmótico (Zhou et al., 1998; Pego, et al., 1999; Arroyo et al., 2003). Cabe mencionar que este 

tipo de ensayo no ha sido reportado hasta el momento en el aislamiento de mutantes gin, 

representando potencialmente un nuevo método de selección génica para encontrar componentes de 

la vía dependiente de HXK. 

11' 



Tabla 16. BIOENSAYOS EN MUTANTES gin 

Mutmte ginl gi112 gi113 gin4 gin5 gi11fj gi117 gin8 gin9 gin]O gilúl gin12 gi1113 gin14 ginlS gin16 gi11l7 gin] 8 gin19 

---· --·-·-- - -' 
NorrheOOginal } 2&! 2Ül 24f 28a 32i 35b 55b 59a 68a 7llil 81a 

1 

Aléli:aa: alxi2 hxkl c1rl alxi3 abi4 na:d3? ahi5 

-~~· ·-'-"" ---··.·.v~~···--·-··· •"" - · ---~···---· ·······~-----------------_-,_, _ _ .,,_.,.,_._, ______ , __ .-·-•- -- ~--~-----w- ·--~~-· 

E11001n:mna: ~ l 4 5 1 2 3 2 

¿Pres;mi re$abl? (3 y s µM) X X X sí X sí X X sí X X X +! - X X 

-- ~ ~-~ ··= ~-~- '" .• ·--
¿Pt<s:mt fuJti¡xJ wily'? sí X sí X X X X X X X X X X 

¿F~ en ABA IOOnM? sí sí X sí X sí sí sí sí sí sí +/ - sí sí sí sí sí sí 

-·~-- ' ------------~ -·-
¡J3s ll:'SSarea arriilixJo NO. sí sí sí sí sí sí "--s.,.; 

,. 

¿,Ri:msib ft:rainen Ge? X sí sí X 

- ..., ... ~~ -------~ ---··· --,.··--------~~---- -- -- ---------~-~--......,----------,,__, _________ 
¿Afuab ~re Ge? ¡ X 

¡J3s m;Smle a Ftc? sí sí sí sí sí 
_._ . .,,~-~ ............. 

¿Afua <hmolb rahs2riIB X sí X 

¡J3s ll'Si;irutea 2"/o Gk (sínMS)? sí sí sí sí sí 

... --·- ...... -- . -
¡J3sresi<tenlea2IXi(2mM)? sí sí sí 

¿Pres;Dla Tit"k ~Con~itutiva? X X X X X 

-----------
¡J3s resi<tenlea auxiriIB? ¡ sí 

¡J3s imnsibc a NOJ sí sí sí sí sí sí 

(Hb1M)? 

--·-··-··· ----· ·--- -. .. 
KmR mT6 C'/o) 100 100 100 100 84 96 100 100 o 100 95 100 12 



2 La mutante gin2/hxk l, así como gin 7, no es insensibles a ABA ni parecen ser deficiente en esta 

hormona, y además recupera la sensibilidad a Glc en presencia de ABA. Otras mutantes de la 

colección como gin] O, gin] 1, gin] 2, gin 14 y gin 15 comparten estas características, por lo que es 

necesario determinar si estas plantas son alélicas entre sí. Si no fuera el caso, potencialmente 

tendríamos nuevos elementos de la señalización de Glc no relacionados ni con la biosíntesis ni con 

la señalización de ABA. 

3 Prácticamente todas las nuevas mutantes gin recuperan la sensibilidad a Glc en presencia de ABA 

100 nM, lo que indica que esta hormona es esencial para la señalización de Glc, y que 

probablemente la participación de ABA no es separable de este proceso, al menos durante la 

germinación y el desarrollo temprano de la planta. 

4 La mutante ctr 1 lgin4 (afectada en la señalización de etileno y Glc) tiene fenotipo insensible a ABA, 

afectando también la señalización de esta hormona. Este fenotipo en ctr l también fue observado por 

otros grupos (Beaudoin et al, 2000; Ghassemian et al, 2000). Los fenotipos mostrados por la 

mutante ctr l apoyan la existencia de una intercomunicación estrecha entre las tres vías: etileno, Glc 

y ABA. 

5 Cada vez existen más evidencias que apoyan la existencia de interacciones muy estrechas entra la 

señalización del C y el N. Uno de los eventos de desarrollo post-embriónico que responden a estas 

dos señales es el desarrollo de raíces laterales (Zhang y Forde, 2000; Signora et al., 2001 ). En un 

experimento preliminar realizado por Elizabeth Córdoba en el laboratorio, las mutantes ginl , gin6, 

gin8, gin9, ginlO y ginl l resultaron insensibles a N03 respecto a la inhibición de la longitud y 

desarrollo de raíces laterales, lo que sugiere que independientemente del ABA, las mutantes 

insensibles a Glc también son insensibles a la señalización activada por nitrato. La relevancia 

biológica de este hecho es parte de otro trabajo de investigación que se está iniciando en el 

laboratorio. 

Sin embargo, aún falta mucho por conocer de las nuevas mutantes g in y seguramente nos 

revelarán nuevos secretos del complejo mundo de "LA INTERCOMUNICACIÓN DE LAS VÍAS DE 

SEÑALIZACIÓN". 



V DISCUSIÓN. 

V. l Detección de señales múltiples por las plantas y la importancia de las selecciones génicas. 

Las plantas, así como las células individuales, pueden detectar gradientes de muchos factores 

ambientales, nutrientes, el clima, una huella, una roca cercana, otras plantas de la misma o diferente 

especie, etc. La percepción de estas señales tienen lugar dentro de un contexto de un ambiente que 

cambia minuto a minuto, y las plantas integran y responden coordinadamente a toda la información 

que reciben. La coordinación entre diferentes células y tejidos de una planta requiere mecanismos 

complejos de comunicación de señales. Una plétora de moléculas como proteínas, péptidos, ácidos 

nucleicos, reguladores del crecimiento, minerales, diversos lípidos, AZÚCARES, fragmentos de pared 

y otros carbohidratos complejos, participan en la comunicación entre células y tejidos. Incluso dentro 

de la célula, la comunicación y coordinación entre organelos como los plástidos, la mitocondria y el 

núcleo, son igualmente cruciales (León et al. , 1998).¿Cómo es que las células vegetales individuales 

organizan, integran y responden a esta enorme cantidad de información? Esto es algo que aún no se 

entiende, por lo que en este trabajo está enfocado a la disección de un punto de esta enonne red de 

comunicación de señales, la de los azúcares. Cuando se intenta analizar la señalización en células 

individuales, la respuesta de la planta completa no debe se minimizada. Por tales motivos este estudio 

se realizó en plantas completas, tratando de evitar en lo posible la pérdida de dichos tipos de moléculas 

señalizadoras y mantener un aspecto integral. 

Las plantas monitorean continuamente una sene de variables ambientales con bastante 

sensibilidad (Fig. 29), y cada una puede modificar la respuesta de las otras. No es dificil pensar que 

hay receptores para la mayoría de estas señales, las cuales son transducidas en fracciones de segundo a 

través de un gran número de moléculas como son las GTPasas pequeñas, segundos mensajeros, y 

múltiples proteínas cinasas (Kaul et al; 2000) . Este flujo de información es continuo, y parte de esta 

información es sumada, mientras que otra parte del flujo de información interactúa de manera 

sinérgica. La respuesta final de la planta se construye después de integrar toda la información y tal 

respuesta coordinada requiere INTERCOMUNICACIÓN. Una de las características más sobresalientes 

que ha mostrado la caracterización fenotípica y molecular de mutantes resistentes a Glc como las 

analizadas en este trabajo, es la identificación de genes que previamente se habían involucrado en 

la biosíntesis o señalización de fitohormonas, adjudicado así funciones nuevas a antiguos genes y 

antiguas hormonas, y evidenciando la existencia de una complicada red de interacciones entre la 

señalización de azúcares y otras vías activadas por fitohormonas. El análisis más detallado de 

dichas mutantes demostró que otras señales como la disponibilidad de N, luz e incluso las señales de 
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estrés hídrico, también interaccionan con la señalización de azúcares. Los múltiples efectos de los 

azúcares en el desarrollo, el metabolismo, la expresión génica y las respuestas a estrés de las plantas es 

congruente con dichas interacciones. A la par de este trabajo, se han llevado a cabo otros "screenings" 

genéticos por diversos grupos de investigación, con el fin de identificar componentes de las vías de 

señalización de azúcares (ver apartado 1.6). A pesar de que los diseños de selección génica son 

diferentes , muchas mutantes insensibles a azúcares aisladas de forma independiente han resultado 

alélicas, lo que sugiere que las plantas usan mecanismos conservados en las respuestas a azúcar. Este 

tipo de estrategia resalta la importancia de la obtención y estudio de mutantes para la disección de 

procesos complejos como lo son las vías de señalización. Sin embargo, dicha estrategia también tiene 

importantes limitaciones dado que no permite identificar genes letales o genes con funciones 

redundantes que también participen en los procesos de interés, para lo cual otro tipo de estrategias 

deben ser consideradas. 

Señales externas 

Luz 
• Ca lidad 
• Cantidad 
•Duración 
• Dirección 
Mecánicas 
Variables 
•Viento 
• herbívoros 
Constantes 
• Substrato 
• Estructuras de soporte 
Humedad atmosférica 
Proximidad de otras plantas 
Temperatura 
Nutrientes del suelo 
Agua del suelo 
Patógenos 
Gravedad 
C02 

Control del crecimiento y desarrollo 

Señales internas 

Reguladores del crecimiento 
• Citocininas 
• Etilcno 
• Gibcrclinas 
• Auxinas 
•ABA 
• Brasinocstcroidcs 
Mecánicas 
Relacionadas al crecimiento: 
•compresión de tejido 
•tensión 
Señales de defensa 
• A e ido jasmónico 
• Acido sa licílico 
Reguladores del desarrollo 
• RNA s móbilcs 
Metabolitos 
•Azúcares 
• Glutamato 

Figura 29. Las plantas monitorean continuamente una ámplia variedad de señales que determinan su crecimiento 
y desarrollo. Esquema tomado de Gilroy y Trewavas (2001) . 



La elucidación del genoma completo de Arabidopsis, nos ha llevado a una era en la que los 

procedimientos de selección génica ("screenings") son aún más importantes para evaluar la función de 

sus aproximadamente 27 000 genes. La caracterización funcional de su genoma depende en gran medida 

de procedimientos de selección génica por fenotipo ("forward genetics"), lo cual es una estrategia muy 

poderosa para la identificación de genes que participan en muchos aspectos del ciclo de vida de las 

plantas. En este trabajo hemos tomado ventaja de esta estrategia para aislar algunos de los componentes 

de la(s) vía(s) responsables de detectar y transmitir la señal de Glc en la planta modelo Arabidospsis 

thaliana. 

Como parte de este trabajo se formó una colección de 163 plantas afectadas en la detección de 

Glc. A pesar de que una parte de ellas pueden ser plantas hermanas y otra parte pueden ser alélicas, es 

de llamar la atención que cerca del 50% de los "pooles" de líneas mutagenizadas analizados (36 de 73 

totales) se obtuviese al menos una mutante, estando representado el genoma de Arabidopsis en menos 

de un 10% en esta colección de mutantes. ¿Cual sería la razón por la que podrían existir tantas 

mutaciones relacionadas con la señalización de azúcares en estas plantas? ¿Cuántos genes participan en 

la especificación de los componentes de la transducción de dicha señal? Se ha calculado que se requiere 

un mínimo de 300 genes para tener las funciones mínimas esenciales de una célula bacteriana; sin 

embargo, bacterias tales como Escherichia coli tienen 3000 genes. Se cree que los 2700 genes 

aparentemente no esenciales (90%), son necesarios para proveer a la bacteria con la habilidad de tolerar 

y/o contender azarosamente con las variaciones ambientales. Extrapolando estas estimaciones a las 

plantas superiores, las cuales siendo sésiles se desarrollan y se reproducen exitosamente en ambientes 

igualmente fluctuantes; la mayor parte del genoma entonces podría estar participando en la 

transducción de tal multitud de señales. Un número considerable de genes estarían participando en la 

señalización necesaria para especificar la posición y el destino celular dentro de las raíces y hojas 

durante el desarrollo. Para ello, deben estar presentes las moléculas señalizadoras del desarrollo celular 

con su maquinaria de transducción, pues las células (p. e. las células meristemáticas) cambian de 

posición continuamente durante el crecimiento, y deben actualizar sus condiciones espaciales y 

temporales. Otro circuito complejo de transducción de señales debe estar presente para asegurar la 

estabilidad de la morfogénesis así como la forma global de las hojas, raíces, flores , etc. 

V.2 Intercomunicación entre las vías de señalización de Glc, ABA y etileno. 

La caracterización de las primeras mutantes aisladas en este trabajo permitió identificar (a la par 

de otros grupos) que la fitohormona ABA es una molécula esencial para la detección de Glc. Así mismo 



se identificaron dos factores transcripcionales que regulan la respuesta a Glc, ABl4 y ABI5, siendo estos 

mismos elementos participantes en la señalización del ABA (Finkelstein et al. , 1994; Arenas et al., 

2000; Huijser et al., 2000; Laby et al., 2000; Rook et al., 2001 ). También se demostró que tanto ABl4 

como AB/5 además de su participación previamente reportada en la señalización del ABA durante la 

germinación de las semillas (Finkelstein et al., 1994), también juegan un papel esencial en la respuesta a 

Glc durante el desarrollo vegetativo temprano (Arenas et al., 2000) . La presencia de mutaciones en estos 

genes (gin6/sun6/sis5/isi3/abi4 y gin9/abi5) producen un fenotipo insensible a Glc y Sac (Arenas et al., 

2000; Huijser et al., 2000; Laby et al., 2000; Rook et al., 2001). Previamente a este trabajo, se habían 

aislado mutaciones en ambos genes durante la búsqueda de mutantes insensibles a ABA (Finkelstein et 

al., 1994). A diferencia de las mutantes abi4 y abi5, otras mutantes insensibles a ABA como abil, abi2 

y abi3 no tienen fenotipo gin, lo que sugiere que sólo una parte de los componentes de la vía de 

señalización de ABA participa también en la señalización de Glc (Arenas et al., 2000; Hujser et al., 

2000; Laby et al., 2000; Rook et al., 2001). A diferencia del fenotipo de la mutante abi3, la cual no 

afecta su respuesta a Glc, la sobrexpresión de ABI3 (factor transcripcional con un dominio de unión a 

DNA del tipo B3) produce hipersensibilidad a Glc, tal como sucede con la sobrexpresión de ABI4 y 

ABIS (Finkelstein et al., 2002). Este hecho ha sugerido que ABI3 también podría tener un papel en la 

señalización de azúcares en Arabidopsis (Finkelstein et al. , 2002). 

La clonación del gen AB14 reveló que su secuencia tiene homología con una familia de factores 

transcripcionales únicos de las plantas que contienen un dominio de unión a DNA llamado APET ALA2 

(Finkelstein , 1998). Así mismo, contiene un dominio rico en Ser/Tre que podría ser blanco de 

fosforilación y regulación de PKs como las de la familia SnRK, las cuales parecer participar en las 

respuestas a estrés nutricional y/o ambiental tanto en las plantas como en la levadura y los mamíferos 

(Hardie et al., 1998). ABl5 también fue clonado recientemente y la proteína que se predice de la 

secuencia muestra similitudes estructurales con reguladores transcripcionales del tipo bZIP (cierres 

básicos de leucina) (Finkelstein y Lynch, 2000; Lopez y Chua, 2000). La identificación de estos 2 

factores transcripcionales involucrados en la señalización de ABA, muestra una clara interelación y 

dependencia de esta hormona en las respuestas a azúcar. 

El binomio azúcar-ABA se ve reforzado por la caracterización de otras mutantes resistentes a 

azúcar como la mutante gin5, la cual resultó ser una mutante deficiente en ABA, y donde se demostró 

el requerimiento de ABA en la señalización de Glc dependiente de HXK; y más aún, el aumento en los 

niveles de esta hormona en respuesta a Glc (Arenas et al., 2000). Otras mutantes aisladas previamente 

por ser deficientes en la biosíntesis de ABA, abal, aba2 y aba3 (León-Kloosterziel et al., 1996), 

también son insensibles a Glc (Arenas et al., 2000; Hujser et al., 2000; Laby et al., 2000). El otro caso 
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descrito fue la caracterización de las mutantes gin 1, sis4 e isi4, las cuales resultaron alélicas a aba2 

(Cheng et al. , 2002; Laby et al., 2000; Rook et al., 2001). Estas evidencias, aunadas a la identificación 

de gin8 como una mutante deficiente en ABA, confirman el requerimiento de esta hormona en las 

respuestas a azúcares. 

A continuación se enlistan los genes identificados durante la caracterización de mutantes con 

fenotipo gin así como algunos de sus alelos (Tabla 17). 

Tabla 17. Identidad molecular de las mutantes de Arabidospsis con fenotipo insensible a Glc (gin). 

Gen Alelos mutantes Cromó Identidad molecular/ función Referencia 

... ·--····-···--·-···--··-·········-··-·-·---·-···---------·-···-------------·- --···--·-.. --~----·--·-·-· 
ABAJ abal, los6 

ABA2, SDRJ gin l . aba2, sis4, 
isi4, sañ3, srel 

ABA3 

NCED3 ? 

AA03 

HXKJ 
CTRJ 
ABI4 

AB/5 

gin5, aha3, los5, 
frsl 

gin8 

gin2 

1 gi114, ctr J, sis l 
gin6, abi4, 
sun6, sis5, isi3, 
sañ5 

j gin9, ahi5 

5 Zeaxantina epoxidasa / biosíntesis de ABA Arenas. et al. 2000; Laby et al. . 2000; 
Huijser et al., 2000. Xiong, et al. 2002. 

Xanthoina oxidasa / biosíntesis de ABA Zhou et al. , 1998; este trabajo (Cheng et 
al., 2000); Laby et al., 2000: Huijser et 
al., 2000; Rook et al., 2001 ; Gonzales­
Guzmán e1 al., 2002. 

-~~M;:~[a¿t"o;-s-ulf~u-~sa / bi~síitl~~is de ABA Ar~~-;,~ et;¡ 2000: Laby-;;/;,T,'ioóo: , 

3 

4 
5 
2 

9-cis-epoxicarotenoide dioxigenasa / 
biosíntesis de ABA 

Hexocinasa 1 / sensor de azúcar 

Huij ser el al., 2000; Llorenle eta/., 
2000; X iong et al ., 200 l. 
Este trabajo 

Moore et al . 2003 . 
--·-·----·-·----------·-:-:-"·:::-:::e"·-·-- ··-· ---

PK tipo Raf / respuesta a etileno er al. 2002. 

FT tipo AP2 / maduración de la semilla y Este trabajo (Arenas, et al. 2000); 
Laby et al. , 2000; Huijser et al., 2000: 

señalización de azúcar Y ABA Rook et al., 2001 ; Quesada et al. , 2000. 

Nota: en negritas se indican las mutantes aisladas en este trabajo. 

Por otra parte se sabe que la señalización de etileno también interacciona con la señalización de 

Glc en Arabidopsis, pues la aplicación exógena de un precursor de etileno a plantas silvestres, provoca 

la pérdida de la sensibilidad a Glc en estas plantas, es decir, se vuelven insensibles. En concordancia 

con esto, mutantes sobreproductoras de etileno ( eto 1) o señalizadoras constitutivas de esta hormona 

(ctrl), se comportan como insensibles a Glc, mientras que las mutantes insensibles a etileno etri-1, 

ein2, ein3, ein4 y ein6 presentan un fenotipo hipersensible a Glc (Zhou et al., 1998; Gibson et al., 

2001; León y Sheen, 2003; Yanagisawa et al., 2003) . Por lo tanto, la señalización de etileno antagoniza 

a la de Gte. Este hecho ha sido comprobado mediante el análisis del factor transcripcional que regula la 

señalización de etileno EIN3 , cuya mutación causa hipersensibilidad a Glc, mientras que la sobre­

expresión del mismo causa hiposensibilidad. EIN3 es degradado por el proteasoma 26S, y esta 

degradación es acelerada por la presencia de Glc, mientras que el etileno estabiliza esta proteína, 
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demostrándose la relación antagonista de ambas señales (Yanagisawa et al., 2003). Por lo tanto, el 

etileno antagoniza la respuesta a Glc, mientras que ABA promueve dicha respuesta. Así mismo, el 

hecho de que la mutante con señalización constitutiva de etileno ctr 1 sea también insensible a ABA, y 

que la mutante insensible a etileno ein2 sea alélica a la mutante hipersensible a ABA era3, demuestra 

que el etileno y el ABA son claros antagonistas entre ellos (este trabajo; Ghassemian et al., 2000; 

Beaudoin et al., 2000). 

Cabe mencionar que se sabe que el ABA puede inducir la expresión de la proteína ABl5 

(López-Molina et al., 2001). Resulta interesante que en ausencia de ABA, la proteína ABI5 se degrada 

rápidamente también por una vía dependiente del proteasoma y esta degradación es bloqueada en 

presencia de ABA exógeno (López-Molina, et al., 2003; Smalle et al,. 2003). Es decir, la expresión de 

ABI5 no sólo se induce por ABA, sino que también la proteína misma es estabilizada por la hormona. 

Esta observación sugiere que el ABA podría ser capaz de bloquear la ubiquitilación de ABI5 o de 

regular negativamente a la E3 (ligasa de ubiquitina) correspondiente; y la ausencia de ABA resulta en 

la degradación rápida y el término de la señal generada (López-Molina, et al., 2003). Es interesante 

saber si en respuesta a azúcares, tanto ABI5 como ABI4, utilizan el mismo mecanismo dependiente de 

proteasoma, o alguna variante del mismo; aspecto que de hecho está siendo abordado en nuestro 

laboratorio. 

V.3 La señal de Glc regula positivamente a elementos de su propia vía de señalización. 

En este trabajo (y otros estudios recientes) se demostró que los genesAB/4 y AB/5, así como 

varios genes de la biosíntesis de ABA, son inducidos por Glc (Cheng et al., 2002; Brocard et al., 2002, 

Arroyo et al., 2003). Este tipo de regulación podría ser indicadora de una retroalimentación positiva de la 

vía de señalización activada por Glc . Durante el análisis de expresión de AB/4 y AB/5, también se 

incluyó al gen CTRJ, y se vio que también responde positivamente a la señal de Glc (Arroyo et al., 

2003 ). Esto sugiere que se requiere del bloqueo de la señalización de etileno, a través del regulador 

negativo CTR 1, para que se lleve a cabo la respuesta a Glc. 

En un análisis de búsqueda de secuencias consenso de acción en cis de respuesta a azúcar, se 

encontró que dentro de una distancia de 2 Kb hacia arriba del ATG de AB/4 se localizan algunos 

elementos en cis putativos, que podrían contribuir a la regulación mediada por Glc de este gen. Son de 

especial interés unas secuencias presentes en ocasiones múltiples a lo largo de esta región y que 

comparten 100% de homología con elementos reconocidos por los factores Dof. Estos factores 

participan en la regulación de gen~s del metabolismo de carbohidratos, de almacenamiento y de 



respuesta a hormonas y estrés (Yanagisawa, 2000). También, las secuencias consenso SP8b o SP8a están 

presentes corriente arriba no sólo de AB/4, sino también de CTRJ , las cuales participan en la respuesta a 

Sac del gen de la ~-amilasa de la papa. La caja SP8b (presente en el promotor de AB/4) es el sitio de 

unión del factor SP8BF y de la proteína de unión a DNA SPF l , y tiene homología con el elemento de 

respuesta a Sac de papa SURE2 (Ishiguro y Nakamura, 1992, 1994; Griergson et al., 1994). Sin embargo 

aún falta por determinar si dichas cajas son funcionales tanto en AB/4 como en CTR 1 en respuesta a Glc. 

Inicialmente no se había encontrado alguna proteína con homología a ABI4 en las bases de datos 

de otras especies vegetales. Pero un trabajo reciente, reportó un ortólogo de ABI4 en la planta de maíz 

(ZmABl4), el cual es capáz de complementar a la mutante de Arabidopsis abi4 en respuesta a Glc y 

ABA (Niu et al., 2002). El gen ZmAB/4 comparte homología con el gen AtAB14 únicamente en la región 

correspondiente al dominio de unión a DNA AP2, fuera de este dominio la secuencia es divergente 

aunque presenta características estructurales correspondientes a un FT. Recientemente se reportó la 

secuencia preliminar del genoma de una monocotiledónea, el arroz (Yu et al., 2002); en esta base de 

datos se encontró una sola secuencia que comparte homología con el dominio AP2 de AtAB/4, lo que 

sugiere que en arroz podría existir un sólo ortólogo de ABI4 (Niu et al., 2002). ZmABl4 parece ser 

específico de la semilla y es capaz de unirse in vitro a la secuencia CACCG, la cual corresponde a un 

elemento previamente identificado llamado CE 1 ("Coupling Element l "), el cual es importante para la 

expresión génica regulada por ABA (Shen y Ho, 1995). Resulta interesante que dicho elemento se 

encuentra presente en las secuencias corriente arriba de diversos genes de maíz, cebada, Craterostigma 

plantagineum y arroz regulados por ABA (ZmRab28, ZmRabl7, OsRabl6B, HVAJ , HVA22, CpCdeT27), 

incluyendo al propio AB/4 de maíz, arroz y Arabidopsis (Niu et al., 2002). En las secuencias corriente 

arriba de algunos genes regulados por azúcar y/o ABA como ADHJ, Eml, Em6, PC, ApL3, incluyendo 

AB/5 y CTR 1, están presentes secuencias con homología al elemento CE 1 (Niu et al., 2002; y Tabla 18), 

lo cual coincide con el hecho de que la expresión de estos genes se encuentra afectada en alelos de la 

mutante abi4 (este trabajo en Arenas et al., 2000; Arroyo et al., 2003; Finkelstein et al., 1998; Huij ser et 

al., 2000; Rook et al., 2001 ). Sin embargo, se requiere de un análisis más detallado para evaluar la 

funcionalidad y la relevancia de las secuencias presentes en la región regulatoria de esta serie de genes. 

V.4 AB/4, AB/5 y CTRJ también responden a estrés osmótico y ABA 

Con la intensión de disernir si la respuesta de AB14, AB/5 y CTRJ a la Glc era separable de la 

respuesta osmótica, se analizó la expresión de estos genes en presencia de un agente osmótico, el Mtl. 

De estos experimentos se concluyó que a pesar de que estos genes responden al estrés osmótico, esta 

respuesta es separable de la respuesta a la Glc (Arroyo el al. , 2003). Vale la pena resaltar que la 
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respuesta a Mtl de los genes AB14, AB15 y CTRJ correlaciona con el patrón de respuesta a ABA, lo que 

sugiere que esta respuesta podría depender de ABA en cierta medida. En este sentido resulta interesante 

que en las regiones corriente arriba de estos genes, se encuentran secuencias consenso reconocidas por el 

complejo AtMYB/ AtMYC (Tabla 18), el cual participa en las respuestas a déficit hídrico de forma 

dependiente de ABA (Abe et al., 1997; Kizis et al., 2001 ). Adicionalmente, la presencia de secuencias 

tipo ABRE ("ABA Responsive Elements-like") tanto en AB14 como en AB15 (Tabla 18), también 

podrían contribuir a la inducción por ABA de estos dos genes (Shen y Ho, 1995). 

Tabla 18. Elementos en cis de respuesta a azúcar, ABA y estrés hídrico presentes en la secuencia 
corriente arriba de los genes AB/4, AB/5 y CTRJ. 

Gen Caja . Posición respecto al A TG (pb) 
AB/4 r·spiff;·---·-~--~·--~~-- -· ·· _¡ 41·3-···--· --··-·--·· 

AtMYB -1985 
AtMYC -1851 
ABRE-like -1505 -- ··--------
CEl-like -158 

AB/5 AtMYB -32, -150 
r"AíM.'Yc··· .. ··--·--·- -8 -225-:348 ··----~--
¡ ' ' 

ABRE-like -347 y 7 más corrient(! arriba 
l'cE·l ~iü~~ .. ·-··---- ··---·-···-·· .. ---:327 ··· ······- ·--"'··· 

CTRJ SP8a -558 
{'"'·>AA····-~··~~-~--------- ~--~·--·•• ... __..... - '"'""'"' 

l AtMYB -1859 
AtMYC -1985 

,--.----~~--A•·---·~~-·---~--.. ·- ............... • • ·---~---~··· "-<'"'"~' · ~•-<>·,,.. ........ . 

. CEl-like -249 

Cabe reiterar que a pesar de que el ABA es necesario para la señalización de Glc y para la 

respuesta de AB14, ABf 5 y CTRJ (de acuerdo a los análisis de expresión de estos genes en diferentes 

fondos mutantes), la señal de ABA por sí sola no es suficiente para regular la expresión de estos genes 

(este trabajo en Arenas et al., 2000; Arroyo et al., 2003). En fonna similar se ha visto que otros genes 

regulados por azúcar como ApL3 y VvMSA (incluyendo a ABf 4), no se inducen por ABA o su respuesta 

es muy limitada; si embargo, el ABA potencia la inducción de estos genes por azúcar (Rook et al., 2001; 

Cakir et al., 2003; Arroyo et al., 2003). Esto implica que la señalización de Glc requiere de otros 

elementos aún no identificados, que aunados al ABA determinan la sensibilidad de la planta al azúcar. 

Estos elementos podrían localizarse en tejidos diferentes a los tejidos efectores, o bien, podrían estar 

compartamentalizados de manera intracelular hasta tener las condiciones que les permitan ser 

transportados al lugar de respuesta. El análisis de otras mutantes no relacionadas con la biosíntesis y 

señalización de ABA ni etileno, como gin 7 y otras mutantes de esta colección, podría dar luz de la 

identidad de estos elementos aún no identificados. 



GLUCOSA 

Vfa independiente 

Kl 
? 

ABA 

ABI4 
/ 

ABI5 

~ y 

Desarrollo post-germinativo 

Estrés osmútico 
dependiente de ABA 

1 

Respuestas independientes 
de Gk v ABA 

.; 

Figura 30. Modelo de regulación de la expresión de AB/4, AI¡J4 y CTR l por diversas señales (integración de 
ecidencias genéticas, moleculares y fisiológicas). 

V.5 Las señales de azúcar interactúan también con las vías de transducción de otras jitohormonas 

A nivel de la regulación de expresión génica también es evidente la estrecha relación de las 

señales de azúcares con otras hormonas además del ABA y el etileno, dada la enorme cantidad de 

genes responden a estas señales simultáneamente. Por ejemplo, la SnRK PKABA 1 de cebada 

(involucrada en la regulación por azúcar), es inducida por ABA y media la represión por ABA de los 

genes de a-amilasa que son inducidos por GAs, hormona antagonista de ABA en ciertas circunstancias 

como la germinación (Gómez-Cadenas et al., 1999). Además, otra SnRK de trigo llamada WPK4, se 

induce por citocininas y luz, mientras que la presencia de azúcares la reprime (Ikeda et al., 1999). 

Existen casos como el del gen CycD3, cuya expresión es inducida por citocininas sólo en presencia de 

Sac, (Riou-Khamlichi et al., 2000). Los brasinoesteroides también se relacionan con las respuestas a 

azúcares, pues se ha demostrado en j itomate que la estimulación del crecimiento inducida por 

brasinoesteroides, está ligada al aumento en la provisión de carbohidratos mediante la inducción 

específica de tejido de una Ivr extracelular. Esta enzima es clave en la descarga apoplástica del floema 

y también es regulada por azúcares. El tratamiento con brasinoes teroides aumenta la actividad 



enzimática y los niveles de RNAm de la lvr unida a la pared celular Lin6, mientras que las lvrs 

intracelulares no son afectadas (Goetz et al. , 2000). 

La respuesta de los genes tanto a azúcares como a diversas hormonas se debe en parte a la 

presencia de cajas de respuesta a múltiples señales en los promotores de estos genes, y en otros casos al 

sobrelape de los elementos en cis (ver apartado 1.4.1.1 ). Esto concuerda con la desregulación de 

diversos genes de respuesta a azúcares en las mutantes en biosíntesis o señalización de ABA, etileno, 

auxinas y citocininas (este trabajo; Zhou et al., 1998; Németh et al., 1998; Arenas et al., 2000; Moore 

et al. , 2003). Así mismo, genes de la señalización de azúcares , como AB/4, AB/5 y CTRI, además de 

ser regulados por Glc y ABA, también responden a etileno, auxinas, citocininas, brasinoesteroides y 

ácido jasmónico (este trabajo, datos no mostrados). Estas evidencias indican que los azúcares están 

íntimamente relacionados con una ámplia red de comunicación con las diferentes fitohormonas . De 

hecho, la caracterización de la mutante en HXKI gin2 , evidenció la participación de otras dos 

hormonas en la señalización de Glc mediada por HXK, las auxinas y las citocininas. La mutante gin2 

además de ser insensible a Glc, también es insensible a auxinas e hipersensible a citocininas. De hecho 

las mutantes resistentes a auxinas axr 1, axr 2 y tirl , así como las líneas transgénicas CKI 1 y ARR2 que 

presentan señalización de citocininas constitutiva, son insensibles a Glc. Dado que se sabe que las 

citocininas promueven la biosíntesis de etileno, y el etileno antagoniza la señalización de Glc, se 

corroboró que el efecto de las citocininas no fuera indirecto, y se demostró que las citocininas y el 

etileno actúan independientemente en la respuesta a Glc (Moore et al., 2003). Este resultado contrasta 

con el hecho de que la mutante resistente a citocininas ckr 1 resultó ser alélica a ein2 que es insensible a 

etileno e hipersensible a Glc (Németh et al., 1998). El papel antagónico de las citocininas en la 

represión por Glc ya había sido descrito en la expresión de genes regulados por Glc y luz, en donde las 

citocininas evitan la represión por Glc de genes fotosintéticos y tienen un efecto sinergístico en la 

activación de genes inducidos por Glc (Németh et al., 1998). 

La complejidad de las interacciones entre las vías de señalización de hormonas y azúcares y el 

grado de pleiotropía que pueden alcanzar se ve ejemplificado en los fenotipos de la mutante prll 

( "pleiotropic regulatory locus 1 "). PRL l es una proteína nuclear que interacciona con otras proteínas 

del tipo SnRKs de forma dependiente de Glc (Bhalerao et al., 1999). La mutación en este gen ocasiona 

fenotipos como hipersensibilidad a Glc, Sac, citocininas, etileno, auxinas, ABA y frío; sin embargo, no 

parece afectar las respuestas a GAs, ácido salicílico, fosfato, NaCl, choque térmico, ni sequía (Németh 

et al., 1998). También la mutante hyl 1 ("hyponastic leaves 1 ") muestra fenotipos pleiotrópicos siendo 

resistente a auxinas y citocininas, pero hipersensible a Glc, ABA, NaCl y estrés osmótico. HYL 1 

codifica para una proteína de unión a RNA de doble cadena y forma parte de un complejo 
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macromolecular nuclear que participa en la regulación génica mediada por microRNAs, aparentemente 

regulando la estabilidad del RNAms de la señalización de hormonas (Cheng y Fedoroff, 2000; Meng­

Hsuan et al., 2004). En la figura 31 se intenta esquematizar las relaciones existentes entre los azúcares 

y diferentes hormonas vegetales, aunque debe considerarse que estas relaciones pueden cambiar 

dependiendo del proceso y etapa de desarrollo analizado, así corno la especie vegetal considerada. 

Azúcares 

/ ~ 
Etileno Citocininas 

Estrés 

Figura 31. Esquema de la interacción de las vías de señalización de azúcares y las hormonas vegetales. 

V.6 Las mutantes gin son osmotolerantes y resistentes a condiciones salinas 

Estreses como la sequía, la salinidad y el frío afectan la toma, disponibilidad y conductancia 

del agua provocando un efecto osmótico (Hare P, 1998; Gucci et al., 1998; Livingston y Henson, 1998; 

Thomashow, 1999; Wanner y Junttila, 1999). Otra de las características interesantes de las mutantes 

gin es que cuando son germinadas en concentraciones altas de sorbitol o Mtl ( 400 mM), presentan 

fenotipos osmotolerantes durante el desarrollo temprano de la plántula (este trabajo; Laby et al., 2000). 

También cuando son germinadas en condiciones de alta salinidad (NaCl 150 mM), se comportan como 

resistentes a estrés salino. Esta respuesta se presenta tanto en las mutantes insensibles a ABA gin6/abi4 

y abi5, como en las deficientes en esta hormona gin8 y gin]; incluso en la mutante gin 7, la cual no 

parece estar afectada ni en la señalización ni en la biosíntesis de esta hormona. Estas observaciones 

coinciden con lo encontrado por otros grupos, ya que se han aislado alelos de las mutantes aba y abi4 
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en "screenings" de mutantes resistentes tanto a estrés salino como osmótico (Werner y Finkelstein, 

1995; León-Kloosterziel et al., 1996; Quesada et al., 2000; González-Guzmán et al., 2002). 

El hecho de que todas las mutantes gin que hemos analizado han resultado osmotolerantes y 

resistentes a estrés salino desde la etapa de germinación, invita a sugerir que la señalización de 

azúcares se interelaciona directamente con las vías de señalización de estrés osmótico y salino, 

compartiendo algunos de sus componentes. Sin embargo otra posibilidad es que las mutantes incapaces 

de detectar o responder a altos niveles de azúcares, podrían acumular concentraciones inusualmente 

altas de azúcares endógenos, los cuales podrían tener un efecto indirecto de osmoprotección. De hecho 

se sabe que ciertas plantas, algas marinas, bacterias y otros organismos acumulan solutos orgánicos 

tales como azúcares alcohólicos (Sac, Glc, Frc), otros azúcares poco complejos (fructanos, trehalosa, 

rafinosa) , aminoácidos (prolina y aminas terciarias), como osmoprotectores. Estos compuestos son 

llamados solutos compatibles porque incluso en altas concentraciones no inhiben la actividad de las 

enzimas, y también pueden proteger a las enzimas y membranas contra los efectos desestabilizadores 

de iónes como Na+ y CL En muchos casos estos osmoprotectores se sintetizan en respuesta a estrés y 

se localizan en el citoplasma; mientras que los iónes inorgánicos como el Na+ y cr son secuestrados 

preferencialmente en la vacuola. Esto mantiene el turgor de la célula en condiciones de estrés 

(Rathinasabathi, 2000). 

Diversos estudios en plantas y semillas han demostrado que la Sac puede actuar como agente 

osmoprotector en diversas especies vegetales, pues la acumulación de este azúcar es paralela a la 

adquisición de tolerancia a desecación (Ingram et al., 1997; Quick et al., 1989). De hecho, la Sac es el 

azúcar acumulado predominantemente en todas las plantas de la resurrección deshidratadas estudiadas 

hasta ahora (Scott, 2000). Además de tener un papel directo en la osmoregulación, la Sac provee un 

carbohidrato rápidamente metabolizable para la producción de energía cuando el C está siendo dirigido 

hacia otras funciones diferentes al crecimiento (Hare et al., 1998). Adicionalmente, la Sac, la Glc y la 

Frc son crioprotectores importantes, pues plantas expuestas a tratamientos en frío presentan 

incrementos en el contenido de estos azúcares (Crow et al. , 1987; Hayashi et al. , 1997; Déjardin et al., 

1999). En coincidencia, en la mutante resistente al frío eskimo 1, y en la mutante sensible al frío sfr4 

("sensitive-to~freezing4") los niveles de azúcares están aumentados y disminuidos respectivamente, 

indicando que las vías definidas por estas mutaciones actúan directa o indirectamente en las 

concentraciones de azúcares (Stitt y Hurry, 2002) . La alta salinidad también causa efectos de estrés 

hiperosmótico e hiperiónico, lo que puede activar respuestas de adquisición de tolerancia. Se ha 

demostrado en algunas plantas, que el estrés salino disminuye la taza fotosintética y además altera los 

niveles y los tipos de carbohidratos y exportados por los tejidos productores (Gilbert et al., 1997; Gucci 
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et al. , 1998). Para corroborar si la osmotolerancia de las mutantes gin se debe a una acumulación 

inusual de azúcares, se requiere medir la cantidad de los mismos. Es importante resaltar que la 

acumulación de azúcares en respuesta a estrés podría interferir con su acción protectora, debido a que 

estos metabolitos también forman parte del metabolismo basal. Es aquí donde los sistemas de 

detección y señalización de azúcares y estrés podrían jugar un papel esencial. 

La existencia de una posible interacción entre las respuestas a estrés salino, osmótico y 

azúcares ha sido apoyada por el aislamiento de mutantes de Arabidopsis tolerantes a NaCr, KCr, y 

Mtl. Una de ellas llamada sañ5 (salobreño 5) resultó ser un alelo del gen ABI4 (Quesada et al., 2000), 

mismo que participa directamente en la señalización de azúcares y ABA como se ha mencionado 

anteriormente (este trabajo en Arenas et al., 2000; Huijser et al., 2000; Laby et al., 2000). Por su paite, 

ABI5 es un miembro de la familia de factores trascripcionales tipo bZIP que se unen específicamente a 

la caja ABRE ("ABA-Response-Element") denominada ABFs ("ABRE binding factors"). Su RNAm 

y/o proteína se induce por ABA, frío, sal, sorbitol y por Glc, y la presencia de mutaciones en este gen 

producen insensibilidad a Glc, ABA, sal y estrés osmótico, sugiriendo que ABI5 podría integrar este 

grupo de señales (este trabajo; Finkelstein, 1994; Arenas et al., 2000; López-Molina et al., 200 J; 

Brocard et al., 2002). 

También se han aislado alelos de las mutantes deficientes en la biosíntesis de ABA (abal , 

aba2/gin l y aba3/gin5) en otras selecciones génicas de plantas resistentes a concentraciones altas de 

sales como el NaCl (los6/abal, sañ3/srel laba2, rssllos5/aba3) (Wemer y Finkelstein, 1995; González­

Guzmán et al., 2002). La tolerancia a sal en tales mutantes está restringida al periodo de germinación y 

el establecimiento temprano de la plántula, pues si estas mutantes son expuestas al estrés salino e 

inclusive osmótico (Mtl o sorbitol) después de haber germinado e iniciado su desarrollo, presentan 

fenotipos hipersensibles a estos estreses (Xiong et al., 2001 ). Tales fenotipos podrían sugerir la 

existencia de una estrecha interelación entre las respuestas a azúcares y estrés durante la germinación y 

el desarrollo temprano que posteriormente se deslindan. La aparente paradoja de que las plantas con 

niveles bajos de ABA sean tolerantes a estrés salino y osmótico durante la etapa germinativa, también 

puede explicarse por la posible falta de control de la germinación bajo condiciones desfavorables de 

disposición de agua. Al mismo tiempo, la observación de que las mutantes deficientes en ABA 

presentan una mayor sensibilidad a ABA (este trabajo), podría permitirle a estas mutantes responder al 

estrés imperante de forma más rápida que la planta silvestre. 

En adición a los fenotipos de tolerancia a estrés osmótico en las mutantes gin, a nivel de la 

expresión génica también existen diferencias importantes en la expresión de genes de respuesta a este 
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tipo de estímulo. Los análisis de expresión de algunos genes que responden a estrés osmótico (RD29A, 

RD29B, COR! 5A, RD22, ADH, P5CSJ , DREB2A, TPSI) , indicaron que bajo las condiciones de baja 

(2%) y alta Glc (6%), el grupo de genes de respuesta a estrés responden positivamente a alta Glc en la 

planta silvestre, a excepción de los genes TPSI y DREB2 los cuales se reprimieron en las mismas 

condiciones. Estos datos sugieren que las concentración de 6% de Glc causan un estrés osmótico capaz 

de inducir este tipo de genes. Sin embargo, sabemos que los niveles de ABA aumentan en respuesta a 

Glc como en respuesta a estrés osmótico (Arenas et al., 2000; Zeevaart y Creelman, 1988), y los genes 

que se inducen en nuestras condiciones también se sabe que se inducen por ABA (Shinozaki y 

Yamaguchi-Shinozaki, 2000; de Bruxelles et al., 1996). De esta manera, la respuesta de inducción de 

esta serie de genes también puede deberse al aumento en los niveles de ABA en condiciones de alta 

Glc, respuesta que esta afectada en la mutante gin8. Por lo tanto, con estos estudios no se puede 

descartar la posibilidad de que estos genes también respondan a una señal específica derivada de la Glc 

de forma paralela al estrés osmótico. Resulta interesante que los genes inducibles por sequía (un tipo 

de estrés osmótico) TPSI y DREB2A se reprimen en respuesta a alta Glc, sugiriendo que estos dos 

genes responden a una señal específica derivada de la Glc que es independiente del estrés osmótico. 

Esta regulación parece ser independiente de ABA, dado que la mutante gin8 no afecta la represión de 

estos 2 genes. Este resultado coincide con el hecho de que DREB2A se induce en respuesta a estrés, 

actuando en una vía independiente de ABA (Kisis et al., 2001). 

Muchos de los genes que responden a diversas señales de estrés contienen en sus promotores 

varias elementos en cis, como las cajas de respuesta a sequía y frío DRE/CRT ("drought response 

element/C-repeat") y la caja ABRE ("ABA-response element"). Estos elementos en cis parecen 

funcionar independientemente o cooperativamente. Esto indica que las interacciones entre las diversas 

maquinarias de transcripción producen respuestas cruzadas entre diferentes vías de señalización. Quizá 

el ejemplo mejor estudiado es el del gen RD29A/COR78/LTI78, mismo que se induce por ABA, sequía, 

sal y frío . Cabe resaltar que este gen también se induce por Glc , y las tres mutantes gin analizadas 

afectan dicha inducción (este trabajo), por lo que se antoja probable que también existan interacciones 

de diversas cajas de respuesta a estrés y azúcares en la regulación de diversos genes. Además, como la 

fitohormona ABA está implicada en la transducción de señales de azúcar, es de esperarse que al menos 

un subgrupo de las respuestas de estrés dependientes de ABA también estén sometidas a señales de 

azúcares. 

Otro caso interesante es el gen COR! 5A , el cual pertenece a un tipo de genes que responden al 

estrés por frío, los genes COR ("COLD REGULATED") (Thomashow M. 1999). COR! 5A codifica 

para una proteína que interactúa con lípidos de la membrana cloroplástica para mantener su 



funcionamiento durante los ciclos de congelación-descongelación; y su RNAm se acumula también en 

respuesta a Glc (este trabajo en Arenas et al., 2000). El estrés por frío también induce rápidamente y de 

forma transitoria a una familia de factores transcripcionales llamada CBF/DREB 1 ("C-repeat binding 

factor/dehydration-responsive element-binding protein l "), mismos que inducen a los genes COR 

mediante su unión a las cajas CRT/DRE en sus promotores . La sobre-expresión de CBF/DREB 1 

conlleva a un aumento en los niveles de Pro mediante la inducción de la primera enzima de la 

biosíntesis de Pro (PSCS) , así como un mayor contenido de azúcares (Gilmour et al., 2000) . 

Coincidentemente el gen P5CS también responde positivamente a Sac y Glc (Hellmann et al., 2000; 

este trabajo), sugiriendo que la acumulación de Pro en dichas plantas sobrexpresoras se podría deber al 

aumento de los niveles de azúcares más que a la inducción directa por el factor transcripcional. En este 

sentido, el hecho de que tanto gin6 como gin 7 tengan mayores niveles de transcrito tanto de COR l 5A 

como de P 5CS1 , sugiere que el FT DREB 1 A podría estar expresado en mayores niveles en estas 

mutantes. Sin embargo, en este trabajo no fue posible detectar el transcrito de DREB 1 A por "northern 

blot'' (datos no mostrados); sería conveniente utilizar otro tipo de estrategia para detectar este gen poco 

abundante. 

Las diferencias en la expresión de este grupo de genes tanto en las mutantes afectadas (gin6 y 

gin8) como en las no afectadas en ABA (gin7), sugieren que la regulación por Glc de los genes TPSJ y 

DREB2A así como de CORJ 5A y P5CSJ, depende al menos en parte de ABI4/GIN6 y de GIN7 dado 

que en las mutantes gin6 y gin7, estos genes se expresan en niveles mayores que los observados en la 

planta silvestre . Quizá la resistencia a estrés osmótico de estas dos mutantes se deba en cierta medida a 

los mayores niveles de expresión de dichos genes. La inducción por Glc de los genes RD29A, RD29B, 

RD22 y ADH está claramente disminuida en las tres mutantes analizadas, lo que confirma el 

requerimiento de ABA para la expresión de estos genes y que su regulación también depende de 

ABI4/GIN6 y de GIN7. Esta serie de resultados esquematizan la complejidad de las interacciones entre 

las vías de señalización de azúcares y estrés osmótico, en las que la presencia de un tipo de estrés 

puede cambiar las respuestas de la planta o otros estreses, creando así efectos aditivos o interacciones 

sinergísticas. 

Para analizar con exactitud el efecto del estrés sobre el estatus energético/azúcar en los tejidos 

de la planta, sería importante considerar situaciones de estrés no extremas y determinar los posibles 

efectos aditivos, sinérgicos y compensatorios de la misma. Así mismo, el análisis histográfico de la 

redistribcion de la Glc y otros azúcares durante el desarrollo vegetativo, y el análisis comparativo en 

respuesta a fitohormonas y estrés abiótico, nos daría información real acerca de las respuestas de las 

plantas a todas estas señales y condiciones externas que suceden simultáneamente en la naturaleza. 
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V.7 El fenotipo gin no es simplemente un fenotipo de resistencia a estrés osmótico 

Atendiendo a la estrecha relación tanto a nivel fenotípico como de expresión génica entre el 

estrés osmótico, el ABA y los azúcares, se puede pensar que el uso de condiciones extremas de 

selección utilizadas para el aislamiento de mutantes gin (7% de Glc - no fisiológicas), impone 

intrínsecamente un estrés osmótico provocado por dicha concentración del azúcar. Bajo estas 

condiciones, se podría beneficiar la selección de mutantes resistentes a estrés osmótico en lugar de 

aislar mutantes resistentes específicamente a Glc, lo cual explicaría la obtención de mutantes 

relacionadas con la biosíntesis o señalización de ABA. Sin embargo, diferentes diseños de .. screenings .. 

genéticos han dado como resultado el aislamiento de mutantes alélic(\s de manera independiente, aún 

cuando en algunos de ellos el efecto osmótico no está presente. De hecho, cuando este tipo de mutantes 

se crecen ya sea en Mtl o sorbitol en concentraciones equimolares a las usadas en la selección por 

azúcar (0.3-0.388 M), presentan fenotipos similares a la planta silvestre (Zhou et al., 1998; este trabajo 

en Arern,1s et al., 2000; Laby et al., 2000). De tal manera que el efecto osmótico producido por ambos 

agentes, no es suficiente para producir el fenotipo provocado por la Glc, ni es suficiente para explicar 

la participación de ABA en la tolerancia a Glc en Arabidopsis. Estos hechos, aunados al aislamiento de 

mutantes que no tienen afectada la biosíntesis o señalización de ABA, ni etileno, como gin7 (entre 

otras mencionadas en el apartado IV.5
1
5), sugiere que las mutantes aisladas en nuestro .. screening .. no 

son exclusivamente resistentes a estrés osmótico. 

V.8 Relación de la señalizqción de azúcares y de N 

Otra de las interacciones sobresalientes de los azúcares es con el Nitrógeno. Las interacciones 

entre el metabolismo del C y el N tanto en organelos como en tejidos y plantas completas, han sido 

ampliamente reconocidas durante los últimos 30 años; sin embargo la naturaleza de dichas interacciones 

aún se desconocen en gran medida. Cada vez es más evidente que existen múltiples niveles de control y 

una comunicación compleja de ambas señales entre diferentes compartimentos celulares. Los cambios en 

el estatus del C y N tienen influencia determinante en la fisiología de los órganos y las relaciones entre la 

raíz y la parte aérea de la planta. La coordinación de la asimilación del C y N está bajo el control de 

múltiples factores y señales como hormonas, nitrato, azúcares, ácidos orgánicos y aminoácidos; y esta 

información es transducida e integrada en la regulación de la expresión de genes y actividades 

enzimáticas. 

Siendo el C y el N elementos tan importantes, no es sorprendente que además de funcionar como 

metabolitos, también funcionen como señales capaces de activar una o más vías de señalización de 



forma independiente y posiblemente mediante uno o más mecanismos convergentes (Paul y Stitt, 1993; 

Paul y Driscol, 1997). De hecho los efectos de altos niveles de C y bajos niveles de N en la fotosíntesis 

son muy similares: tanto la deficiencia de N como la abundancia de azúcares inhiben rápidamente el 

crecimiento, se acumulan los carbohidratos y se inhibe la fotosíntesis. Esto sugiere que las vías de 

señalización de ambas señales podrían conectarse en algún punto dando como resultado los mismos 

efectos. Una forma de analizar con mayor precisión estos puntos de interacción es evaluando las 

respuestas a N en mutantes en la señalización de azúcares y vice versa. En este trabajo se evaluó si la 

ausencia de N afecta las sensibilidad de la planta a la Glc. De este análisis se concluyó que en ausencia 

de la fuente nitrogenada, la sensibilidad a la Glc de la planta silvestre aumenta de forma importante 

durante el proceso de germinación y el desarrollo post-germinativo, considerando la baja concentración 

de Glc utilizada (2%) en nuestros ensayos. Las mutantes gin6, gin 7 y gin8 fueron resistentes en estas 

condiciones y dicha resistencia fue mucho más evidente durante el proceso de germinación en 

comparación con la condición de presencia de fuente nitrogenada y alta concentración de Glc (6%). Por 

lo tanto, la ausencia de la fuente nitrogenada es capaz de modificar y determinar la sensibilidad a Glc en 

las plantas tanto en la etapa de germinación como en etapas post-germinativas. 

Por otra parte, en un experimento preliminar hecho por Elizabeth Córdoba en nuestro 

laboratorio se evaluó si las mutantes insensibles a Glc también eran insensibles a la señalización 

activada por nitrato (N03). El nitrato es la fuente de N más importante en el suelo y su disponibilidad 

controla el crecimiento y desarrollo de las plantas. A este nivel existe una interacción antagonista entre 

el N03 y el azúcar en la regulación del desarrollo de raíces laterales. La presencia de niveles altos de 

N03 ( 1 O a 50 mM) inhibe el desarrollo de raíces laterales, modificando así la morfología de la raíz 

(Coruzzi y Bush, 2001; Coruzzi y Zhou, 2001; Foyer et al., 2003; López-Bucio et al., 2003; Paul y 

Pellny, 2003 ). Los efectos inhibitorios de altos niveles de N03 se reducen significativamente cuando se 

aumentan los niveles de Sac (Zhang y Forde, 2000) . Este antagonismo C/N indudablemente requiere de 

la detección del estatus de C y N en la planta, por lo que se exploró la posibilidad de que las mutantes 

gin tuviesen afectada la detección de N03, evaluando la inhibición de la longitud y desarrollo de raíces 

laterales en presencia de concentraciones inhibitorias de esta sal. Las mutantes ginl laba2, gin6/abi4, 

gin8/nced3?, gin9/abi5, ginlO y gin 11 resultaron insensibles a la señal de N03 . Estos resultados 

coinciden con los obtenidos en un análisis reciente enfocado a la relación del ABA con la señalización 

del N03, en el que se demostró que las mutantes abi4 y abi5 (pero no abil , abi2 ni abi3) así como en 

las mutantes aba 1, aba2 y aba3 son insensibles al efecto inhibitorio del N03 en el desarrollo de raíces 

laterales (Signora et al. , 2001 ). Estos fenotipos indican que el efecto inhibitorio del N03 requiere de la 

síntesis de ABA y de una rama de la señalización de esta hormona tal como sucede en la señalización 



de azúcares (este trabajo en Arenas et al., 2000). Esto sugiere que tanto la señalización de azúcar como 

la señalización del N0 3 y ABA podrían compartir elementos en común, constituyendo dichos 

elementos puntos de contacto entre ambas vías. Sin embargo no se puede descartar la posibilidad de 

que las mutantes insensibles a N03 acumulen mayores niveles de azúcares internos que antagonicen el 

efecto del N03. Además, el hecho de que las mutantes gin l O y gin l 1, que no parecen estar afectadas ni 

en la biosíntesis ni en la señalización de ABA, también afecten la señalización de N03, podría sugerir 

que independientemente del ABA, se requiere de la detección y señalización funcional de los azúcares, 

durante la respuesta a N03. 

El análisis de otras mutantes afectadas en las respuestas a azúcares, también ha evidenciado la 

estrecha interacción entre las señales de N y azúcares. Se ha reportado que el promotor de la patatina 

en la construcción Pat(B33)::GUS en plantas transgénicas de Arabidopsis se activa principalmente en 

la raíz, y también se activa por azúcares y por los aminoácidos Gin y Pro. Se ha sugerido que la prolina 

puede servir como una fuente de N y C de disposición inmediata durante la recuperación de estrés. 

Después de la mutagénesis química de dichas líneas transgénicas se aislaron varias mutantes rsr 

("reduced sugar response"). En la mutante rsr 1-1 ni el azúcar ni la Pro son capaces de inducir el 

promotor de patatina. Esta mutante en señalización de azúcar también es hipersensible incluso a bajos 

niveles de Pro, lo que sugirió una estrecha intercomunicación entre dichas vías (Hellmann et al., 2000). 

Finalmente, la floración también está controlada por N03. además de los azúcares. 

Especialmente en condiciones de días cortos, tanto la Glc como el N03- en altas concentraciones 

retrasan el momento de la floración. Este efecto no parece ser tan notorio en condiciones de días largos 

(Loef et al., 2000; Zhou et al., 1998; Ohto et al., 2001 ). Ohto et al. (1999) han aislado mutantes con 

anomalias en el tiempo de floración y alteraciones en las respuestas a azúcar (mutantes uns "unusual 

sugar responses"). Entre ellas, uns2, uns3 y uns4 florecen antes que la planta silves tre en tierra bajo 

condiciones de días largos. Además, la expresión de los genes inducibles por azúcar At{3-Amy y CHS 

así corno la actividad de la ~-arnilasa y la acumulación de antocianinas y clorofilas también está 

afectada en estas mutantes. La clonación de UNS2 reveló que codifica para el gen HLS 1, un gen de 

respuesta a etileno (Ohto et al., 2000). Estos fenotipos indican que esta hormona está implicada en la 

floración además de la respuesta a azúcar, lo que concuerda con el fenotipo de la mutante insensible a 

Glc gin 1, la cual no retrasa la floración en respuesta a Glc ni en días cortos ni en días largos (Zhou et 

al., 1998). El análisis de las respuestas a N03- tanto a nivel de la raíz como a nivel de la floración en 

estas mutantes podría dar luz de la interelación de estas vías, donde al menos respecto al tiempo de 

floración, los azúcares no parecen tener una función antagonista con el N03-. 



V.9 Efecto diferencial de los azúcares en las distintas etapas de desarrollo de las plantas 

Resulta interesante que las mutantes ginl, gin5, gin6, gin7 y gin8, que fueron aisladas como 

insensibles a Glc durante el desarrollo temprano, no se comporten siempre como insensibles durante 

otros procesos de desarrollo regulados por Glc. Por ejemplo, gin6, gin 7 y gin8 no son insensibles a 

niveles altos de Glc durante la germinación. Esto coincide con los resultados obtenidos en un reporte 

reciente, donde se evaluó la sensibilidad a Glc de abi4 y gin2/hxkl exclusivamente durante tal proceso 

y dichas mutantes no están afectadas (Price et al., 2003). Así mismo, abi5 al igual que abi4, no afecta 

Ja sensibilidad a Glc durante la germinación; lo cual revela que una vía de señalización de Glc diferente 

a la mediada por HXKI, ABI4 y ABI5 está activa durante la germinación (Dekkers et al., 2004). gin6 

y gin8 tampoco son insensibles a la inducción de la formación de raíces laterales activada por Sac 

como sucede con gin 7, la cual fue insensible en este proceso de desarrollo. Otro proceso de desarrollo 

afectado por el azúcar es la transición floral, durante este proceso las mutantes gin 1 y gin8 fueron 

insensibles a niveles altos de Glc, en cambio gin6 y gin 7 se comportan como hipersensibles. 

A nivel de la expresión génica, las señales de desarrollo también juegan un papel determinante 

en la expresión de los genes regulados por Glc. Por ejemplo se observó que el gen AB14 responde a 

Glc, 2DG y ABA solamente dentro de una ventana de tiempo durante el desarrollo temprano de 

Arabidopsis (este trabajo en Arroyo et al. , 2003) . Este hecho correlaciona con la susceptibilidad de la 

planta de detener su desarrollo en respuesta a altas concentraciones de Glc, pues cuando este azúcar se 

adiciona en etapas más tardías (después de 3 días), las plantas ya no detienen su desarrollo (Gibson et 

al, 200 l ). En el caso de CTRJ, el patrón de respuesta a Glc cambia durante el desarrollo de la planta. 

Con base en estas observaciones se concluyó que Ja regulación por Glc de los transcritos de AB14 y 

CTRJ es dependiente de la etapa de desarrollo de la planta, a diferencia de AB15 el cual mantiene la 

capacidad inducción a nivel transcripcional aún en etapas más tardías (este trabajo en Arroyo et al., 

2003; Brocard et al., 2002). 

Estas evidencias indican que hay un efecto diferencial de los azúcares en las distintas etapas de 

desarrollo de las plantas , lo que sugiere la participación de diferentes vías o mecanismos de 

señalización de los azúcares durante las diferentes etapas de desarrollo de Ja planta, que incluso 

podrían depender de Ja especie vegetal. Por estas razones es indispensable diseñar estrategias de 

selección que permitan conocer los componentes de las vías señalizadoras específicas de cada etapa de 

desarrollo, desde Ja germinación hasta Ja senescencia, y extenderlas a diferentes especies vegetales para 

así tener una idea integrada de Ja regulación y detección de azúcares en las plantas. 
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V .1 O Comentario final 

En resumen, la fitohormona ABA es una molécula esencial para la detección de Glc y los 

factores transcripcionales ABl4 y ABI5 forman parte de la cascada de transducción en respuesta a Glc. 

ABI4, ABI5 y CTR 1 podrían estar integrando una serie de señales provenientes del azúcar a través de la 

interacción con otros componentes específicos dependiendo del estado metabólico, el momento en el 

desarrollo y las condiciones ambientales. Estos elementos podrían estar sometidos a distintos niveles de 

regulaci ón incluyendo los niveles de transcrito, ya sea modulando la taza de transcripción o la 

estabilidad del RNAm, y claro está a nivel postraduccional. A pesar de que antes se creía que el nivel de 

regulación más utilizado en respuesta a azúcar era el transcripcional, cada vez hay más evidencias de que 

los niveles de regulación postranscripcionales son muy socorridos en tal respuesta (Rolland et al, 2002 ; 

Yu, 1999) . Por ello es indispensable determinar si los cambios a nivel de acumulación del RNAm 

observados en este trabajo, también se reflejan al menos a nivel de la abundancia de la proteína. 

Toda esta serie de elementos nos lleva a concluir que la mayoría de los genes de las plantas 

superiores que responden a señales metabólicas, también son regulados por otras señales 

ambientales; de tal manera que todas las respuestas a azúcar pueden ser modificadas por su contexto 

ambiental. La contribución relativa de cada una de estas señales cambia de acuerdo a la etapa de 

desarrollo y el estado energético de la planta. Esto requiere de una red regulatoria compleja, en lugar 

de acciones jerárquicas como hasta hace poco tiempo se asumía, en la cual genes específicos están 

respondiendo a múltiples señales a través de "cross-talks" entre las diferentes vías señalización. Cada 

vez es más evidente que las respuestas a azúcares y a otras señales comparten componentes 

seña lizadores en común, los cuales podrían interactuar y controlar respuestas específicas. Dicha 

intercomunicación permite integrar estímulos internos y externos, resultando en respuestas eficientes e 

integrales. 
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VI CONCLUSIONES. 

Señalización activada por Glc 

1. La caracteirización de las primeras mutantes aisladas en este trabajo permitió identificar a la 

fitohormona ABA como una molécula esencial para la detección de Glc por una vía dependiente 

deHXK. 

2. Los niveles de ABA aumentan en respuesta a Glc, y este aumento está afectado en las mutantes 

gin 1, gin5 y gin8, las cuales son deficientes en la biosíntesis de ABA. 

3. ABT4 y ABIS además de su participación previamente reportada en la señalización del ABA 

durante la germinación de las semillas, también juegan un papel esencial en la respuesta a Glc 

durante el desarrollo vegetativo temprano. 

4. Las vías de señalización de Glc y de ABA comparten solamente parte de sus componentes, entre 

ellos ABT4 y ABIS. 

5. La transducción de señales de azúcar en plantas está intimamente ligada con ABA y con otros 

procesos afectados por esta hormona, tales como el estrés osmótico y la señalización de etileno. 

6. A pesar de que el ABA es necesario para la señalización de Glc y para la respuesta de ABI4, ABI5 

y CTRJ, la señal de ABA por sí sola no es suficiente para regular la expresión de estos genes. Esto 

indica que la señalización de Glc requiere de otros elementos aún no identificados, que aunados al 

ABA determinan la sensibilidad de la planta al azúcar. 

7. La proteína ABT4 es un activador transcripcional fuerte en el sistema de levadura. 

Regulación de la expresión génica por Glc 

8. La señal de Glc es capaz de modular el nivel de transcrito de algunos de sus propios componentes 

señalizadores, sugiriendo la existencia de una retroalimentación positiva de la vía. 

9. AB/4, ABI5 y CTRJ estan finamente regulados durante el desarrollo de la planta por una variedad 

de señales incluyendo Glc, estrés osmótico y ABA. 
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10. A pesar de que la acumulación de mensajero de estos genes esta sujeta a una regulación de por 

múltiples factores , los análisis presentados en este trabajo permiten concluir que la Glc tiene un 

papel específico sobre el patrón de acumulación de dichos mensajeros. Este efecto es claramente 

diferenciable del efecto osmótico que produce la Glc. 

11. La regulación por Glc de los transcritos de AB/4 y CTRJ es dependiente de la etapa de desarrollo 

de la planta, a diferencia de AB/5 el cual mantiene su capacidad de inducción a nivel 

transcripcional aún en etapas tardías. Este hecho plantea la posibilidad de que diferentes moléculas 

señalizadoras del azúcar estén actuando simultáneamente en diferentes tejidos y etapas de 

desarrollo de la planta. 

12. La inducción de AB/4 y AB15 en respuesta a Glc depende al menos en parte de la fosforilación de 

la Glc . 

13. La modulación por Glc de A BI 4, AB/5 y CTR 1 es independiente del bloqueo del desarrollo 

causado por las concentraciones altas de Glc. 

14. La regulación por Glc de AB/4 y ABJ5 está afectada en mutantes con fenotipo gin, a excepción de 

gin 7 donde la regulación de AB/5 no parece estar afectada. 

15. La regulación por Glc de algunos genes de respuesta a azúcar está afectada en las mutantes gin5, 

gin6, gin7 y gin8 , incluyendo genes de respuesta tanto positiva (PALJ) como negativa (CABJ, 

PC) . 

16. Los genes TPS 1 y DREB2 que se sabe que se inducen en respuesta a estrés por sequía (un tipo de 

estrés osmótico), se reprimen en respuesta a Glc de forma aparentemente independiente de ABA. 

Además estos dos genes responden a una señal específica derivada de la glucosa que es 

independiente del estrés osmótico. 

17. La regulación por Glc de los genes TPSI y DREB2 así como de CORJ 5A y P5CSJ, depende al 

menos en parte de ABI4/GIN6 y de GIN7. 

Aspectos fisiológicos de las respuestas a Glc 

18. La ausencia de la fuente nitrogenada es capáz de modificar y determinar la sensibilidad a Glc en 

las plantas tanto en la etapa de ge1minación como en etapas postgerminativas. 



19. Los azúcares tienen un efecto diferencial en los distintos procesos de desarrollo de las plantas, lo 

que sugiere la participación de diferentes vías o mecanismos de señalización de los azúcares 

durante las diferentes etapas de desarrollo de la planta. 

20. Se requiere ABA durante el proceso de transición floral en presencia de concentraciones altas de 

Glc. 

21. Las mutantes con fenotipo gin son osmotolerantes y resistentes a condiciones salinas, 

independientemente de si estan afectadas o no en la biosíntesis o señalización de ABA. 

22. Las mutantes gin 1, gin6/abi4 y gin9/abi5 son resistentes a 2DG (0.8 a 2 mM) en el medio de 

crecimiento, lo que apoya fuertemente la idea de que los genes GINJ IABA2, ABI4/GIN6 y AB/5 

participan en la vía de detección de Glc mediada por HXK de forma independiente del efecto 

osmótico. 

23. Ninguna de las nuevas mutantes gin analizadas hasta el momento parece afetar ni la señalización 

ni la biosíntesis de ABA. 

24. Las nuevas mutantes gin recuperan la sensibilidad a Glc en presencia de ABA l 00 nM, lo que 

indica que esta hormona es esencial para la señalización de Glc, y que probablemente la 

participación de ABA no es separable de este proceso, al menos durante la germinación y el 

desarrollo temprano de la planta. 

25. Se requiere de la detección y señalización funcional de los azúcares, durante la respuesta a N03, 

pues las mutantes insensibles a Glc también son insensibles a la señalización activada por nitrato 

independientemente del ABA. 



VII PERSPECTTV AS 

Entre las perspectivas importantes derivadas de este proyecto, podemos mencionar algunas como: 

SEÑALIZACIÓN ACTTV ADA POR GLUCOSA: 

* Identificación de los genes mutados en otras mutantes de la colección generada en este trabajo. 

* Determinar la sensibilidad a Glc en diferentes procesos de desarrollo de las mutantes gin. 

* Búsqueda de supresores del fenotipo insensible a Glc en abi4, abi5yctr1 y de otras mutantes con 

fenotipo gin no relacionadas con ABA ni con etileno . 

* Aislamiento y caracterización de complejos proteicos que medien la señalización y respuesta a 

azúcares (proteínas de interacción con ABI4 y ABIS). 

*Determinar si en respuesta a azúcares, tanto ABI4 como ABIS , utilizan un mecanismo de proteólisis 

y/o estabilización dependiente de proteasoma. 

FISIOLOGÍA DE LA RELACIÓN C/N: 

*Utilización de las mutantes gin como herramienta para estudiar la relación C/N (determinar si afectan 

la señalización de nitrógeno) . 

* Montaje de condiciones fisiológicas de C/N que permitan la selección de mutantes en la detección de 

Glc. 

ASPECTOS FISIOLÓGICOS DE LA REGULACIÓN DE AZÚCARES: 

* Perfiles proteómicos y metabolómicos de las plantas silvestres vs. mutantes tratadas sin y con Glc. 

* Análisis de la distribución de los azúcares en las mutantes vs. plantas silvestres en respuesta a 

determinados estímulos (por espectroscopía por Resonancia Magnética Nuclear o histografia de alta 

resolución). 

* El uso de nuevas moléculas reporteras basadas en derivados modificados de Glc y Sac, podría aportar 

información importante del transporte por el floema, el mecanismo de descarga del floema, la 

distribución, localización y destino de los azúcares, así como la localización de los transportadores y 

sensores del estado de azúcar en las células. 

* Determinar si la osmotolerancia de las mutantes gin se debe a la acumulación de azúcares. 

* Evaluación de la eficiencia fotosintética de las mutantes en altas concentraciones de C02: la fuente 

carbonada substrato de la fotosíntesis. 

BIOTECNOLOGÍA: 

* Y a largo plazo: Aumentar la eficiencia fotosintética y la resistencia a estrés hídrico y salino de 

cultivos importantes mediante la manipulación de las señales de azúcar y sus vías de señalización. 



DESPUÉS DE TODO, LAS PLANTAS DOMINAN CADA RINCÓN Y CADA PAISAJE DEL 

PLANETA. 
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Nuclear control of plastid and mitochondrial development in higher plants. 
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