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Resumen 
 

Los azúcares funcionan como importantes señales regulatorias a través de múltiples 

vías de señalización durante el desarrollo de las plantas. Dichas vías de señalización 

culminan, en su mayoría, en la modulación de la expresión de una gran diversidad de 

genes. En las plantas, el mecanismo molecular que regula la expresión génica más 

estudiado en respuesta a azúcares es la transcripción. Sin embargo, los factores de 

transcripción implicados en las respuestas a azúcares y su(s) rol(es) en la cascada de 

transducción están poco caracterizados hasta la fecha. En este trabajo se analizó la 

función del factor de transcripción de la familia APETALA2 ABI4 durante las respuestas 

a glucosa en Arabidopsis thaliana. A pesar de las variadas estrategias bioquímicas y 

moleculares empleadas durante la realización de este proyecto no fue posible detectar a 

la proteína ABI4 in planta. De hecho el análisis de proteínas por western blot de plantas 

que sobre expresan el gen ABI4 sugirió que la acumulación de la proteína ABI4 podría 

estar sujeta a una regulación estricta. Por otro lado, el uso de estrategias genéticas y 

moleculares nos permitieron identificar y caracterizar tres blancos del factor ABI4: los 

genes ABI4, ABI5 y SBE2.2. Nuestros resultados indicaron que la proteína ABI4 

participa en la regulación por glucosa de dichos genes in vivo a través de su unión 

directa a las regiones regulatorias 5´ de dichos genes blanco. Estudios publicados 

durante el desarrollo experimental de este trabajo demostraron que ABI4 actúa como un 

represor de genes fotosintéticos en respuesta a glucosa (Acevedo et al. 2005; 

Koussetvisky et al. 2007). Por lo tanto, se propone que ABI4 es un regulador 

transcripcional dual durante las respuestas a azúcares. Al final de este escrito se 

discuten dos modelos hipotéticos para explicar la acción dual de ABI4 y se presentan 

análisis exploratorios in silico con el objetivo de contrastar dichos modelos. Serán 

indispensables estudios experimentales futuros para determinar más genes blanco de 

ABI4 y el mecanismo por el cual el factor ABI4 realiza su función dual durante las 

respuestas a azúcares en plantas. 
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Abstract 
 

Sugars act as important regulatory signals through multiple signaling pathways during 

plant development. These signaling pathways culminate in the most part, in modulating 

the expression of a wide variety of genes. In plants, the most studied molecular 

mechanism that regulates gene expression in response to sugars is the transcription. 

However, transcription factors involved in the responses to sugars and their role(s) in the 

transduction cascade are poorly characterized to date. In this work, we analyzed the role 

of the APETALA2 transcription factor ABI4 in response to glucose in Arabidopsis 

thaliana. Despite the variety of biochemical and molecular strategies employed during 

the realization of this project it was not possible to detect the protein ABI4 in planta. In 

fact protein analysis through western blot of plants over-expressing the ABI4 gene 

suggested that the accumulation of ABI4 protein could be subject to strict regulation. 

Alternatively, the use of genetic and molecular strategies allowed us to identify and 

characterize three ABI4 target genes: the ABI4, ABI5 and SBE2.2 genes. Our results 

showed that the ABI4 protein is involved in the glucose regulation of these genes in vivo 

through direct binding to their 5´ regulatory regions. Studies published during the 

development of this experimental work demonstrated that ABI4 acts as a repressor of 

photosynthetic genes in response to glucose (Acevedo et al. 2005; Koussetvisky et al. 

2007). Therefore, we propose that ABI4 is a dual regulator in response to sugars. Two 

models to explain the dual action of ABI4 are discussed and in silico analysis are 

presented to contrast these two working models. Future experimental studies will be 

necessary to determine more ABI4 target genes and the mechanism by which the ABI4 

protein performs its dual function during the sugar responses in plants. 
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1. Generalidades de la señalización por azúcares 
 

1.1. Los azúcares funcionan como señales tipo hormonas 
 

 La vida en nuestro planeta depende de 4 grupos de biomoléculas: proteínas, 

lípidos, ácidos nucleicos y carbohidratos. Inicialmente a cada uno de estos grupos se le 

atribuyeron una serie de funciones celulares específicas. Sin embargo, estudios 

modernos demostraron que las funciones tradicionales asignadas a cada una de estas 

biomoléculas se sobrelapan en gran medida. Los carbohidratos constituyen un ejemplo 

claro de esta versatilidad funcional, ya que a sus funciones tradicionales como 

componentes estructurales y proveedores de energía para el metabolismo se le suma la 

capacidad de actuar como señales tipo hormonas, regulando una gran variedad de 

respuestas fisiológicas tanto en procariotes como en eucariotes.  

 La glucosa es la principal fuente de energía para las reacciones metabólicas y 

como consecuencia el flujo de carbono en las células es inmenso. Esto hizo difícil 

demostrar al principio si los azúcares eran también señales regulatorias, o si la 

regulación observada era simplemente una consecuencia indirecta de los mecanismos 

de retroalimentación metabólica de los seres vivos. Estudios en levaduras (Carlson 

1999; Gancedo 2008), plantas (Sheen 1990) y animales (Foufelle et al. 1998; Towle 

2005) demostraron de manera contundente que la señalización por azúcares es un 

fenómeno universal con algunos elementos conservados, aunque a través de 

mecanismos claramente diferentes en los tres reinos (Rolland et al. 2001; Rolland et al. 

2006). 

 En las plantas, los niveles o concentraciones de azúcares son capaces de 

afectar las distintas etapas del desarrollo desde la embriogénesis y germinación, 

pasando por el crecimiento, morfología, metabolismo y fotosíntesis, hasta las 

respuestas a estrés, floración y senescencia (Wobus y Weber 1999; Gibson 2005; 

Gupta y Kaur 2005; Rolland et al. 2006). Estas respuestas fisiológicas son moduladas 

por los azúcares a través de diferentes mecanismos moleculares, entre ellos destaca la 

regulación mediante la activación y represión de genes a nivel transcripcional (Sheen 

1990; Koch 1996; Gonzali et al. 2006). Sin embargo, es importante mencionar que la 

regulación mediada por azúcares también involucra mecanismos post-transcripcionales, 

como el control de la estabilidad del mensajero (Chan y Yu 1998a) y el control de la 

traducción (Wiese et al. 2004). También se han reportado mecanismos post-
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traduccionales mediados por azúcares que incluyen la modulación de la estabilidad y la 

actividad de las proteínas en respuesta a azúcares (Yanagisawa et al. 2003).  

A pesar del gran impacto que la regulación por azúcares tiene sobre todo el ciclo 

de vida de las plantas, los mecanismos y elementos de la señalización por azúcares 

aún son poco conocidos. La señalización por azúcares en plantas ha probado ser 

extremadamente compleja. Existen una gran variedad de moléculas carbonadas 

capaces de dispararla; incluyendo a distintos tipos de hexosas (siendo la glucosa la más 

estudiada), y a disacáridos como la sacarosa (Sheen 1990; Koch 2004). Estas señales 

pueden provenir de la biosíntesis, el transporte o la degradación de polisacáridos 

complejos. El estudio de la señalización por azúcares en las plantas resulta un gran 

desafío por la existencia de la síntesis primaria de azúcares a través de la fotosíntesis y 

la partición de dichas moléculas en los tejidos fuente (“source”) y demandantes (“sink”). 

Ambos procesos condicionan la concentración local de azúcares en los diferentes 

tejidos y estadíos de desarrollo, y dificultan la disección de los elementos clave de la 

señalización por azúcares (Figura 1). Asimismo, el flujo de carbono en las plantas es 

muy dinámico. Por ejemplo, se sabe que la concentración de sacarosa en plantas 

cambia 5-10 veces durante el ciclo diurno (Farrar et al. 2000) mientras que se ha 

reportado que los gradientes de concentración de sacarosa oscilan entre 20mM a 

160mM por ejemplo durante el desarrollo de las semillas en leguminosas y en Brassica 

napus (Wobus y Weber 1999; Hill et al. 2003). 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 – La sacarosa es producida 
en las hojas maduras (tejido fuente o 
“source”) a través de la fotosíntesis; y 
es transportada por el floema hacia los 
tejidos demandantes (“sink”) como la 
raíz, las hojas jóvenes, los 
meristemas, las flores, los frutos y las 
semillas inmaduras. Las flechas 
indican el movimiento de la sacarosa 
en una planta de Arabidopsis desde 
los tejidos productores (extremo 
redondeado) hasta los tejidos 
demandantes que utilizan a los 
esqueletos carbonados como fuente 
de energía y como precursores de 
distintas vías metabólicas (punta).  
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A la fecha se han propuesto varias vías diferentes de señalización en respuesta 

a azúcares (Figura 2). Sin embargo, aún no es posible establecer cómo funcionan cada 

una estas vías, ni tampoco se sabe si estas vías cuentan con componentes específicos 

dependiendo del tipo de la señal de carbono que la inicia o bien si la respuesta y, por lo 

tanto la vía de señalización que la genera, depende de la integración del balance de 

carbono en la plantas. Es evidente que las plantas han desarrollado mecanismos 

sofisticados para percibir los niveles de azúcares y responder a ellos; y hasta el 

momento está bastante lejos de entenderse con claridad cómo encajan cada uno de los 

componentes asociados a las vías de respuesta a azúcares dentro del rompecabezas 

llamado la señalización por carbono en las plantas superiores. 
 

 

2. Componentes y mecanismos de las vías de señalización por 

azúcares.  
 

2.1. Vías de señalización  
 

 Como se ha mencionado en el párrafo anterior, la señalización por azúcares en 

plantas es un fenómeno complejo que depende de al menos 7 vías diferentes de 

señalización en plantas. Estas son (Figura 2): 1- una vía dependiente de hexocinasa 

(HXK) (Jang et al. 1997; Moore et al. 2003), 2- una vía dependiente del catabolismo de 

la glucosa que también involucra a la HXK (Xiao et al. 2000; Lejay et al. 2003), 3- una 

vía independiente de HXK relacionada a receptores membranales asociados al 

transporte de hexosas (Roitsch et al. 1995), 4- una vía que involucra a cinasas 

relacionadas a SNF1 (sucrose non fermenting 1) o SnRKs (proteínas relacionadas a 

SNF1) (Baena-Gonzalez et al. 2007; Lu et al. 2007), 5- una vía asociada a proteínas G 

heterotriméricas (Chen et al. 2006), 6- una vía específica de disacáridos (Chiou y Bush 

1998) y 7- finalmente una vía dependiente del metabolismo de trehalosa (Avonce et al. 

2004; Grennan 2007; Paul et al. 2008).  

 El mecanismo de señalización que cuenta con más evidencias experimentales 

en Arabidopsis thaliana es la vía dependiente de la enzima hexocinasa (HXK), la cual 

parece actuar a varios niveles durante la transducción de la señal de glucosa: 

1- La HXK1, además de su actividad enzimática, actúa como el receptor de la señal 

de glucosa. Moore et al. (2003) demostraron que la HXK1 es un elemento clave para 

percibir la señal de la glucosa y modular la expresión de un gran número de genes en 

respuesta a la señalización por azúcares en Arabidopsis; y también se ha demostrado 
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que su función como receptor parece independiente de su actividad catalítica (Figura 2, 

(a)).  

2- La HXK1 también parece participar directamente en el núcleo como un efector de 

la señal de glucosa durante la represión por glucosa del gen fotosintético CAB2 (Cho et 

al. 2006) y en la degradación mediada por proteosoma del factor de transcripción EIN3 

en respuesta a glucosa en Arabidopsis thaliana (Yanagisawa et al. 2003) (Figura 2, (a)).  

3- La HXK también genera una señal regulatoria de carbono mediante el 

metabolismo posterior de la glucosa. La respuesta a glucosa de los genes de respuesta 

a patógenos PR1 y PR5 (Xiao et al. 2000) y del transportador de iones AtNrt2.1 (Lejay 

et al. 2003) depende del catabolismo de la glucosa y/o de intermediarios de glucólisis, 

sugiriendo la existencia de una vía dependiente de la actividad catalítica de la 

hexocinasa (Figura 2, (b)).  

 El uso de análogos de glucosa no fosforilables como la 3-oximetilglucosa y la 6-

deoxiglucosa mostraron la existencia de vías de señalización por hexosas 

independientes de HXK (Roitsch et al. 1995). Se ha especulado que en esta(s) vía(s) 

podría(n) participar transportadores de hexosas con una función receptora. Esta 

propuesta se apoya en el hecho de que tanto en levaduras (Ozcan et al. 1998; Johnston 

y Kim 2005) como en mamíferos (Diez-Sampedro et al. 2003) existen vías de 

señalización por azúcares cuyo receptor inicial son moléculas semejantes a los 

transportadores de hexosas localizados en la membrana plasmática de las células. En 

ambos casos estos receptores carecen o han perdido su función transportadora y 

actúan únicamente como receptores. Sin embargo, hasta el momento no hay evidencias 

de que ningún transportador de hexosas funcione como un receptor de azúcares a nivel 

de membrana en plantas. 

A la fecha se ha reportado la participación de un número importante de 

moléculas implicadas en la transducción de la señal por azúcares en plantas. Entre 

ellas, destacan las proteínas cinasas ortólogas a la proteína SNF1 de levadura 

denominadas SnRKs (Baena-Gonzalez et al. 2007; Lu et al. 2007) y el complejo de 

proteína G heterotrimérico (Chen et al. 2006; Johnston et al. 2007).    
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Figura 2 – Vías de señalización por azúcares propuestas en plantas.  
(a) Vía dependiente de la función receptora de la hexocinasa1 (HXK1). EIN3: factor de 
transcripción implicado en la señalización por etileno y glucosa. 
(b) Vía dependiente de la actividad catalítica de la hexocinasa (HXK). PR: genes de respuesta 
a patógenos; AtNrt2.1: transportador iónico. 
(c) Vía mediada por el complejo heterotrimérico de proteína G. RGS1: proteína regulatoria del 
complejo G heterotrimério; GPA: subunidad  del complejo G heterotrimérico; GCR1: receptor 
asociado al complejo G heterotrimérico.   
(d) Vía que involucra proteínas relacionadas a SNF1 de levaduras (SnRK1s). MYBS1: factor de 
transcripción de la familia MYB; NR: nitrato reductasa, TPS: trehalosa fosfato sintasa; SPS: 
sacarosa fosfato sintasa; -Amy3: - amilasa 3.  
(e) Vía específica de disacáridos. SUC3: transportador de sacarosa; ATB2: factor de 
transcripción de la familia bZIP  
(f) Vía dependiente del metabolismo de trehalosa 

 

 

 

La función de las SnRKs durante la señalización por azúcares en plantas ha 

empezado a comprenderse recientemente a través de estudios de esta proteína 

realizados en arroz (SnRK1) (Lu et al. 2007) y en Arabidopsis (SnRK1 o AKIN10) 

(Baena-Gonzalez et al. 2007, Jossier et al. 2009), en los cuales se demostró la 

participacion de estas proteínas en la modulación de la expresión génica en respuesta a 

azúcares (Figura 2 (d)).  
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Por otro lado, estudios de mutantes de las proteínas que conforman el complejo 

de proteína G heterotrimérico en Arabidopsis (gpa1, rgs1, thf1; Tabla 1) han sugerido la 

participación de las proteínas G en la vía de señalización por azúcares durante la 

germinación y el desarrollo de la plántula (Figura 2 (c)) (Chen et al. 2006; Huang et al. 

2006; Wang et al. 2006; Johnston et al. 2007). 

Evidencias genéticas y moleculares sugieren que tanto las proteínas SnRKs 

(Baena-Gonzalez et al. 2007; Lu et al. 2007) como el complejo G heterotrimérico (Ullah 

et al. 2002; Chen et al. 2006; Huang et al. 2006; Johnston et al. 2007) funcionan en una 

o más vías de señalización por azúcares independientes de HXK1 (Figura 2 (c) y (d)). 

Sin embargo, aún no está claro si su función es totalmente independiente de la vía de 

HXK1 en plantas. 
 

    

Tabla 1 -  Elementos de la vía de señalización por azúcares mediada por proteínas G heterotri -
méricas en Arabidopsis thaliana. 

  

Elementos de la vía de 
señalización por proteínas G  

Proteínas de 
Arabidopsis 

Mutantes Función Referencias

Receptor asociado al complejo 
G heterotrimérico (GPCR) 

GCR1 (candidato) gcr1 nd * Perfus-Barbeoch 
et al. 2004 

Subunidad  GPA1 gpa1 GTPasa Ullah et al. 2002 

Subunidad  AGB1 agb1, elk4 nd * Perfus-Barbeoch 
et al. 2004 

Subunidad  AGG1 
AGG2 

 
 

nd * 
nd * 

Perfus-Barbeoch 
et al. 2004 

Proteínas regulatorias RGS1 
 
 
 
 
THF1 
 

rgs1 
 
 
 
 
thf1 

- Receptor de ligando 
D-glucosa. 
- Regulador de la 
actividad catalítica de 
la subunidad  GPA1. 
 

- Interactúa con GPA1. 
 

Grigston et al. 
2008 
Chen et al. 2006 
Johnston et al. 
2007 
 

Huang et al. 2006 

 

nd *: función desconcida aún; su participación en la señalización por azúcares no ha sido determinada.  
 

 

La sacarosa es el disacárido más abundante en las plantas, el cual es el azúcar 

movilizable desde los tejidos productores a los de demanda. Más recientemente se ha 

observado que la sacarosa también es capaz de actuar como una señal regulatoria que 

modula la expresión génica a nivel transcripcional y traduccional (Wiese et al. 2005). 

Esta vía de señalización es específica de disacáridos y fue propuesta por Chiou y Bush 

(1998) aunque está poco caracterizada en plantas. El único elemento propuesto de 

dicha vía de señalización es el transportador de sacarosa AtSUT2/SUC3 (Figura 2 (e)). 

Sin embargo, la función de este transportador como señalizador aún no está 
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demostrada ya que estudios realizados con sus ortólogos en otras plantas arrojan 

resultados contradictorios (Barker et al. 2000; Meyer et al. 2000; Barth et al. 2003). En 

los últimos años, se han acumulado un número importante de evidencias de que otro 

disacárido, la trehalosa, actúa como una señal de carbono y cuyo metabolismo afecta el 

crecimiento, el desarrollo y las respuestas a estrés de las plantas (Figura 2 (f)) (Grennan 

2007; Paul et al. 2008).  
 

En la actualidad es cada vez más claro que las vías de señalización en plantas 

no son vías lineales (estímulo  respuesta) e independientes, sino que su 

funcionamiento depende de una red que intercomunica a varias vías y donde un 

pequeño cambio en una vía puede incidir de manera substancial en las respuestas de 

otras vías (Fordham-Skelton y Lindsey 2001). Estas interconecciones permiten que las 

plantas tengan la suficiente plasticidad fisiológica para mantener exitosamente su propia 

homestasis y aseguran una rápida adaptación al ambiente exterior. En el caso particular 

de la vías de señalización por azúcares, se ha demostrado que éstas interaccionan con 

las vías de transducción activadas por señales ambientales, como luz, y por señales 

endógenas asociadas al desarrollo y a otros nutrientes dentro de las que participan 

diferentes fitohormonas (Coruzzi y Zhou 2001; Finkelstein y Gibson 2002; León y Sheen 

2003). Las interacciones entre las vías de señalización por azúcares y hormonas 

vegetales se han demostrado particularmente para el ácido abscísico (ABA) (Arenas-

Huertero et al. 2000), el etileno (Zhou et al. 1998; Yanagisawa et al. 2003), las auxinas 

(Moore et al. 2003; Mishra et al. 2009), las citocininas (Moore et al 2003) y las 

giberelinas (Perata et al. 1997).  
 

  

2.2. Elementos de las vías de señalización por azúcares  
 

En la siguiente sección se detallan la mayoría de los elementos asociados a las 

distintas vías de señalización por azúcares en plantas, ordenados según la función 

propuesta (receptor, transductor y/o efector) para cada elemento dentro de la cascada 

de transducción de señales (Figura 3). 
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Figura 3 – Esquema general de las cascadas de transducción de señales en respuesta a 
señales extracelulares (panel izquierdo y central). La capacidad de responder al medio 
ambiente exterior es crucial para las células. Esta capacidad depende de las proteínas 
localizadas en la membrana plasmática. En particular dos tipos de proteínas membranales son 
importantes para la señalización. Uno de ellos son los transportadores específicos que 
permiten la entrada al citosol de las moléculas impermeables a la membrana plasmática (ej, 
azúcares). En este caso, los mismos transportadores pueden actuar como moléculas con 
capacidad receptora o, simplemente, pueden permitir la entrada de las señales al interior 
celular donde se llevará a cabo la interacción de tales señales con su receptor intracelular 
específico. La otra clase de proteínas relevantes para el inicio de la señalización en respuesta 
a señales extracelulares son los receptores localizados sobre la membrana plasmática, los 
cuales pueden determinar las respuestas celulares a los estímulos externos a través de la 
modulación de vías de transducción de señales en el citosol.  
A la derecha de la figura (en las llaves) se indican los elementos específicos de la transducción 
de señales en respuesta a los azúcares, los cuales serán descritos más detalladamente a 
continuación. 
 

 

2.2.1. Receptores  
 

En esta sección se describen brevemente aquellas proteínas que se han 

propuesto, y en algunos casos demostrado, que funcionan como receptores de la señal 

de azúcar en plantas. 

Receptores

Señal

Transductores 

Efectores 

Respuesta

HXK1      
Transportadores de 
azúcares 
AtRGS1 

glucosa 
sacarosa

SnRKs 
proteínas G 

Factores de transcripción      
Otras proteínas regulatorias  
HXK1  
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2.2.1.1. Hexocinasa (*) 
 

 La enzima hexocinasa (HXK) juega un papel central en el metabolismo de 

carbohidratos en todos los organismos ya que el producto de su reacción enzimática, 

glucosa-6-fosfato, es el compuesto carbonado clave que entra en el metabolismo para 

la glucólisis y es un precursor importante para la vía de las pentosas y la biosíntesis de 

ácidos grasos, almidón y polisacáridos de pared celular. Además de su papel catalítico 

en el metabolismo de las plantas, la HXK también actúa como un receptor intracelular 

capaz de percibir la concentración de glucosa y en consecuencia modular la expresión 

génica y el desarrollo de las plantas (Jang et al. 1997; Moore et al. 2003). El genoma de 

Arabidopsis codifica para 6 genes de HXK y cuya similitud a nivel de secuencia varía 

entre 45%-85% (Karve et al. 2008). Tres de los 6 genes identificados codifican para 

HXKs incapaces de fosforilar glucosa y/o fructosa; cuya función no se ha determinado 

en plantas (Karve et al. 2008). El resto de los genes (AtHXK1, AtHXK2 y AtHXK3) 

codifica para enzimas capaces de fosforilar hexosas. La proteína AtHXK2 participa 

principalmente en glucólisis; y solamente el producto del gen AtHXK1 se postula que 

tenga una función como receptor dentro del mecanismo de señalización por azúcares 

dependiente de HXK (Jang et al. 1997; Moore et al. 2003; Karve et al. 2008). A pesar de 

que HXK1 y HXK2 tienen funciones distintas, esto no se refleja en la presencia de 

dominios proteicos diferenciales entre ellas (Karve et al. 2008). 

 El papel de la HXK como receptor dentro las vías de señalización por azúcares 

en plantas se ha explorado a varios niveles. Por un lado, experimentos en plantas 

transgénicas con niveles alterados de proteína HXK1 y HXK2 indicaron que la HXK1 es 

un elemento importante de la vía de señalización por glucosa durante el desarrollo 

temprano de las plántulas en Arabidopsis (Jang et al. 1997). Posteriormente, la 

caracterización fenotípica en respuesta a glucosa de las plántulas mutantes para el gen 

HXK1, gin2, demostró contundentemente que la HXK1 tiene un papel esencial como 

receptor de glucosa (Moore et al. 2003). El análisis global del transcriptoma de gin2 

indicó que la HXK1 participa en la regulación de la expresión en respuesta a glucosa de 

un gran número de genes (Moore et al. 2003). Finalmente, estudios de mutagénesis 

dirigida sobre la proteína HXK1 de Arabidopsis permitieron obtener versiones 

catalíticamente inactivas de esta enzima que aún son capaces de señalizar en 

respuesta a glucosa de la misma manera que lo hace la proteína silvestre (Moore et al. 

                                                 
(*) La función efectora de la HXK1 será discutida más adelante. 
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2003). Este resultado demuestra que la señalización mediante HXK1 es independiente 

de su función catalítica; y que la HXK1 tiene una función metabólica y una función 

señalizadora que actúan de manera independiente en Arabidopsis (Moore et al. 2003). 

A pesar de los numerosos estudios aún no se ha determinado el mecanismo de acción 

mediante el cual la HXK percibe y envía la señal de la glucosa hacia el resto de los 

elementos de la cascada de transducción de señales.  
  

2.2.1.2. Transportadores de azúcares 
 

Entre las funciones más importantes de los transportadores de azúcares en 

plantas superiores se incluyen la distribución y el tráfico de azúcares, la partición de 

carbono entre los tejidos fuente y los tejidos demandantes, y el control de la turgencia 

celular (Williams et al. 2000; Lalonde et al. 2004). A pesar de que se ha especulado que 

proteínas tipo transportadores podrían tener una función receptora en plantas, similar a 

lo que se observa para los transportadores de hexosas RGT2 y SNF3 de levaduras 

(Ozcan et al. 1998), ésto no se ha demostrado. 

 En plantas, hay dos tipos principales de transportadores de azúcares: los 

transportadores de monosacáridos (Buttner y Sauer 2000; Buttner 2007), y los 

transportadores de disacáridos (Sauer 2007). 
 

2.2.1.2.1. Transportadores de hexosas/monosacáridos 
 

 En Arabidopsis, existen 53 genes que codifican para transportadores de 

monosacáridos (MST), los cuales se dividen en 7 subfamilias en base a la similitud de 

sus secuencias (Buttner 2007; http://www.biologie.unierlangen.de/mpp/TPer/ 

index_TP.shtml). Estos transportadores constan de 12 dominios transmembranales 

conservados y de otros motivos conservados entre los que se incluyen dos firmas 

conocidas necesarias para el transporte del azúcar (Buttner 2007). Los transportadores 

de monosacáridos caracterizados funcionalmente hasta el momento son simportadores 

de protones (H+) y azúcar que dependen de energía y tienen una gran amplitud de 

sustrato (Buttner y Sauer 2000). En la tabla 2 se describen las características más 

relevantes de cada una de las subfamilias de transportadores de monosacáridos de 

Arabidopsis.  
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Tabla 2 -  Transportadores de monosacáridos de Arabidopsis thaliana. 
 

Subfamilia 
 

 

Número Características relevantes Localización Referencias 

 

1- MST/STP  
 

14 
 

-Simportadores de monosacáridos /H+ de alta 
afinidad, más específicos para la glucosa (excepto 
AtSTP3). 
-Subfamilia mejor caracterizada. 
-AtSTP1 fue el primer transportador identificado en 
plantas superiores y actualmente es el más 
caracterizado dentro de la subfamilia 1.  
 

 

Membrana 
plasmática 
 
 

 

Lalonde et al 2004 
Buttner 2007 
Buttner y Sauer 
2000 
 
Sherson et al 2000 

 

2- VGT  
 

3 
 

-La función de AtVGT1 es importante durante la 
floración y germinación de las semillas. 
 

 

Vacuola (AtVGT1 
y 2) 
 
Cloroplasto  
 

 

Lalonde et al 2004 
Buttner 2007 
 
Aluri y Buttner 
2007 

 

3- TMT/MSSP  
 

3 
 

-Presentan una extensión citoplasmática similar a 
la de los transportadores de glucosa RGT2 y SNF3 
que funcionan como receptores de glucosa en 
levadura.  
 

 

Vacuola 
 
 

 

Lalonde et al 2004 
Buttner 2007 
 

 

4- AtpGlcT 
/AtSGB1  

 

4 
 

-Se especula que los tres AtpGlcT localizados en 
cloroplasto participan en la exportación de glucosa 
derivada de la degradación de almidón hacia el 
citoplasma. Sin embargo, aún no se ha 
demostrado experimentalmente que estas 
proteínas transporten hexosas. 
-AtSGB1 se aisló como un supresor de la mutación 
en la subunidad  del complejo G heterotrimérico y 
su función es importante durante el desarrollo 
temprano de la plántula de Arabidopsis. 
 

 

Cloroplasto 
(AtpGlcT) 
 
 
 
 
Golgi (AtSGB1) 

 

Lalonde et al 2004 
Buttner 2007 
 
 
 
 
Wang et al 2006 
 
 

 

5- PT  
 

6 
 

-Simportadores de polialcoholes/H+. 
 

 

 

Membrana 
plasmática 
 

 

Lalonde et al 2004 
Buttner 2007 
 

 

6- INT  
 

4 
 

-AtINT4 es un simportador específico de inositol/H+ 

implicado en el cargado de inositol al floema.  
-AtINT1 es un simportador específico de inositol/H+ 

implicado en el transporte de inositol desde la 
vacuola al citoplasma. 
 

 

Membrana 
plasmática 
 
Vacuola 

 

Lalonde et al 2004 
Buttner 2007 
Schneider et al 
2008 

 

7- similares a 
ERD6  
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-Subfamilia menos caracterizada. 
-AtERD6 codifica para un posible transportador de 
azúcares de tipo facilitador independiente de 
energía.   
 

 

 
Vacuola 
(AtERD6) 

 

Lalonde et al 2004 
Buttner 2007 
Kiyosue et al 1998 

 

MST/STP: proteínas transportadoras de azúcares; VGT: proteínas transportadoras de glucosa valuolar; TMT: proteínas 
transportadoras de monosacáridos del tonoplasto; MSSP: posible proteína receptora de monosacáridos; AtpGlcT: 
transportadores de glucosa plastídicos; AtSGB1: supresor de la proteína G beta 1; PT: proteínas transportadoras de 
polialcohol o poliol; INT: transportadores de inositol; ERD6: respuesta temprana a deshidratación. 

 

La vía de señalización por azúcares mediante transportadores de hexosas es 

muy importante en levaduras (Ozcan et al. 1998; Johnston y Kim 2005) y humanos 

(Diez-Sampedro et al. 2003; Dyer et al. 2003). En plantas, los resultados observados 

con análogos de glucosa no fosforilables durante el estudio de la señalización por 

azúcares independiente de hexocinasa sugirieron la existencia de receptores de azúcar 

extracelulares o membranales (Roitsch et al. 1995). Sin embargo, no se ha demostrado 

que ninguno de los transportadores de monosacáridos de plantas funcione como 
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receptor de azúcares a nivel de membrana celular de manera homóloga a lo 

demostrado para los transportadores de hexosas de levaduras (Ozcan et al. 1998) y 

humanos (Diez- Sanpedro et al. 2003). Quizás en plantas los transportadores no son el 

elemento receptor dentro de la vía de señalización y su función radica en el tráfico de 

las moleculas de azúcares hacia el citoplasma u organelos para disparar otras vías de 

señalización como la vía asociada a HXK1, SnRKs y/o proteínas G heterotriméricas. 

 

2.2.1.2.2. Transportadores de disacáridos 
 

 Los transportadores de disacáridos (DST) de plantas descritos hasta el momento 

son simportadores de H+/disacáridos (particularmente sacarosa) dependientes de 

energía, con 12 dominios transmembranales en su estructura proteica y cuyo amino y 

carboxilo terminal se localizan en el citoplasma (Lalonde et al. 1999). En Arabidopsis 

existen 9 genes que codifican para DSTs (Sauer 2007), dos de los cuales parecen ser 

pseudogenes (Sauer et al. 2004). El resto codifica para transportadores funcionales y 

comparten aproximadamente 75% de similitud a nivel de aminoácidos entre ellos (Sauer 

2007). Según un análisis filogenético, los DSTs de plantas pueden dividirse en 4 grupos 

(Sauer 2007). Entre ellos, destaca el grupo 3 que incluye al transportador de sacarosa 

de Arabidopsis AtSUC3 y al de tomate LeSUT2 (Sauer 2007). 

 La proteína LeSUT2 de tomate se ha propuesto como un posible receptor de 

sacarosa debido a que su actividad como transportador de sacarosa es indetectable en 

levaduras, y a que presenta un dominio carboxilo terminal citoplasmático grande similar 

al dominio carboxilo terminal de los transportadores de hexosas de levadura RGT2 y 

SNF3 (Barker et al. 2000). Sin embargo, el gen ortólogo de SUT2 en Arabidopsis 

(AtSUC3) es un transportador funcional en células de levadura transgénicas (Meyer et 

al. 2000). El gran dominio citoplasmático que caracteriza a la proteína AtSUC3 no está 

implicado directamente en el transporte de sacarosa, por lo que no se excluye la 

posibilidad de que AtSUC3 también pueda actuar como receptor de sacarosa (Meyer et 

al. 2000).  
 

2.2.1.3. AtRGS1 
 

El gen AtRGS1 codifica para una proteína membranal de 459 amino ácidos, 

cuyo dominio amino terminal contiene 7 dominios transmembranales probables (Chen et 

al. 2003). Hacia la región carboxilo terminal de AtRGS1 se encuentra un dominio 

denominado RGS (regulador de la señalización por proteínas G), el cual comprende 
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unos 120 amino ácidos y cuya estructura tridimensional se organiza en 9 -hélices 

(Tesmer et al. 1997). La función de los dominios RGS es estabilizar el estado de 

transición durante la hidrólisis del GTP en la subunidad de la proteína G 

heterotrimérica, modulando de esta manera la actividad GTPasa de esta subunidad 

(Tesmer et al. 1997). 

Recientemente, se ha propuesto que la proteína RGS1 de Arabidopsis thaliana 

podría funcionar como un receptor transmembranal de D-glucosa extracelular y modular 

la expresión génica en respuesta a glucosa a través de la señalización por proteínas G 

heterotriméricas (Grigston et al. 2008). La presencia de la proteína AtRGS1 en las 

células y su interacción física con la subunidad  (GPA1) del complejo G heterotrimérico 

se ha visto que son necesarias para la expresión correcta de un grupo de genes en 

respuesta a glucosa. Interesantemente, la función moduladora de la actividad de la 

GTPasa de AtRGS1 no es esencial durante la regulación de la expresión génica en 

Arabidopsis, sino más bien parece que RGS1 actúa como una proteína estructural 

favoreciendo la interacción proteína-proteína entre las subunidades catalíticas y 

regulatorias del complejo G heterotrimérico en presencia de azúcares. Sin embargo, las 

evidencias a favor de esta función receptora de RGS1 son aún indirectas y faltan más 

estudios que establezcan claramente su función receptora. 
 

2.2.2. Elementos involucrados en la transducción de la señal  
 

Después de que una señal es percibida por su receptor correspondiente, ésta 

debe transmitirse hacia los efectores de la respuesta a través de elementos 

intermediarios o transductores por una cascada de trasducción (Figura 3). A 

continuación se describen los transductores de la señal de azúcar que han sido mejor 

caracterizados en plantas superiores.  
 

2.2.2.1. SnRKs 
 

 Las proteínas SnRKs de plantas se agrupan dentro de la superfamilia de 

proteínas cinasas de serina y treonina CDPK/SnRK (Hrabak et al. 2003). En Arabidopsis 

se han identificado 38 genes que codifican para proteínas similares a la SNF1 de 

levadura, la cual es una cinasa de serina-treonina implicada en la señalización por 

azúcares en levaduras (Celenza y Carlson 1986; Hrabak et al. 2003). Estos 38 genes de 

Arabidopsis se distribuyen en tres subgrupos: SnRK1, SnRK2 y SnRK3, en base a su 

similitud de secuencia y al nivel de conservación de algunos dominios proteicos (Hrabak 
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et al. 2003). Dentro del subgrupo SnRK1 se incluyen a las proteínas de Arabidopsis 

SnRK1.1 también llamada AKIN10 (At3g01090), SnRK1.2 o AKIN11 (At3g29160) y 

SnRK1.3 (At5g39440). Estas proteínas son las más similares a las cinasas implicadas 

en la señalización por azúcares en levaduras (Celenza y Carlson, 1986) y mamíferos 

(Carling et al. 1994; Carling 2004).  

 La caracterización de las proteínas SnRKs aisladas a partir de diferentes 

especies vegetales ha provisto datos interesantes en cuanto a la función de estas 

proteínas. Las SnRK1s son necesarias en la regulación del desarrollo del polen y la 

maduración de semillas al afectar el metabolismo de sacarosa y almidón (Zhang et al. 

2001). También se ha visto que estas enzimas son clave para la regulación de la 

expresión de genes asociados al metabolismo de carbono (Purcell et al. 1998), y de la 

actividad de enzimas claves del metabolismo de carbono y nitrógeno (Sugden et al. 

1999; Tiessen et al. 2003). Finalmente se ha demostrado que las SnRK1s interaccionan 

con la proteína regulatoria PRL1 (locus regulatorio pleiotrópico 1) (Bhalerao et al. 1999) 

y con proteínas asociadas al proteosoma (4/PAD1 y SKP1/ASK1) y que dicha 

asociación depende de los niveles de glucosa (Farras et al. 2001). Todos estos 

hallazgos sugieren que las SnRKs están implicadas en las respuestas a carbono en las 

plantas superiores.   

 La función específica de las SnRK1s en las vías de señalización por azúcares en 

plantas empezó a vislumbrarse más claramente a partir del reporte de Lu et al. 2007, en 

el cual se demuestra que la SnRK1A de arroz es esencial para modular la represión en 

presencia de azúcares de los genes MYBS1, que codifica para un factor de 

transcripción MYB, y de amilasa3 (Amy3 (Figura 4). Por otro lado, el análisis de las 

respuestas a azúcares durante el ayuno de carbono permitieron establecer que las 

proteínas SnRK del subgrupo1 de Arabidopsis, AKIN10 y AKIN11, tienen una 

importancia crucial en la vía de señalización por azúcares que interacciona con los 

fenómenos de oscuridad y la falta de disponibilidad de energía (Baena-Gonzalez et al. 

2007) (Figura 4). Se ha corroborado que las proteínas AKIN10 y AKIN11 son 

parcialmente redundantes y son responsables de la inducción de genes específicos en 

condiciones de oscuridad (genes DIN) y cuyo nivel de expresión disminuye en presencia 

de azúcares (Baena-Gonzalez et al. 2007). Además estudios comparativos de 

transcripción global en protoplastos que sobreexpresan AKIN10 y que carecen de 

AKIN10 indican que esta proteína cinasa es un regulador global de la expresión de 

genes en Arabidopsis (Baena-Gonzalez et al. 2007). 
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Figura 4 - La función de las SnRKs en las vías de señalización por azúcares en 
plantas. 
(a) La proteína SnRK1A de arroz es esencial para modular la represión génica en 
respuesta a la presencia de azúcares (Lu et al 2007). La presencia de azúcar inactiva 
a la proteína SnRK1A y reprime la transcripción del factor de transcripción MYBS1. En 
ausencia de azúcar, se activa la actividad de SnRK1A, y por consiguiente, la 
transcripción de MYBS1. La proteína SnRK1A activada modula también la actividad 
del factor MYBS1 por fosforilación. Así, MYBS1 fosforilado se une directamente sobre 
el promotor del gen de amilasa 3 (Amy3) y controla su expresión en respuesta a 
la concentración de azúcares. 
(b) En presencia de azúcar, la proteína SnRK1.1 o AKIN10 de Arabidopsis se inactiva 
y la expresión de los genes específicos que se inducen en el período de oscuridad 
(genes DIN) se reprime. En ausencia de azúcar, AKIN10 se activa y modula 
positivamente la expresión de los genes DIN. Estudios de transcripción global indican 
que la proteína cinasa AKIN10 es un regulador global de la expresión de genes en 
Arabidopsis, ampliando el impacto de la función de las SnRKs en las plantas 
superiores (Baena-Gonzalez et al 2007). 

 

 

 A pesar del gran avance realizado en los últimos años con respecto a la 

caracterización de proteínas SnRKs en plantas, aún faltan muchos más estudios para 

entender la función de estas proteínas en la cascada de transducción de señales de 

azúcares así como para esclarecer su participación en las diferentes vías de 

señalización.   
 

 

azúcar 

SnRK1

MYBS1 

MYBS1 

Germinación 
Desarrollo de la plántula 

-AMY3 

-AMY3 

P MYBS1 

DIN

Genes metabólicos 

Genes implicados en 
transducción de señales 

Factores de transcripción 

Respuesta a azúcares 
Metabolismo energético 

Respuesta a estrés 

azúcar

AKIN10

(a) (b)
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2.2.2.2. Proteínas G heterotriméricas 
  

 La participación de proteínas G heterotriméricas en la transducción de señales 

es un mecanismo común en todos los eucariotes. El complejo de proteínas G 

heterotriméricas está formado por las subunidades ,  y  unidas a un receptor 

acoplado a la proteína G denominado GPCR (Figura 5). En mamíferos existen múltiples 

isoformas para cada una de las subunidades ,  y lo que hace a este mecanismo de 

señalización uno de los mas versátiles por su selectividad y capacidad combinatoria. Sin 

embargo, en plantas hasta la fecha sólo se han identificado una subunidad , una 

subunidad  y dos subunidades  (Perfus-Barbeoch et al. 2004).  

El primer indicio de que las proteínas G heterotriméricas participan en la 

señalización por azúcares en plantas proviene de estudios en la mutante para la 

proteína regulatoria de la señalización por proteínas G denominada RGS1 (rgs1). Dicha 

mutante es insensible a altas concentraciones de glucosa durante la germinación (Chen 

y Jones 2004; Chen et al. 2006). El gen RGS1 de Arabidopsis codifica para una 

proteína con dominios transmembranales, cuya función es regular la actividad de la 

subunidad  (GPA1) que es la subunidad catalítica del complejo G responsable de 

hidrolizar el GTP a GDP (Chen et al. 2003; Johnston et al. 2007). La interacción entre la 

subunidad RGS y GPA1 acelera la reacción de hidrólisis, lo cual constituye un 

mecanismo de control novedoso del funcionamiento de las proteínas G en plantas 

(Johnston et al. 2007).  
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Figura 5 - Transducción de señales mediada por proteínas G.  
(a) En animales, el complejo G heterotrimérico inactivo está 
constituído por tres subunidades diferentes (,  y ). (b) La unión de 
un ligando a una proteína receptora GPCR asociada al complejo G 
heterotrimérico, provoca el intercambio de GDP por GTP en la 
subunidad . Esto a su vez activa al complejo G heterotrimérico, el 
cual se disocia en la subunidad , y el complejo dimérico /. La 
hidrólisis del GTP a GDP restaura la conformación inactiva del 
complejo G heterotrimérico.  
(c) En Arabidopsis, el gen GPA1 codifica para la subunidad  del 
complejo G heterotrimérico, y el gen RGS1 codifica para una 
subunidad regulatoria del complejo G heterotrimérico (Tabla 1). La 
proteína RGS1 se activa por la unión del ligando D-glucosa y regula la 
actividad catalítica de GPA1, acelerando la reacción de hidrólisis del 
GTP a GDP en presencia de azúcar.  

 

 

2.2.3. Efectores de la señal de azúcares 
 

Como se ha esquematizado en la Figura 3, las células perciben las señales a 

través de receptores específicos membranales o intracelulares. Esta señal se transmite 

luego a los elementos intermediarios quienes, finalmente, controlan la actividad de las 

moléculas efectoras encargadas de la respuesta primaria para dicha señal. Esta 

respuesta en muchos casos implica la modulación de la regulación génica a través de 

mecanismos transcripcionales y post-transcripcionales.  

En esta sección se describen brevemente los principales elementos regulatorios 
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o efectores caracterizados en plantas superiores hasta la fecha, responsables de 

modular la expresión génica en respuesta a la señal de azúcares. 
 

2.2.3.1. Hexocinasa (HXK) (*) 
 

La HXK es un elemento muy versátil dentro de la señalización por azúcares. 

Como ya se mencionó, la HXK es un receptor intracelular de glucosa en Arabidopsis y 

el elemento que define a la vía de señalización por azúcares dependiente de HXK 

(Figura 2 (a) y (b)). Estudios más recientes dirigidos a entender el mecanismo de acción 

de la HXK demostraron que su localización subcelular podría ser relevante para su 

función (Rolland et al. 2006). Así se encontró que la HXK se asocia a complejos 

proteicos de alto peso molecular en múltiples localizaciones subcelulares, incluyendo 

mitocondrias, citoesqueleto de actina y núcleo (Cho et al. 2006; Kim et al. 2006; 

Balasubramanian et al. 2007; Cho et al. 2009). En 2006, Cho et al. (2006) reportaron 

que la proteína HXK1 de Arabidopsis interactúa con otras dos proteínas en el núcleo 

formando un complejo heterotrimérico, el cual es importante para regular directamente 

la represión por glucosa del gen CAB2. Esto indica que la HXK no sólo es capaz de 

actuar como el elemento receptor de la glucosa, sino que también es parte de la 

respuesta efectora participando directamente en el control de la expresión génica a nivel 

transcripcional (Figura 6). Asimismo, se especula que este complejo proteico 

interacciona con factores transcripcionales específicos aún desconocidos (Figura 6).  

La participación de HXK dentro de un complejo efector es novedosa y sugiere 

que una enzima (tradicionalmente asociada al metabolismo) puede unir a su ligando y, 

en consecuencia, afectar de manera directa las interacciones entre las diferentes 

proteínas dentro de un compejo multiproteico efector. Los efectores mejor 

caracterizados durante la señalización por azúcares son los factores de transcripción. 

Futuros estudios permitirán establecer la identidad de los factores de transcripción 

específicos que interaccionan dentro del complejo efector en el que participa HXK en 

respuesta a azúcares.    

 

 

 

 

                                                 
(*) La función receptora de la HXK fue discutida previamente en el apartado 2.2.1.1. 
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Figura 6 - Modelo de la función regulatoria de la HXK en 
respuesta a glucosa. 
La HXK1 interacciona con las proteinas VHA-B1 y RPT5B 
en el núcleo (Cho et al. 2006). VHA-B1 codifica para un 
componente del complejo de H+-ATPasa vacuolar y 
RPT5B es un elemento de la subunidad regulatoria 19S 
del proteosoma. La formación del complejo trimérico 
HXK1-VHA-B1-RPT5B es esencial para modular la 
represión por glucosa del gen fotosintético CAB2 en 
Arabidopsis (Cho et al. 2006). Las proteínas HXK1, VHA-
B1 y RPT5B no tienen un dominio de unión del DNA, por 
lo que se especula que este complejo contiene elementos 
adicionales, como factores de transcripción específicos, 
que participarían en la unión al DNA y la interacción con 
VHA-B1 y RPT5B (Cho et al. 2006). 

 

 

2.2.3.2. Factores de transcripción 
  

 Los factores de transcripción comprenden aproximadamente el 5-6 % del 

genoma de Arabidopsis (Riechmann et al. 2000). Los análisis del transcriptoma de 

Arabidopsis en respuesta a azúcares utilizando microarreglos demostraron que la 

fracción de los genes regulados por azúcares que corresponde a los factores de 

transcripción está enriquecida con respecto al porcentaje de factores de transcripción en 

el genoma completo de Arabidopsis (Price et al. 2004); y que un porcentaje importante 

de los factores de transcripción responden rápidamente a los azúcares en Arabidopsis 

(Li et al. 2006; Osuna et al. 2007). Esto sugiere que un número substancial de factores 

de transcripción forma parte de la cascada de transducción en respuesta a azúcares en 

Arabidopsis y resalta la importancia de dichos factores como elementos efectores 

fundamentales de la respuesta durante la señalización por azúcares en plantas. 

 En base a los distintos análisis globales entre 20 a 50 de las 64 familias de 

factores de transcripción anotadas en la base de datos DATF (“The Database of 

 

Cho et al 2006 
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Arabidopsis Transcription Factors”; Guo et al. 2008) se regulan en respuesta a glucosa, 

dependiendo de las condiciones de estudio (Price et al. 2004; Li et al. 2006; Osuna et al. 

2007). Entre las familias más afectadas se encuentran las siguientes: AP2, MYB, bZIP, 

NAC, WRKY, MADS, Aux/IAA, C2C2(Zn) CO-like, homeodominio, NAM-like y de 

choque térmico (Price et al. 2004; Li et al. 2006; Osuna et al. 2007). Los factores cuya 

transcripción se modula con tratamientos transitorios de glucosa pertenecen 

principalmente a las familias MYB, bZIP, AP2, homeodominio, NAM-like y de choque 

térmico (Li et al. 2006). Por otro lado, se ha observado que la mayoría de los factores de 

transcripción cuya abundancia disminuye en presencia de carbono, pertenece a las 

familias MADS y WRKY (Li et al. 2006); y también que los genes que más rápido se 

reprimen por glucosa son factores de transcripción asociados a la regulación por luz, 

como por ejemplo GT2, GT1, GBF1, MYBST1 (Li et al. 2006).  

A pesar de la importancia de los factores de transcripción como efectores de la 

respuesta a azúcares, responsables de modular una gran variedad de genes, sólo unos 

pocos factores de transcripción asociados a la regulación de la expresión génica por 

azúcares en plantas se han caracterizado hasta el momento, los cuales se detallan en 

las Tablas 3 y 4. La Tabla 3 describe los factores de transcripción de Arabidopsis, 

mientras que la Tabla 4 incluye a los factores de otras especies vegetales como por 

ejemplo, papa, arroz y uva. Finalmente un modelo que trata de integrar las interacciones 

propuestas y demostradas entre los factores de transcripción de Arabidopsis en 

respuesta a azúcares se ilustra en la Figura 7.  

Un aspecto que destaca de los factores de transcripción involucrados en las 

respuestas a azúcares hasta el momento es que la mayoría de ellos pertenecen a 

familias con dominios de unión al DNA exclusivos de plantas como los dominios AP2, 

WRKY, B3 y CCT. Por lo cual se sugiere que mecanismos novedosos de regulación 

transcripcional en plantas podrían depender de las interacciones entre dichos factores 

de transcripción y también, entre estos factores únicos en plantas y aquellos no únicos. 

Futuros estudios de carácter integral urgen para ubicar a cada uno de los factores 

descritos dentro de los distintos complejos transcripcionales y para tratar de comprender 

como se desenvuelve la regulación transcripcional durante la señalización por azúcares 

en plantas.   
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Figura 7 – Factores de transcripción de Arabidopsis implicados en la señalización por azúcares. 
(Ver abreviaduras y detalles en tabla 3). 
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Tabla 3 - Factores de transcripción que participan en la vía de señalización por azúcares en Arabidopsis thaliana. 
 

 
Familia 

 

 
Factor 

 
Expresión Función Caja de unión 

Blancos 
directos 

Otros posibles 
blancos Referencias 

 

ABI3/VP1 
 

 

 

ABI3 
 

- semillas, plántulas 
 

-Participa en el desarrollo del embrión, la 
maduración de las semillas, la inducción a la 
desecación y la dormancia. 
-Elemento de la vía de señalización por ABA y 
por glucosa durante la germinación y las etapas 
tempranas del desarrollo de las plántulas. 
-Implicado en procesos relacionados a las 
respuestas a ABA en plantas adultas, el 
desarrollo de cloroplasto, la modulación de la 
distribución de recursos, la floración y el 
crecimiento de las raíces laterales en respuesta 
a auxinas. 
-Activador transcripcional. 
 

 

- Motivo RY 
 

-Proteínas 
de 
almacenami
ento 
específicas 
de semilla 
(1)  

 

- ABI4 
- ABI5 
- RAB18 

 

Lopez-Molina et al 2002 
Brocard-Gifford et al 2003 
Dekkers et al 2008 
 
(1) Monke et al 2004 

 

HSI2 
 

- tallo, raíz, hojas, y flores 
- inducible por sacarosa 

 

-Elemento de la vía de señalización por 
azúcares. 
-Represor transcripcional. 

 

ND (*) 
 

ND (*) 

 

- ABI3 
- FUS3 
- WRI1 
- Olesinas 
- Proteínas de 
reserva 2S y 12S 
(2) 
 

 
Tsukagoshi et al 2005 
Tsukagoshi et al 2007 
 
(2) Tsukagoshi et al 2007 
 
 
 

 

AP2/ERF 
 

WRI1/ASML1 
 

- silicuas 
- inducible por sacarosa 
 

 

-Regulación del metabolismo de 
almacenamiento durante la maduración de las 
semillas.  
-Participa durante la germinación y 
establecimiento de la plántula. 
-Activador transcripcional. 

 

ND (*) 
 

- Spo 
-amy 

 

- SUS2 
- PK 
- ACP 
- ACP reductasa 
(3) 

 

 

Focks y Benning 1998 
Ruuska et al 2002 
Cernac y Benning 2004 
Masaki et al 2005a 
Cernac et al 2006  
 
(3) Ruuska et al 2002 
 

 

ABI4 
 

- embrión, plántulas 
- inducible por azúcares, 
osmolitos y ABA 

 

-Elemento de la vía de señalización por glucosa 
y ABA durante el establecimiento temprano de 
la plántula. 
-Punto de control durante el desarrollo 
postgerminativo. 
-Regulador dual de la transcripción (activador y 
represor). 

 

 

- CE-1 
 
 
 
- Caja S 
- Motivo CCAC 

 

- ABI4 
- ABI5 
- SBE2.2 
- APL3 
- RBCS 
- Lhcb 

 

(4)  
ver sección 
8.1.5.2. de esta 
tesis 

 

Finkelstein et al 1998 
Acevedo-Hernandez et al 
2005 
Rook et al 2006b 
Koussevitzky et al 2007 
Bossi et al 2009 
Niu et al. 2002 
 

(4)Nakabayashi et al 2005 

 

bZIP 
 

 

ABI5 
 

- semillas, plántulas 
- inducible por glucosa y ABA 

 

-Elemento de la vía de señalización por glucosa 
y ABA durante la germinación y el 
establecimiento temprano de la plántula. 
-Punto de control durante el desarrollo 
postgerminativo. 
-Activador transcripcional. 
 

 

- ABRE 
 

- AtEm6 
 

- AtEm1 
(5) 

 

Lopez-Molina et al 2001 
Finkelstein y Lynch 2000 
Brocard et al 2002 
Carles et al 2002 
 
(5)Nakabayashi et al 2005 
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bZIP 
 

 

ABF2 
 

- plántulas 
- hojas, raíz, flores y silicuas 
inmaduras en plantas adultas 
- inducible por ABA, sal y 
sacarosa 

 

 

-Elemento de la vía de señalización por ABA, 
azúcares y estrés durante el crecimiento post-
germinación. 
-Posible activador transcripcional. 

 

- ABRE 
(CACGTGGC) 

 

ND (*) 
 

- RBCS 
- HXK1  
- HXK2  
- SUS1  
- RD29A  
- CHS  
 

 

Kim et al 2004 

 

ATB2/bZIP11 
 

- tejido vascular de plantas 
jóvenes  
- tejidos vegetativos jóvenes en 
plantas adultas 
- expresión controlada en 
respuesta a sacarosa a nivel 
transcripcional y 
postranscripcional 
 

 

-Se especula que participa en la partición de 
asimilados y la coordinación de procesos 
metabólicos en tejidos demandantes recién 
establecidos durante el desarrollo de las 
plantas. 
-Implicado en la regulación del metabolismo de 
aminoácidos en respuesta a azúcares. 
-Activador transcripcional. 
 

 

- Caja G (ACGT)  
(**) 

 
 
- ACTCAT 

 

- ASN1  
- ProDH2 
 
 
- ProDH / 
ERD5 

 

  

Rook et al 1998 
Satoh et al 2004 
Wiese et al 2004 
Wiese et al 2005 
Hanson et al 2008 

 

C2C2-CO-
like F 

 

ASML2  
 

- flores, semillas en desarrollo 
(silicuas) 
- Inducible por azúcares 

 

-Modula genes del metabolismo de carbono en 
respuesta a azúcares. 
-Activador transcripcional. 
 

 

ND (*) 
 

- -amy 
 

- APL3 
- VSP 

 

Masaki et al 2005b  
 

 

C2C2 
GATA 

 

GNC 
 

- hipocótilo 
- tallo 
- Inducible por nitrógeno 

 

-Regula la síntesis de clorofila.  
-Participa en la vía de señalización por glucosa, 
donde se especula que controla la retro-
alimentación de la señal de carbono. 
-Posible punto molecular de convergencia entre 
las señalizaciones por carbono y nitrógeno. 
-Activador transcripcional.  

 

 

(***) 
 
 

 

ND (*) 
 
 
 
 
 
 
 

 

- AtPLT6 
- AtSTP13 
- HXK1 
 

 

Bi et al 2005 

 

HDZip 
 

ATHB13 
 

- semillas y hojas 
- receptáculo y estigma (flores) 
- tejido vascular de la porción 
basal de los pecíolos (hojas de 
roseta y cotiledones)  
- base de hojas caulinas 

 

 

-Participa en el desarrollo de hojas y 
cotiledones. 
-Regula la expresión de genes en respuesta a 
azúcares. 

 

CAATNATTG 
 

ND (*) 


- -Amy 
- VSP 

 

Hanson et al 2001 
Johannesson et al 2001 
Hanson et al 2002 
 
 

 

(*) ND: no determinado ; (**): caja putativa según análisis in silico (no demostrada experimentalmente); (***): consenso de caja de unión de los factores de la familia C2C2 GATA: 
(T/A)GATA(G/A)  o (T/C)TATC(T/A) (Jeong y Shih 2003), presente en los promotores de AtPLT6, AtSTP13 y HXK1. 

Lista de abreviaturas –  
Factores de transcripción -  ABI3: ABA INSENSITIVE 3 (At3g24650); HSI2: HIGH-LEVEL EXPRESSION OF SUGAR-INDUCIBLE GENE 2 (At2g30470) ; WRI/ASML1: 
WRINKLED1 / ACTIVATOR de SPOmin::LUC1 (At3g54320) ; ABI4: ABA INSENSITIVE 4 (At2g40220); ABI5: ABA INSENSITIVE 5 (At2g36270); ABF2: ABSCISIC ACID 
RESPONSIVE ELEMENTS - BINDING FACTOR 2 (At1g45249); ATB2/bZIP11: ARABIDOPSIS THALIANA BASIC LEUCINE-ZIPPER 11 (At4g34590); ASML2: ACTIVATOR de 
SPOmin::LUC2 (At3g12890); GNC: GATA FACTOR, NITRATO INDUCIBLE, CARBONO METABOLISM RELATED (At5g56860); ATHB13: ARABIDOPSIS THALIANA 
HOMEBOX 13 (At1g69780).  
Genes blancos - RAB18: responde a ABA 18 (proteína tipo LEA/dehidrina); FUS3: FUSCA 3; Spo: esporamina, -amy: -amilasa; SUS2: sacarosa sintasa 2; PK: piruvato 
cinasa; ACP:  acyl carrier proteina; ACP reductasa: 3-cetoacil-ACP sintasa, enoyl-ACP reductasa; SBE2.2: enzima ramificadora de almidón 2.2; APL3:  subunidad grande de la 
enzima ADP-glucosa pirofosforilasa, RBCS: subunidad pequeña de la RUBISCO; Lhcb: proteína cosechadora de luz que une clorofila a/b; AtEm6 y AtEm1: proteínas de 
embriogénesis tardía clase 1; HXK1: hexocinasa1; HXK2: hexocinasa2; SUS1: sacarosa sintasa 1; RD29A: responde a desecación 29A; CHS: chalcona sintasa; ASN1: 
asparagina sintetasa; ProDH2 prolina deshidrogenasa 2; ProDH/ERD5: prolina deshidrogenasa / respuesta temprana a la deshidratación 5; VSP: proteína de almacenamiento 
vegetativo;  AtPLT6: transportador de polioles 6; AtSTP13: transportador de azúcares 13. 
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 Tabla 4 - Factores de transcripción que participan en la vía de señalización por azúcares en papa, camote, cereales (arroz y cebada) y uva. 
 

 
Planta 

 
Familia 

 

 
Factor Expresión Función 

Caja de 
unión 

Blancos 
directos 

Otros posibles 
blancos Referencias 

 

Papa 
 

GeBP 
 

STK 
 

- tubérculo 
- inducible por sacarosa 

 

-Regulación génica en respuesta a azúcares. 
 

Caja B 
 

- PAT21  
 

- SUS4 
- sAGP 

 

Zourelidou et al 2002 
 
 

 

ASR (**) 
 

Ci21A/Asr1 
 

- tubérculo 
 
 

 

-Implicado en la regulación del metabolismo de 
glucosa, y la captación de glucosa en órganos 
heterotróficos. 
 

 

ND (*) 
 

ND (*) 
 

- Transportadores 
de hexosas  

 

Frankel et al 2007 

 

Camote 
 

WRKY 
 

SPF1 
 

- hojas, pecíolos, tallos y raíces 
tuberosas  

 

-Participa en la modulación de los genes 
asociados al metabolismo de carbono. 

 

- SP8a   
- SP8b  
- caja W 

 

- Spo 
- -amy 

  

Ishiguro y Nakamura 
1994 
Maeo et al 2001 
 

 

Cebada 
 

WRKY 

 

SUSIBA2 

 

- endospermo 
- inducible por azúcares 

 

-Implicado en la regulación de la síntesis de 
almidón. 

 

- SURE 
- Caja W 

 

- Iso1 

 

- Sbellb 
 

Sun et al 2003 
Sun et al 2005 
 

 

Arroz 
 

MYB (1R) 
 
 

 

OsMYBS1  
 

- tejido vegetativo 
- se reprime en presencia de 
sacarosa 
 

 

-Elemento de la vía de señalización en 
respuesta a azúcares y a hormonas.  
-Activador transcripcional fuerte. 

 

TATCCA  
 



-amilasa 
- Amy32b 

  

Lu et al 2002 

 

OsMYBS2  
 

- raíz y hojas  
- hojas senescentes 
- inducible en presencia de 
sacarosa 
 

 

-Elemento de la vía de señalización en 
respuesta a azúcares y a hormonas. 
-Activador transcripcional débil. 

 

TATCCA  
 



-amilasa 
- Amy32b 

  

Lu et al 2002 

 

OsMYBS3 
 

- todos los tejidos 
- hojas senescentes 
- se reprime en presencia de 
sacarosa 
 

 

-Elemento de la vía de señalización en 
respuesta a azúcares y a hormonas. 
-Represor transcripcional. 

 

TATCCA  
 



-amilasa 
- Amy32b 

  

Lu et al 2002 

 

Uva 
 

ASR (**) 
 

VvMSA 
 
 
 

 

- fruto (maduracion) 
- inducible por azúcares y ABA 

 

-Implicado en la modulación transcripcional de 
la expresión génica de los transportadores de 
azúcares durante la maduración del fruto. 
-Activador transcripcional. 

 

- S3  
- SURE1 

 

- VvHT1  
 

 
 
 
 

 

Cakir et al 2003 
Carrari et al 2004 

 

(*) ND: no determinado; (**) Nota: Las proteínas inducibles por ABA, estrés y maduración (ASR) tienen función desconocida, aunque se especula que son proteínas 
cromosómicas no-histonas implicadas en modular la topología y la expresión del DNA (Carrari et al 2004). 

Lista de abreviaturas –  
Factores de transcripción – STK: STOREKEEPER (CAC39398); Ci21A/Asr1: COLD-INDUCIBLE 21A/ ABA-, STRESS- and RIPENING- INDUCIBLE PROTEIN; SPF1: 
(S51529); SUSIBA2: SUGAR SIGNALING IN BARLEY 2 (AY323206); OsMYBS1: factor de transcripción MYBS1 de arroz (AAN63152); OsMYBS2: factor de transcripción 
MYBS2 de arroz (AAN63153); OsMYBS3: factor de transcripción MYBS3 de arroz (AAN63154); VvMSA: Vitis vinifera MATURATION-,STRESS-, ABA-INDUCED PROTEIN 
(AAZ93634).   Genes blancos - PAT21: patatita clase 1; SUS4: sacarosa sintasa; sAGP: ADP glucosa pirofosforilasa; Spo: esporamina, -amy: -amilasa; iso1:  isoamilasa1; 
Sbellb: enzima ramificadora de almidón llb; Amy32b: -amilasa tipo A de cebada; VvHT1: transportador de monosacáridos. 
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2.2.4. Otros elementos 
 

Además de los componentes mencionados en las secciones previas existen 

otros elementos asociados a las vías de señalización por azúcares menos 

caracterizados, de identidad bioquímica y función molecular desconocidas hasta el 

momento. Entre ellos destacan las proteínas ABI8, ISI1 y GLZ2  (Brocard-Gifford et al. 

2004; Chen et al. 2004; Rook et al. 2006a).  

El gen ABI8 codifica para una proteína específica de plantas de función 

desconocida (Brocard-Gifford et al. 2004). La mutante abi8 es insensible a ABA durante 

la germinación y es alélica a las mutantes enanas eld1 y kob1 previamente 

caracterizadas (Cheng et al. 2000; Pagant et al. 2002; Brocard-Gifford et al. 2004). 

Brocard-Gifford et al. (2004) reportaron que la mutante abi8 es también insensible a 

glucosa y tiene alterada la expresión y actividad de enzimas asociadas con la 

movilización de azúcares, lo que sugiere que ABI8 participa en la señalización y/o 

transporte de carbono. Análisis genéticos entre la mutante abi8 y plantas que sobre-

expresan a los genes ABI3 y ABI5 indicaron que ABI8 parece actuar en una vía 

independiente de aquella definida por los otros factores de transcripción ABI (Figura 7). 

La caracterización de otra mutante llamada isi1 demostró que ISI1 es un factor 

importante de la regulación por azúcares (Rook et al. 2006a). El gen ISI1 codifica para 

una proteína novedosa con repeticiones de un dominio proteico similar al dominio 

Armadillo que se ha implicado en interacciones proteína-proteína en animales  (Rook et 

al. 2006a; Coates 2003; Samuel et al. 2006). La proteína ISI1 participa en la modulación 

en respuesta a sacarosa de la expresión de un subconjunto de genes asociados al 

metabolismo de carbono a través de una vía genética independiente de las mutantes 

relacionadas a ABA (abi4, aba2) (Rook et al. 2006a). El gen ISI1 se expresa 

predominantemente en el floema de hojas que acaban de realizar la transición de un 

metabolismo demandante a uno productor o fuente. Este patrón de expresión sugiere su 

participación en la distribución eficiente de carbohidratos, pero hasta el momento su 

función específica es aún desconocida (Rook et al. 2006a).  

La mutante glz2 es insensible a glucosa, y además presenta un tamaño 

pequeño, raíces cortas, hojas pequeñas de color verde oscuro, floración tardía y 

esterilidad femenina (Chen et al. 2004). Interesantemente, la función de GLZ2 no se 

requiere para las respuestas a ABA durante la germinación, sugiriendo que podría ser 

un elemento exclusivo de la señalización por glucosa (Chen et al. 2004). Estudios 

fenotípicos indican que GLZ2 es necesario para las respuestas normales a glucosa y en 
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el desarrollo en Arabidopsis (Chen et al. 2004). Este gen no ha sido clonado aún; por lo 

que su futura identificación molecular ayudará a dilucidar su posible función en el 

desarrollo y durante la señalización por glucosa.  

Si bien el número de elementos caracterizados de la vía de señalización por 

azúcares ha aumentado de manera importante en los últimos años, aún faltan más 

estudios integrales que nos permitan comprender como interaccionan estos elementos 

dentro de las distintas vías propuestas de señalización por azúcares (Figura 2) durante 

todo el ciclo de vida de las plantas superiores.   
 

2.3. Interacciones entre las vías de señalización por azúcares y otras vías 

de señalización  
 

Como se ha mencionado previamente (sección 2.1), las vías de señalización por 

azúcares interaccionan con programas endógenos de desarrollo dependientes de la 

acción de fitohormonas y con vías de respuesta a estímulos externos (Coruzzi y Zhou 

2001; Finkelstein y Gibson 2002; León y Sheen 2003). En la tabla 5 se detallan las 

mutantes de la vía de señalización por azúcares en Arabidopsis, cuyas respuestas a 

otras vías de señalización también se afectan. 

La primera interconexión reportada de manera contundente con la vía de 

señalización por glucosa dependiente de HXK es la que existe con la vía de 

señalización por ABA (Arenas-Huertero et al. 2000; Rook et al. 2001; Huijser et al. 2000; 

Laby et al. 2000) (Figura 8).  

A continuación se detallan las evidencias más relevantes que apoyan la 

interacción entre estas vías debido a que el objetivo principal de esta tesis consiste en 

la caracterización funcional del factor ABI4, el cual se ha propuesto como punto de 

convergencia entre ambas vías durante el desarrollo post-germinativo de Arabidopsis 

(Arenas-Huertero et al. 2000). 

 

 

 

 

 

 
 
 
 



  35

Tabla 5 – Lista de mutantes que sugieren interacciones entre las vías de señalización por 
azúcares y las vías de ABA, etileno, auxinas, citocininas, luz y nitrógeno.  
 

 
Alelos 

 
Gen Función 

Interacción entre 
las vías de 
señalización por: 

Referencias 

 

gin1, aba2, isi4, 
sdr1, sis4  

 

Deshidrogenasa/ 
reductasa de cadena 
corta citosólica 

 

Biosíntesis de ABA 
 

Glucosa y ABA 
 

Zhou et al. 1998 
Rook et al. 2001 
Cheng et al. 2002 
Laby et al. 2000 
Leon-Kloosterziel et al. 1996 
 

 

gin5, aba3 
  
Sulfurasa del cofactor 
de molibdeno 

 

Biosíntesis de ABA 
 

Glucosa y ABA 
 

Arenas-Huertero et al. 2000 
Schwartz et al. 1997 
Xiong et al. 2001 
 

 

sis7, nced3 
 

9-cis–epoxicarotenoide 
dioxigenasa 
 

 

Biosíntesis de ABA 
 

Glucosa y ABA 
 

Huang et al. 2008 
Iuchi et al. 2001  
 

 

sis10, abi3 
 

Factor de transcripción 
de la familia ABI3/VP1 
 

 

Activador transcripcional 
 

Glucosa y ABA 
 

Dekkers et al. 2008 
Huang et al. 2008 
 

 

gin6, abi4, isi3, 
sun6, sis5, asa1 

 

Factor de transcripción 
de la familia AP2/ERF 

 

Activador transcripcional 
 

Glucosa y ABA 
 

Finkelstein et al. 1998 
Arenas-Huertero et al. 2000 
Huijser et al. 2000 
Laby et al. 2000 
Rook et al. 2001 
Koussevitzky et al. 2007 
Mizoguchi et al. 2005 
 

 

 abi5 
 

Factor de transcripción 
de la familia bZIP 

 

Activador transcripcional 
 

Glucosa y ABA 
 

Arenas-Huertero et al. 2000 
Brocard et al. 2002 
 

 

gin4, ctr1, sis1 
 

Cinasa de serina-
treoninda  

 

Regulador negativo de la 
señalización por etileno 
 

 

Glucosa y etileno 
 

Zhou et al. 1998 
Gibson et al. 2001 
 

 

ein3 
 

Factor de transcripción 
de la familia AP2/ERF 
 

 

Activador transcripcional 
 

Glucosa y etileno 
 

Yanagisawa et al. 2003 

 

gin2 
 

HXK1 
 

Receptor de glucosa 
 

Glucosa y auxinas 
Glucosa y citocininas  
Glucosa y luz 
 

 

Moore et al. 2003 

 

cli186 
 

 

? 
 

Integrador de las vías de 
señalización por carbono 
y luz 
 

 

Sacarosa y luz 
 

Thum et al. 2008 

 

ahk3 
 

Cinasa de histidina 
 

Receptor de citocinina 
 

 

Sacarosa, citocininas y 
falta de fósforo 
 

 

Franco-Zorrilla et al. 2005 
 

 

axr1 
  
Proteína con actividad 
enzimática activadora 

 

Degradación de proteínas 
 

Glucosa y auxinas 
 

Moore et al. 2003 
Mishra et al. 2009 
 

 

axr2 
 

Factor de transcripción 
de la familia AUX/IAA 

 

Represor transcripcional 
 

 

Glucosa y auxinas 
 

Moore et al. 2003 
Mishra et al. 2009 
 

 

tir1 
 

Proteína con repetidos 
ricos en leucina y con 
caja F 
 

 

Receptor de auxinas 
 

Glucosa y auxinas 
 

Moore et al. 2003 
Mishra et al. 2009 

 

tin 
 

Factor de transcripción 
de la familia HB 
(WOX5) 
 

 

Regulador negativo? 
 

 

Disacáridos y auxinas 
 

Gonzali et al. 2005 

 

hls1 
 

N-acetiltransferasa 
 

Regulador negativo  
 

 

Sacarosa y auxinas 
 

Ohto et al. 2006 

 

gnc 
 

Factor de transcripción 
de la familia GATA 
 

 

Activador transcripcional 
 

Carbono y nitrógeno 
 

Bi et al. 2005 
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Figura 8 – Esquema de interacciones genéticas entre la vía de señalización por azúcares y las 
vías de señalización por fitohormonas.  
La vía de HXK1 implica un aumento en los niveles de ABA en las células, induce la biosíntesis 
de ABA y la expresión génica de factores implicados en la vía de señalización por ABA (ABIs y 
ABFs). La regulación del factor de transcripción EIN3 (tablas 3 y 5) es el punto de convergencia 
entre las vías de señalización por glucosa y etileno. La señalización por glucosa interacciona 
positivamente con las señalización por auxinas y negativamente con las señalización por 
citocininas. 

 

 

El análisis fenotípico de mutantes deficientes en la síntesis de ABA (Tabla 5) y el 

análisis del comportamiento de la concentración de ABA en respuesta a glucosa dejaron 

en claro que un aumento de los niveles endógenos de ABA es necesario para que la 

respuesta normal a glucosa se lleve a cabo durante el desarrollo postgerminativo de 

Arabidopsis (Arenas-Huertero et al. 2000). Arenas-Huertero et al. (2000) demostraron 

que la sensibilidad a glucosa de la mutante gin5/aba3 se recupera al suplementar con 

ABA el medio de crecimiento, restaurando así los niveles internos de ABA en plántulas 

gin5/aba3. Este mismo comportamiento se observa para la mutante gin1/aba2 (Cheng 

glucosa 
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et al. 2002). Ambos resultados re-confirman la interdependencia de la señalización por 

glucosa y ABA. Asimismo, el aislamiento de las mutantes sis10 (un alelo de abi3) 

(Huang  et al. 2008), gin6, sun6, isi3, sis5 (alelos de abi4) (Arenas-Huertero et al. 2000; 

Huijser et al. 2000; Laby et al. 2000; Rook et al. 2001) y gin9 (abi5) (León P, 

comunicación personal) como mutantes insensibles a altas concentraciones de glucosa 

durante el desarrollo temprano de la plántula, y cuyos alelos habían sido identificados 

como mutantes insensibles a ABA durante la germinación (Ooms et al. 1993; Finkelstein 

et al. 1998; Finkelstein y Lynch 2000), sugirió que los factores de transcripción ABI3, 

ABI4 y ABI5 eran elementos comunes para ambas vías de señalización (Figura 8, Tabla 

5). 

 Más allá de los factores de transcripción comunes entre las vías de glucosa y 

ABA, aún no está claro como estas vías interaccionan. Una posibilidad tentadora es que 

parte de dicha interacción dependa de retroalimentación, ya que la abundancia de los 

transcritos de algunos de los genes relacionados a la biosíntesis y señalización por ABA 

aumenta en respuesta a glucosa (Cheng et al. 2002). Sin embargo, ésto no explica 

porque el aumento de la concentración de ABA es necesario para la señalización por 

azúcares. Por el momento, existen dos modelos hipotéticos para explicar la interacción 

entre la glucosa y el ABA. Uno de ellos plantea que las señales de ABA y glucosa 

actúan a través de vías independientes que convergen en elementos finales (Rook et al. 

2001), mientras que el otro propone al ABA como un elemento integral de la vía de 

señalización por glucosa (Arenas-Huertero et al. 2000). Sin embargo y debido a la falta 

de evidencias contundentes, aún no se ha logrado un consenso general sobre el 

modelo de interacción entre las vías de señalización por glucosa y por ABA. 

Para tratar de entender más detalladamente la interconexión entre glucosa y 

ABA; y considerando que un punto de convergencia entre ambas vías de señalización 

son factores transcripcionales (sugiriendo que el control de la transcripción tiene un 

papel relevante en la interacción de ambas vías), Li et al. (2006) realizaron un análisis 

global de la transcripción comparando el efecto de la señal de ABA y de la señal de 

glucosa sobre la abundancia de los transcritos en plántulas de Arabidopsis. Sus 

resultados mostraron que la señal de la glucosa regula la abundancia de un número 

mayor de transcritos que la señal de ABA, indicando que la glucosa es una señal más 

fuerte que el ABA especialmente durante la represión (Li et al. 2006). Las interacciones 

observadas entre las señales de ABA y glucosa son de lo más variadas: hay co-

regulación, regulación antagónica y sinergismo (Li et al. 2006). Interesantemente hay 
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muy pocos genes co-regulados por ambas señales, sugiriendo que la interacción de 

glucosa y ABA es específica para regular sólo ciertos procesos (Li et al. 2006). En las 

plántulas de Arabidopsis, las señales de glucosa y de ABA llevan a cambios rápidos y 

dinámicos en la expresión génica, donde claramente se observan dos tipos de 

respuestas. Unas rápidas y transitorias, caracterizadas por regular la expresión de 

genes asociados a la reprogramación metabólica y de síntesis de proteínas y otras 

rápidas pero persistentes, las cuales dirigen la respuesta celular a largo plazo y 

modulan genes implicados en el control de la división celular, el crecimiento y la 

fotosíntesis (Li et al. 2006).  

 Actualmente la interconexión entre las vías de glucosa y ABA está ampliamente 

aceptada, particularmente durante las etapas tempranas del establecimiento de las 

plántulas (León y Sheen 2003; Rook et al. 2006b; Rognoni et al. 2007; Dekkers et al. 

2008). Sin embargo a pesar de todo el trabajo invertido en esta área, aún faltan 

determinar los detalles moleculares que subyacen y definen a la red regulatoria 

glucosa/ABA. 
 

 Si bien todas las interacciones propuestas entre las vías de señalización por 

azúcares con las vías de fitohormonas (etileno, auxinas, citocininas y giberelinas), y vías 

como la de respuesta a luz, nitrógeno, ritmo circadiano y redox resultan interesantes, su 

descripción detallada supera los objetivos de esta tesis. Sin embargo, para todas ellas 

aún queda poco claro el mecanismo molecular de dicha interacción, el cual es objeto de 

estudios actuales por muchos laboratorios. En la literatura existen numerosas revisiones 

y artículos sobre las mencionadas interacciones que pueden ser consultadas para una 

información más detallada sobre el tema (Dijkwel et al. 1997; Perata et al. 1997; Coruzzi 

y Zhou 2001; Gazzarrini y McCourt 2001; Oswald et al. 2001; León y Sheen 2003; 

Moore et al. 2003; Thum et al. 2003; Yanagisawa et al. 2003; Palenchar et al. 2004; 

Price et al. 2004; Thum et al. 2004; Blasing et al. 2005; Gutierrez et al. 2007; Thum et al. 

2008; Mishra et al. 2009).   

 

3. Los azúcares modulan las respuestas de la vías de señalización a 

través de diferentes mecanismos moleculares 
 

 En las secciones anteriores se han descrito las vías de señalización por 

azúcares propuestas hasta el momento y los componentes mejor caracterizados de 

estas vías, así como también la interconexión de las vías de glucosa y ABA. Como se 
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ha mencionado, la cascada de señalización comienza con la percepción de una señal, 

la cual dispara un fenómeno de transducción que culmina con una respuesta primaria 

dirigida por moléculas efectoras. Esta respuesta primaria se asocia generalmente al 

control de la expresión génica, el cual puede ocurrir a varios niveles desde la 

transcripción hasta la estabilidad de proteínas como se muestra en la Figura 9. 

 

 

Figura 9 – Niveles de regulación durante la expresión génica.  
Hay 5 puntos de control relevantes durante la expresión génica en las células eucariotes.  
1- A nivel del genoma, el cual incluye el nivel de metilación y accesibilidad de la cromatina; 
2- A nivel de la transcripción, quien regula el momento y la frecuencia de la transcripción de 

los genes. Este nivel es dependiente de los factores de transcripción generales y 
específicos; 

3- A nivel post-transcripcional, donde destacan la regulación del splicing del mensajero 
primario, la incorporación de modificaciones moleculares 5´ y 3´, así como el transporte 
del mensajero procesado a través de la envoltura nuclear, su localización intracelular y 
su vida media (modulada por microRNAs entre otros mecanismos) en el citoplasma; 

4- A nivel traduccional, mediante el cual se seleccionan los mRNA que serán traducidos por 
los ribosomas; 

5- A nivel post-traduccional, el cual implica la activación, inactivación y localización 
selectiva de las proteínas sintetizadas por los ribosomas en el citoplasma.  

 

 

Se ha demostrado que los azúcares son capaces de modular el desarrollo y 

metabolismo de las plantas a través de regular varios de los niveles ejemplificados en la 

Figura 9. En base a los datos acumulados de todos ellos hasta el momento, destaca la 

regulación de la transcripción de un número importante de genes tanto activando como 

reprimiendo su expresión (Sheen 1990; Koch 1996; Price et al. 2004; Gonzali et al. 
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2006). Sin embargo existen ejemplos que muestran que los azúcares también regulan a 

niveles post-transcripcionales (Chan y Yu 1998a), traduccionales (Wiese et al. 2004) y 

post-traduccionales (Yanagisawa et al. 2003). A continuación se presentan la mayoría 

de los ejemplos específicos reportados en la literatura sobre los diferentes tipos de 

regulación de la expresión génica en respuesta a azúcares. 
 

3.1. Regulación transcripcional     
 

En los años 90, Sheen (1990) demostró por primera vez que los azúcares son 

capaces de modular la transcripción de genes fotosintéticos usando un sistema de 

expresión transitoria en protoplastos de maíz. A partir de este estudio pionero la 

cantidad de genes regulados por azúcares aumentó de manera exponencial (ver 

referencias en Koch 1996; Bossi 2002). La expresión de diferentes tipos de genes se 

afecta en presencia de azúcares, incluyendo genes relacionados al metabolismo de 

carbohidratos (fotosíntesis, síntesis de almidón y ciclo glioxilato), metabolismo 

nitrogenado, metabolismo secundario, genes relacionados a estrés (señalización por 

ABA y defensa), así como genes asociados a crecimiento, desarrollo y senescencia (ver 

referencias en Koch 1996; Bossi 2002; Rolland et al. 2006).  

Estudios recientes, usando un análisis de la expresión global del genoma en 

respuesta a cambios en la concentración exógena de azúcar, corroboraron que los 

azúcares son capaces de regular la abundancia de un porcentaje alto (4-11%) de genes 

de Arabidopsis, sugiriendo que la modulación de la abundancia de los mensajeros es 

uno de los mecanismos más importantes mediante el cual actúa la señalización por 

azúcares en las células vegetales (Palenchar et al. 2004; Price et al. 2004; Thum et al. 

2004; Li et al. 2006; Gutierrez et al. 2007; Osuna et al. 2007; Thum et al. 2008). Dichos 

estudios globales también corroboraron la existencia de una interconexión intensa y 

compleja entre la señal de carbono y las señales de nitrógeno, luz y ABA para regular la 

transcripción de genes en Arabidopsis; y apoyaron que la señal de carbono es más 

fuerte para modular la expresión de una gran diversidad de genes que otros estímulos 

como luz, ABA, y nitrógeno (Palenchar et al. 2004; Price et al. 2004; Thum et al. 2004; 

Li et al. 2006; Gutierrez et al. 2007; Osuna et al. 2007; Thum et al. 2008).   

La regulación a nivel transcripcional depende de factores de transcripción y de 

elementos en cis (o sitios de unión) presentes en las regiones regulatorias sobre el DNA 

a los cuales se unen estos factores de transcripción. 

En las tablas 3 y 4 se presenta una lista de los factores de transcripción que se 
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han reportado que están implicados en las respuestas a azúcares en las plantas 

superiores; y sus posibles interacciones se esquematizan en la Figura 8. Por lo tanto, en 

esta sección no se detallarán los factores de transcripción, si no que se describirán 

solamente algunos de los elementos en cis implicados en las respuestas a azúcares 

caracterizados hasta el momento. En la tabla 6 (modificada de Rook et al. 2006b) se 

enlistan los elementos en cis que se ha demostrado que están implicados en la 

respuesta a azúcar y cuya funcionalidad ha sido comprobada in vitro y/o in vivo. Varias 

de las cajas conocidas de respuesta a carbono se sabe que actúan asociadas para 

generar una respuesta más fuerte (Lu et al. 1998; Lu et al. 2002; Morikami et al. 2005; Li 

et al. 2006; Rook et al. 2006b). Por ejemplo, la localización del elemento CMSRE1 

respecto a CMSRE2 es esencial para la respuesta adecuada a azúcares del gen 

esporamina (SPO) de camote (Morikami et al. 2005). Los elementos S3S1 y CE-1 

parecen potenciarse entre sí para regular la expresión del promotor de APL3 en 

respuesta a sacarosa (Rook et al. 2006b). Una caja G, una caja GC y la secuencia 

TATCCA, localizados dentro de la secuencia SRS, actúan de manera cooperativa para 

regular el gen de -amilasa de arroz en respuesta a azúcar (Lu et al. 1998; Lu et al. 

2002); y finalmente los motivos TER1 y TELO3 inducen de manera cooperativa la 

expresión específica del reportero GUS en raíces de Arabidopsis tratadas con glucosa 

(Li et al. 2006). 

En estos últimos años, los análisis del transcriptoma de Arabidopsis han generado una 

gran cantidad de datos de expresión génica que permiten, entre otras cosas, identificar 

posibles secuencias regulatorias en cis que son comunes en los promotores de genes 

co-regulados durante la respuesta a azúcares (Rhee et al. 2006). Esta estrategia in 

silico constituye una manera rápida y global de encontrar motivos candidatos para un 

análisis posterior más detallado (Thijs et al. 2001; Zhang et al. 2005; Cheung et al. 

2006; Vandepoele et al. 2006). Así, existen en la literatura más de 50 cajas en cis 

predichas in silico que se asocian a respuesta a carbono, las cuales se sintetizan en la 

Tabla S1, Apéndice II (Palenchar et al. 2004; Thum et al. 2004; Li et al. 2006). Por 

supuesto al ser todos estos datos predicciones bioinformáticas, mucho debe invertirse 

en la caracterización funcional de tales secuencias regulatorias dentro de la 

señalización por azúcares.  
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Tabla 6 - Elementos en cis asociados a la respuesta a azúcares (modificada de Rook et al, 2006b). 
 

 

Motivo 
 

Secuencia 
 

FT* Genes 
 

Respuesta 
 

Referencias 
 

SP8a 
 

ACTGTGTA 
 

SPF1 
 

- Spo (batata) 
- -amy (batata) 
 

 

Inducción  
 

Ishiguro y 
Nakamura 1992 
Ishiguro y 
Nakamura 1994 
 

 

SP8b 
 

TACTATT 
 

SPF1 
 

- Spo (batata) 
-amy (batata) 

 

 

Inducción  
 

 

Ishiguro y 
Nakamura 1992 

 

SURE1 
 

AATAGAAAA 
 

SUSIBA 
 

- Pat (papa) 
- ISO1 (papa) 

 

Inducción  
 

Grierson et al. 
1994 
Sun et al. 2003 
 

 

SURE2 
 

AATACTAAT 
 

Nd ** 
 

- Pat (papa) 
 

Inducción  
 

Grierson et al. 
1994 
 

 

Caja B 
 

GCTAAACAAT 
 

STK 
 

- Pat (papa) 
 

Inducción  
 

Zourelidou et al. 
2002 
 

 

Caja IV 
 

GAAATAAATTG 
 

nd 
 

- VspB (soja) 
 

Inducción  
 

Tang et al. 2001 
 

 

CMSRE-1 
 

TGGACGG(CC) 
 

nd 
 

- Spo A (batata) 
- -amy (batata) 
 

 

Inducción  
 

Maeo et al. 2001 
Morikami et al. 
2005 
 

 

CMSRE-2 
 

AGACACCGTAAGTGT
TCCATCC 
 

 

nd 
 

- Spo A (batata) 
 

Inducción 
 

Morikami et al. 
2005 

 

S3S1 
 

AAATCA(N)xATAGAAA 
 

VvMSA 
 

- VvHT1 (uva) 
- APL3 (Arabidopsis) 

 

Inducción  
 

Cakir et al. 2003  
Li et al. 2006 
 

 

CE1 
 

CACCG 
 

ABI4 
 

- ADH1 (Arabidopsis) 
- APL3 (Arabidopsis) 
- SBE2.2 (Arabidopsis) 
- ABI4 (maiz y Arabidopsis) 
- ABI5 (Arabidopsis) 

 

 

Inducción  
 

Niu et al. 2002 
Li et al. 2006 
Bossi et al. 2009 
 

 

Caja S 
 

CACCTCCA 
 

ABI4 
 

- RBCS (Arabidopsis) 
 

Represión 
 

Acevedo-
Hernandez et al. 
2005 
 

 

Motivo 
CCAC 

 

 

CCAC 
 

ABI4 

 

- Lhcb (Arabidopsis) 

 

Represión 
 

Koussevitzky et al. 
2007 

 

Caja GC 
 

CCGACGCGG 
(Parte de SRS) 

 

 

nd 
 

- -amy 3 (arroz) 
 

Inducción*** 
 

Lu et al. 1998 

 

Caja G 
 

(C)TACGTG/A 
(Parte de SRS) 

 

nd 
 

- -amy 3  (arroz) 
- RAmy3D  (arroz) 

 

Inducción*** 
  Represión 

 

 

Lu et al. 1998 
Toyofuku et al. 
1998 
 

 

TATCCA 
 

TATCCA 
(Parte de SRS) 

 

OsMYBS 
 

- -amy 3 (arroz) 
- RAmy3D  (arroz) 

 

Inducción*** 
  Represion 
 

 

Lu et al. 1998 
Toyofuku et al. 
1998 
 

 

TELO 
 

AAACCCTAA 
 

nd 
 

- de síntesis de  proteinas 
 

 

Inducción 
 

Li et al. 2006 

 

TER 
 

CATAAT 
 

nd 
 

- de síntesis de proteinas 
 

 

Inducción 
 

Li et al. 2006 

 

* FT: factor de transcripción; ** nd: no determinado; *** inducción en condiciones de falta de glucosa 
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 La regulación a nivel transcripcional en respuesta a azúcares es la más 

estudiada en Arabidopsis, sin embargo aún no se han caracterizado en detalle los 

elementos que participan en las redes transcripcionales en respuesta a la disponibilidad 

de carbono durante las diferentes etapas del desarrollo de las plantas superiores.  

 

3.2. Regulación post-transcripcional – Estabilidad de mensajero.   
 

Además de modular la frecuencia y el nivel de la expresión génica a través de la 

transcripción, los azúcares también son capaces de afectar la estabilidad de los 

mensajeros en plantas. Por ejemplo, la vida media de los transcritos correspondientes 

a tres de los genes de -amilasa (AMY3, AMY7 y AMY8) se prolonga en presencia 

de sacarosa (Sheu et al. 1996), y en el caso de AMY3, la región no traducida (UTR) 3´ 

tiene un papel esencial para dirigir este mensajero a degradación (Chan y Yu 1998a; 

Chan y Yu 1998b). Análisis generales con inhibidores de la traducción mostraron que la 

estabilidad de los mensajeros de ciertos genes asociados a crecimiento y proteínas de 

estrés también está controlada por azúcares (Ho et al. 2001). El gen INCW1 que 

codifica para una invertasa de pared celular de maíz genera dos tipos de mensajeros 

que difieren en su 3’UTR (Cheng et al. 1999). Se ha visto que el transcrito más 

pequeño se estabiliza en presencia de azúcares en células en suspensión de maíz, lo 

cual resulta en un aumento de la concentración y actividad de la proteína (Cheng et al. 

1999). Así, las secuencias 3´UTR parecen ser relevantes para regular la estabilidad de 

los mensajeros en respuesta a carbono, sin embargo aún se desconocen los 

mecanismos precisos de cómo se realiza este fenómeno, las secuencias y los factores 

proteicos que intervienen.  

Por otro lado, el análisis global del transcriptoma de Arabidopsis en respuesta a 

glucosa indica que varios de los genes regulados por azúcares son blancos conocidos 

de microRNAs (Gutierrez et al. 2007). Así, se propone por primera vez que 

mecanismos de regulación post-transcripcional controlados por microRNAs y asociados 

a la estabilidad, al procesamiento y degradación de los mensajeros podrían tener un 

papel relevante durante la regulación de la señalización por azúcares. Mas estudios 

darán luz sobre el impacto de este tipo de regulación como un modulador de las 

respuestas a carbono en plantas. 
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3.3. Regulación a nivel de la traducción.  
 

La regulación a nivel traduccional durante las respuestas a sacarosa está bien 

estudiada en el gen ATB2 de Arabidopsis que codifica para un factor de transcripción 

tipo bZIP (Rook et al. 1998; Wiese et al. 2004; Wiese et al. 2005; Hanson et al. 2008). 

La expresión del gen ATB2 se modula a nivel transcripcional y traduccional en 

respuesta a sacarosa (Rook et al. 1998). En particular, la transcripción del gen ATB2 se 

induce en presencia de sacarosa, mientras que su traducción se reprime por altas 

concentraciones de sacarosa (Wiese et al. 2004).  

La regulación traduccional de ATB2 depende de la region 5’ no traducida de su 

mensajero, la cual contiene 4 marcos abiertos de lectura pequeños o uORFs hacia 

arriba del marco de lectura abiero principal que codifica para la secuencia proteica de 

ATB2 (Wiese et al. 2004). En presencia de bajas concentraciones de sacarosa, 

ninguno de los uORFs presentes en el 5´ de ATB2 se traduce, permitiendo así la 

traducción del mensajero de ATB2 en una proteína ATB2 funcional (Wiese et al. 2004). 

En presencia de altas concentraciones de sacarosa, el uORF2 (o SCuORF) se traduce 

y evita la traducción del mensajero de ATB2 (Wiese et al. 2004). Recientemente, 

Rahmani et al. (2009) sugirieron que el peptido uORF2 traducido actúa como un 

atenuador de la traducción pausando al ribosoma sobre el RNA mensajero. Aún se 

desconocen los detalles de este mecanismo de regulación al que se le ha denominado 

“Represión de la Traducción Inducida por Sacarosa” o SIRT a través del cual el 

uORF2/SCuORF inhibe la traducción de ATB2.  

El mecanismo SIRT representa un modo flexible de responder a las 

fluctuaciones diurnas en la concentración de sacarosa en plantas, sugiriendo que es 

probable que un mayor número de genes se regulen a través de este mismo 

mecanismo. El análisis de las secuencias de los transcritos de los genes que codifican 

para los factores de transcripción tipo bZIP mostraron que la secuencia 

uORF2/SCuORF está conservada en varios genes de plantas (Wiese et al. 2004). 

Secuencias similares a uORF2/SCuORF se encuentran en 5 mensajeros de proteínas 

bZIP de Arabidopsis, y en mensajeros de bZIP de otras especies de plantas, tanto 

monocotiledóneas como dicotiledóneas (Wiese et al. 2004; Wiese et al. 2005). 

Recientemente, la regulación SIRT se ha demostrado experimentalmente para otras 

dos proteínas bZIP: AtbZIP2 y AtbZIP44, sugiriendo un mecanismo de regulación en 
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común para un grupo pequeño de factores de transcripción de tipo bZIP en el reino 

vegetal (Wiese et al. 2004; Wiese et al. 2005; Hummel et al. 2009).  
 

3.4. Regulación post-traduccional - Estabilidad/Degradación de proteínas.  
 

Estudios globales a nivel de regulación de proteínas por degradación indican 

que la estabilidad de las proteínas y su degradación selectiva están surgiendo como 

mecanismos importantes de regulación para casi todas las vías de señalización en las 

plantas (Vierstra 2003; Smalle y Vierstra 2004; Vierstra 2009). Por ejemplo, la 

estabilidad de la ciclina CICD3;1 y del factor de transcripción EIN3 depende de los 

niveles de azúcares, sugiriendo que los mecanismos post-traduccionales que modulan 

la vida media de las proteínas juegan un papel importante en la regulación para la 

respuesta a carbono (Yanagisawa et al. 2003; Planchais et al. 2004).  

El mecanismo que controla la estabilidad de las proteínas mediante la acción 

del proteosoma es el mejor caracterizado en plantas (Vierstra 2009). El proteosoma es 

un complejo multiproteico que degrada a las proteínas que tienen unida 

covalentemente una cadena de proteínas pequeñas denominadas ubiquitinas (Vierstra 

2003). Particularmente durante la señalización por azúcares, se ha visto que los niveles 

endógenos de la ciclina CICD3;1 disminuyen en ausencia de sacarosa a través de un 

mecanismo dependiente de la acción del proteosoma en células de Arabidopsis 

(Planchais et al. 2004). Para el caso del factor transcripcional EIN3 de Arabidopsis, se 

ha observado que la glucosa acelera su degradación al potenciar la actividad del 

proteosoma (Yanagisawa et al. 2003). Aún se desconoce de que manera la señal de 

azúcar condiciona la actividad del proteosoma en las células.  

Un estudio de transcripción global también sugiere la participación del 

proteosoma durante la señalización por azúcares (Osuna et al. 2007). 15 genes que 

codifican para proteínas tipo E3-ligasa, las cuales son enzimas que catalizan la 

poliubiquitinación de proteínas, se proponen como buenos candidatos de componentes 

de la vía de señalización por sacarosa (Osuna et al. 2007). La función de dichas E3-

ligasas sería regular la degradación de un grupo de proteínas específicas e importantes 

para el metabolismo y crecimiento en células deprivadas de carbono. Aún faltan más 

estudios que permitan identificar proteínas específicas del proteosoma asociadas a la 

señalización por azúcares y para determinar cual es la relevancia de esta regulación 

dentro del contexto de la señalización por azúcares en plantas. 
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3.5. Modulación de actividad por modificaciones covalentes.   
 

La modificación de proteínas por fosforilación y desfosforilación es un 

mecanismo importante para regular su función y actividad. Un estudio reciente en 

extractos proteicos totales de células en suspensión de Arabidopsis identificó 2172 

sitios únicos de fosforilación en 1346 proteínas diferentes, especulando que la mayoría 

de los procesos celulares en Arabidopsis van a estar regulados por varios eventos de 

fosforilación (Sugiyama et al. 2008). Hasta el momento muy pocas cinasas y fosfatasas 

se han relacionado a las vías de señalización por azúcares a excepción de la 

hexocinasa y las proteínas SnRKs, quienes podrían conformar una red regulatoria 

responsable de controlar la fosforilación de otras proteínas en respuesta a azúcares. 

Aunque por el momento no hay evidencias en este respecto, no se descarta que otros 

tipos de modificaciones covalentes modulen la función y/o actividad de las proteínas 

durante la señalización por azúcares. Estudios futuros darán más luz acerca del 

impacto de estos tipos de mecanismos de regulación post-traduccional dentro de las 

vías de señalización por azúcares en plantas.  
 

 

4. Antecedentes directos del proyecto  
 

En nuestro laboratorio, la señalización en respuesta a glucosa ha sido estudiada 

principalmente a través del aislamiento de mutantes de A. thaliana con sensibilidad 

reducida a glucosa denominadas gin (insensibles a glucosa), las cuales fueron 

obtenidas por ser capaces de elongar su hipocotilo, expander sus cotiledones y 

enverdecer en un medio con 6% de glucosa (Figura 10). La caracterización detallada de 

dichas mutantes mediante análisis de complementación y estudios fisiológicos y 

moleculares constituye una excelente estrategia experimental para identificar 

componentes involucrados en esta compleja vía de regulación y obtener una visión 

integral de los mecanismos utilizados por las plantas para percibir y responder a 

glucosa (Tabla 7). 

 

 

 

 

 

Figura 10 - (a) Plántulas de tipo silvestre
crecida en 7%  de glucosa durante 3
días, (b) Plántulas insensibles a glucosa
con fenotipo gin crecidas en 7%  de
glucosa durante 3 días. 

(a) (b) 
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Entre las mutantes gin aisladas en el laboratorio, destaca aquella que codifica 

para la proteína GIN6/ABI4 que parece ser un punto de convergencia entre las 

respuestas a glucosa y a la hormona vegetal ABA (Arenas-Huertero et al. 2000). El 

análisis de las mutantes en el gen ABI4 (abi4, gin6, sun6, sis5 e isi3) sugiere que la 

proteína GIN6/ABI4 tiene una función importante en el desarrollo y morfogénesis 

temprana de la plántula y también en modular la expresión de genes implicados en 

fotosíntesis en respuesta a glucosa en Arabidopsis (Arenas-Huertero et al. 2000; Huijser 

et al. 2000; Laby et al. 2000; Rook et al. 2001). 
 
 

Tabla 7 – Mutantes insensibles a glucosa (gin) aisladas en Arabidopsis thaliana 
 

 

Mutante 
 

 

Alelos Gen Participa en... 
 

Referencias 
 

 

gin1 
 

aba2, isi4, sdr1, sis4 
 

Dehidrogenasa/reductasa 
de cadena corta citosolica 

 

Biosíntesis de ABA  
 

Zhou et al. 1998; Rook et al. 
2001; Cheng et al. 2002. 
 

 

gin2 
  

Hexocinasa1 
 

Vía de señalización por glucosa  
(función receptora) 
 

 

Moore et al. 2003. 

 

gin5 
 

aba3 
 

Sulfurasa del cofactor de 
molibdeno 

 

Biosíntesis de ABA 
 

Arenas-Huertero et al. 2000; 
Schwartz et al. 1997; Xiong et 
al. 2001. 
 

 

gin6 
 

abi4, isi3, sun6, sis5, 
asa1, san5 

 

Factor de transcripcion 
de la familia AP2/ERF 
(ABI4) 

Vías de señalización por 
glucosa y por ABA 
Germinación y desarrollo 
temprano de la plántula 
Señalización retrógrada 

 

Finkelstein et al. 1998; Arenas-
Huertero et al. 2000; Huijser et 
al. 2000; Laby et al. 2000; 
Quesada et al. 2000; Rook et al. 
2001; Koussevitzky et al. 2007; 
Mizoguchi et al. 2005. 
 

 

gin9 
  

Factor de transcripcion de 
la familia bZIP (ABI5) 

 

Vías de señalización por 
glucosa y por ABA 

 

Leon, P (comunicación 
personal) 
 

 
 
 
 

ABI4 es un gen único en el genoma de Arabidopsis thaliana, cuya mutación tiene 

un efecto pleiotrópico sobre el fenotipo de Arabidopsis. En la Tabla 8 se enlistan los 

diferentes alelos identificados para el gen ABI4 así como la localización de las 

mutaciones y los distintos fenotipos asociados a la mutación de dicho gen. También en 

la Tabla 8, resalta que la mutante abi4 puede continuar su desarrollo en presencia de 

altas concentraciones de azúcares, osmolitos, sales y ABA sugiriendo que la proteína 

ABI4 forma parte de un punto de control general de respuesta a éstres durante el 

desarrollo temprano de las plántulas (Finkelstein et al. 1998; Arenas-Huertero et al. 

2000; Huijser et al. 2000; Laby et al. 2000; Quesada et al. 2000; Rook et al. 2001; 

Mizoguchi et al. 2005; Penfield et al. 2006). Sin embargo, a pesar de los esfuerzos 

invertidos a la fecha para conocer detalladamente las funciones de este factor 

transcripcional, no se ha establecido claramente la función de ABI4 durante el 

desarrollo, ni en las vía de señalización en las que participa. 
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Tabla 8 – Alelos del gen ABI4.  
 

 

Alelos 
 

Mutación (*) Fenotipo 
 

Referencias 
 

 

gin6 
 

sun6  
 
 

sis5 
 
 
 
 
 

isi3 
 

abi4 

 

T-DNA a -2 kb                                 
   

G  A (stop; 80 aa)                       1 
T-DNA a -44 b                             
 

C  T (stop; 193 aa)                     II  
C  T (stop; 39 aa)                      III 
G  A (stop, 80 aa)                     IV 
G  A (GluLeu  en aa 69)         V 
 

EMS 
 

cambio de marco de lectura en 
residuo 157; genera proteína 
truncada de 240 aa (+)                  VI 
 

 

Insensibilidad a azucares  durante el 
establecimiento temprano de la plántula. 

 

Arenas-Huertero et al. 2000; 
Huijser et al. 2000; Laby et 
al. 2000; Rook et al. 2001. 
  

 

abi4 
 
 
 

 asa1 

 

ídem (+)                                         VI 
 
 
 

T-DNA a –2.1 kb                         
rearreglo en el final del exón y 
comienzo del UTR 3´                   VII 
 

 

Insensibilidad a ABA durante la 
germinación y el establecimiento 
temprano de la plántula. 

 

Finkelstein et al. 1998; 
Mizoguchi et al. 2005. 
 

 

sañ5 
 

EMS 
 

Tolerancia a estres salino y osmótico  
durante la germinación y el 
establecimiento temprano de la plántula. 
 

 

Quesada et al. 2000. 

 
abi4 

 
ídem (+)                                                                 VI 

 

Afecta movilización de lipidos de reserva 
en el embrión en respuesta a ABA 
durante la germinación. 
 

 

Penfield et al. 2006. 

 
abi4 

 
ídem (+)                                                                 VI 

 

Afecta expresión del gen fotosintético 
Lhcb en respuesta a glucosa. 
 

 

Koussevitzky et al. 2007. 

 
abi4 

 
ídem (+)                                                                 VI 

 

Afecta crecimiento de la raíz en 
respuesta a ABA , nitrato y trealosa. 
 

 

Signora et al. 2001. 

 
abi4 

 
ídem (+)                                                                VI 

 

Insensibilidad a trealosa para regular 
genes del metabolismo de almidón 
 

 

Ramon et al. 2007. 

 

(*) En esta columna se indica el tipo de mutación y su localización en las regiones regulatorias o región codificante de 
ABI4 según corresponda. Los números romanos a la derecha de la columna corresponden a la ubicación de tales 
mutaciones en la secuencia de la proteína ABI4 esquematizada en la Figura 11. 

 

 

4.1. El factor de transcripción ABI4: estructura proteica 
 

El gen ABI4 codifica para un factor de transcripción exclusivo de plantas 

perteneciente a la familia AP2/ERF (Finkelstein et al. 1998; Bossi 2002; Sakuma et al. 

2002). La proteína ABI4 consta de un dominio de unión al DNA tipo APETALA2 

(Finkelstein et al. 1998), un dominio de localización nuclear (León P, comunicación 

personal) y dominios asociados a la activación de la transcripción (Soderman et al. 
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2000) (Figura 11). Ortólogos del gen ABI4 de Arabidosis se identificaron en maíz y arroz 

(Niu et al. 2002; Yu et al. 2002), los cuales comparten con ABI4 una alta homología 

dentro del dominio de unión al DNA. 

 
 

Figura 11 – Esquema de los dominios estructurales de la proteína ABI4 (328 aa). Los 
números arábigos indican la posición del amino ácido que limita a cada uno de los 
dominios. El dominio N se solapa con los dominios D y AP2 por lo tanto, su localización 
precisa se indica en la llave marcada con un asterisco. Los números romanos señalan la 
localización de las mutaciones en el marco de lectura abierto del factor ABI4 descritas en 
la Tabla 8. D: secuencia PEST, asociada a degradación de proteínas; N: secuencia de 
localización nuclear; AP2: dominio de unión al DNA tipo APETALA 2; S: dominio rico en 
sitios de fosforilación; Q: dominio rico en glutaminas; P: dominio rico en prolinas; A: 
dominio rico en aminoácidos ácidos. La funcionalidad de la secuencia N de localización 
nuclear ha sido demostrada in vivo (León P, comunicación personal). La deleción de los 
dominios Q, P y A evita la transcripción de un reportero en levaduras, indicando que los 
dominios comprendidos entre las posiciones 157-327 forman parte del dominio activador 
de la transcripción (Soderman et al. 2000). Los dominios Q, P y A también podrían 
funcionar como dominios de interacción proteína-proteína, aunque esto no ha sido 
demostrado aún.   

 

 

 

El análisis in silico de la secuencia de aminoácidos de la proteína ABI4 indica 

que ésta presenta al menos otras dos secuencias de funcionalidad aún no demostrada. 

Estas son una región rica en serinas y treoninas probable blanco de proteínas cinasas 

(Finkelstein et al. 1998) y una secuencia con similitud a la secuencia PEST en la región 

amino terminal. Esta secuencia PEST en otros genes funciona como una señal que 

dirige a ciertas proteínas a degradación mediante la acción del proteosoma o de 

proteasas específicas (Rechsteiner y Rogers 1996). Por otro lado, la identificación de 

una decena de alelos de ABI4 con mutaciones en diferentes posiciones del gen apuntan 

a sitios importantes para el control de su regulación y actividad (Tabla 8; Finkelstein et 

al. 1998; Arenas-Huertero et al., 2000; Huijser et al. 2000; Laby et al. 2000; Quesada et 

al. 2000; Rook et al. 2001; Mizoguchi et al. 2005). Por ejemplo: la inserción de un T-

DNA 2 kb río arriba del ATG indica la presencia de elementos en cis importantes para 

controlar la transcripción (Arenas-Huertero et al. 2000); un cambio de glutamato a 
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leucina en la posición 69 del dominio AP2 sugiere que este amino ácido podría ser 

importante para el plegado correcto de la proteína o para la unión/reconocimiento del 

DNA (Figura 11; Laby et al. 2000). Si bien se han dedicado numerosos esfuerzos 

dirigidos a esclarecer la función de los diferentes dominios de ABI4, aún faltan muchos 

más estudios para caracterizar a la proteína ABI4 endógena. Por lo tanto, en este 

trabajo se pretende realizar experimentos encaminados a conocer la regulación y 

función de la proteína ABI4 durante la señalización por azúcares en Arabidopsis.   
 

4.2. El factor de transcripción ABI4: patrón de expresión de su promotor  
 

La expresión del gen ABI4 está íntimamente controlada durante las distintas 

etapas del desarrollo de Arabidopsis. El análisis del gen ABI4 y de su promotor indican 

que ABI4 se expresa durante la maduración de las semillas, la germinación y el 

desarrollo temprano de la plántula (Soderman et al. 2000; Bossi 2002; Arroyo et al. 

2003; Penfield et al. 2006). En plantas transgénicas portadoras del promotor de ABI4 

fusionado al gen reportero GUS y crecidas en 1% de sacarosa, se ha visto que el 

promotor de ABI4 se expresa en el embrión desde la etapa globular (Soderman et al. 

2000; Penfield et al. 2006). En el tejido vegetativo se ha visto expresión en el hipocotilo, 

cotiledones y ápice radicular de plántulas jóvenes con una actividad mayor en estadíos 

jóvenes que va disminuyendo gradualmente hasta desaparecer alrededor de los días 

10-15 después de la germinación (Bossi 2002; Arroyo et al. 2003). No hay expresión 

detectable del transgén pABI4::GUS en plantas adultas (Bossi 2002). Estos resultados 

sugieren que el promotor de ABI4 responde a una etapa particular del desarrollo.  

 Estudios iniciales indicaron que la abundancia del mensajero de ABI4 cambia en 

respuesta a azúcares (Arenas-Huertero et al. 2000). Por lo tanto, la regulación del gen 

ABI4 se evaluó en respuesta a glucosa utilizando las plantas transgénicas 

anteriormente mencionadas. El análisis de expresión del promotor de ABI4 en respuesta 

a glucosa indicó que las plantas crecidas en presencia de glucosa tienen aumentada la 

actividad del reportero GUS hasta 20 veces, demostrando que la glucosa aumenta los 

niveles de acumulación de ABI4 (Bossi 2002; Arroyo et al. 2003). En adición a la 

glucosa, la expresión del gen ABI4 puede ser modulada por una gran variedad de 

estímulos, entre los que se incluyen altas concentraciones de glucosa (Arroyo et al. 

2003), trehalosa (Ramón et al. 2007), fitohormonas (Bossi 2002; Arroyo et al. 2003), y 

osmolitos (Bossi 2002; Arroyo et al. 2003). 
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4.3. El papel del factor de transcripción ABI4 en la vía de señalización por 

azúcares en Arabidopsis thaliana 
 

 La función de la mayoría de los factores de transcripción es unirse a una 

secuencia específica del DNA sobre el promotor de su(s) gen(es) blanco(s) y modular 

así su transcripción. Por lo tanto, siendo ABI4 un factor de transcripción se predice que 

los efectos fenotípicos observados en mutantes abi4 dependen de cambios en la 

modulación de la expresión de diversos genes en Arabidopsis.  

 En 2002, se demostró que la proteína ABI4 de maíz es capaz de unirse a la 

secuencia CACCG (que se denominó caja tipo CE-1) (Niu et al. 2002). Esta secuencia 

está presente en el promotor del gen ABI4 y, por lo tanto, se propuso que ABI4 actuaba 

como un represor de su propia transcripción (Niu et al. 2002). Reportes más recientes 

en la literatura indicaron que ABI4 también se une de manera eficiente a los promotores 

de los genes fotosintéticos sobre otros dos elementos en cis asociados a la respuesta a 

azúcar: la caja S y el motivo CCAC (Acevedo-Hernandez et al. 2005; Koussevitzky et al. 

2007). La regulación de la expresión de los genes relacionados a fotosíntesis depende 

de la función represora de la transcripción del factor ABI4 en respuesta a altas 

concentraciones de azúcares (Acevedo-Hernandez et al. 2005). Por otro lado, en esta 

tesis se presentan datos que demuestran que ABI4 es un activador de su propia 

transcripción durante el desarrollo postgerminativo y en respuesta a las señales 

disparadas por glucosa, ABA y estrés osmótico en plántulas de A. thaliana (Bossi et al. 

2009); y que ABI4 funciona como activador de la transcripción del gen del metabolismo 

de almidón SBE2.2, que codifica para la enzima ramificadora de almidón, y del gen 

ABI5, que codifica para un factor de transcripción bZIP implicado en las respuestas a 

ABA y glucosa (Bossi et al. 2009). Por consiguiente, ABI4 parece funcionar como un 

regulador dual de la transcripción en respuesta a azúcares. Aún se desconoce el 

mecanismo por el cual ABI4 decide actuar como represor o como activador, sin 

embargo es probable que ésto dependa, al menos parcialmente, de la interacción de 

ABI4 con otras proteínas regulatorias sobre el DNA.  

 A pesar de los estudios realizados hasta este momento, aún no se ha 

establecido claramente el papel de ABI4 durante el desarrollo ni durante las respuestas 

a glucosa y estrés. Por ello resulta importante estudiar detalladamente el patrón de 

expresión de la proteína ABI4 en diferentes órganos y etapas del desarrollo de la planta 

así como la regulación de su expresión a diferentes niveles, e intentar identificar nuevos 



  52

genes blanco del factor ABI4. El conocimiento generado de tales estudios, 

indudablemente ayudará a comprender mejor el papel de este gen en la vía de 

transducción de señales activada por glucosa y, por consiguiente, del mecanismo 

molecular que regula una de las vías de señalización de glucosa para plantas 

superiores. 
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5. Objetivos 
 

 5.1. Objetivo general  
 

Caracterizar el papel de la proteína ABI4 en la vía de señalización por glucosa 

en Arabidopsis thaliana.  
 

 5.2. Objetivos específicos 
 

- Generar anticuerpos contra la proteína ABI4 de Arabidopsis thaliana para 

determinar su patrón de expresión en los distintos órganos y etapas del 

desarrollo, y en respuesta a glucosa. 

- Identificar posibles genes blancos del factor de transcripción ABI4. 

- Estudiar la interacción in vitro entre la proteína ABI4 y las regiones regulatorias 

de los genes blancos identificados. 

- Analizar el efecto de la interacción proteína/DNA sobre la transcripción de los 

genes blancos.  

- Determinar el impacto de la autoregulación transcripcional del gen ABI4 en 

plántulas de Arabidopsis durante la germinación, el establecimiento de la 

plántula y en respuesta a glucosa. 
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6. Metodología 
 

Los protocolos empleados para los ensayos EMSA, el análisis de expresión 
transitoria en protoplastos de Arabidopsis, el análisis de abundancia de mensajero por 
Northern blot y/o RT-PCR y los análisis histoquímicos y fluorimétricos de las plantas 
transgénicas pABI4::GUS están extensamente detallados en la sección Experimental 
Procedures de Bossi et al. (2009) en el Apéndice II, por lo tanto no se describen en esta 
sección.  

A continuación solamente se presenta la metodología empleada para la 
generación de los anticuerpos anti-ABI4, los análisis de western blot, la generación de 
plantas transgénicas sobre-expresoras del gen ABI4 y la deleción de la secuencia PEST 
de ABI4 por mutagénesis dirigida.   
 

- Clonación de la proteína recombinante GST-ABI4 

La región codificante completa del gen ABI4 fue amplificada por PCR con los 
siguientes primers: 5´-ATGGACCCTTTAGCTTCC-3´ y 5´-CTTGACCGACCTTAGGGATGC-
3´. El producto de PCR se incubó con T4-polimerasa para generar extremos romos y 
posteriormente se clonó en el sitio de restricción SmaI en el vector de expresión 
pGEX2T en la cepa XL1-blue de Escherichia coli. Este vector permite clonar a la 
proteína de interés adyacente a la proteína glutatión S- transferasa (GST) generando 
una proteína de fusión GST-ABI4. El inserto en pGEX2T fue secuenciado utilizando un 
primer interno de GST (5´ GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG 3´), lo que permitió 
corroborar que la secuencia clonada de ABI4 se encuentra en fase y además no 
presenta mutaciones debido al PCR.  
 

- Sobreexpresión y purificación de la proteína recombinante GST-ABI4 

Para sobre-expresar y purificar la proteína GST-ABI4 en Escherichia coli, se siguió 
el siguiente protocolo: 
1- Preparación de pre-inóculo: crecimiento de 1 colonia bacteriana en 2 ml de 

medio de cultivo LB líquido más 100mg/l de ampicilina durante toda la noche a 
37°C en agitación. 

2- Inocular el pre-inóculo en 250 ml medio LB líquido más 100mg/l de ampicilina. 
Incubar a 37°C en agitación aproximadamente durante 3.5h. Cuando el cultivo 
alcance una absorbancia igual a OD600nm=0.8, inducir con 0.6mM de IPTG 
durante 4h a 30°C. 

3- Recolectar las bacterias por centrifugación (10-15 minutos, 5000 rpm, 4°C). 
4- Resuspender la pastilla (bacterias) con 5 ml de PBS 1X frio más 10 microlitros 

de PMSF 100 mM. Añadir 0.1 volumen de lisozima (10 mg/ml en 25 mM Tris 
pH8) e incubar durante 1h en agitación a 4°C. 

5- Realizar un ciclo de congelación (30 minutos a -70°C) / descongelación antes de 
sonicar el lisado mediante pulsos de 25-30 segundos durante 10 minutos. 

6- Añadir 1% tritón (concentracion final), incubar en agitacion durante 30 minutos a 
4°C, y centrifugar el lisado (10 minutos,10000 rpm, 4°C). 

7- Transvasar el sobrenadante a un tubo nuevo y agregar la resina glutatión 
agarosa. Incubar 30 minutos en agitacion a 4°C. 

8- Dejar fluir el eluido a través de una columna y lavar la columna con 5 ml de PBS 
1X, 3 veces. 

9- Eluir con 500 l de glutatión reducido: dejar asentar el glutation 10 minutos en la 
columna a temperatura ambiente luego eluir. Recuperar 3 eluciones de 500 l 
cada una. 
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10- Correr la proteína GST-ABI4 recuperada en el paso anterior en un gel de 
poliacrilamida y electroeluir durante 1 hora a 3 watts.  

11- Finalmente, emplear a la proteína de fusión obtenida para generar anticuerpos 
policlonales en conejos. 

 

- Inmunización de un conejo con la proteína recombinate GST-ABI4 

Antes de comezar con las inmunizaciones se tomó suero preinmune de 4 conejos. 
Estos sueros se utilizaron como el anticuerpo primario para realizar ensayos de western 
blot de extractos totales de proteínas extraídas de bacterias y plantas. De los 4 conejos 
cuyo suero fue analizado, se procedió a la inmunización con GST-ABI4 de aquel conejo 
cuyo suero mostraba un fondo más limpio en la membrana de western blot. El 
procedimiento de inmunización constó de 7 inyecciones en total, cada una de las cuales 
contenía 50-100 microgramos de proteína recombinante GST-ABI4 según 
disponibilidad. La primera de las inyecciones contenía a la proteína GST-ABI4 obtenida 
por trituración de las bandas cortadas a partir de un gel de poliacrilamida y al 
coadjuvante completo de Freud. Las siguientes inyecciones incluyeron a la proteína 
GST-ABI4 electroeluída más al coadyuvante incompleto. Entre la primera y la segunda 
inyección transcurrió un mes; y entre cada una de las siguientes 6 inyecciones 
transcurrieron 3 semanas. Después de una semana de la tercera y de la quinta 
inmunización se tomó una muestra del suero y se evaluó su capacidad de detectar a 
ABI4 en extractos de plantas. Debido a que no fue posible detectar a la proteína ABI4 
en extractos proteicos obtenidos de plantas, se continuaron las inyecciones hasta 
completar 7 inmunizaciones. Una semana después de la séptima inmunización se 
recuperó todo el suero del conejo. 
 

- Material y condiciones de crecimiento 

Para todos los experimentos, las semillas desinfectadas se sembraron en 
condiciones de esterilidad en medio GM compuesto por sales Murashige y Skoog 1X 
(Gibco BRL, Grand Island, NY, USA), vitaminas B5 (Sigma Inc., St Louis, MO, USA), 
0.05% de MES, 1% de sacarosa (u otra fuente de carbono) y 0.7% de fitoagar. Para 
romper dormancia y sincronizar la germinación las semillas se incubaron 3 días a 4°C 
antes de transferirse a 22°C con un fotoperíodo estándar de 16 horas de luz (120 µM m2 

sec-1) y 8 horas de oscuridad donde se mantuvieron por el tiempo indicado en cada 
experimento.  

Para los análisis de western blot se emplearon semillas y plantas de tipo silvestre de 
Arabidopsis thaliana del ecotipo Columbia-0 (Col-0), de tres alelos mutantes de abi4 y 
de 10 líneas transgénicas independientes que sobre expresan el gen ABI4 (35S::ABI4-
HA). Las líneas mutantes homócigas en abi4 empleadas corresponden a la mutante 
abi4 original (Finkelstein et al., 1998) y a dos líneas independientes, líneas 19.9 y 4.4, 
generadas por mutagénesis mediante rayos . Todos los alelos abi4 mutantes están en 
el ecotipo Col-0. Las semillas de Col-0 y abi4 se obtuvieron del Arabidopsis Biological 
Resource Center (ABRC), las líneas 19.9 y 4.4 fueron provistas por Eiji Nambara 
(RIKEN Plant Science Center, Japón) y las líneas 35S::ABI4::HA se generaron de la 
siguiente manera. Para obtener las las línas transgénicas 35S::ABI4::HA se 
transformaron plantas Col-0 con el vector binario pART27 (Gleave 1992), el cual porta el 
gen ABI4 completo adjacente a la secuencia que codifica para el epítope hemaglutinina 
A (HA) y bajo la regulacion del promotor constitutivo viral 35S. Las plantas transgénicas 
sobreexpresoras de ABI4 se seleccionaron en 50 g/ml de kanamicina.  

Los análisis por western blot se hicieron a partir de extractos crudos de proteínas 
obtenidos de semillas secas y embebidas; y de plántulas Col-0, mutantes abi4 y líneas 
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sobre expresoras crecidas en medio GM  y en medio suplementado con 7% de glucosa, 
7% de manitol, 1M de ABA o 5M de ABA.  

Las líneas abi4 x pABI4::GUS se obtuvieron a partir de la cruza entre plantas abi4 y 
2 líneas transgénicas independientes (pABI4::GUS 1D y pABI4::GUS 4A) portadoras del 
gen reportero GUS bajo la regulación de la región 5´ reguladora de ABI4 (3kb). Tanto la 
mutante abi4 como las transgénicas están en el ecotipo Col-0. Las líneas transgénicas 
fueron provistas por la Dra. Ruth Finkelstein (Universidad de California, Santa Bárbara, 
USA). Las cruzas se seleccionaron por su insensibilidad a 7% de glucosa y 50 g/ml de 
kanamicina. Los análisis de inducción se realizaron empleando medios GM adicionados 
con 1% de sacarosa, 4% y 7% glucosa, 4% y 7% manitol, 100nM de ABA, y 
combinaciones de glucosa-ABA y manitol-ABA según se indica en Bossi et al, 2009. 

Las líneas abi4 x pCLA1::GUS se obtuvieron a partir de la cruza entre plantas abi4 y 
2 líneas transgénicas independientes portadoras del gen reportero GUS bajo la 
regulación de la región 5´ reguladora de CLA1 (1524pb). Tanto la mutante abi4 como 
las transgénicas pCLA1::GUS están en el ecotipo Col-0. Las líneas transgénicas 
pCLA1::GUS fueron generadas en el laboratorio (Estévez et al. 2000). Las cruzas se 
seleccionaron por su insensibilidad a 7% de glucosa y 50 g/ml de kanamicina. Las 
líneas de deleción del promotor de CLA1 analizadas por Northern blot también fueron 
generadas en el laboratorio (Romero-Guido et al. 2001). Los análisis de inducción se 
realizaron empleando medios GM adicionados con 1% de sacarosa, 5% o 7% glucosa y 
5% o 7% manitol.  
 

- Detección de la proteína ABI4 por Western blot 

La detección de la proteína recombinante ABI4-GST en extractos bacterianos se 
realizó utilizando lisados crudos completos de E. coli, los cuales se extrajeron con 
Laemmli 2x (4% de SDS, 20% de glicerol, 10% de -mercaptoetanol, 0.004% de azul de 
bromofenol y 0.125M de Tris HCl pH6.8). Las proteínas se corrieron en geles de SDS-
poliacrilamida al 10% y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa durante 1h, en 
agitación constante a 4°C. La eficiencia de la transferencia se verificó por tinción con 
Ponceau S (0.1% de Ponceau S, 1% de ácido acético glacial). La membrana se bloqueó 
con 5% de leche en PBS 1X (137mM de NaCl, 2.7mM de KCl, 4.3mM de Na2HPO4, 
1.47mM de KH2PO4) más 0.1% Tween durante toda la noche a 4°C. Como primer 
anticuerpo se utilizó el anti-ABI4 generado (1:1000-1:2000) o el anti-GST (1:1000; 
Zymed, South San Francisco, USA) según se indique. La membrana se incubó con el 
primer anticuerpo en PBS 1X durante 1 a 2h y con el segundo anticuerpo durante 30 
minutos. La membrana se reveló con el kit de revelado para fosfatasa alcalina (Zymed, 
South San Francisco, USA).  

Los extractos crudos de proteínas se aislaron a partir de semillas embebidas y 
secas con el siguiente buffer: Tris pH8 20mM, NaCl 20mM, inhibidor de proteasas; y de 
plántulas crecidas en los diferentes medios de crecimiento empleando como buffer de 
extracción Laemmli 1X (2% de SDS, 10% de glicerol, 5% de -mercaptoetanol, 0.002% 
de azul de bromofenol, 0.125 M de Tris HCl pH6.8). Los extractos crudos se corrieron 
en un gel SDS-poliacrilamida 8-10%. Las proteínas se transfirieron a una membrana de 
nitrocelulosa durante 1h, en agitación constante a 4°C. La eficiencia de la transferencia 
se verificó con Ponceau S. La membrana se bloqueó con 5% leche en PBS 1X más 
0.1% Tween durante toda la noche en agitación a 4°C. Como primer anticuerpo se 
utilizó el anti-ABI4 o el anti-HA Y-11 (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, USA). 
Las condiciones del western blot son similares a las del párrafo anterior.  
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- Purificación del anticuerpo anti-ABI4 

El anti-ABI4 generado en el laboratorio se purificó por afinidad (Lillie y Brown 1987). 
Para ello se corrió un gel con cantidades elevadas de la proteína ABI4-GST purificada, 
el cual se transfirió luego a una membrana de nitrocelulosa. La membrana se bloqueó 
con leche e incubó con el anti-ABI4 como en un Western blot típico. Finalmente, la 
membrana se lavó y el anti-ABI4 se recuperó a partir de la membrana con una solución 
de 0.2M de glicina pH2.7. La solución de glicina que contenía al anicuerpo anti-ABI4 se 
neutralizó con Tris pH8.  

 
- Clonación del gen ABI4::HA en vector binario pART27 

La clonación de ABI4::HA se realizó en dos etapas.  
Etapa 1: el gen ABI4 completo se amplificó por PCR con los siguientes primers 5´-

GGGCCATGGACCCTTTAGCTTC-3´ y 5´-CCCACCATGGGATCAATAAAAT-3´. El producto 
del PCR se clonó en el vector TOPO (Invitrogen, Carlsbard, USA). Posteriormente, el 
gen ABI4 se subclonó en el sitio NcoI en el vector pPILY (Ferrando et al. 2000). El 
vector pPILY permite clonar el gen de interés entre el promotor 35S y el epítope HA.   

Etapa 2: La contrucción 35S::ABI4::HA contenida en el vector pPILY se subclonó en 
el sitio de restricción Not1 en el vector pART27 (Gleave 1992) en E. coli. El vector 
pART27 se transfirió a Agrobacterium tumefasciens a traves de cruza triparental. Las 
clonas positivas se seleccionaron con 100 g/ml de spectinomicina, y se emplearon 
para transformar botones florales de Arabidopsis thaliana por infiltración.  
 
- Deleción de la secuencia PEST de ABI4 por mutagénesis dirigida 

La deleción de la secuencia PEST (HNNPQSDSTTDSSTSSAQ) de la proteína ABI4 se 
realizó a través de mutagénesis por PCR. Primero se amplificó por PCR un fragmento 
de 903pb del gen ABI4 empleando los oligos 5´-AACCATCTGGAAGATAATAACCAAACC 
CTAACCCGCAAACGCAAAGGCAAA-3´ y 5´-CCCACCATGGGATCAATAAAAT-3´. Para 
favorecer el éxito de la reacción de amplificación se realizaron 5 ciclos con una 
temperatura de annealing de 35°C y 20 ciclos con una temperatura de 55°C. El producto 
obtenido de esta reacción de PCR se purificó y unos 500 ng del fragmento purificado se 
emplearon como templado para una segunda reacción de amplificación con los 
siguientes primers 5´-GGGCCATGGACCCTTTAGCTTCCCAACATCAACACAACCATCTGG 
AAGAT-3´ y 5´-CCCACCATGGGATCAATAAAAT-3´. Igual que en la reacción de PCR 
anterior, la temperatura de annealing para los primeros 5 ciclos fue de 45°C y para los 
siguientes 20 ciclos de 55°C. Así, se obtuvo un fragmento de 933pb de ABI4 que carece 
de la secuencia PEST, el cual se clonó en TOPO, y posteriormente en el vector HBT-
GFP (Chiu et al. 1996). Así se generó un vector para expresar transitoriamente en 
protoplastos a la proteína recombinante ABI4-GFP, la cual puede ser detactada al 
microscopio gracias a la fluorescencia emitida por la proteína verde fluorescente GFP.  
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7. Resultados  
 

7.1. ABI4 y la señalización por azúcares en plantas 
 

La proteína ABI4 se reporta repetitivamente como un elemento esencial de la vía de 

señalización por glucosa en Arabidopsis thaliana (Arenas-Huertero et al. 2000; Huijser 

et al. 2000; Laby et al. 2000; Rook et al. 2001), sin embargo aún se desconocen tanto 

su regulación como su función durante la señalización por azúcares en plantas. Para 

tratar de comprender la función de la proteína ABI4 se trazaron dos grandes objetivos 

durante el desarrollo de esta tesis. Por un lado se planteó estudiar el patrón de 

expresión y la regulación de la proteína ABI4 endógena; y por otro lado se propuso 

tratar de entender su función como factor de transcripción responsable de la modulación 

de la expresión de genes blancos durante la respuesta a glucosa. Siguiendo con esta 

estructura de dos objetivos generales con sus respectivos objetivos específicos, los 

resultados serán presentados en secciones independientes. Las dos primeras 

secciones “7.1.1. Detección de la proteína ABI4 endógena: la historia inconclusa” y 

“7.1.2. La bioinformática al servicio de ABI4 – parte 1” contienen los resultados sobre los 

estudios de la proteína endógena y sus desafíos. Las siguientes secciones comprenden 

“7.1.3. La identificación de los blancos directos del factor de transcripción ABI4: los 

genes ABI4, ABI5 y SBE2.2” y “7.1.4. El factor ABI4 actúa como un regulador positivo 

de la transcripción de los genes ABI4, ABI5 y SBE2.2” (donde se presenta un breve 

resumen de los resultados más relevantes publicados en The Plant Journal por Bossi et 

al. 2009, Apéndice I de esta tesis), y las secciones “7.1.5. El caso DXS1: blanco 

indirecto de ABI4 en respuesta a glucosa?” y “7.1.6. La bioinformática al servicio de 

ABI4 – parte 2”. Las tablas y figuras suplementarias de la sección 7.1.6. encuentran 

detalladas en el Apéndice II. Finalmente, en el Apéndice III se incluyen los resultados de 

varios análisis exploratorios realizados durante esta tesis que por limitaciones de tiempo 

no se continuaron.  
  

7.1.1. Detección de la proteína ABI4 endógena: la historia inconclusa 
 

El análisis del transcrito del gen ABI4 ha sido muy extenso (Soderman et al. 

2000; Bossi 2002; Arroyo et al. 2003; Penfield et al. 2006; Bossi et al. 2009) mientras 

que los reportes relacionados a la proteína ABI4 son escasos y limitados (Soderman et 

al. 2000). Con el objeto de realizar estudios sobre la proteína ABI4 endógena se decidió 

generar anticuerpos policlonales mediante el uso de la proteína recombinante GST-
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ABI4 que contiene la secuencia de amino ácidos completa de ABI4. La sobre expresión 

de la proteína recombinante se purificó según el protocolo detallado en la sección 6 de 

esta tesis (Figura 12a y 12b). La proteína específica se extrajo por electro-elución 

(Figura 12c, carriles 3 y 4).  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los anticuerpos se utilizaron para realizar análisis de proteína tipo western blot 

en extractos proteicos de semillas y plántulas donde sabíamos que la expresión del 

mensajero de ABI4 es elevada (Soderman et al. 2000; Bossi 2002; Arroyo et al. 2003). 

Dado que los primeros análisis realizados con el anticuerpo resultaron negativos (Figura 

13) y considerando que el factor ABI4 podría encontrarse en niveles muy limitados en 

las células se cargaron cantidades elevadas de proteínas totales. Sin embargo, con 

estas condiciones se obtuvieron fondos muy altos, haciendo muy difícil encontrar una 

banda específica asociada a ABI4 (Figura 13a tres últimos carriles, y datos no 

mostrados). Para resolver este problema se decidió inmunopurificar por afinidad el 

anticuerpo. Empleando el anticuerpo purificado tampoco se detectó ninguna banda que 

pudiera corresponder a ABI4 en extractos crudos de proteínas totales de semillas ni de 

plántulas de Arabidopsis (Figura 13c y datos no mostrados). En base a estos resultados 

* 

* 

Figura 12 - Sobre-expresión y purificación de proteína
recombinante GST-ABI4 en E. coli. 
a) Gel de proteínas teñido con colorante coomasie. Los
carriles 2 (tiempo 0) y 3 (4hs con IPTG) corresponden a 
la inducción de la expresión de GST-ABI4 con 0.6mM 
de IPTG durante 4hs a 30°C. Los carriles 3 a 13
documentan los distintos pasos de la purificación de la
proteína recombinante. El carril 3 corresponde al lisado
crudo total, el 4 al sobrenadante, el 5 al pellet, el 6 al 
eluído luego de pasar por la columna de glutatión
agarosa, los carriles 8, 9 y 10 indican lavados de la
columna con PBS 1X, y los carriles 11, 12 y 13 son tres
muestras independientes de proteína pura eluída con
glutatión reducido. La banda que corresponde a la
proteína GST-ABI4 se indica con un asterisco. 
b) Western blot del gel en a) con anticuerpo comercial
anti-GST. La banda que corresponde a la proteína
GST-ABI4 se indica con un asterisco. 
c) Curva de electroelusión obtenida en el
espectofotómetro a partir del escaneado de la
absorbancia a distintas longitudes de onda de la muetra
electroeluída. El pico observado a 280mm indica la
presencia de proteína. El cálculo de la concentración de
proteína según los valores de absorbancia determina 
que la concentración de proteína en la muestra es
0.5625 g/l. La concentración estimada por fórmula se
validó con un gel de proteínas teñido con coomasie, el
cual se muestra en la esquina derecha superior del
gráfico. Los carriles 1 y 2 corresponden
respectivamente a 2.5 g y 5 g de BSA, y los carriles 3
y 4 corresponden a 5 l y 10 l de GST-ABI4 purificada. 
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negativos no era posible determinar si la falta de señal se debía a que estamos 

buscando la proteína en las condiciones inadecuadas, o si era un problema de 

sensibilidad del anticuerpo.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para analizar la sensibilidad del anticuerpo se corrió un gel con cantidades 

conocidas de la proteína GST-ABI4 purificada de bacteria (desde 125ng hasta 0.015ng), 

y se realizó un western blot usando el anticuerpo anti-ABI4 generado. Los resultados 

indicaron que el anticuerpo contra ABI4 es capaz de detectar hasta 0.07ng de proteína 

(1x109 moléculas de GST-ABI4) (Figura 14). Una proteína altamente expresada 

constituye aproximadamente el 1% de proteína total en una célula, y 0.07ng de proteína 

Figura 13 - Detección de ABI4 en extractos proteicos totales
de semillas y plántulas de Arabidopsis. 
a) Western blot con anticuerpo casero anti-ABI4. El primer
carril (de izquierda a derecha) es el marcador de peso
molecular (M). Los siguientes 5 carriles desde 0h a GST
corresponden a extractos que sobreexpresan GST-ABI4 en
bacterias (0h: sin IPTG; 4h: sin IPTG durante 4h; 4h: con
IPTG durante 4h; ABI4: proteína recombinante GST-ABI4
pura; GST: proteína GST pura. Los últimos 3 carriles de
este western corresponden a extractos proteicos de
plántulas Columbia (-: sin glucosa; +: con 7% glucosa) y
plántulas abi4 (+: con 7% glucosa). La banda
correspondiente a la proteína GST-ABI4 se indica con un
asterisco. Las flechas indican bandas inespecíficas. 
b) Western blot de extractos completos de proteínas
obtenidas de semillas secas. M: marcador de peso
molecular; Col: proteínas totales de semillas de Columbia;
abi4: proteínas totales de semillas abi4; 19: proteínas
totales de semillas de la línea de deleción 19.9 (deleción
completa del gen ABI4); 4: proteínas totales de semillas de
la línea de deleción 4.4 (deleción completa del gen ABI4).
Las flechas indican bandas inespecíficas. 
c) Western blot con anticuerpo anti-ABI4 purificado por
afinidad. M: marcador de peso molecular; +: GST-ABI4 pura
(control positivo); Col: extracto proteico total de semillas de
Columbia; 19: extracto proteico total de semillas de la línea
mutante 19.9; SE: extracto proteico total de semillas de una
línea que sobre expresa al gen ABI4.  

Figura 14 -  Análisis de la sensibilidad
del anticuerpo anti-ABI4 a través de un
western blot de cantidades conocidas
de la proteína recombinante GST-ABI4,
las cuales oscilan desde 125ng a
0.015ng, según se indican sobre cada
carril en ambos paneles. 

 
NOTA: El anticuerpo (título 1:2000)
detecta la banda correspondiente a
GST-ABI4 desde 125ng hasta 0.07ng,
indicado que la sensibilidad del
anticuerpo es bastante decente. Sin
embargo, debido al fondo que genera el
anticuerpo anti-ABI4 en geles que
contienen cantidades altas de extracto
proteico, es poco probable que una
banda de tinción tan débil como la
observada con 0.07ng de proteína sea
fácilmente visible en un western de
proteínas totales de Arabidopsis. 

*  
 

 
 

  
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es el 0.00035% y 0.00014% de 20 y 50 g de proteína, respectivamente, que es la 

cantidad de proteína total que se cargó en los geles. En base a ésto se concluyó que el 

anticuerpo no tenía una mala sensibilidad, por lo tanto la falta de detección de ABI4 

podría deberse a la baja cantidad de proteína ABI4 en los extractos utilizados. 

La falta de detección de la proteína ABI4 en los ensayos realizados fue un 

resultado inesperado, el cual nos inspiró a desarrollar estrategias alternativas con el 

objetivo de tratar de detectar dicha proteína en Arabidopsis thaliana. Entre las 

estrategias empleadas, destaca la generación de plantas transgénicas sobre expresoras 

del gen ABI4, la cual se detalla a continuación.  

Teniendo en cuenta que la abundancia de muchos factores de transcripción es 

baja, se generaron plantas transgénicas sobre expresoras de ABI4. De esta manera se 

esperaba contar con una herramienta adecuada que nos permitiera detectar a la 

proteína ABI4 in planta y llevar a cabo los estudios de caracterización bioquímica y 

funcional del factor de transcripción ABI4. Para obtener las plantas transgénicas sobre 

expresoras de ABI4 a partir de un promotor fuerte y constitutivo (35S), se transformaron 

plantas de tipo silvestre con una construcción que porta al gen ABI4 adyacente a la 

secuencia que codifica para el epitope de hemaglutinina A (HA; Figura 15a). Este 

epítope, adicionado al extremo carboxilo terminal de ABI4, nos permitiría detectar a la 

proteína ABI4 con un anticuerpo comercial anti-HA, además de con el anticuerpo anti-

ABI4 generado en el laboratorio. Se analizaron unas 10 líneas transgénicas 

independientes, a las cuales se les corroboró que tenían el transgén y que en ellas 

efectivamente se sobre expresa el transcrito de ABI4 (Figura 15b). A partir de estas 

plantas se obtuvieron extractos de proteínas totales de semillas y de plántulas crecidas 

en medios con alta concentración de glucosa, manitol y ABA; y se realizaron ensayos 

de tipo western blot.  

Para nuestra sorpresa en ninguno de las líneas transgénicas se detectó una 

banda que pudiese corresponder a ABI4 ni con el anticuerpo anti-ABI4 (Figura 15c y 

datos no mostrados), ni con el anticuerpo comercial anti-HA (Figura 15d y datos no 

mostrados). A partir de estos resultados resulta lógico especular que los niveles de la 

proteína ABI4 son sumamente bajos y que dichos niveles parecen estar estrictamente 

regulados por lo que a pesar de que se tenga una cantidad importante de mensajero, 

este no se refleja en la cantidad de proteína. Este dato apoya la existencia de 

mecanismos post-transcripcionales que regulan la acumulación de la proteína ABI4 de 
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manera estricta ya sea a nivel de traducción o de estabilidad de la proteína ABI4. Por lo 

tanto, se realizaron experimentos encaminados a analizar este aspecto. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En el laboratorio se realizaron estudios dirigidos a determinar si el mensajero de 

ABI4 se regula de manera post-transcripcional. Primero se exploró la hipótesis de que la 

traducción del mensajero de ABI4 estuviera regulada. Para ello se analizó la presencia 

del mRNA de ABI4 en las fracciones polisomales en plántulas de Arabidopsis crecidas 

en condiciones normales y en respuesta a glucosa. Los resultados de este análisis 

demostraron que el transcrito de ABI4 se carga bien a polisomas, sugiriendo que al 

menos el inicio de la traducción no está regulado en condiciones normales ni en 

respuesta a glucosa (Patricia Dupre, comunicación personal). Adicionalmente, se 

demostró que ABI4 es capaz de traducirse en un sistema de transcripción/traducción in 

vitro. La figura 16 muestra que el gen completo de ABI4 clonado en un vector de 

expresión bajo la dirección del promotor T7 se traduce bien in vitro. Los resultados 

obtenidos a partir del análisis de cargado a polisomas y de la transcripción/traducción in 

Figura 15 - Generación de plantas transgénicas de
Arabidopsis que sobreexpresan la proteína
recombinante ABI4-HA de manera constitutiva. 
a) Esquema de la construcción ABI4::HA empleada
para transformar plantas de Arabidopsis. 
b) Análisis de expresión del transcrito de ABI4 por
northern blot en plántulas de tipo silvestre (Col), en
distintas líneas sobreexpresoras independientes
(SE1, SE3, SE4, SE5, SE6, SE7 y SE8), en la
mutante (abi4), y en dos líneas complementadas (C2
y C10). Todas las plántulas fueron crecidas en medio
GM durante 7-10 días, y en cada carril se cargó 10
g de mRNA total. 
c) Detección de proteína ABI4-HA por western blot en
semillas y plántulas utilizando el anticuerpo anti-ABI4.
M: marcador de peso molecular; Ss: semilla seca; Se:
semilla embebida; glc: glucosa; Col: Columbia; SE4:
línea sobreexpresora ABI4-HA número 4; abi4:
mutante abi4. En todos los carriles se cargaron 20 g
de proteína total. Las fechas indican la presencia de
bandas inespecíficas. 
d) Detección de proteína ABI4-HA por western blot en
plántulas de la línea complementada 10 crecidas en
7% de glucosa utilizando el anticuerpo comercial anti-
HA. M: marcador de peso molecular; +: control
positivo (proteína MAPK-HA); V: plántulas de la línea
complementada C10 crecidas en 7% de glucosa que
presentan un fenotipo verde; B: plántulas de la línea
complementada C10 crecidas en 7% de glucosa que
presentan un fenotipo blanco de arresto. En todos los
carriles se cargaron 50 g de proteína total. Las
fechas indican la presencia de bandas inespecíficas. 

 
 

  
 
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vitro de ABI4 sugirieron que la traducción del mRNA de ABI4 no parece ser el factor 

limitante en la acumulación de la proteína ABI4. Por lo tanto, se decidió realizar estudios 

preliminares encaminados a dilucidar si los niveles de la proteína ABI4 están regulados 

post-traduccionalmente en Arabidopsis.  

 

 

 

 

 

 

Con el objetivo de explorar si la estabilidad de la proteína ABI4 pudiera estar 

regulada a través de la degradación mediada por proteosoma, se realizó un análisis 

preliminar de tipo western blot en extractos de plantas tratadas con el inhibidor del 

proteosoma MG132. Los resultados de este ensayo indicaron que la acumulación de 

ABI4 no parecía afectarse de manera clara en la presencia del inhibidor de manera tal 

que fuera posible detectarla (Figura 17a). Por lo tanto, la proteína ABI4 no parece estar 

sujeta a degradación por proteosoma por lo menos en las condiciones analizadas. Sin 

embargo, este análisis preliminar debería de ser corroborado con un control del 

tratamiento. Interesantemente, el resultado de la Figura 17a coincide con el dato 

publicado en eFP browser para ABI4 (Figura 17b ; Winter et al. 2007), el cual indica que 

el inhibidor del proteosoma MG132 no afecta la expresión del gen ABI4 en plántulas de 

Arabidopsis (http://affymetrix.arabidopsis.info/narrays/experimentpage.pl?experimentid 

=190). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17 - Se regula ABI4 a nivel post-traduccional? 
a) Western blot de extractos de proteínas totales de plántulas SE4 (línea sobreexpresora de
ABI4::HA número 4) y Col (Columbia) tratadas con el inhibidor del proteosoma MG132 y crecidas en 
medio sin (-) y con (+) glucosa. El western blot se realizó con el anticuerpo anti-ABI4. Las fechas 
indican bandas inespecíficas. 
b) Esquema representativo (generado por eFP browser) del efecto del inhibidor del proteosoma 
MG132 sobre la expresión del gen ABI4 en plántulas de Arabidopsis thaliana de 7 días. Los niveles 
de expresión y su correspondiente desviación estandar se indican según NASCARRAYS 190. 

  21.55 +/- 2.79                                   18.35 +/- 5.2 

Inhibidor del proteosoma (MG132) 

a b 

 

 

 

Figura 16 - Transcripción/Traducción in vitro en un sistema de
gérmen de trigo. En la figura se muestra una radiografía del gel en
el cual se corrieron los productos de la transcripción/traducción in
vitro. 
M: marcador; LUC: transcripción/traducción del gen Luciferasa
(control positivo); ABI4: transcripción/traducción del gen ABI4, la
banda discreta que se observa en este carril corresponde a la
proteína ABI4. 
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 Si bien los ensayos realizados con el inhibidor de proteosoma MG132 sugirieron 

que la proteína ABI4 no se regula por degradación mediada por esta vía, ésto no 

excluye que la acumulación de ABI4 esté controlada por otros mecanismos de 

regulación asociados a degradación de proteínas. De hecho, el análisis in silico de la 

secuencia de aminoácidos de ABI4 indicó que la región amino terminal de ABI4 

contiene una secuencia denominada PEST (prolina, acido glutámico, serina y treonina). 

Esta secuencia se ha implicado en degradación de proteínas tanto en animales como 

en plantas (Rechsteiner y Rogers 1996). En animales, la secuencia PEST actúa como 

una señal condicional (modulada por fosforilación) que indica cuales proteínas deben 

ser degradadas (Lin et al. 1996; Marchal et al. 1998). Las proteínas destinadas a 

proteólisis por la señal PEST son finalmente degradadas mediante la acción del 

proteosoma o de proteasas específicas como, por ejemplo calpaínas o caspasas 

(Gregory y Hann 2000; Bordone y Campbell 2002; Liu et al. 2004). Por otro lado, en 

plantas se ha demostrado que la secuencia PEST es importante para controlar la 

estabilidad del factor de transcripción BES1, el cual participa en la vía de señalización 

por brasinosteroides en Arabidopsis (Yin et al. 2002; Yin et al. 2005) (Tabla 9).  

 La presencia de la secuencia con homología a PEST en ABI4 sugiere que la 

estabilidad de esta proteína podría ser regulada por esta señal a través de alguno de los 

mecanismos mencionados (Figura 18). Con el objetivo de analizar si esta secuencia 

afecta de alguna manera la abundancia de la proteína ABI4 se realizó una construcción 

en la cual se deletó esta secuencia a través de mutagénesis dirigida. Análisis 

preliminares por expresión transitoria de la proteína recombinante ABI4PEST-GFP, la cual 

carece de la secuencia PEST de ABI4, indicaron que la ausencia de esta secuencia no 

aumenta los niveles de expresión de una proteína recombinante ABI4PEST-GFP en 

protoplastos de Arabidospis (León P., comunicación personal). Sin embargo, no es 

posible descartar aún un posible rol de la secuencia PEST para regular ABI4 durante 

etapas diferentes del desarrollo o en respuesta a glucosa, osmótico y/o ABA; o que la 

secuencia PEST actúe en conjuento con otras secuencias adicionales en la proteína 

para determinar la estabilidad de ABI4.     
  

 

Figura 18 - Esquema de la proteína ABI4
donde se resalta la secuencia PEST. Abajo
se indica la secuencia de aminoácidos del
PEST de ABI4, así como otras
características bioquímicas. 
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Tabla 9 - Comparación de las secuencias de la proteína ABI4 de distintas especies vegetales (At: 
Arabidopsis thaliana, Vv: Vitis vinifera, Pt: Populus trichocarpa), y de la proteína AtBES1 
asociada a la respuesta a brasinoesteroides en Arabidopsis. La funcionalidad de la secuencia 
PEST en BES1 ha sido demostrada experimentalmente (Yin et al. 2002; Yin et al. 2005). 

 

Proteína Secuencia PEST PESTfind 
score 

Fracción molar 
de PEDST 

Indice de 
hidrofobicidad 

Localización

AtABI4 HNNPQSDSTTDSSTSSAQR +13.48 48.33 26.21  N-terminal     
(aa 22-40) 

VvABI4 KPITTTTTTSNETNSSNSSSAT

AGATSCGGDNGSNGNSR 

+10.25 
  

49.72 34.19 N-terminal 
(aa 9-47) 

PtABI4 HPPQEPTTTTTK +16.90 
 

56.79 
 

28.68 N-terminal     
(aa 8-19) 

PtABI4 KSTDNNTTATTPTTATTSDTN

SNNNSSGNSR 

+15.23 53.64 28.55 N-terminal     
(aa 25-55) 

AtBES1 HAPATIPECDESDSSTVDSGH +11.57 54.81 37.15 C-terminal     
(aa 231-251) 

 
 
7.1.2. La bioinformática al servicio de ABI4 - parte 1. 

 

La función de ABI4 resulta altamente interesante durante las etapas tempranas 

del ciclo de vida de las plantas. Sin embargo, los esfuerzos invertidos hasta la fecha aún 

no han sido suficientes para entender y caracterizar bioquímicamente al factor de 

transcripción ABI4. En esta sección se detalla un análisis comparativo in silico muy 

básico entre las proteínas ABI4 aisladas de diferentes especies vegetales, que quizás 

sirva como trampolín para futuros estudios. 

En la Figura 19 y su correspondiente tabla de referencias (Tabla 10) se resaltan 

los sitios posibles de regulación postraduccional de la proteína ABI4 de Arabidopsis; y la 

comparación de la presencia de éstos en sitios en las proteínas ortólogas de ABI4 en 

otras especies vegetales tanto dicotiledóneas como monocotiledóneas. ABI4 tiene 

numerosos sitios potenciales de fosforilación sugiriendo que ABI4 podría estar 

altamente fosforilada en las células vegetales por diferentes cinasas. Otra modificación 

covalente postraduccional que destaca es la N-miristilación, aunque la mayoría de los 

sitios predichos para ABI4 de Arabidopsis no se conservan. De manera especial, en la 

Tabla 9 se muestran las secuencias PEST predichas para la proteína ABI4 de 

Arabidopsis thaliana, la de Vitis vinifera y la de Populus trichocarpa, sugiriendo que esta 

secuencia PEST está conservada entre las proteínas ortólogas en dicotiledóneas.  

Las modificaciones postraduccionales son responsables de modular la actividad, 

estabilidad y función de muchos factores de transcripción (Tootle y Rebay 2005; 
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Schutze et al. 2008). Una exploración más detallada y análisis experimentales 

preliminares permitirán descubrir si ABI4 está sujeto a control post-traduccional, de que 

tipo, y que impacto tendrán estas modificaciones covalentes sobre la función del factor 

de transcripción ABI4 durante el desarrollo y las vías de señalización en las que 

participa. 
 

 

 
CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment 
 
 
Vitis            MDCE-----DQDTKP----ITTTTTTSNETNSSNSSSATAGATSCGGDNGSN----GNSR 47 
Populus          MDNS-----SLSHPPQEPTTTTTKLSSNEKSTDNNTTATTPTTATTSDTNSNNNSSGNSR 55 
Arabidopsis      MDPL-----ASQHQH------NHLEDNNQTLTHNNPQSDSTTDSSTSS---------AQR 40 
Oriza            MDGEGGGLADLARAARAWHAPPPMEPSDDACTVAAPAAETAASSSGAGGGGG--GGRTKK 58 
Zea              -----------------------MEASNNES---APTAEAAAGSGPAGGEG-------RK 27 
                                           .::      . : : : :  ..           : 
 
Vitis            KCKGKGGPDNSKFKYRGVRQRSWGKWVAEIREPRKRTRKWLGTFATAEDAARAYDRAAII 107 
Populus          KCKGKGGPDNGKFRYRGVRQRSWGKWVAEIREPRKRTRKWLGTFATAEDAARAYDRAAFI 115 
Arabidopsis      KRKGKGGPDNSKFRYRGVRQRSWGKWVAEIREPRKRTRKWLGTFATAEDAARAYDRAAVY 100 
Oriza            KAAGKGGPENGKFRYRGVRQRSWGKWVAEIREPRKRSRKWLGTFATAEDAARAYDRAALL 118 
Zea              GKAPKGGPENGKFRYRGVRQRSWGKWVAEIREPRKRSRKWLGTFATAEDAARAYDRAALL 87 
                     ****:*.**:**********************:*********************.  
 
Vitis            LYGSRAQLNLQPSV-------SSASSSSRGSS--SSSSGTQTLRPLLPRPSGFG------ 152 
Populus          LYGSRAHLNLQPSG-------SSSSAQSGSTSRNSTSSSSQTLRPLLPRPPGFGCGFGFT 168 
Arabidopsis      LYGSRAQLNLTPSSP--SSVSSSSSSVSAASSPSTSSSSTQTLRPLLPRPAAATVGGG-- 156 
Oriza            LYGPRAHLNLTAPPPLPPPPPSSAAAAAASSSSAASSTSAPPLRPLLPRPPHLHPA---- 174 
Zea              LYGPRAHLNLTS------PPPPTLAAPRSHPHSSATSSAPPALRPLLPRPPLHQLS---- 137 
                 ***.**:*** .         .: ::    .   ::*:.. .********.          
 
Vitis            LTFSSPSATP---HTAGGYVPYGFSHGXDSSVLCGNVVQSQQQLVQ------QQHQLLYP 203 
Populus          FSLSNPMASPSVTAASSGFTPYGVNCYSNNVVGSALQCSSTNEMPG------QNHQQVML 222 
Arabidopsis      ANFG-PYGIP---FNNNIFLNGGTSMLCPSYGFFPQQQQQQNQMVQMGQFQHQQYQNLHS 212 
Oriza            -----FHHQP-----FHHHLLQPQPPPPPPPLYYAATASTSTVTTT---------TTAPP 215 
Zea              -----SDGAPAPDFHYHNQFQRRLLPQPTPTLYYANTATASTVTTS---------VPTR- 182 
                          *                                                   
 
Vitis            PSDMNVAADPITTAT---ITTYPNP-NHHHHHHHHHPYQQNCLYDEINSLVGSVGPSLSL 259 
Populus          QGYLIQHGANTTNPNNIFVSSSVDPSTTTSYQNHCHRLPQHHAYDDVNALGGSVGSSFSL 282 
Arabidopsis      NTNNNKISDIELTDVPVTNSTSFHHEVALGQEQGGSGCNNNSSMEDLNSLAGSVGSSLSI 272 
Oriza            PQLAAAAPAAVLVAAAVSSTAETQAVVATAPEDAASAAA---------AAAAEEEAAWGF 266 
Zea              ----VAVPQEPAIAPAVGSSTSLQEPQVGTPEEAR------------------GEAGWDY 220 
                                    ::  .       ..                      .. .  
 
Vitis            SSSTWGCTGAAGSGSLRRPWISVSVAVERRG--------------------------- 290 
Populus          SGSNTPPVVAPAGHLLQDPVMHIGPGSPSAW---NDEEYPP--PSIWDDEDPFLFDF- 334 
Arabidopsis      THP--PPLVDPVCSMGLDPGYMVGDGSSTIWPFGGEEEYSHNWGSIWDFIDPILGEFY 328 
Oriza            HGGDEEDYAAALLWSEPDP--WFDLFLK------------------------------ 292 
Zea              NGGEEEDYAAALLWDEPEPFFWFDVFLK------------------------------ 248 
                           .       *   .. 
 
Figura 19 - Comparación de las secuencias de aminoácidos de la proteína ABI4 y sus ortólogos. 
Las referencias de los motivos resaltados en colores se detallan en la tabla 10. La secuencia 
resaltada en amarillo corresponde al dominio de unión al DNA (AP2) de la proteína ABI4. 
 
 
Tabla 10 - Referencias asociadas a los sitios de modificación postraduccional predichos por los 
programas Motif Scan (http://myhits.isb-sib.ch/cgi-bin/motif_scan) y PESTfind 
(https://emb1.bcc.univie.ac.at/toolbox/pestfind/pestfind-analysis-webtool.htm).  
 

Motivo Función Conservación Localización 
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NQTL sitio de N-glicosilación  Parcial N-terminal 

PEST  degradación Conservado en dicotiledóneas (ver tabla 3) N-terminal 

STTD sitio de fosforilación de la proteína 
caseína cinasa II  

Nula N-terminal 

GGPDNS sitio de N-miristoilación  Perfecta entre Arabidopsis y Vitis. 
Alta entre Arabidopsis y Populus, y entre 
arroz y maiz 

N-terminal 

RKRT  sitio de fosforilación para las proteínas 
cinasas dependientes de AMP y 
cGMP 

Perfecta en dicotiledóneas. 
Alta entre dicotiledóneas y 
monocotiledóneas. 

Dominio AP2 

TRK sitio de fosforilación de la proteína 
cinasa C 

Perfecta en dicotiledóneas.  
Alta entre dicotiledóneas y 
monocotiledóneas. 

Dominio AP2 

GTFATA  sitio de N-miristoilación Perfecta (relevante?) Dominio AP2 

TAED  sitio de fosforilación de la proteína 
caseína cinasa II 

Perfecta (relevante?) Dominio AP2 

PS  sitio de fosforilación de MAPK  1 sitio de los 4 está perfectamente 
conservado en dicotiledóneas  

Dominio rico en 
Ser ** 

TLR   sitio de fosforilación de la proteína 
cinasa C 

Perfecta en dicotiledóneas. 
Alta entre dicotiledóneas y 
monocotiledóneas. 

Dominio rico en 
Ser 

PLLPRP desconocida Perfecta * Dominio rico en 
Ser 

GGGANF  sitio de N-miristoilación  Nula Dominio rico en 
Ser 

GIPFNN sitio de N-miristoilación  Nula, excepto Pro en posición 165 
(relevante?) 

Dominio rico en 
Ser 

SDIE  sitio de fosforilación de la proteína 
caseína cinasa II 

Nula C-terminal 

NSTS sitio de N-glicosilación Nula C-terminal 

GQEQGG sitio de N-miristoilación  Nula C-terminal 

GCNNNS  sitio de N-miristoilación  Nula C-terminal 

NNSS sitio de N-glicosilación Nula C-terminal 

GSVGSS  

 

sitio de N-miristoilación Perfecta en dicotiledóneas.  
Nula entre dicotiledóneas y 
monocotiledóneas. 

C-terminal 

GLDPGY   sitio de N-miristoilación Nula, excepto Pro en posición 289 
(relevante?) 

C-terminal 

SIWD  sitio de fosforilación de la proteína 
caseína cinasa II 

Perfecta entre Arabidopsis y Populus C-terminal 

SSME  sitio de fosforilación de la proteína 
caseína cinasa II 

Nula C-terminal 

 
* La secuencia PLLPRP no se asocia a ninguna funcion. Es más, PLLPRP parece estar sólo en ABI4 en Arabidopsis 
según el programa Patmatch; y en ABI4, en una proteina de levadura y en una de raton según el Prosite. ** En esta 
region hay muchas serinas conservadas o parcialmente conservadas (S) cuya relevancia se desconoce. 

 

Los resultados obtenidos a partir de todos los estudios dirigidos a caracterizar la 

proteína ABI4 endógena fueron de alguna manera inesperados y complicaron la 

realización de varios de los objetivos originalmente planteados para este proyecto.  
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7.1.3. La identificación de los blancos directos del factor de transcripción ABI4: 

los genes ABI4, ABI5 y SBE2.2   
 

Previo a este trabajo, se había reportado que la proteína ortóloga a ABI4 de 

maíz se unía in vitro a la secuencia CACCG (Niu et al. 2002). Esta secuencia está 

presente en la región promotora de ABI4 de maíz, lo que llevó a sugerir que la proteína 

ABI4 regula su propia transcripción (Niu et al. 2002). La secuencia CACCG también 

está presente en el promotor del gen ABI4 de Arabidopsis y en los promotores de varios 

genes regulados por ABA y glucosa, mostrando que el motivo CACCG es un elemento 

conservado en genes que responden a glucosa y sugiriendo que representa el posible 

sitio de unión al DNA de la proteína ABI4 (Niu et al. 2002).  

Con el objetivo de identificar posibles genes blanco de ABI4 implicados en la 

respuesta a glucosa en Arabidopsis se realizó un análisis in silico, el cual se llevó a 

cabo en dos fases. Durante la primera fase, se determinó un primer criterio de selección 

el cual consistió en identificar genes regulados en respuesta a glucosa en plántulas de 

tipo silvestre, cuya respuesta a glucosa estuviera desregulada en la mutante abi4. 

Debido a que en el momento en el cual se realizó esta búsqueda no existían datos de 

microarreglos, los genes candidatos se obtuvieron a partir de datos de análisis tipo 

northern y RT-PCR reportados en la literatura y/o realizados en el laboratorio. La lógica 

de este primer criterio de selección fue aislar genes cuya expresión en respuesta a 

glucosa dependiera directa e indirectamente de la presencia de la proteína ABI4. 

Siguiendo este criterio se seleccionaron varios genes candidatos posibles. Entre ellos 

se encuentran, el factor de transcripción ABI5 (Arroyo et al. 2003 y Figura 20a), los 

genes fotosintéticos que codifican para la proteína que une clorofila AB (CAB), la 

subunidad pequeña de rubisco (RBCS) y plastocianina (PC) (Arenas-Huertero et al. 

2000) y dos genes que codifican para proteínas del metabolismo de almidón (APL3 y 

SBE2.2) (Rook et al. 2001 y Figura 20b). Luego de obtener esta lista preliminar, los 

candidatos se filtraron según un segundo criterio, el cual fue buscar la caja CACCG 

perfecta en sus regiones regulatorias 5’, esperando discriminar entre los genes 

posiblemente regulados por ABI4 de manera directa y aquellos regulados 

indirectamente. Así, la lista se limitó a los siguientes candidatos: ABI5, APL3 y SBE2.2 

(Bossi et al. 2009); a los cuales se agregó el gen ABI4, que cumple con ambos criterios 

de selección y cuya autorregulación transcripcional fue propuesta por Niu et al 2002.  
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Un análisis más detallado de los promotores de los genes candidatos mostró que 

existen varios elementos CACCG en las regiones regulatorias 5´ de ABI4, ABI5, APL3 y 

SBE2.2 (Bossi et al. 2009). Niu et al 2002 hipotetizaron que debido al sitio donde se 

encuentra el elemento de unión a ABI4 (CACCG) en relación a la caja TATA y al inicio 

de la traducción (ATG), la proteína ABI4 debería tener un efecto negativo sobre su 

propia transcripción; y sugirieron que ABI4 actúa como un represor cuya unión sobre el 

DNA evita o compite con la formación del complejo de iniciación de la transcripción 

(Johnson 1995). Por lo tanto para corroborar esta hipótesis, las cajas más cercanas a la 

caja TATA y al ATG se sometieron a experimentación con el objetivo de determinar si 

realmente existe interacción in vitro entre la proteína ABI4 y las regiones promotoras de 

ABI4, ABI5, y SBE2.2 que incluyen el motivo CACCG (Figura 1 en Bossi et al. 2009, 

Apéndice I). La interacción in vivo entre el factor ABI4 y la región regulatoria 5´ del gen 

APL3 fue reportada (Rook et al 2006b) durante el transcurso de la parte experimental de 

esta tesis, por lo tanto su análisis detallado no se continuó. 

 El estudio de la interacción de la proteína ABI4 con sus blancos probables se 

inició con el análisis de la interacción entre ABI4 y la región promotora del gen ABI4. 

Habiendo establecido in silico la presencia de una caja CACCG en el promotor de ABI4 

y con el objeto de determinar si la proteína ABI4 de Arabidopsis se une directamente a 

su propio promotor, se realizaron ensayos de retardo de movilidad electroforética 

(EMSA) (Bossi et al. 2009, Apéndice I). Para estos ensayos se utilizó un fragmento de 

ABI4 de 152pb que incluye a la caja CACCG como sonda y a la proteína recombinante 

GST-ABI4 purificada (Figura 2 en Bossi et al. 2009, Apéndice I). Los resultados 

obtenidos de estos ensayos EMSA indicaron que la proteína GST-ABI4 es capaz de 
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unirse al promotor de ABI4, que la unión depende de ABI4 y no de GST, y que la 

interacción es específica (Figuras 2, S1a y S1b en Bossi et al. 2009, Apéndice I). La 

participación de la caja CACCG fue corroborada en detalle a través de mutagénesis 

dirigida a dicha secuencia (Figura 2b en Bossi et al. 2009, Apéndice I). La unión in vitro 

de la proteína ABI4 a su propio promotor, sugiere que ABI4 actúa como un regulador 

directo de su propia transcripción. Análisis similiares empleando fragmentos de las 

regiones regulatorias de los genes ABI5 y SBE2.2 demostraron que la proteína ABI4 

también se une directamente a las regiones regulatorias 5’ de ABI5 y SBE2.2, indicando 

que ambos genes son blancos directos de ABI4 (Figuras 3 y 4 en Bossi et al. 2009, 

Apéndice I).  

 Si bien el análisis de la interacción de la proteína ABI4 con el gen ABI4 fue 

directo y “simple”, el análisis de las interacciones ABI4-ABI5 y ABI4-SBE2.2 resultó más 

complejo (Bossi et al. 2009, Apéndice I). En el caso de ABI5, se localizaron 3 cajas tipo 

CE-1 presentes en su promotor (Figuras 1, 3 y S1c en Bossi et al. 2009, Apéndice I). 

Para determinar si estas tres cajas posibles de unión de ABI4 unen a dicho factor se 

hicieron ensayos de retardo con cada una ellas. Inesperadamente, nuestros resultados 

mostraron que sólo una de estas cajas (la que se orienta en sentido 5´- 3´) interacciona 

con el factor ABI4, indicando que la orientación juega algún papel esencial o que bases 

adicionales aún no identificadas son necesarias para que ABI4 reconozca y actúe sobre 

su sitio de unión (Figuras S1c y 3a en Bossi et al. 2009, Apéndice I). Curiosamente, la 

caja tipo CE-1 del gen ABI5 que interacciona con la proteína ABI4 in vitro se localiza en 

la región 5´UTR y no en el promotor del gen ABI5.  

 Para el caso de la interacción de ABI4 con SBE2.2, se observó que la mutación 

de la caja CACCG no abate completamente la interacción entre el DNA y la proteína 

ABI4 (Figuras 4b en Bossi et al. 2009, Apéndice I). Un análisis minucioso del 

oligonucleótido empleado para el ensayo EMSA mostró la presencia de otra caja tipo 

CE-1 en la secuencia del oligonucleótido (Figuras 4b en Bossi et al. 2009, Apéndice I). 

La mutación de este doble motivo tipo-CE-1 en tándem sobre el promotor de SBE2.2 

evitó la interacción de la proteína ABI4 con el DNA (Figuras 4b en Bossi et al. 2009, 

Apéndice I). Este resultado sugirió que ABI4 podría actuar como dímero, o que podría 

unirse a cualquiera de estas dos secuencias alternativamente para realizar su función. 

Aunque la intensidad de ambas bandas sugiere una predilección hacia la unión con una 

de las cajas (Figura 4b en Bossi et al. 2009, Apéndice I). 
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 Durante la realización de la parte experimental de esta tesis, se publicaron dos 

reportes de nuevos elementos en cis de unión a ABI4: la caja S (Acevedo-Hernandez et 

al. 2005) y el motivo CCAC (Koussevitzky et al. 2007). Interesantemente, la caja 

CACCG del promotor de ABI5 que une ABI4 se sobrelapa con un motivo CCAC (Figura 

3b en Bossi et al. 2009, Apéndice I), responsable de la unión de ABI4 al promotor del 

gen Lcbh (Koussevitzky et al. 2007). Por lo tanto para analizar este aspecto, en este 

trabajo se realizó un análisis de mutagénesis que demostró que la secuencia CCAC de 

ABI5 es dispensable para la interacción con ABI4 mientras que la secuencia CACCG es 

indispensable (Figuras 3b y 3c en Bossi et al. 2009, Apéndice I). Estos resultados 

indicaron que la proteína ABI4 es capaz de unirse a diferentes secuencias dependiendo 

del gen blanco, lo cual una vez más apoya que ABI4 reconoce de alguna manera el 

contexto del promotor en el que se encuentran sus posibles cajas de unión, y según ese 

contexto decide a que tipo de caja se une. Por otro lado, la interacción proteína-proteína 

entre ABI4 y otros factores de transcripción también podría determinar la identidad del 

elemento en cis al que se une ABI4.      
 

7.1.4. El factor ABI4 actúa como un regulador positivo de la transcripción de los 

genes ABI4, ABI5 y SBE2.2   
 

 Una vez determinado in vitro que ABI4 interactúa con los promotores de los 

genes ABI4, ABI5 y SBE2.2, la siguiente pregunta de este trabajo fue de que manera 

esta interacción afecta la transcripción de los genes blanco in vivo. Para ello, se realizó 

un análisis de expresión transitoria en protoplastos usando como plásmido efector, un 

vector de expresión que sobre-expresa a la proteína ABI4 y como plásmidos reporteros 

al gen Luciferasa (LUC) bajo la regulación de fragmentos de los promotores de ABI4, 

ABI5 y SBE2.2 (Figura 5a en Bossi et al. 2009, Apéndice I). Los resultados publicados 

en la Figura 5b en Bossi et al. 2009, Apéndice I indicaron que de forma semejante a los 

datos obtenidos in vitro, en protoplastos de Arabidopsis ABI4 funciona como un 

activador de la transcripción de ABI4, ABI5 y SBE2.2. Coherentemente con los 

resultados de los EMSA, la mutación de la caja CACCG en el gen ABI4 abate 

significativamente la activación de su expresión dependiente del factor ABI4 (Figura 5c 

en Bossi et al. 2009, Apéndice I). En el caso del gen ABI5 se observa que la mutación 

en la caja CCAC disminuye los niveles de expresión del gen reportero a pesar de que 

según el ensayo EMSA la interacción entre el DNA y la proteína ABI4 no se afecta 

(Figuras 3 y 5c en Bossi et al. 2009, Apéndice I). Este dato en particular indicó que a 
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pesar de que el motivo CCAC es dispensable para la interacción in vitro, la integridad de 

la caja CCAC es importante para la función de ABI4 in vivo. En conjunto, los datos 

obtenidos a partir del análisis de expresión transitoria demostraron que ABI4 es un 

regulador positivo de la transcripción, lo cual concuerda con la presencia en la proteína 

ABI4 de un dominio funcional implicado en la activación de la transcripción (Soderman 

et al. 2000). Finalmente, decidimos realizar estudios adicionales para caracterizar el 

papel de ABI4 como regulador de su propia transcripción durante el desarrollo de 

Arabidopsis y en respuesta a glucosa. 

 Con el objetivo de determinar el grado de impacto de la autoregulación 

transcripcional de ABI4 in planta, desarrollamos una estrategia genética utilizando las 

líneas transgénicas que expresan el gen reportero -glucuronidasa (GUS) bajo la 

regulación de 3kb del promotor de ABI4 de Arabidopsis (pABI4::GUS), las cuales están 

bien caracterizadas (Soderman et al. 2000; Bossi 2002; Arroyo et al 2003; Penfield et al. 

2006). La estrategia genética empleada consistió en transferir el transgen pABI4::GUS 

al fondo genético de la mutante abi4 a través de cruzas entre plantas mutantes abi4 y 

las líneas transgénicas que portan al reportero GUS bajo la regulación del promotor de 

ABI4 (Bossi et al. 2009, Apéndice I). En total fueron generadas 9 líneas abi4 x 

pABI4::GUS, las cuales fueron analizadas a través de ensayos histoquímicos y 

fluorimétricos (Bossi et al. 2009, Apéndice I). 

El análisis de las cruzas durante el desarrollo, y su comparación con las líneas 

parentales, permitieron demostrar que la proteína ABI4 es necesaria para la expresión 

del gen ABI4 durante el desarrollo temprano de la plántula (Figura 6 en Bossi et al. 

2009, Apéndice I). La segunda conclusión, y la más relevante en cuanto a la 

señalización por glucosa, fue que el factor ABI4 es el principal regulador de la expresión 

del gen ABI4 en respuesta a glucosa ya que la expresión génica del gen ABI4 en 

respuesta a glucosa disminuye 97% en ausencia de proteína ABI4 (Figuras 8c, 8g, 8q y 

8r en Bossi et al. 2009, Apéndice I). Por lo tanto, ABI4 funciona como un activador de su 

propia transcripción durante el desarrolllo y en respuesta a glucosa en plántulas 

jóvenes. El análisis de las cruzas abi4 x pABI4::GUS en diferentes condiciones de 

crecimiento indicó que la proteína ABI4 también es necesaria para la expresión del gen 

ABI4 en respuesta a manitol y a ABA (Figuras 8d, 8h, 8i, 8m, 8q y 8r en Bossi et al. 

2009, Apéndice I). De los análisis histoquímicos de las Figuras 6 y 8 (Bossi et al. 2009, 

Apéndice I) destaca la expresión de GUS en la región superior del hipocotilo tanto en 

embriones germinando y plántulas jóvenes (Figuras 6i, 6p y 6q en Bossi et al. 2009, 
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Apéndice I) como en respuesta a glucosa y glucosa más ABA (Figura 8g y 8o en Bossi 

et al. 2009, Apéndice I). Estos datos sugieren que la expresion del promotor de ABI4 en 

la región superior del hipocotilo es independiente de la presencia de la proteína ABI4. 

En base a los resultados presentados en esta sección, se propone que ABI4 es un 

regulador positivo directo de su propia transcripción, cuya auto-regulación es esencial 

durante el desarrollo temprano de las plántulas de Arabidopsis, y en respuesta a 

glucosa, ABA y manitol. El factor ABI4 también modula, directamente y de manera 

positiva, la expresión de los genes ABI5, APL3 y SBE2.2 en respuesta a glucosa. 

Por otro lado, estudios independientes han demostrado que ABI4 regula 

directamente la represión del gen fotosintético RBCS en respuesta a glucosa (Acevedo-

Hernandez et al. 2005) y la represión del gen fotosintético Lcbh durante la señalización 

retrógrada núcleo-cloroplasto (Koussevitzky et al. 2007). Estos datos indicaron que el 

factor ABI4 es capaz de actuar como un represor de la transcripción en Arabidopsis. Por 

consiguiente, ABI4 actúa como un regulador dual de la transcripción durante el 

desarrollo de las plantas. Sin embargo, aún faltan más estudios para clarificar el 

mecanismo por el cual ABI4 modula su actividad dual durante el desarrollo y las 

respuestas a diversos estímulos, como los azúcares y el estrés. 
 

7.1.5. El caso DXS1: blanco indirecto de ABI4 en respuesta a glucosa?  

 (colaboración con Dra. Patricia Dupre) 

 

En el laboratorio se han analizado varios aspectos de la regulación de los genes 

que codifican para las enzimas involucradas en la biosíntesis de los precursores para la 

biosíntesis de isoprenoides plastídicos conocida como la vía MEP (Phillips et al. 2008). 

El gen responsable del primer paso de dicha vía es DXS1 quien codifica para la enzima 

1-deoxy-D-xylulosa-5-fosfato sintasa, y ha sido extensamente estudiado en el 

laboratorio (Mandel et al. 1996; Estévez et al. 2000; Córdoba et al. 2009).   

Resultados de experimentos de tipo northern blot realizados en el laboratorio 

demostraron que el gen DXS1 se regula negativamente por glucosa, y esta respuesta 

se encuentra desregulada en la mutante abi4 (Figura 21).  

Para explorar la participación de la región regulatoria 5´ del gen DXS1 durante 

su represión por glucosa, se analizó la expresión del promotor del gen DXS1 en 

respuesta a glucosa en líneas transgénicas de Arabidopsis que portan el gen reportero 

GUS bajo la regulación de 1524 pb o de 759 pb de la región regulatoria de DXS1 

(pDXS1::GUS). Los análisis por Northern blot (Figura 22a y b) y fluorimétricos (Figura 
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22c)  de la expresión de GUS en las líneas transgénicas pDXS1::GUS demostraron que 

la regulación por glucosa del promotor de DXS1 depende de elemento(s) en cis 

contenido(s) dentro de un fragmento de 759 pb a partir del inicio de la traducción.   

 

 

 

 

 

 

 

Debido a que la regulación por glucosa de la expresión de DXS1 se pierde en 

plántulas abi4 (Figura 21), y a que la represión del gen DXS1 en respuesta a glucosa 

depende de su propio promotor (Figura 22) se desarrolló una estrategia genética para 

analizar si la proteína ABI4 es necesaria para la regulación del gen DXS1 durante la 

respuesta a glucosa. Con este propósito, se transfirió el transgén pDXS1::GUS al fondo 

genético de la mutante abi4 a través de cruzas entre plantas mutantes abi4 y las líneas 

transgénicas pDXS1::GUS. Se obtuvieron varías líneas abi4 x pDXS1::GUS que fueron 

analizadas por northern blot. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los resultados mostraron que el transcrito de transgén pDXS1::GUS, de la 

misma manera que el gen DXS1 endógeno, se reprime en respuesta a altas 

Figura 22 - Análisis del promotor del gen 
DXS1 en respuesta a glucosa. Los datos de 
esta figura fueron generados por la Dra. 
Patricia Dupre. 
a) Expresión de los transcritos de DXS1 y 
GUS por northern blot en plántulas 
transgénicas pDXS1::GUS, que contienen al 
gen GUS bajo la regulación de 1524pb del 
promotor de DXS1, crecidas en medio GM, 5 
% de glucosa (5glc) y 7% de glucosa (7glc). 
b) Expresión de los transcritos de DXS1 y 
GUS por northern blot en plántulas 
transgénicas pDXS1::GUS, que contienen al 
gen GUS bajo la regulación de 759pb del 
promotor de DXS1, crecidas en medio GM, 5 
% de glucosa (5glc) y 7% de glucosa (glc). 
c) Cuantificación fluorimétrica de la actividad 
de GUS en plántulas pDXS1::GUS (1524pb) 
y pDXS1::GUS (759pb) crecidas en medio 
GM, 5 % de glucosa (5%glc) y 7% de glucosa 
(7%glc). La actividad se reporta como 
porcentaje con respecto a la actividad en GM. 
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Figura 21 - Análisis de la expresión del gen
DXS1 por northern blot en plántulas Columbia
(Col) y en plántulas abi4 (abi4). Las plántulas
fueron crecidas en medio GM, 5% de glucosa
(5glc) y 7% de glucosa (7glc) durante 7-10
días. El control de carga corresponde al RNA
total. 
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concentraciones de glucosa en las plántulas de tipo silvestre de 10 días (Figura 23a). A 

diferencia de este comportamiento, los niveles del transcrito de GUS en plántulas abi4 

crecidas en 7% de glucosa ya no se afectan en respuesta a glucosa (Figura 23b y c). 

Estos resultados demostraron que la represión del promotor del gen DXS1 en respuesta 

a glucosa requiere de la proteína ABI4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El análisis in silico de la región promotora de DXS1 mostró que en la cadena 

complementaria existe una secuencia CACCG, que como se ha mencionado es el sitio 

de unión a ABI4, a -392 pb del ATG (Figura 24a), así como 5 motivos CCAC, reportados 

por Koussevitzky et al. (2007) como el sitio de unión a ABI4 en el gen Lchb (Figura 19). 

En la Figura 24a también se resaltan elementos de respuesta a luz localizados en el 

promotor de DXS1. Tanto el elemento tipo CE-1 como 4 de los 5 motivos CCAC se 

encuentran presentes en la región de 759 pb que participa en la respuesta a glucosa. 

Para demostrar si alguno de dichos motivos era reconocido por la proteína ABI4 se 

realizaron ensayos tipo EMSA con fragmentos de la región de 759 pb del promotor de 

DXS1. En total se utilizaron 3 sondas diferentes de 230 pb, 350 pb y 490 pb (Figura 

24b). Ninguna de las sondas empleadas mostró una banda de retardo correspondiente 

a la interacción entre el DNA y la proteína recombinante GST-ABI4 in vitro (datos no 

mostrados). Esto sugiriere que ABI4 es un modulador indirecto de la regulación de la 

expresión de DXS1 en respuesta a glucosa. Sin embargo, es importante enfatizar que 

los análisis tipo EMSA usando sondas de DNA grandes como las que fueron usadas 

resultan complicados y pueden generar falsos negativos, un ensayo con fragmentos de 

Figura 23 -  Análisis de la
expresión del gen DXS1
endógeno y del transgén
GUS bajo la regulación del
promotor de DXS1 por
northern blot en plántulas
transgénicas pDXS1::GUS
(a), que contienen al gen
GUS bajo la regulación de
1524pb del promotor de
DXS1; y de plántulas de dos
cruzas independientes abi4 X
pDXS1::GUS (b y c). Las
plántulas fueron crecidas en
medio GM, 5% de glucosa
(5glc) y 7% de glucosa (7glc)
durante 7-10 días. El control
de carga corresponde al
mRNA total. 
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~ 100 pb (u oligos específicos que incluyan preferencialmente a la región encuadrada 

en Figura 24a) sería más adecuado para demostrar contundentemente si el gen DXS1 

es blanco directo del factor de transcripción ABI4 durante la respuestas a glucosa.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7.1.6. La bioinformática al servicio de ABI4 – parte 2 
 

7.1.6.1. Análisis in silico de los fragmentos de las regiones regulatorias 5´ de los 

gtcatcttgcatttcaagcagtttcgacaaaattttatccaactgt
tatattcaaactaattgaaaatcgaaaaaCCACcattaaaaattag
ttaaaaataacatatcattttgaaaatgcaatatttaaaaatttaa
catatcaatttaacatgcttgttttcttaataagttttgatatatt
ataaaatgaaccgcgtgattacaatttttctttttgtgatggaact
gtcgttagttaaacacttaaacttaaactttcatgtaagttttgtt
tattcatatttgactcaattgaaacccaataatcaagaatgtcaaa
tattatatgttttgtcggatttgtaacgtgattctcgctcatttaa
taatgtgataatatcataaaatttaatctatgtagttgtttaatat
gatattaaactttattaatgtaataagatcgataatactaagttac
taacccaaatcatacacttacgagttacgacactaccgcactatct
tggttatattaaatactccttttgtttctaatagtttgatgtttat
atcaacattattatttactttcatttgttaccgatagaaagaggag
aaaattgttgacaaaaacaaagaaaaaagtaaaattaatattatta
aattaataaaaataacaaactgtaaaagctatttttaaaaattttt
cttgtaaaacatctaaaaattattcttgtagaaacagaggaatatc
attgaagataatagtgtgaaattatatatatatatagaaatatata
aagtaggatttttttctgtatacaaatatacgtttccaattttatc
aaaaactgtaaagatttttttctttgtcagtacctgctaaacttgt
taatttttttattaaaaaaaaatcaaattacaattcttctataatc
attttaaattccatttctttataCCACaaaagattatattgccttt
atcgtctttggtatgtatgcgtgaatatatttatttattttctttt
ctttcattttctttttaaagaactttataaatgaaataaggaacaa
acaatatacacatgtactaacgtatataaataatatcatcaatatc
tatccaaaacttggatttcatggttgacGTGGCccaaccaaaatct
caagttctctgcggatgacgaaccatctcaccatctctttttttct
ctctcttttttttttttaatatcatcagcacggttacataaaattc
gtgatccatgaagttggctttcttgtcgttttacttcatcacccca
tttttttaaagtctccatctttatacttcttcaactctCCACcaCC
ACcattgtcaCCACcacatttaaacacacactttcacttgtagtgg
gattcgaaagtgcgttttattcatttgttttactgtttttgataac
ctcaaaatttgcctaaattttattctctataaatccttatatgttt
tacttacattcctaaagttttcaactttcttgagcttcaaaaagta
cctccaATG 

pDXS1::GUS * * * * *

Figura 24. Secuencia del
promotor de DXS1 y esquema de
las regiones de dicho promotor
empleadas para los EMSA. 
a) Secuencia de 1524 pb del
promotor del gen DXS1 de
Arabidopsis thaliana. La base a
indica el sitio de inicio de la
transcripción (+1), en rojo, fucsia,
azul y anaranjado se resaltan las
secuencias relacionadas a
regulación por luz predichas por
plantCARE: la secuencia escrita
en rojo corresponde a una caja
G, la azul señala una caja ACE,
la anaranjada indica un motivo
GAG (leído en cadena
complementaria: AGAGATG), la
secuencia fucsia a un motivo
Gap (leído en cadena
complementaria CAAATGAA
(A/G)A). En mayúsculas se
resaltan las cajas asociadas a
ABI4: 5 cajas CCAC en negro, y
1 caja CACCG (leída en cadena
complementaria) en rojo. La
secuencia encuadrada
corresponde a una caja G
sobrelapada con sitio unión de
ABI4. En negrita se resalta la
región regulatoria de 759pb
desde el inicio de la traducción
(ATG). 
b) Esquema representativo de
759pb de la región regulatoria 5´
del gen DXS1 (marcada en
negrita en a)). La localización de
las sondas de 490pb, 350pb y
230 pb empleadas para los
EMSA se indica con segmentos
debajo. La flecha indica el sitio
de unión de la transcripción (+1).
El asterisco rojo indica la
localización de la caja de unión a
ABI4 tipo CE-1 y los asteriscos
negros la de las secuencias
CCAC.  

a 

b 
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genes ABI4, ABI5 y SBE2.2 empleados en los ensayos EMSA   
  

El gen ABI4 está sujeto a una regulación muy estricta, y aparentemente, la 

proteína ABI4 también (Soderman et al. 2000; Bossi 2002; Arroyo et al. 2003; Penfield 

et al. 2006; Bossi et al. 2009, sección 8.1.1 de esta tesis). Además, ABI4 es un 

regulador de la expresión génica cuya función parece ser muy compleja (Acevedo-

Hernandez et al. 2005; Koussevitzky et al. 2007; Bossi et al 2009). El factor ABI4 tiene 

una actividad dual como modulador transcripcional, y es capaz de unirse de manera 

eficiente a múltiples variantes del elemento en cis CACCG sobre el DNA (Niu et al. 

2002; Acevedo-Hernandez et al. 2005; Koussevitzky et al. 2007; Bossi et al 2009). Con 

el objetivo de tratar de dilucidar de que manera ABI4 realiza su función dual, se realizó 

un análisis in silico cuyo resultado se detalla a continuación. 

Acevedo-Hernandez et al. 2005 plantearon que la función represora de ABI4 es 

dependiente de la competencia entre las cajas G y S, las cuales se localizan 

cercanamente sobre el DNA. Así, la competencia reversible entre la(s) proteína(s) que 

se une(n) a la caja G y la proteína ABI4 por la unión a sus cajas de DNA 

correspondientes (G y S, respectivamente), y la abundancia de dichas proteínas en las 

células en cada momento dado, son en última instancia las responsables del efecto final 

sobre la expresión de los genes fotosintéticos. Si bien este modelo de acción resulta 

adecuado para explicar la regulación transcripcional de los genes fotosintéticos en 

condiciones de alta glucosa y luz (Acevedo-Hernandez et al. 2005; Koussevitzky et al. 

2007), no explica satisfactoriamente la función de ABI4 ni como activador ni como 

represor de otros genes, que carecen de una caja G cercana a la caja S (Nakabayashi 

et al. 2005; Bossi et al 2009).   

Siguiendo con esta misma línea de pensamiento pero ahora aplicada a los 

genes que se regulan de manera positiva por ABI4, se buscó algún tipo de secuencia 

conservada en las regiones promotoras de los genes ABI4, ABI5 y SBE2.2, cuya 

regulación positiva directa a través de ABI4 ha sido demostrada experimentalmente 

(Bossi et al 2009). Un resultado preliminar indicó que existe una secuencia CTc/tTT 

conservada en los fragmentos empleados para los EMSA (Figura 25). 

Interesantemente, esta secuencia está presente en los promotores de ABI4, ABI5 y 

SBE2.2. a una distancia similar de 35-36 pb de la caja CE-1 (Figura 25). Sin embargo, 

es muy difícil de explicar cual podría ser la relación (si es que hay alguna) entre CACCG 

y CTCTT. Esta secuencia es idéntica a la reportada como una secuencia consenso de 

los elementos OSE (de expresión especifica de órgano) característicos de los 
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promotores que se activan en las células infectadas de los nódulos radicales de soya 

(Stougaard et al. 1990). La relevancia de este elemento en la interacción de la proteína 

ABI4 (si es que tiene alguna) deberá de ser determinada experimentalmente en un 

futuro, por ejemplo a través de ensayos de expresión transitoria en protoplastos y 

mutagénesis dirigida.  

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 26 – Secuencias en cis conservadas en las regiones de DNA empleadas para los EMSA (Figura 1 en 
Bossi et al. 2009; Apéndice I) según el programa TOMTOM. 
La secuencia en (a)  corresponde a una caja CE-1 del gen ABI4 a la cual se une la proteína ABI4 de maíz. 
La secuencia en (b) es altamente similar a la secuencia de unión al DNA de los factores de transcripción 
Ets de mamíferos denominada GABTA. 
La secuencia en (c) no se parece a ningún elemento conocido hasta el momento. 
 

 

Por otro lado, la búsqueda de secuencias conservadas entre los 3 fragmentos 

analizados por EMSA (Figura 1) se realizó también usando el programa TOMTOM 

(Gupta et al. 2007; http://noble.gs.washington.edu/proj/tomtom). La figura 26 ilustra el 

resultado obtenido con dicho programa y donde se observa que se distinguen al menos 

Figura 25 - Alineamiento de las secuencias
CACCG y Ctc/tTT de las secuencias
regulatorias 5´ de los genes ABI4, ABI5 y
SBE2.2. La distancia entre ambos motivos
se indica en pares de bases (pb) entre
paréntesis. 

(a) 

(b) 

(c) 
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3 secuencias conservadas entre los fragmentos de ABI4, ABI5 y SBE2.2. Una de ellas 

corresponde a una caja de ABI4 (Figura 26 (a)). Otra de las secuencias identificadas 

corresponde a una secuencia con una alta homología al elemento en cis GABTA de 

mamíferos (Figura 26 (b)), el cual une a factores transcripcionales de la familia Ets 

quienes participan en la regulación del crecimiento celular y desarrollo en mamíferos 

(Wasylyk et al. 1993). La última secuencia en común entre ABI4, ABI5 y SBE2.2 no se 

parece a ningún motivo conocido en la base de datos (Figura 26 (c)). 
 

 

7.1.6.2. Predicción in silico de nuevos genes blanco directos de la proteína ABI4  
 

 El análisis comparativo del transcriptoma de plántulas Col-0 y plántulas abi4 en 

respuesta a alta glucosa es la mejor estrategia para predecir genes blanco a gran 

escala. Sin embargo, debido a que este análisis no ha sido realizado (*), se desarrollaron 

estrategias bioinformáticas con criterios de búsqueda alternativos con el objetivo de 

tratar de encontrar in silico más posibles blancos de ABI4. Las estrategias y sus 

resultados se detallan en las Tablas S2, S3, S4 y S5 (Apéndice II). Todas las 

estrategias utilizan bases de datos de plantas previamente publicadas en la literatura. 

Las bases de datos empleadas no fueron generadas durante el transcurso de esta tesis. 

Lo único novedoso fue el análisis in silico realizado de las bases de datos.   

La estrategia de la Tabla S2 deriva del análisis in silico de los fragmentos de los 

promotores de los genes ABI4, ABI5 y SBE2.2 realizado anteriormente (sección 

7.1.5.1). Este análisis mostró que la secuencia CTc/tTT está presente en los 3 

fragmentos analizados a una distancia similar de la caja CACCG, el cual es el sitio de 

unión de ABI4. Debido a la consistencia de este patrón en los tres genes blanco (Figura 

26) se analizó in silico si la presencia de una secuencia CACCG y una secuencia 

CTc/tTT separadas por 30 a 40 pb (CACCGN{30,40}CTc/tTT) se encuentra globalmente 

representada en los promotores de Arabidopsis. Los resultados indican que 966 

promotores de Arabidopsis contienen esta secuencia considerando regiones 

regulatorias 5´ de 1kb (Tabla S2; Apéndice II). La presencia de la combinación 

CACCGN{30,40}CTc/tTT no está enriquecida en los promotores (1kb) de Arabidopsis 

con respecto a varias secuencias control. El 3% (27 genes) de estos genes candidatos 

con CACCGN{30,40}CTc/tTT se encuentran desregulados en semillas abi4. Por lo 

                                                 
(*) Dicho microarreglo ha sido realizado en el laboratorio de la Dra Patricia León en febrero del 2009. Sin 
embargo, el análisis final de los datos aún no se ha completado. Sería interesante comparar en un futuro 
los resultados del microarreglo con los datos obtenidos in silico descritos en esta tesis. 
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tanto, estos genes son buenos candidatos como blancos de ABI4, cuya regulación 

positiva podría depender de la presencia de la proteína ABI4 en semillas. En la Tabla 

S2.1. (Apéndice II) se detalla la identidad de estos candidatos. Interesantemente, sólo 2 

de los 27 genes candidatos se encuentran desregulados tanto en semillas secas como 

embebidas de la mutante abi4, sugiriendo que el factor ABI4 participa en la expresión 

de un subconjunto de genes diferentes en semillas secas con respecto a las semillas 

embebidas. El análisis ontológico utilizando la base de datos MIPS 

(http://mips.gsf.de/proj/funcatDB/ search_main_frame.html) (Ruepp et al. 2004) de las 

categorías funcionales a las que pertenecen estos candidatos (Tabla S2.1, Apéndice II) 

indicó que la categoría más representada en semilla seca corresponde a las proteínas 

implicadas en interacción con el ambiente/respuestas a agua (P=7.66e-04); mientras 

que en semillas embebidas destacan las categorías metabolismo/biosíntesis de 

glutamina (P=2.00e-03), rescate celular, defensa y virulencia/respuestas a choque 

térmico (P=1.46e-03) e interacción con el ambiente/respuestas a agua (P=6.61e-05). 

Coherentemente con los niveles de expresión del promotor del gen ABI4, el número de 

genes candidatos en semillas embebidas (19 genes) es mayor al número obtenido en 

las semillas secas (10 genes) (Tabla S2.1; Apéndice II).  

 La estrategia de la Tabla S3 (Apéndice II) depende del hecho de que los genes 

co-regulados, muchas veces, son modulados directamente por las mismas proteínas 

regulatorias. Así, se aislaron 15 posibles candidatos, cuya validez real como blancos 

deberá de determinarse experimentalmente. En particular, resulta interesante el gen 

candidato At2g14520, de función desconocida, que se regula en respuesta a azúcares, 

y cuya expresión esta desregulada en semillas abi4. Los genes que codifican para 

proteínas regulatorias como At2g20100 y At2g46020 también merecen especial interés.  

 Por otro lado, la estrategia desarrollada en la Tabla S4 se diseñó con el objetivo 

de identificar genes que se regulen por glucosa (Palenchar et al. 2004; Price et al. 2004; 

Li et al. 2006) y cuya regulación dependa de la proteína ABI4 en semillas (Nakabayashi 

et al. 2005). La comparación entre ambas bases de datos aisló 801 genes candidatos 

(Tabla S4, Apéndice II). Mediante el empleo del programa PROMOMER 

(http://bar.utoronto.ca/ntools/cgi-bin/BAR_Promomer.cgi) se identificaron 140 genes, los 

cuales contienen la secuencia CACCG en sus promotores, y 464 genes con la 

secuencia CCAC (Tabla S4, Apéndice II). Estos candidatos se sometieron a un filtrado 

posterior considerando el tipo de regulación dada por la presencia de ABI4 en semillas. 

57 genes putativos se identificaron como blancos de regulación positiva dependiente de 
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ABI4 (Tabla S4, Apéndice II), y 323 como blancos de regulación negativa dependiente 

de ABI4 (Tabla S4, Apéndice II). Sin embargo, un análisis minucioso de estos 380 

genes candidatos será necesario para identificar los blancos reales de ABI4.  

Finalmente, la estrategia de la Tabla S5 (Apéndice II) también arrojó resultados 

interesantes. El análisis de los genes desregulados en semillas secas y embebidas de 

abi4 indica que la proteína ABI4 participa en la regulación positiva (2x o mayor) del 3% 

de los genes de Arabidopsis y en la regulación negativa (2x o mayor) del 6 % de los 

genes de Arabidopsis (Nakabayashi et al. 2005). La búsqueda de genes que contienen 

la caja CACCG en sus promotores dentro del total de genes desregulados en las 

semillas mutantes abi4 respecto de la silvestre identificó 55 genes candidatos, cuya 

expresión depende de la presencia de ABI4 en semillas y cuyos promotores contienen 

al menos una caja CACCG (Tabla S5.1, Apéndice II). De manera coherente con el 

máximo nivel de expresión del mensajero de ABI4, la mayoría de los genes que 

cumplen con los criterios arriba mencionados se expresan en semillas embebidas 

(Figura 27). El análisis de las categorías funcionales a las que pertenecen los genes 

candidatos (http://mips.gsf.de/proj/funcatDB/search_main_frame.html) (Ruepp et al. 

2004) indicó que la categoría más sobrerepresentada en semillas secas corresponde a 

la interacción con el ambiente/respuestas a agua (P=1.12e-03). En semillas embebidas, 

las categorías funcionales sobrerepresentadas incluyen interacción con el 

ambiente/respuestas a agua (P=9.54e-04) y desarrollo (P=2.49e-04), en esta última 

destacan las siguientes sub-categorías: desarrollo del embrión (P=3.06e-07) y 

desarrollo de la planta (P=6.90e-05). Interesantemente, un análisis más detallado de los 

promotores de los 55 candidatos indicó que todos ellos contienen al menos una 

secuencia CTc/tTT, aunque solo el 24% (13 genes) cumple con una separación de 20-

50 pb entre la caja CACCG y la secuencia CTc/tTT (Tabla S5.1, Apéndice II).  

 Por otro lado, el análisis del conjunto de genes candidatos desregulados en 

semillas abi4 indicó que 77 de estos genes contienen el motivo CCAC en sus 

promotores (Tabla S5.2, Apéndice II), destacándose los genes que se desregulan en 

semillas secas de abi4 (Figura 27). Sorprendentemente, la categoría funcional más 

sobrerepresentada en este caso corresponde a transporte/transporte de lípidos y ácidos 

grasos (P=3.23e-03). 

 

 
 
  

Figura 27 -  Representación gráfica de los datos de
la tabla S5. 
a) Número de genes desregulados en semillas abi4
(función activadora de ABI4) que tienen al menos
una caja CACCG en sus promotores. 
    Semilla seca y embebida 
    Semilla seca 
    Semilla embebida 
b) Número de genes desregulados en semillas abi4
(función represora de ABI4) que tienen al menos un
motivo CCAC en sus promotores. 

Semilla seca

a                          b 
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Con el objetivo de determinar si estas diferentes estrategias son redundantes, se 

compararon las listas de los genes candidatos obtenidos a partir de cada una de las 

estrategias (Tablas S2.1, S3, S4, S5.1 y S5.2). El resultado de la comparación indicó 

que sólo el 0.4% de los genes (2 genes) regulados positivamente por ABI4 son aislados 

como blancos putativos por las cuatro estrategias empleadas, y el 4.25% de los genes 

(17 genes) regulados negativamente por ABI4 se identificaron en común a partir de las 

2 estrategias utilizadas para este caso (Tabla S6). Esto sugiere que las estrategias no 

son redundantes y que cada una de ellas ofrece una lista cuasi independiente de genes 

cuya abundancia de transcrito depende directa y/o indirectamente de la presencia del 

factor de transcripción ABI4 en las células. El análisis experimental de los blancos 

reales del factor ABI4 será el último determinante de si las estrategias in silico 

empleadas en esta sección son herramientas exploratorias adecuadas. 
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8. Discusión 
 

8.1. La proteína ABI4: personalidad y presencia. 
 

 El patrón de expresión del gen ABI4 está finamente regulado por el desarrollo en 

semillas y plántulas de Arabidopsis thaliana (Soderman et al. 2000; Arroyo et al. 2003; 

Penfield et al. 2006; Bossi et al. 2009). En particular, la expresión del promotor de ABI4 

se observa desde la maduración de las semillas hasta el período postgerminativo que 

implica el establecimiento de las plántulas jóvenes (Soderman et al. 2000; Arroyo et al. 

2003; Penfield et al. 2006; Bossi et al. 2009). En condiciones normales de crecimiento, 

la mayor cantidad de transcrito de ABI4 se detecta durante el inicio de la germinación en 

respuesta a la imbibición de las semillas (Arroyo et al. 2003; Nakabayashi et al. 2005). 

Estos niveles van disminuyendo a medida que las plántulas crecen hasta que finalmente 

la expresión del promotor de ABI4 ya no se detecta en plantas adultas (Arroyo et al. 

2003; Bossi et al. 2009). El mensajero de ABI4 también está estrictamente regulado por 

distintas señales internas y externas en Arabidopsis, entre las que se incluyen los 

azúcares glucosa y trehalosa, el estrés osmótico, y las fitohormonas: ABA, auxinas y 

etileno (Soderman et al. 2000; Bossi 2002; Arroyo et al. 2003; Penfield et al. 2006; 

Ramón et al. 2007; Bossi et al. 2009; Figura 1 en Apéndice III). Así, el gen ABI4 está 

extensamente regulado durante el establecimiento inicial de la plántula sugiriendo que 

actúa como un integrador de las señales internas y externas para determinar el 

momento adecuado para la germinación y el establecimiento de la plántula.    

 Si bien la expresión del gen ABI4 ha sido ampliamente caracterizada, la proteína 

ABI4 y sus características bioquímicas siguen siendo un misterio. Esto se debe 

parcialmente a que la proteína ABI4 ha resultado “escurridiza” y difícil de estudiar. Hasta 

el momento no se ha detectado a la proteína ABI4 en semillas ni en plantas de 

Arabidopsis. Ninguno de los intentos encaminados a analizar la proteína ABI4 endógena 

resultó exitoso, incluyendo la sobre expresión constitutiva del transgén ABI4-HA en 

plantas transgénicas de Arabidopsis y la correspondiente detección de la proteína 

usando anticuerpos comerciales (Figura 15). Estos datos indicaron que el aumento de la 

cantidad del mRNA de ABI4 no es suficiente para incrementar proporcionalmente la 

cantidad de proteína, sugiriendo que mecanismos de regulación post-transcripcionales 

mantienen al nivel de la proteína ABI4 por debajo del límite de detección del anticuerpo. 

En plantas se han descrito diferentes mecanismos de regulación post-transcripcional. 

Sin embargo, hasta la fecha no hay evidencias directas de que ningún mecanismo 
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específico controle la estabilidad de la proteína ABI4 de Arabidopsis. Las secuencias 

PEST son motivos pequeños enriquecidos en prolina, ácido glutámico, serina y treonina, 

que se implican en dirigir a degradación diferentes proteínas (Rechsteiner y Rogers 

1996). La secuencia de la proteína ABI4 contiene una secuencia PEST predicha 

(residuos 22-40), por lo tanto el control del nivel de proteína ABI4 mediante degradación 

es una hipótesis tentadora. Aunque la funcionalidad de este motivo aún debe 

comprobarse in vivo, resulta interesante el hecho de que la secuencia PEST está 

conservada en las secuencias proteicas de ABI4 de dicotiledóneas (Arabidopsis 

thaliana, Vitis vinifera, Populus trichocarpa), pero no de monocotiledóneas (maíz y 

arroz) (Tabla 9), sugiriendo un mecanismo de regulación diferente para los distintos 

ortólogos de ABI4 y podría explicar porque es posible sobre expresar exitosamente a la 

proteína ABI4 de maíz en Arabidopsis (Niu et al. 2002). Estos datos también coinciden 

con las diferencias observadas con respecto a expresión y función entre ABI4 de 

Arabidopsis (expresión en semillas y plántulas; función propuesta: punto de control 

postgerminativo; Arroyo et al. 2003) y ABI4 de maíz (expresión exclusiva de semillas; 

función propuesta: desarrollo y maduración de semillas; Niu et al 2002).  

 La proteína ABI4 es un elemento efector de la vía de señalización dependiente 

de HXK descrita en la Figura 2 (a) de la introducción (Arenas-Huertero et al. 2000; Bossi 

2002). Otro elemento muy relacionado a ABI4 y que participa en la misma vía de 

señalización en respuesta a azúcares es el factor de transcripción de la familia bZIP 

ABI5 (Figuras 7 y 8; Arenas-Huertero et al. 2000, Brocard et al. 2002). Resulta 

interesante que la estabilidad de la proteína ABI5 está regulada por ABA mediante 

eventos de ubiquitinación y posterior degradación por el proteosoma (López-Molina et 

al. 2003). Esto depende de la interacción de ABI5 con una proteína específica 

denominada AFP (proteína que une a ABI5), la cual fue identificada por su capacidad de 

unirse a ABI5 en un ensayo de dos híbridos (López-Molina et al. 2003). Es probable que 

los efectores finales (como los factores de transcripción, Figura 3) de una misma vía de 

señalización compartan el mismo mecanismo regulatorio. Por lo tanto, es posible 

especular que una estrategia como la utilizada para ABI5 podría ser exitosa para 

explorar en más detalle la posibilidad de que la estabilidad de ABI4 esté regulada en 

respuesta a glucosa y/o ABA.  

 A pesar de los esfuerzos invertidos, el factor ABI4 y sus dominios aún no se han 

caracterizado en detalle, así tampoco como los mecanismos que controlan los niveles 

de ABI4 en las plantas. El desarrollo de nuevas estrategias de estudio, como por 
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ejemplo la generación de proteínas con deleciones en diferentes dominios estructurales 

o una aproximación similar a aquella empleada para caracterizar la estabilidad del factor 

ABI5 (López-Molina et al. 2003), será necesario para continuar con la caracterización de 

ABI4 y su rol durante la señalización por azúcares en plantas superiores. 
  

8.2. El factor de transcripción ABI4: función y blancos de acción. 
 

8.2.1. Blancos directos e indirectos: estrategias de análisis in silico. 
 

 Una estrategia muy popular últimamente para identificar genes blanco consiste 

en encontrar elementos en cis comunes a un grupo de genes co-regulados mediante el 

análisis in silico de los promotores de dichos genes (Thijs et al. 2001; Zhang et al. 2005; 

Cheung et al. 2006; Rhee et al. 2006; Vandepoele et al. 2006). Uno de los problemas de 

esta estrategia es que si se usan todos los genes que se co-regulan positivamente y/o 

negativamente, se están incluyendo blancos directos e indirectos con los cuales es 

probable que se enmascaren las secuencias en cis reales, y se obtengan como 

resultados falsos positivos. Esta estrategia se vuelve más confiable (aunque menos 

específica) si se emplea para el análisis un subconjunto de genes que cumplan con 

varios criterios, por ejemplo, pertenezcan a la misma vía biosintética y co-regulen su 

expresión de manera similar.  

 Para el caso de esta tesis, el interés era identificar genes blanco del factor ABI4 

que presentasen a la caja tipo CE-1 en sus promotores y cuya regulación fuera 

relevante para la señalización por glucosa en plántulas jóvenes de Arabidopsis. Como 

primera estrategia se buscó la caja tipo CE-1 en los promotores de todos los genes de 

Arabidopsis. 22558 genes presentan la secuencia CACCG (caja tipo CE-1) si se 

consideran regiones regulatorias 5´ de 3kb. Si se considera una región regulatoria 5´ de 

1kb, el número de genes diminuye a  11570 empleando el programa  Pattern Matching o 

Patmatch (http://www.arabidopsis.org/cgi-bin/patmatch/nph-patmatch.pl), y a 8101 

usando el programa PROMOMER (http://bar.utoronto.ca/ntools/cgi-

bin/BAR_Promomer.cgi). Esto indica que la caja tipo CE-1 es muy abundante en el 

genoma, por lo tanto seguir una estrategia de este tipo para identificar blancos directos 

reales es como buscar una aguja en un pajar. Por consiguiente, se desarrolló una 

estrategia más sencilla para cumplir con los objetivos de esta tesis. Primero se 

identificaron genes cuya regulación en respuesta a glucosa estuviera alterada en 

mutantes abi4, y de ellos se descartaron aquellos que no contenían una caja CACCG 
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perfecta en sus promotores. Así, 4 genes se escogieron para su análisis posterior. Esta 

estrategia resultó exitosa ya que los genes escogidos resultaron ser blancos reales de 

ABI4 (Bossi et al. 2009; Rook et al. 2006b). Una aproximación de este tipo resulta 

interesante de ser aplicada para el análisis de datos obtenidos a partir de microarreglos 

que reporten genes desregulados en abi4, ya sea durante el desarrollo o durante las 

respuestas a azúcares y/o ABA.   

 A la fecha sólo se ha publicado un análisis del transcriptoma de semillas abi4, el 

cual indicó que la expresión del 3-6 % de los genes de Arabidopsis depende de ABI4 

directa y/o indirectamente en semillas (Nakabayashi et al. 2005). Ahora bien, son todos 

ellos blancos directos de ABI4? Una manera de acercarnos a discernir cuáles serían 

blancos directos y cuáles no es mediante el uso de la estrategia empleada durante esta 

tesis para aislar genes candidatos. El analisis in silico de la presencia de las cajas 

CACCG o el motivo CCAC en los genes desregulados en semillas abi4 arrojó un 

número alto de genes blanco putativos (Tablas S5.1 y S5.2). Ensayos experimentales 

futuros iluminarán si esta estrategia in silico (Tabla S5) y/o las estrategias de las Tablas 

S2, S3 y S4 resultan útiles para la selección de genes candidatos. Sería interesante 

poder contrastar estos datos in silico con los resultados obtenidos a partir de un análisis 

de microarreglos realizado recientemente en el laboratorio, ya que en ese estudio se 

compararon los genes que responden a glucosa en plántulas Col-0 y plántulas abi4. 

Lamentablemente, el análisis de los datos de microarreglos aún no se ha finalizado.     
 

8.2.2. Realidad virtual o ciencia ficción ? 
 

 Resulta altamente interesante (y contradictorio) que las estrategias in silico 

presentadas en las Tablas S2, S3, S4 y S5 no identifican a los genes ABI5 y SBE2.2 

como blancos de la proteína ABI4. La revisión de los criterios empleados para las 

estrategias mencionadas dejó en claro que ésto se debe principalmente a dos razones 

diferentes asociadas a los criterios de selección utilizados.  

 Uno de los criterios empleados en las estrategias de las Tablas S2-S5 para 

elegir genes candidatos como blancos de ABI4 es que su expresión esté desregulada 

en semillas abi4. La expresión del gen SBE2.2 no se afecta en semillas de abi4 y, por lo 

tanto, las estrategias lo descartan como candidato. El otro criterio de selección utilizado 

corresponde a la presencia de cajas de unión a ABI4 reportadas en la literatura para lo 

cual se empleó el programa PROMOMER. Este programa analiza solamente las 

regiones promotoras regulatorias de los genes de Arabidopsis en sentido 5´ - 3' . Debido 
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a que la caja CACCG de ABI5 se encuentra en la región 5´ líder no traducida, el 

programa PROMOMER lo descarta como blanco de ABI4.  

 La incongruencia entre los blancos detectados in silico y los blancos reales 

analizados durante esta tesis señala que las estrategias in silico son solamente 

elementos exploratorios. El análisis de datos de expresión y función deberán de tenerse 

en cuenta para estimar la validez real de cada uno de los candidatos propuestos por las 

estrategias in silico, aún antes de iniciar la validación experimental.  
 

8.2.3. Los blancos directos de ABI4 en respuesta a glucosa 
 

 Recientemente, se caracterizaron algunos blancos directos de ABI4 (Acevedo et 

al 2005, Rook et al. 2006b, Koussevitzky et al. 2007, Bossi et al. 2009) que pertenecen 

a las siguientes categorías: genes fotosintéticos (Acevedo et al 2005, Koussevitzky et al. 

2007), genes relacionados con el metabolismo de almidón (Rook et al. 2006b, Bossi et 

al. 2009), y factores de transcripción (Bossi et al. 2009). 

 En 2002, la secuencia CACCG (tipo CE-1) se reportó como la caja de unión al 

DNA para la proteína ABI4 de maíz in vitro (Niu et al. 2002). En base a su localización 

sobre el promotor, se propuso que ABI4 actuaría como un represor de su propia 

transcripción (Niu et al. 2002). Posteriormente, Bossi et al. (2009) corroboraron que 

ABI4 se une in vivo a la caja CE-1 sobre su propio promotor en Arabidopsis, pero 

inesperadamente, ABI4 autoreguló de manera positiva su expresión durante el 

desarrollo y en respuesta a las señales de glucosa, ABA y estrés osmótico. Más aún, la 

autorregulación transcripcional de ABI4 controla su expresión general durante la mayor 

parte de la germinación, el desarrollo de las plántulas, y las respuestas a azúcar, ABA y 

osmótico (Bossi et al. 2009). Estos resultados sugirieron que ABI4 es el principal 

regulador de su expresión en Arabidopsis (Bossi et al. 2009).  

 Por otro lado, evidencias genéticas apoyan la participación de otras dos 

proteínas, CBL9 y GSQ5/DOG1, en la regulación de la expresión de ABI4 en respuesta 

a ABA y glucosa durante la germinación y el establecimiento temprano de la plántula 

(Pandey et al. 2004; Teng et al. 2008). El gen GSQ5/DOG1 (At5g45830) codifica para la 

proteína DELAY OF GERMINATION1 cuya expresión en específica de semillas, y que 

está implicada en el control de la dormancia (Teng et al. 2008). En particular, DOG1 

aumenta la expresión de ABI4 en respuesta a glucosa durante la vía de señalización por 

azúcares mediada por ABA (Teng et al. 2008), sugiriendo que DOG1 es un regulador 

positivo de la expresión de ABI4. Serán necesarios más estudios para determinar si 
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DOG1 es un regulador directo, si interactúa con la proteína ABI4 para regular al gen 

ABI4, y eventualmente si DOG1 tiene alguna participación en la actividad residual del 

transgén pABI4::GUS que se observa en las cruzas abi4 x pABI4::GUS (Bossi et al. 

2009). Por otro lado, CBL9 codifica para una proteína similar a calcineurina B que 

parece actuar como un regulador de las respuestas a ABA y a estrés (a través de 

controlar los niveles de calcio) durante la germinación de Arabidopsis y el 

establecimiento temprano de las plántulas (Pandey et al. 2004). El análisis de las 

plántulas cbl9 demostró que CBL9 modula negativamente la acumulación del transcrito 

de ABI4 (así como de ABI3 y ABI5) en respuesta a glucosa, ABA y manitol, sugiriendo 

que la proteína CBL9 participa en el control de los niveles de expresión de estos genes 

(Pandey et al. 2004). Aún faltan más estudios para precisar la relación funcional entre 

CBL9 y las proteínas regulatorias ABI que participan en la señalización por ABA y 

glucosa durante la germinación y el establecimiento temprano de la plántula de 

Arabidopsis. 

 Aún no se ha aislado ninguna proteína de plantas que interactúe físicamente con 

ABI4. Por lo cual sería interesante explorar si las proteínas mencionadas en el párrafo 

anterior u otras aún no identificadas son probables interactores de ABI4 dentro de la red 

transcripcional que controla la expresión de ABI4 durante el desarrollo y las respuestas 

a azúcares, osmótico y fitohormonas.   

 El factor de transcripción bZIP ABI5, implicado en la señalización por azúcares y 

ABA, también resultó ser blanco directo de la proteína ABI4 (Bossi et al. 2009). En 

Arabidopsis, el transcrito de ABI5 presenta su máximo nivel de expresión en semillas 

secas (Lopez-Molina et al. 2001; Brocard et al. 2002; Nakabayashi et al. 2005), el cual 

es independiente de la presencia de la proteína ABI4 (Nakabayashi et al. 2005) y 

parcialmente dependiente de la presencia de ABI5 (Brocard et al. 2002; Nakabayashi et 

al. 2005). Esto sugiere que ABI4 no es un regulador importante directo de ABI5 en esta 

etapa del desarrollo. Por otro lado, la acumulación del mensajero de ABI5 se incrementa 

en respuesta a glucosa y ABA en plántulas jóvenes (Brocard et al. 2002; Arroyo et al. 

2003). Dicho aumento en los niveles del mensajero de ABI5 es dependiente del factor 

de transcripción ABI4 en plántulas de Arabidopsis (Arroyo et al. 2003; Bossi et al. 2009; 

Figura 20a). Interesantemente, la proteína ABI5 también es parcialmente necesaria para 

la respuesta a ABA y glucosa del gen ABI5 en plántulas transgénicas que portan al gen 

resportero GUS bajo la regulación del promotor de ABI5 (pABI5::GUS) de diferentes 

edades (Brocard et al. 2002). Los resultados publicados por Brocard et al. (2002) y 
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Bossi et al. (2009) tomados en conjunto sugieren que tanto ABI4 como ABI5 podrían 

interactuar para modular la expresión del gen ABI5 en respuesta a glucosa y ABA. 

Numerosas evidencias genéticas apoyan que ABI5 y ABI4 se regulan entre sí y están 

estrechamente asociados en la vía de señalización por glucosa que controla los eventos 

postgerminativos (Arroyo et al. 2003). Sin embargo, los intentos por demostrar la 

interacción heterodimérica proteína-proteína entre ABI4 y ABI5 no han sido exitosos 

(Nakamura et al. 2001; Gampala et al. 2002), aunque una posible interacción a nivel de 

proteína entre estos factores de transcripción en un complejo compuesto por múltiples 

proteínas aún no se descarta en Arabidopsis.  

 La respuesta a glucosa de los genes relacionados con la biosíntesis del almidón, 

como la subunidad grande de la ADP-glucosa pirofosforilasa (APL3) y la enzima 

ramificadora de almidón (SBE2.2), está afectada en las hojas de plantas abi4 (Rook et 

al. 2001). Más recientemente, se demostró que la regulación transcripcional de ambos 

genes depende de la interacción directa del factor de transcripción ABI4 sobre las 

regiones promotoras de APL3 y SBE2.2 (Rook et al. 2006b; Bossi et al. 2009). Rook et 

al. (2006b) analizaron la expresión del promotor de APL3 y concluyeron que ABI4 es un 

activador débil de su expresión en respuesta a glucosa, cuya fuerza se potencia si actúa 

en conjunto con la proteína (aún desconocida) que se une a la secuencia S3S1. Por 

otro lado, la expresión de APL3 en respuesta al azúcar trehalosa es independiente de 

ABI4, sugiriendo que la presencia de la proteína ABI4 es relevante para la respuesta a 

glucosa únicamente (Ramón et al. 2007). En el caso del gen SBE2.2, Bossi et al (2009) 

demostraron que la interacción entre proteína ABI4 y la región promotora 5´ de SBE2.2 

depende de la secuencia CACCGGCGGCG, que incluye dos secuencias tipo CE-1 en 

tandem. Al igual que en el promotor de APL3, una caja tipo S3S1 también está presente 

en el promotor de SBE2.2. Aún se desconoce si el elemento S3S1 presente en el 

promotor de SBE2.2 es funcional, y si tiene alguna relevancia para la señalización por 

glucosa dependiente de ABI4. A diferencia de lo que se observa en el caso de la 

autoregulación de ABI4, la participacion de la proteína ABI4 para modular la expresión 

de otros genes, como APL3 y SBE2.2 parece estar sujeta a la acción cooperativa con 

otras proteínas; y el impacto que ABI4 tiene sobre la expresión de estos genes depende 

en última instancia del momento del desarrollo, del tipo de respuesta y de la presencia 

de otras proteínas regulatorias.   

La actividad dual del factor de transcripción ABI4 durante las respuestas a 

azúcares se ha confirmado recientemente (Acevedo et al 2005; Koussevitzky et al. 
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2007). La expresión de los genes fotosintéticos, incluídos CAB, PC, RBCS, y Lhcb, se 

regula negativamente por azúcares (Arenas-Huertero et al. 2000; Acevedo et al. 2005, 

Koussevitzky et al. 2007). Esta respuesta negativa ya no se observa en las plántulas 

abi4, sugiriendo la participación de ABI4 en la represión por glucosa de varios genes 

fotosintéticos (Arenas-Huertero et al. 2000; Acevedo et al. 2005; Koussevitzky et al. 

2007). Acevedo et al (2005) demostraron que el factor de transcripción ABI4 se une 

directamente a la caja S (CACCTCCA) sobre el promotor de RBCS reprimiendo así la 

expresión de RBCS en respuesta a glucosa y ABA en plántulas jóvenes de Arabidopsis. 

Más recientemente, el análisis de la expresión de otro gen relacionado a fotosíntesis, 

Lhcb, demostró que ABI4 también participa en la modulación de su expresión en 

respuesta a glucosa y a la señalización retrógrada del cloroplasto (Koussevitzky et al. 

2007). Ensayos de un híbrido en levaduras realizados con el promotor de Lhcb 

indicaron que ABI4 reprime la expresión del gene Lhcb por su unión directa a la 

secuencia CCAC sobre el promotor (Koussevitzky et al. 2007).  

Hasta la fecha se ha concluído que 6 genes de Arabidopsis son blancos directos 

de la proteína, cuya interacción física y relevancia fisiológica se ha demostrado 

experimentalmente (Acevedo et al 2005; Rook et al. 2006b; Koussevitzky et al. 2007; 

Bossi et al. 2009). Debido a que la expresión del gen ABI4 en respuesta a glucosa 

depende de la vía de HXK (Bossi 2002) y a que ABI4 es un elemento de dicha vía 

(Arenas-Huertero et al. 2000), es posible sugerir que el factor ABI4 regula la expresión 

de sus genes blancos en respuesta a la cascada de señalización iniciada por la HXK 

(Figura 2 (a)). En la siguiente sección se discutirán los posibles mecanismos de acción 

que contienden con la función dual del factor ABI4 durante las respuestas a azúcares. 
 

8.2.4. Una proteína regulatoria + múltiples elementos en cis = ¿ caos o versatilidad 

funcional ? 
 

La proteína regulatoria ABI4 es el primer miembro de la sub familia ERF-EREB 

(familia AP2) que se reporta como un regulador dual de la transcripción mediante su 

unión a tres secuencias similares sobre el DNA (motivo CCAC, elemento tipo CE-1, y 

caja S) (Niu et al. 2002; Acevedo et al 2005; Koussevitzky et al. 2007; Bossi et al. 2009). 

Una rápida observación visual del motivo CCAC (Koussevitzky et al. 2007) indicó que 

estas 4 bases podrían ser el núcleo del sitio de unión de ABI4 sobre el DNA, ya que 

éstas se encuentran presentes en el elemento tipo CE-1 (CACCG) propuesto por Niu et 

al. (2002) y en la caja S (CACCTCCA) reportada por Acevedo et al (2005). El análisis 
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por mutagénesis dirigida del promotor de RBCS indicó que las bases CAC de la caja S 

son importantes para la unión de ABI4 apoyando la propuesta de que el motivo CCAC 

sea el núcleo de la caja de unión de ABI4. Sin embargo, experimentos de mutagénesis 

en la región regulatoria del gen ABI5 de Arabidopsis indicaron que el motivo CCAC es 

dispensable para la unión ABI4 al DNA in vitro, sugiriendo que el elemento CCAC es 

diferente del elemento tipo CE-1 funcionalmente. En base a estos resultados, es posible 

especular que ABI4 se une a dos elementos en cis funcionalmente diferentes de los 

cuales depende, al menos parcialmente, su actividad dual: el motivo CCAC (y su 

variante la caja S) es importante para la represión, y la presencia del motivo tipo CE-1 

correlaciona con la función activadora de ABI4. La cuantificación in silico de la similitud 

entre el motivo CE-1 y la caja S utilizando el programa TOMTOM (Gupta et al. 2007; 

http://noble.gs.washington.edu/proj/tomtom) apoya dicha hipótesis y corrobora que 

ambos elementos en cis son diferentes (Figura S3). Por otro lado, aunque las 

secuencias CCAC y CACCG están dispersas en todo el genoma de Arabidopsis a una 

taza muy elevada, la proteína ABI4 no se une indiscriminadamente a todas ellas (Bossi 

et al. 2009). Esto sugiere que bases adicionales sobre el DNA no identificadas hasta el 

momento y/o la interacción cooperativa con otros elementos en cis serán los 

determinantes esenciales del tipo de interacción entre ABI4 y su promotores blanco. La 

caracterización in vivo de un mayor número de genes blanco de ABI4 será 

indispensable para evaluar esta propuesta. 

Adicionalmente, aún falta por explorar la(s) posible(s) interacción(es) de la 

proteína ABI4 con otros factores de transcripción que actúan sobre sus mismos genes 

blancos. La participación de ABI4 con otras proteínas dentro de un complejo regulatorio 

transcripcional es otra alternativa para justificar y entender la actividad dual de ABI4 

como factor de transcripción, especialmente al considerar que la proteína ABI4 tiene un 

dominio funcional de activación de la transcripción (Soderman et al. 2000), pero ningún 

dominio proteico relacionado a la función represora. Un modelo sobre la actividad 

represora de ABI4 dependiente de la interacción con otras proteínas fue propuesto por 

Acevedo et al. 2005 para explicar la regulación por glucosa de los genes fotosintéticos. 

Dicho modelo se detalla a continuación: 1- los promotores de los genes reprimidos por 

ABI4 contienen elementos en cis implicados en la regulación por luz y por carbono, 2- 

los elementos en cis correspondientes a las respuestas a carbono y luz son 

independientes y cada uno de ellos une su propio factor de transcripción; 3- tales 

elementos en cis se localizan muy cercanos entre sí, de manera tal que su ocupación 
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resulta excluyente por impedimento estérico; 4- la interacción entre el elemento de 

respuesta a luz y su factor de transcripción correspondiente, así como la interacción 

entre el elemento de respuesta a carbono (caja S) y su factor de transcripción (ABI4) 

resultan en una competencia reversible; 5- como consecuencia ambos factores de 

transcripción no pueden estar unidos al mismo tiempo al DNA; 6- la unión de ABI4 a su 

caja en cis afecta negativamente la expresión de los genes fotosintéticos debido a su 

acción represora (Acevedo et al. 2005) o a su acción de activador débil, lo cual se 

percibe como una represión (Rook et al. 2006b). Este modelo resulta adecuado para 

explicar el mecanismo de acción de ABI4 sobre la represión de genes fotosintéticos 

solamente. La función activadora de ABI4 podría explicarse también empleando un 

modelo similar al postulado para la represión de RBCS dependiente de ABI4 en 

respuesta a glucosa. En este caso la actividad dual de ABI4 estaría determinada por las 

interacciones específicas con uno o más factores de transcripción diferentes (Figura 

28b). Sin embargo, hasta el momento no se ha identificado proteína que interaccione 

con ABI4. Por otro lado, debido a que hasta el momento, la función activadora de ABI4 

correlaciona con la presencia de la caja tipo CE-1 y su actividad represora con la caja S 

o el motivo CCAC, la función dual de ABI4 podría depender de sobre qué tipo de caja 

ABI4 se une al DNA (Figura 28a; Latchman 2001). Las evidencias acumuladas hasta el 

momento no permiten generar un modelo único para explicar el mecanismo por el cual 

ABI4 ejerce su función dual como regulador transcripcional (Figura 28).  

  A pesar del gran avance realizado en la compresión de la función del factor 

ABI4, aún faltan más estudios, como por ejemplo, identificar proteínas regulatorias que 

interactúen con ABI4 para clarificar la actividad dual de ABI4. Por otro lado, un análisis 

de expresión transitoria en protoplastos empleando como plásmido efector a un vector 

que sobre expresa a la proteína ABI4 y como plásmidos reporteros al gen de LUC 

regulado por las cajas mínimas de DNA sobre las que interacciona ABI4 (tipo CE-1, caja 

C y motivo CCAC) sería útil para empezar a entender que importancia tienen las 

diferentes cajas de unión para definir si ABI4 actúa como un activador o como un 

represor. Finalmente, me parece crucial invertir esfuerzos para tratar de identificar otros 

elementos de la red transcripcional (ensayos exploratorios: uso de un sistema de dos 

híbridos o ensayos de pulldown con la proteína recombinante GST) en la que participa 

ABI4 durante el desarrollo y las respuestas a diversos estímulos, como los azúcares y el 

estrés. 
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Figura 28 – Modelos propuestos para la acción dual de ABI4 sobre la expresión génica en 
respuesta a azúcares. 
(a) Modelo dependiente de la secuencia de elementos en cis sobre el DNA y bases adicionales 
aún no identificadas. 
(b) Modelo dependiente de la interacción física entre ABI4 y otras proteínas regulatorias. 
Los detalles y abreviaturas se encuentran descritos en el texto. 
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8.3. Las funciones de ABI4 durante el ciclo de vida de una planta de 

Arabidopsis thaliana. 
 

8.3.1. ABI4 y el desarrollo de las semillas. 
 

 El desarrollo de las semillas comprende la embriogénesis y la maduración. La 

maduración de las semillas es un proceso esencial que se caracteriza por dos 

acontecimientos principales: 1 - la acumulación de las reservas de almacenamiento y 2 - 

la maduración/desecación de las semillas. El gen ABI4 se expresa en embriones 

inmaduros de Arabidopsis (Soderman et al. 2000, Penfield et al. 2006, Bossi et al. 2009) 

y evidencias genéticas señalan que ABI4, junto con otros factores de transcripción ABI, 

está implicado en la modulación de genes específicos de semillas y / o genes regulados 

por ABA durante la maduración de las semillas (Soderman et al. 2000, Finkelstein 

2002). La proteína ABI4 parece tener una responsabilidad limitada sobre la modulación 

de los genes que se expresan en las etapas tempranas del desarrollo de las semillas 

(Soderman et al. 2000). Sin embargo, ABI4 podría tener un papel importante en la 

regulación de los genes que se expresan durante las fases tardías del desarrollo de las 

semillas. Esta hipótesis es coherente con los resultados del análisis global realizado por 

Nakabayashi et al. 2005, donde se observa que la expresión de 5 genes que codifican 

para proteínas de almacenamiento de semillas (At1g03880, At4g27150, At4g28520, 

At5g44120 y At5g54470) se afecta en las semillas secas de abi4. La proteína ABI4 

también participa en la acumulación de los transcritos de diferentes tipos de LEAs y de 

otros genes con funciones de protección a la desecación en las semillas secas 

(Nakabayashi et al. 2005). Sería interesante determinar el alcance de la responsabilidad 

de ABI4 en la expresión de los genes específicos de semilla, en particular de los genes 

que codifican para proteínas de almacenamiento y proteínas asociadas a la desecación, 

y si la regulación por ABI4 se ve influída por los picos endógenos de ABA y / o el estado 

metabólico de carbono-nitrógeno durante la maduración de las semillas. 

 La mutante abi4 no presenta alteraciones en el fenotipo del embrión y/o semillas, 

por lo tanto la proteína ABI4 no es un componente esencial de las vías de transducción 

de señales que controlan la embriogénesis y la maduración de las semillas (Finkelstein 

et al. 1998, Penfield et al. 2006). A pesar de los estudios realizados, la función 

específica de ABI4 durante la embriogénesis y la maduración de las semillas en 

Arabidopsis es incierta, y probablemente redundante. Los niveles de acumulación del 

transcrito de ABI4 durante la maduración de las semilas y en semillas secas son bajos, 
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sugiriendo que la función principal de ABI4 y sus principales blancos de acción no 

parecen ser relevantes en esta etapa del desarrollo de una planta de Arabidopsis. 

Contrariamente, el papel de la proteína ABI4 de maíz parece ser más importante 

durante el desarrollo de las semilas de maíz, ya que su expresión es específica del 

grano, se regula durante el desarrollo de las semillas inmaduras, y no se detecta en los 

tejidos vegetativos de plántulas de maíz (Niu et al. 2002). 
 

8.3.2. ABI4 y la germinación de las semillas (énfasis en la imbibición). 
 

 El éxito de la germinación es crucial para las plantas y por lo tanto, está 

estrictamente regulado por el medio ambiente, así como por el “calendario” interno 

dictado por las señales de desarrollo. La germinación puede definirse de manera 

general como un proceso de dos fases: 1 – la activacion del metabolismo y 2 – el 

alargamiento celular. El metabolismo se activa por la imbibición de semillas, y se 

caracteriza por la movilización de las reservas almacenadas como lípidos, proteínas y 

almidón. Durante este período de imbibición es cuando ocurre la máxima acumulación 

de mensajero de ABI4 (Arroyo et al. 2003). Recientemente, un analisis de microarreglos 

demostró que la expresión de ABI4 aumenta 23 veces en semillas embebidas en 

comparación con las semillas secas (Nakabayashi et al. 2005). Además, la acumulación 

de ABI4 en semillas embebidas es parcialmente dependiente de la presencia de la 

proteína ABI4 (Bossi et al 2009). Debido a que los niveles endógenos de ABA son bajos 

durante la germinación, la expresión de ABI4 podría autoregularse positivamente por 

una señal de desarrollo, por un efecto osmótico causado por la imbibición de las 

semillas, por el aumento temporal de carbono que proviene de la degradación de las 

reservas de almacenamiento, o por una combinación de todos estos estímulos.  

 En las semillas secas de Arabidopsis, hay altos niveles de transcrito de ABI5, sin 

embargo, en las semilas embebidas, estos niveles disminuyen notablemente (91%), 

sugiriendo que ABI5 no tiene un papel regulatorio importante durante la imbibición de 

las semillas en condiciones normales de crecimiento. A pesar de ello, la abundancia del 

mensajero de ABI5 disminuye 47% en semillas embebidas de la mutante abi4. Este 

dato curioso sugiere que durante la imbibición de las semillas, el(los) factor(es) que 

mantiene(n) elevados los niveles del transcrito de ABI5 desaparece(n), y la proteína 

ABI4 podría tomar el lugar de esta(s) proteína(s) regulatoria(s), pero actuando como un 

activador débil de la expresión de ABI5 manteniendo sus niveles bajos en condiciones 

normales de crecimiento y asegurándose así que la proteína ABI5 y los genes 
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relacionados a ABA/dormancia regulados por ABI5 no interfieran con la germinación. 

Este modelo coincide con el modelo hipotético de acción de ABI4 sugerido por Rook et 

al 2006b quien propone que el factor ABI4 es un activador débil de la expresión de 

APL3 y de genes fotosintéticos como RBCS en respuesta a azúcares. 

 La mutante abi4 no afecta el fenotipo visible de las semillas de Arabidopsis o el 

proceso de imbibición, lo que sugiere que la función de ABI4 en las semillas es 

redundante o se vuelve importante en respuesta a condiciones ambientales severas. En 

las semillas bajo condiciones de estrés, los niveles de ABA aumentan y la germinación 

se inhibe: la radícula no emerge, las reservas no se movilizan y no se pierde la 

tolerancia a la desecación. Las semillas de Arabidopsis almacenan carbono en forma de 

triglicéridos, y el 90% de esos triglicéridos se acumulan en el embrión (Penfield et al. 

2006). Análisis genéticos indicaron que la proteína ABI4 es importante para modular la 

germinación de Arabidopsis en condiciones adversas, a través de la modulación de los 

procesos regulados por ABA tales como el catabolismo de triglicéridos en el embrión 

(Penfield et al. 2006). ABI4 actúa como un elemento hacia abajo en la señalización 

durante el desarrollo de las semillas y la germinación, principalmente implicado en la 

modulación de genes finales del metabolismo. Sin embargo, el factor ABI4 parece ser 

un punto de convergencia de la mayoría de las vías de señalización de estrés, 

incluyendo las señales de estrés derivadas de la comunicación retrograda núcleo-

cloroplasto (Koussevitzky et al. 2007). Más intrigante aún es el hecho de que ABI4 

parece ser una molécula integradora de las diferentes señales tanto internas como 

externas durante la germinación. El aumento de ABI4 durante el período de imbibición 

parece ser importante para preparar a la semillas para que germinen, y su disminución 

(o inactividad) parece relevante para que la germinación se complete ya que los niveles 

de ABI4 empiezan a decrecer luego de la imbibición en condiciones normales de 

crecimiento (sin estrés). Mi visión actual es que el medio ambiente determina la 

expresión del gen ABI4 y, quien a su vez, controla a los switches que disparan los 

eventos post-germinativos (después de la imbibición). Cuando el ambiente es favorable, 

la función de ABI4 “desaparece” parcialmente ya que su expresión disminuye en 

ausencia de condiciones de estrés. Esto permite que la semilla germinada se 

establezca exitosamente. En este sentido ABI4 parece actuar como un regulador 

negativo de los eventos que se desencadenan luego de la imbibición de las semillas 

(Figura 30).   
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8.3.3. ABI4 y el establecimiento de las plántulas jóvenes. 
 

 En condiciones normales de crecimiento, ABI4 se detecta en el hipocótilo, los 

cotiledones y la radícula de las plántulas jóvenes (Soderman et al 2000, Arroyo et al. 

2003), lo cual coincide con su papel propuesto como punto de control durante el 

establecimiento de la plántula (Arroyo et al. 2003). Resulta interesante a este respecto 

que la expresión de ABI4 es notablemente intensa en cotiledones, aunque casi 

indetectable en las hojas verdaderas que aparecen en la plántula a medida que ésta 

crece, sugiriendo que la participación de ABI4 no es esencial en tejidos autotróficos 

(Figura S1 en Apéndice II). Por otro lado, el promotor de ABI4 presenta un patrón de 

expresión curioso durante el desarrollo de la raíz: se detecta en toda la radícula en las 

semillas en germinación, su expresión se limita al ápice radical en plántulas de 3-4 días, 

y no se observa expresión en las raíces de plantas adultas (Bossi 2002, Arroyo et al. 

2003). La expresión del gen GUS dirigida por el promotor de ABI4 en el ápice de la raíz 

se intensifica en respuesta a glucosa (Figura S2 en Apéndice II). El patrón de expresión 

del promotor de ABI4 en las raíces de plántulas de 3 días en GM y en respuesta a 

glucosa es similar al observado para el promotor del gen ABI5 (Brocard et al 2002), 

sugiriendo que ambos factores ABI se corregulan en el ápice radical en plántulas de 3 

días y en respuesta a glucosa. Análisis genéticos en las células del ápice de la raíz 

serán necesarios para determinar si la proteína ABI4 regula la expresión del promotor 

de ABI5 en raíces. El patrón de expresión del promotor de ABI4 durante el ciclo de vida 

de Arabidopsis es consistente con la propuesta mencionada en la sección anterior 

donde se especula que ABI4 es un punto de control que actúa como regulador negativo 

del desarrollo durante la germinación y los eventos post-germinativos.  

 La transición de las plántulas desde organismos heterótrofos a autótrofos es otro 

de los pasos cruciales en el desarrollo de plantas. Después de la protrusión de la 

radícula (germinación), las nuevas plántulas (aún heterótrofas) se autoabastecen 

durante su crecimiento temprano a través de la movilización de las reservas de 

almacenamiento disponibles. Si la movilización de  reservas, particularmente de lípidos, 

en el embrión se interrumpe por condiciones ambientales adversas, entonces la 

germinación se detiene y el embrión entra en una etapa latente (Penfield et al., 2006). 

Otros eventos de arresto del desarrollo pueden observarse durante el período post-

germinativo en respuesta a un ambiente desfavorable. Por ejemplo, el desarrollo de las 

plántulas puede ser detenido por altas concentraciones de azúcares o de ABA dentro de 

una ventana de desarrollo que incluye las primeras 48-72 horas después de la 
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germinación de las semillas (Lopez-Molina et al. 2001; Arroyo et al. 2003; Dekkers et al. 

2004). Interesantemente, ABI4 tiene múltiples funciones durante este delicado proceso 

de crecimiento temprano. En particular, la presencia de la proteína ABI4 es muy 

importante durante el establecimiento de plántulas, ya que participa en la cascada de 

señalización que modula la movilización de reservas de almacenamiento (Penfield et al., 

2006), la expresión de genes fotosintéticos (Acevedo et al. 2005, Koussevitzky et al. 

2007, la señalización retrógrada de cloroplasto (Koussevitzky et al. 2007), el crecimiento 

de la raíz (Soderman et al. 2000, Signora et al. 2001, Ramon et al. 2007) y en respuesta 

a azúcares y/o ABA. El factor ABI4 podría controlar estos procesos mediante su unión 

directa a sus genes blanco en estas condiciones. Así, la expresión del gen fotosintético 

RBCS está regulada directamente por ABI4 en respuesta a glucosa y ABA (Acevedo et 

al. 2005); la expresión de genes del metabolismo de carbono, como APL3 y SBE2.2, en 

respuesta a glucosa depende de la presencia de la proteína ABI4 (Rook et al. 2006b, 

Bossi et al. 2009); y las respuestas a glucosa, ABA y osmótico de los genes regulatorios 

ABI4 y ABI5 dependen de la interacción del factor de transcripción ABI4 sobre sus 

promotores (Bossi et al 2009, Figura 20).  

 Los niveles de mensajero de ABI4 son bajos en las plántulas, pero la 

acumulación de su transcrito aumenta en respuesta a azúcares, fitohormonas y estrés 

osmótico (Soderman et al. 2000, Bossi 2002, Arroyo et al. 2003, Penfield et al. 2006, 

Ramón et al. 2007, Bossi et al. 2009, Figura 1 en Apéndice III ); y la proteína ABI4 

parece ser esencial para que las plántulas sobrevivan en ambientes severos 

(Finkelstein et al. 1998, Arenas-Huertero et al 2000, Quesada et al. 2000). A este 

respecto, ABI4 parece ser fundamental para modular las respuestas relacionadas a 

ABA que se asocian a la señalizacion por glucosa durante el establecimiento temprano 

de la plántula actuando como un elemento de la vía de señalización por glucosa 

dependiente de hexocinasa (Price et al. 2003). Por otro lado, ABI4 también es 

importante como un elemento de la vía de señalización de ABA que controla la 

germinación de las semillas (Finkelstein et al. 1998; Penfield et al. 2006). Estos datos en 

conjunto sugieren que ABI4 podría tener dos funciones concretas y parcialmente 

independientes en estas dos etapas (germinación y establecimiento de la plántula) 

definidas por el conjunto de genes que ABI4 modula durante las respuestas a ABA en la 

germinación y a glucosa en plántulas jóvenes. Si esto es así, aún faltan identificar 

muchos más genes blancos directos del factor ABI4 los cuales serán fundamentales 
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para comprender en detalle la función del factor ABI4 durante el ciclo de vida de 

Arabidopsis thaliana.  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29 – El factor ABI4, la semilla y la plántula de Arabidopsis 
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9. Conclusiones 
 

 La detección de la proteína ABI4 endógena con anticuerpos específicos no fue 

posible en Arabidopsis, sugiriendo que el factor ABI4 se encuentra a muy bajos niveles 

en las plantas. 

 Estudios destinados a incrementar los niveles de la proteina ABI4 en Arabidopsis 

sugirieron que la abundancia del factor ABI4 parece estar sujeta a regulación post-

transcripcional, ya que plantas sobre expresoras del transcrito de ABI4 no aumentaron 

de manera proporcional los niveles de proteína endógena.  

 La proteína ABI4 se une a la secuencia CACCG en el promotor de los genes ABI4, 

ABI5 y SBE2.2, indicando que ABI4 regula la expresión de estos tres genes de manera 

directa. 

 Experimentos in vivo indicaron que el factor ABI4 actúa como un activador 

transcripcional sobre la expresión de los genes ABI4, ABI5 y SBE2.2. 

 El análisis de la expresión del promotor de ABI4 en plantas transgénicas que 

carecen de la proteína ABI4 demostraron que el factor ABI4 es el principal regulador de 

su expresión tanto durante el desarrollo temprano de la plántula como en respuesta a 

glucosa, ABA y osmótico. 

 Estos resultados más datos previamente publicados que demostraron que la 

proteína ABI4 reprime genes fotosintéticos mediante su unión directa al DNA sugieren 

fuertemente que ABI4 tiene una actividad dual como regulador de la expresión génica 

en respuesta a glucosa. El mecanismo que controla la actividad dual de ABI4 aún se 

desconoce. 

 Debido a la naturaleza de los genes que modula ABI4, es posible especular que 

ABI4 actúa abajo en la vía de señalización en respuesta a glucosa controlando 

principalmente la expresión de genes metabólicos. 
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10. Perspectivas 
 

 Estudios anteriores a este trabajo demostraron que el gen ABI4 está extensamente 

regulado durante el desarrollo y en respuesta a diferentes estreses. Este trabajo sugiere 

que la abundancia de la proteína ABI4 también está sujeta a una estricta regulación. Por 

lo tanto, sería importante realizar un estudio de deleciones de los diferentes dominios de 

la proteína ABI4 con el objetivo de determinar la funcionalidad de cada dominio y tratar 

de afectar los niveles de acumulación de ABI4 para poder así llevar a cabo la 

caracterización bioquímica del factor ABI4. 

 El análisis de la actividad de la proteína ABI4 sobre la expresión de distintos genes 

blanco en respuesta a glucosa demostró que ABI4 es un factor dual capaz de activar o 

reprimir la transcripción según el promotor al que se una. Estudios posteriores sobre 

el/los mecanismos que controlan la dualidad de ABI4 serían interesantes para 

comprender de que manera ABI4 participa en la regulación transcripcional de los genes 

modulados durante las respuestas a azúcares. 

 Los factores de transcripción forman parte de complejos transcripcionales donde 

diferentes factores interactúan entre sí para determinar la expresión final de la mayoría 

de los genes en las plantas, por ello sería importante tratar de identificar proteínas 

regulatorias que interactúen con ABI4 durante la señalización por azúcares. De esta 

manera se podrían empezar a caracterizar los complejos transcripcionales que se 

encienden durante la respuesta a glucosa. 

 Como se ha mencionado en las conclusiones, ABI4 regula genes efectores finales 

de la respuesta a la cascada de transducción de señales. A este respecto, sería muy 

interesante tratar de identificar a las proteínas que modulan la actividad del factor ABI4, 

y de esta manera determinar los elementos de la señalización por azúcares que actúan 

arriba de ABI4. 
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SUMMARY 
 
The transcription factor ABA INSENSITIVE 4 (ABI4), discovered nearly 10 years ago, plays a central role in 
a variety of functions in plants, including sugar responses. However, not until very recently has its 
mechanism of action begun to be elucidated. Modulating gene expression is one of the primary mechanisms 
of sugar regulation in plants. Nevertheless, the transcription factors involved in regulating sugar responses 
and their role(s) during the signal transduction cascade remain poorly defined. In this paper we analyzed the 
participation of ABI4, as it is one of the main transcription factors implicated in glucose signaling during early 
seedling development. Our studies show that ABI4 is an essential activator of its own expression during 
development, in ABA signaling and in sugar responses. It is also important for the glucose-mediated 
expression of the genes ABI5 and SBE2.2. We demonstrate that ABI4 binds directly to the promoter region 
of all three genes and activates their expression in vivo through at CE-1-like element. Previous studies found 
that ABI4 also functions as a transcriptional repressor of sugar-regulated genes, therefore this transcription 
factor is a versatile protein with dual functions for modulating gene expression. 
 
Keywords: ABI4, sugar regulation, early seedling development, ABA signaling, transcription factor, 
Arabidopsis. 
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Figure S1 -  Specificity of the binding of the GST-ABI4 protein. Controls 
for specificity of the EMSA experiment include corroboration that GST 
does not interact with ABI4 fragment (panel a), that the unspecific 
competitor is not retarded by the GST-ABI4 protein (panel b), and that 
the GST-ABI4 protein do not bind to the upstream CE-like elements 
present in the ABI5 upstream sequence (panel c). 
(a) ABI4 probe (L1), interaction with GST (L2) or with GST-ABI4 (L3). 
(b) Unspecific fragment (L1), interaction with 300 ng of GST-ABI4 (L2) 
and interaction with 600 ng of GST-ABI4 (L3). 
(c) ABI5 probe 1 (L1), interaction with GST-ABI4 (L2), ABI5 probe 2 (L3), 
interaction with GST:ABI4 (L4). The size of the ABI5 probe 1 and ABI5 
probe 2 fragments are 172 bp and 185 bp. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura S2 – ABI4, ABI5, APL3 and SBE2.2 
transcripts accumulate after glucose 
treatment.  
(a) RT-PCR analysis of Col-0 and abi4 
seedlings grown in MS suplemented with 2% 
sucrose (C), 7% glucose (G) and 7% mannitol 
(M) for 7 days.  
(b) Blot hybridization analysis of Col-0 and 
abi4 seedlings after induction with 3% glucose 
(G) or 3% mannitol (M) for 8 h. Lanes 1 and 4 
are the untreated controls (C).  
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Suplementary Tabla 1. Sequence of oligonucleotide used for EMSA. 
 
ABI4 152bp fragment 5’-GGTAGAAAACAAACGGGTAAG-3’ 

5’-GACGAATCAAGAAGGAAGGG-3’ 
ABI5 177bp fragment 5’-CTCCGGCGGCTTTTAAACTATG -3’ 

5’-CAGTCTTCTAATCCAAGATCTTG-3’ 
SBE2.2 121bp fragment 5’-CTCTCTGCTCTCCGAATCTC-3’ 

5’-CGAGAAGGAAGAGTGAAGC-3 
ABI4 3’UTR fragment 5’-TTTGTTTTTGTGGAAGATCA-3’ 

5’-ATAACCTCTGAAACTCGAACA-3’ 
abi4-CE1 5’-ATAAAAGAAGCACCGCCCTAATCGA-3’ 

3’-TATTTTCTTCGTGGCGGGATTAGCT-5’ 
abi4-CE1m 5’-ATAAAAGAAGTTTAACCCTAATCGA-3’ 

3’-TATTTTCTTCAAATTGGGATTAGCT-5’ 
abi5-CE1 5’-AACACAAAGCCACCGGTTTTTAGAC-3’ 

3’-TTGTGTTTCGGTGGCCAAAAATCTG-5’ 
abi5-CE1m2 5’-AACACAAAGCTTTAAGTTTTTAGAC-3’ 

3’-TTGTGTTTCGAAATTCAAAAATCTG-3’ 
sbe2-CE1 5’-TTTTGTTTCTCACCGGCGGCGAGAG-3’ 

3’-AAAACAAAGAGTGGCCGCCGCTCTC-3’ 
sbe2-CE1m1 5’-TTTTGTTTCTTTTAAGCGGCGAGAG-3’ 

3’-AAAACAAAGAAAATTCGCCGCTCTC-3’ 
sbe2-CE1m2 5’-TTTTGTTTCTTTTAAGTTTAAAGAG-3’ 

3’-AAAACAAAGAAAATTCAAATTTCTC-3’ 
GATA 5’-CACGCGGATAAGATAAGGCCGGGCT-3’ 

3’-GTGCGCCTATTCTATTCCGGCCCGA-3’ 
4X-CE1 5’-AGCACCGCCAGCACCGCCAGCACCGCCAGCACCGCC-3’ 

3’-TCGTGGCGGTCGTGGCGGTCGTGGCGGTCGTGGCGG-5’ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Apéndice II  
 

Material Suplementario 
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Tabla S1 - Elementos en cis asociados a la respuesta a azúcares obtenidos a partir del análisis 
in silico de datos de expresión global del genoma 
 

 

Motivo 
 

Secuencia 
 

ID en base de 
datos*  

Posibles genes 
blancos 

 

Referencia 
 

 

C1 
 

 

GAWYTGA 
W: A o T 
Y: C o T 

nd** 
 

 

- Ferredoxina 
- Ferredoxina–NADP 
reductasa 

 

Palenchar et al. 
2004 
 
 

 

C2 
 

ARNNGANNCAA 
R: A o G 
N: G, A, C o T 

Nd 
 

- Ferredoxina 
- Ferredoxina–NADP 
reductasa 

 

Palenchar et al. 
2004 
 
 

 

C3 
 

KMSAGAG 
K: G o T 
M: A o C 
S: G o C 

Nd 
 

- Ferredoxina 
- Ferredoxina–NADP 
reductasa 

 

Palenchar et al. 
2004 
 
 

 

C4 
 

WMNCHGAANC 
W: A o T  
M: A o C 
N: G, A, C o T 
H: A, C o T 

Nd 
 

- Ferredoxina 
- Ferredoxina–NADP 
reductasa 
 

 

Palenchar et al. 
2004 
 
 
 

 

C5 
 

GAGARRDDG 
R: A o G 
D: G, A o T 

Nd 
 

- Ferredoxina 
- Ferredoxina–NADP 
reductasa 
 

 

Palenchar et al. 
2004 
 
 

 

C6 
 

WKGGGCC 
W: A o T 
K: G o T 

nd 
 

- proteína ribosomal L35a 
- proteína ribosomal L24 
- proteína ribosomal S4 
 

 

Palenchar et al. 
2004 
 
 

 

C7 
 

GGCCSAW 
S: G o C 
W: A o T 

 

nd 
 

- proteína ribosomal L35a 
- proteína ribosomal L24 
- proteína ribosomal S4 
 

 

Palenchar et al. 
2004 
 
 

 

C8 
 

AAACYCNA 
Y: C o T 
N: G, A, C o T 

nd 
 

 

- proteína ribosomal L35a 
- proteína ribosomal L24 
- proteína ribosomal S4 
 

 

Palenchar et al. 
2004 
 
 

 

C9 
 

WTBGGCY 
W: A o T 
B: G, C o T 
Y: C o T 

nd 
 

- proteína ribosomal L35a 
- proteína ribosomal L24 
- proteína ribosomal S4 
 

 

Palenchar et al. 
2004 
 
 
 

 

C10 
 

GDNTTGKAM 
D: G, A o T 
N: G, A, C o T 
K: G o T 
M: A o C 

nd 
 

- proteína ribosomal L35a 
- proteína ribosomal L24 
- proteína ribosomal S4 
 

 

Palenchar et al. 
2004 
 
 
 
 

 

C11 
 

AAGAAAA nd 
 

- proteína ribosomal L35a 
- proteína ribosomal L24 
- proteína ribosomal S4 
 

 

Palenchar et al. 
2004 
 
 

 

Motif55   
 

GGHNGGNDCR 
H: A, C o T 
N: G, A, C o T 
D: G, A o T 
R: A o G 

- caja GCCCG 
- RE1   
- sin nombre 1 (caja 
de unión de TEF1) 
- sin nombre 17 
 

- metabolismo de 
carbono 

 

Thum et al. 2004 
 
 
 

 

Motif45/LCR1 
 

SDHTHGTGDKTG 
S: G o C 
D: G, A o T 
H: A, C o T 
K: G o T 

ninguno - ADG1 
- SBE2.1 
- SBE2.2 
 

 

Thum et al. 2004 
 
 
 

 

Motif23/LCR2 
 

YGGGTTC 
Y: C o T 

- caja GCCCG - ADG1 
- SBE2.1 
- SBE2.2 
 

 

Thum et al. 2004 
 
 
 

 

Motif58/LCR3 
 

ANKNGRNNGSNHC 
N: G, A, C o T 
K: G o T 
R: A o G  
S: G o C 
H: A, C o T 

- Chs-unidad 1 
(respuesta a luz) 

- ADG1 
- SBE2.1 
- SBE2.2 
 

 

Thum et al. 2004 
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Motif 5 GNKNCGGWG 
N: G, A, C o T 
K: G o T 
W: A o T 

- PE3  
- RE1  
- RbcS-CMA7c  
(respuesta a luz) 
 

- ADG1 
- SBE2.1 
- SBE2.2 
 

Thum et al. 2004 
 
 

 

Motif2/LCR4 
 

CAAAAWT 
W: A o T 

- módulo DREP  
(respuesta a luz) 

- ADG1 
- SBE2.1 
- SBE2.2 
 

 

Thum et al. 2004 
 
 

 

Motif10/LCR5 
 

GNKNYGGWG 
N: G, A, C o T 
K: G o T 
Y: C o T 
W: A o T 

- PE3 
- RE1 
- ACE  
- RbcS-CMA7c 
(respuesta a luz) 
 

- ADG1 
- SBE2.1 
- SBE2.2 
 

 

Thum et al. 2004 
 
 

 

Motif51/LCR6 
 

ATTKTGVA 
K: G o T 
V: G, A o C 

- HSE 
(respuesta a choque 
térmico) 

- ADG1 
- SBE2.1 
- SBE2.2 
 

 

Thum et al. 2004 
 
 
 

 

Motif12/LCR7 
 

ANNCCANANHHMNN
A 

N: G, A, C o T 
H: A, C o T 
M: A o C 

- caja H  
(respuesta a luz) 
 

- SPDS1  
- EXP1  
- ATH-A  
- At2g33590  
- At1g04680 
 

 

Thum et al. 2004 
 
 
 

 

Motif13/LCR8 
 

GDGDTKGTG 
D: G, A o T 
K: G o T 

- motivo GT-1  
- ACE  
- RbcS-CMA7a 
(respuesta a luz) 
 

- SPDS1  
- EXP1  
- ATH-A  
- At2g33590  
- At1g04680 
 

 

Thum et al. 2004 
 
 
 

 

Motif20/LCR9 
 

GGTCNBNGWG 
N: G, A, C o T 
B: G, C o T 
W: A o T 

- caja G 
(respuesta a luz) 

- SPDS1  
- EXP1  
- ATH-A  
- At2g33590  
- At1g04680 
 

 

Thum et al. 2004 
 
 
 

 

Motif37/LCR10 
 

GNGRNNGNNNNWGN
NY 
N: G, A, C o T 
R: A o G 
W: A o T 
Y: C o T 
 

- caja Endosperma 
(regulación específica 
de endosperma) 

- SPDS1  
- EXP1  
- ATH-A  
- At2g33590  
- At1g04680 
 

 

Thum et al. 2004 
 
 
 

 

Motif6/LCR11 
 

GHTTNGAWTBDG 
H: A, C o T 
W: A o T 
B: G, C o T 

ninguno - SPDS1  
- EXP1  
- ATH-A  
- At2g33590  
- At1g04680 
 

 

Thum et al. 2004 
 
 
 

 

Motif24/LCR12 
 

GDGDTDGTG 
D: G, A o T 

- caja Endosperma 
(regulación específica 
de endosperma) 

- SPDS1  
- EXP1  
- ATH-A  
- At2g33590  
- At1g04680 
 

 

Thum et al. 2004 
 
 
 

 

Motif16/LCR13 
 

GARANNNARA 
R: A o G 
N: G, A, C o T 

- motivo CAG 
(respuesta a luz) 
- caja Prolamina 
(regulación específica 
de endosperma) 
 
- MPE 

- SPDS1  
- EXP1  
- ATH-A  
- At2g33590  
- At1g04680 
 

 

Thum et al. 2004 
 
 
 

 

Motif11/LCR14 
 

ANVNAANAAGHNG 
N: G, A, C o T 
V: G, A o C 
H: A, C o T 

- MPE - SPDS1  
- EXP1  
- ATH-A  
- At2g33590  
- At1g04680 
 

 

Thum et al. 2004 
 
 
 

 

Motif21/LCR15 
 

ARAGAGA 
R: A o G 

- motivo GAG 
- sitio de unión de 
3-AFI 
(respuesta a luz) 
 

- SPDS1  
- EXP1  
- ATH-A  
- At2g33590  

 

Thum et al. 2004 
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- At1g04680 
 

 

Motif36/LCR16 
 

GGTYNNNGWG 
Y: C o T 
N: G, A, C o T 
W: A o T 

- sitio O2  
(regulación Zein) 

- SPDS1  
- EXP1  
- ATH-A  
- At2g33590  
- At1g04680 
 

 

Thum et al. 2004 
 
 
 

 

AMMORESIIUD
CRNIA1 

 

GGWAGGGT 
W: A o T 

AMMORESIIUDCRN
IA1 

 

- metabolismo de 
nucleótidos 
 

 

Li et al. 2006 
 
 

 

QARBNEXTA 
 

AACGTGT 
 

QARBNEXTA  
 

Li et al. 2006 
 

 

BS1EGCCR 
 

AGCGGG BS1EGCCR - metabolismo de 
carbohidratos 

 

Li et al. 2006 
 
 

 

E2FBNTRNR 
 

GCGGCAAA E2FBNTRNR 
 

- síntesis de proteínas 
 

Li et al. 2006 
 

 

MYB26PS 
 

GTTAGGTT MYB26PS - metabolismo de 
carbono  
- entrada de S 
 

 

Li et al. 2006 
 
 

 

DRECRTCORE
AT 

 

RCCGAC 
R: A o G 

DRECRTCOREAT - respuesta a estrés 
abiótico 
 

 

Li et al. 2006 
 
 

 

IBOXCORENT 
 

GATAAGR 
R: A o G 
 

IBOXCORENT - síntesis de trealosa 
 

Li et al. 2006 
 

 

IBOXCORE 
 

GATAA IBOXCORE - respuesta a estrés 
abiótico 
 

 

Li et al. 2006 
 
 

 

IBOX 
 

GATAAG IBOX  
 

Li et al. 2006 
 

 

MYBST1 
 

GGATA MYBST1 - síntesis de trealosa 
- respuesta a estrés 
abiótico  
- degradación de 
aminoácidos 
 

 

Li et al. 2006 
 
 

 

LRENPCABE 
 

ACGTGGCA LRENPCABE - metabolismo de 
carbono 
- metabolismo de lípidos 
- metabolismo de 
aminoácidos 
 

 

Li et al. 2006 
 
 

 

GARE2OSREP1 
 

TAACGTA GARE2OSREP1 - metabolismo secundario  
 

Li et al. 2006 
 

 

EVENINGAT 
 

AAAATATCT EVENINGAT - sintesis de jasmonato  
- respuesta a estrés 
abiótico 
 

 

Li et al. 2006 
 
 

 

5-mero up1 
 

ACCCT TELOBOXATEEF1A
A1 
 

nd 
 

Li et al. 2006 
 
 

 

5-mero up2 
 

GGGAG AMMORESIIUDCRN
IA1 
 

nd 
 

Li et al. 2006 
 
 

 

5-mero up3 
 

AGTGA ninguno nd 
 

Li et al. 2006 
 

 

5-mero up4 
 

GAGAA ninguno nd 
 

Li et al. 2006 
 

 

5-mero up5 
 

ATTAA ninguno nd 
 

Li et al. 2006 
 

 

5-mero up6 
 

GAATA ninguno nd 
 

Li et al. 2006 
 

 

5-mero up7 
 

GAATC ninguno nd 
 

Li et al. 2006 
 

 

5-mero up8 
 

TAGGT MYB26S nd 
 

Li et al. 2006 
 

 

5-mero up9 
 

AATAG ninguno nd 
 

Li et al. 2006 
 

 

5-mero up10 
 

AATGT ninguno nd 
 

Li et al. 2006 
 

 

5-mero up11 
 

CGGCA E2FBNTRNR nd 
 

Li et al. 2006 
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5-mero up12 ACCGT ninguno nd Li et al. 2006 
 

 

5-mero up13 
 

ACTCT ninguno nd 
 

Li et al. 2006 
 

 

5-mero down1 
 

GGATA - MYBST1 
- motivo de 
represión por 
azúcar (TATCCA) 
-motivoOSRAMY3D 
(TATCCAY) 
 

nd 
 

Li et al. 2006 
 

 

5-mero down2 
 

GATAA - IBOXCORE 
- sitio de unión  del 
factor GATA 
 

nd 
 

Li et al. 2006 
 

 

5-mero down3 
 

TATCT EVENINGGAT nd 
 

Li et al. 2006 
 

 

5-mero down4 
 

CATCC ninguno nd 
 

Li et al. 2006 
 

 

5-mero down5 
 

AAGAT ninguno nd 
 

Li et al. 2006 
 

 

5-mero down6 
 

CAATG ninguno nd 
 

Li et al. 2006 
 

 

5-mero down7 
 

AATCC ninguno nd 
 

Li et al. 2006 
 

 

5-mero down8 
 

GATTA ninguno nd 
 

Li et al. 2006 
 

 

5-mero down9 
 

GACTC ninguno nd 
 

Li et al. 2006 
 

 

5-mero down10 
 

CATCG ninguno nd 
 

Li et al. 2006 
 

 

5-mero down11 
 

CACAC ninguno nd 
 

Li et al. 2006 
 

 

5-mero down12 
 

CGTGG - core de caja G   
- LRENPCABE 
 

nd 
 

Li et al. 2006 
 

 

5-mero down13 
 

GACCC ninguno nd 
 

Li et al. 2006 
 

 

* ID en base de datos: nombre o identificación de la secuencia en la base de datos conocida; los datos se 
obtuvieron a partir de PlantCARE (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/) para los 
elementos reportados por Thum et al. 2004 y de PLACE (http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/) para aquellos 
reportados por Li et al. 2006. 
** nd: no determinado 
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Tabla S2. Búsqueda in silico de genes de Arabidopsis cuyos promotores incluyen los motivos 
seleccionados (criterio 1) empleado el programa PatMatch (http://www.arabidopsis.org/cgi-
bin/patmatch/nph-patmatch.pl). Los candidatos se filtraron posteriormente teniendo en cuenta si 
su expresión en las semillas de la mutante abi4 está desregulada con respecto a las semillas 
silvestres. 

 
Criterio 1  Candidatos  

 
Criterio 2  
(gen 
desregulado 
en semillas 
abi4) 
 

Candidatos Resultado 

Secuencia CACCGN{30,40}CTYTT en 
promotor (1 kb) 

966 genes 27 genes Tabla S2.1  

Secuencia CACCGN{1,40}AACACTYTT en 
promotor (1 kb) 

15 genes 1 gen ABI4 (*) 

Secuencia CACCGN{1,40}AACACTYTTC 
en promotor (1 kb) 

8 genes 1 gen ABI4 (*) 

 

(*) El gen ABI5 no se detecta como candidato según esta estrategia (contrario a lo que indica la figura 21) 
debido a que el programa Patmatch sólo considera promotores y no regiones 5' no traducidas. 
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Tabla S2.1. Lista de genes candidatos según los criterios empleados en la Tabla S2. 
 

 
ID 
 

Función 
 

Veces de 
desregulación 

en semilla   
seca 

Veces de 
desregulación 

en semilla 
embebida 

AT1G17850 expressed protein 2.05 n.a. 

AT1G25375 metallo-beta-lactamase family protein 3.12 n.a. 

AT1G27990 expressed protein n.a. 3.86 

AT1G48470 
 

glutamine synthetase, putative similar to glutamine 
synthetase, cytosolic isozyme (glutamate-- ammonia ligase, 
GS1) [Arabidopsis thaliana] SWISS-PROT:Q9LVI8 n.a. 3.17 

AT1G63120 
 

rhomboid family protein contains PFAM domain PF01694, 
Rhomboid family n.a. 2.54 

AT1G66760 
 

MATE efflux family protein contains TIGRfam profile: 
TIGR00797: MATE efflux family protein, Pfam profile 
PF01554: Uncharacterized membrane protein family 3.44 n.a. 

AT2G21800 expressed protein n.a. 2.02 

AT2G26210 
ankyrin repeat family protein contains ankyrin repeats, 
Pfam:PF00023 2.42 n.a. 

AT2G40220 ABI4 4.25 5.08 

AT2G43520 
trypsin inhibitor, putative similar to SP|P26780 Trypsin inhibitor 
2 precursor (MTI-2) {Sinapis alba} 2.19 n.a. 

AT2G47180 
galactinol synthase, putative similar to galactinol synthase, 
isoform GolS-1 GI:5608497 from [Ajuga reptans] n.a. 2.86 

AT3G10930 expressed protein n.a. 13.28 

AT3G18630 
uracil DNA glycosylase family protein contains Pfam profile: 
PF03167 uracil DNA glycosylase superfamily n.a. 6.39 

AT3G30300 
 
 
 
 

expressed protein contains Pfam PF03138: Plant protein 
family. The function of this family of plant proteins is unknown; 
previously annotated as 'auxin-independent growth promoter -
related' based on similarity to axi 1 protein (GB:X80301) 
(GI:559920) from [Nicotiana tabacum], which, due to scienitific 
fraud was retracted. Retraction in: Schell J. EMBO J 1999 May 
17;18(10):2908. PMID:10400497. n.a. 3.88 

AT3G45970 
 
 
 

[AT3G45970,  expansin family protein (EXPL1) similar to cim1 
induced allergen, Glycine max, EMBL:U03860; expansin-like 
gene, PMID:11641069, 
www.bio.psu.edu/expansins];[AT3G45980,  histone H2B 
identical to histone H2B Arabidopsis thaliana GI:2407802; 
contains Pfam profile PF00125 Core histone H2A/H2B/H3/H4] n.a. 2.14 

AT3G50980 
 

dehydrin, putative similar to dehydrin Xero 1 [Arabidopsis 
thaliana] SWISS-PROT:P25863 2.32 6.29 

AT3G56360 
 

expressed protein unknown protein 110K5.12 - Sorghum 
bicolor, TREMBL:AF124045_5 2.39 n.a. 

AT4G01460 
 

basic helix-loop-helix (bHLH) family protein contains Pfam 
profile: PF00010 helix-loop-helix DNA-binding domain 2.38 n.a. 

AT4G02890 

polyubiquitin (UBQ14) identical to GI:166795; similar to N. 
sylvestris hexameric polyubiquitin, GenBank accession 
number M74101 2.03 n.a. 

AT4G18920 expressed protein n.a. 3.54 

AT4G30280 
 
 
 
 
 
 
 
 

[AT4G30280,  xyloglucan:xyloglucosyl transferase, putative / 
xyloglucan endotransglycosylase, putative / endo-xyloglucan 
transferase, putative similar to xyloglucan 
endotransglycosylase TCH4 GI:886116 from [Arabidopsis 
thaliana]];[AT4G30290,  xyloglucan:xyloglucosyl transferase, 
putative / xyloglucan endotransglycosylase, putative / endo-
xyloglucan transferase, putative similar to xyloglucan 
endotransglycosylase TCH4 GI:886116 from [Arabidopsis 
thaliana]];[AT1G65310,  xyloglucan:xyloglucosyl transferase, 
putative / xyloglucan endotransglycosylase, putative / endo-
xyloglucan transferase, putative similar to xyloglucan 
endotransglycosylase TCH4 GI:886116 from [Arabidopsis 
thaliana]] n.a. 2.04 

AT4G30450 glycine-rich protein n.a. 3.11 
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AT4G37870 
 
 
 
 

phosphoenolpyruvate carboxykinase [ATP], putative / PEP 
carboxykinase, putative / PEPCK, putative similar to 
phosphoenolpyruvate carboxykinase [Lycopersicon 
esculentum] GI:16950587, SP|Q9SLZ0 Phosphoenolpyruvate 
carboxykinase [ATP] (EC 4.1.1.49) (PEP carboxykinase) 
(Phosphoenolpyruvate carboxylase) (PEPCK) {Zea mays}; 
contains Pfam profile PF01293: phosphoenolpyruvate 
carboxykinase n.a. 2.52 

AT5G05410 
 
 

DRE-binding protein (DREB2A) identical to DREB2A 
GI:3738230 from [Arabidopsis thaliana] ; supported by 
cDNA:gi_3738229_dbj_AB007790.1_AB007790 n.a. 2.04 

AT5G13870 
 
 

xyloglucan:xyloglucosyl transferase / xyloglucan 
endotransglycosylase / endo-xyloglucan transferase (EXGT-
A4) identical to endoxyloglucan transferase EXGT-A4 
GI:5533315 from [Arabidopsis thaliana] n.a. 2.61 

AT5G22470 
 
 

poly (ADP-ribose) polymerase family protein similar to 
poly(ADP)-ribose polymerase [Zea mays] GI:3928871; 
contains Pfam profiles PF00644: Poly(ADP-ribose) 
polymerase catalytic domain, PF00533: BRCA1 C Terminus 
(BRCT) domain, PF05406: WGR domain n.a. 7.75 

AT5G51760 
 

protein phosphatase 2C, putative / PP2C, putative contains 
PF00481: Protein phosphatase 2C domain; similar to protein 
phosphatase 2C (GI:10432446) [Nicotiana tabacum] n.a. 3.2 

    

 Total = 27 genes   

  10 genes 19 genes 
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Tabla S3. Búsqueda in silico de genes que se co-regulan con ABI4 (coeficiente de correlación 
Pearson (r) mayor 0.75, que potencialemente podrían estar regulados por la proteína ABI4.  

 

Criterio 1 Software Candidatos Criterio 2 Software Candidatos

Genes que se co-
regulan con ABI4 

Expresión angler 
 
(http://bar.utoronto.ca/nt
ools/cgi-bin/ntools 
_expression_angler.cgi) 
 

551 genes Presencia de caja 
CACCG en las 
regiones 
promotoras  

Promomer  
 
(http://bar.utoronto.c
a/ntools/cgi-bin/ 
BAR_Promomer.cgi) 

123 genes 

 
Criterio 3 Candidatos ID Función  

a-  
responden a 
azúcares 
 

2 genes 
 

AT2G14660 
 

similar to Protein of unknown function DUF589 
[Medicago truncatula] (GB:ABE89772.1); contains 
InterPro domain Protein of unknown function DUF589; 
(InterPro:IPR007628)  

   

AT2G14520 
 

CBS domain-containing protein; similar to CBS 
domain-containing protein [Arabidopsis thaliana] 
(TAIR:AT4G33700.1); similar to hypothetical protein 
[Vitis vinifera] (GB:CAN61244.1); contains InterPro 
domain Cystathionine beta-synthase, core 
(InterPro:IPR000644); contains InterPro domain 
Protein of unknown function DUF21 
(InterPro:IPR002550) 

 

b- desregulados 
en semillas abi4 
(ACTIVADOR) 
 

6 genes AT1G61460 
 

 

S-locus protein kinase, putative contains similarity to 
KI domain interacting kinase 1 [Zea mays] 
gi|2735017|gb|AAB93834; contains S-locus 
glycoprotein family domain, Pfam:PF00954 

semilla 
seca 
(11.86) 

AT5G38390 F-box family protein contains F-box domain 
Pfam:PF00646 

semilla 
seca 
(8.01) 

AT1G76770 heat shock protein-related contains similarity to 17.9 
kDa heat-shock protein [Helianthus annuus] 
gi|11990130|emb|CAB55634 

semilla 
seca 
(7.51) 

AT2G40220 ABI4 semilla 
seca y 
embebida 

AT2G14520 CBS domain-containing protein contains Pfam profiles 
PF00571: CBS domain, PF01595: Domain of 
unknown function 

semilla 
embebida 
(3.36) 

AT3G57900 hypothetical protein hypothetical protein T24P15.12 - 
Arabidopsis thaliana, PIR:T00930 

semilla 
embebida 
(2.88) 

c- desregulados 
en semillas abi4 
(REPRESOR) 
 

7 genes AT5G38390 F-box family protein contains F-box domain 
Pfam:PF00646 
 

semilla 
embebida 
(6.55) 

AT3G28960 amino acid transporter family protein low similarity to 
vesicular inhibitory amino acid transporter [Mus 
musculus] GI:2826776; contains 
INTERPRO:IPR002422 amino acid/polyamine 
transporter, family II 

semilla 
embebida 
(3.85) 

AT2G20100 ethylene-responsive family protein similar to Ethylene-
regulated ER33 protein (gI:5669656) [Lycopersicon 
esculentum]; PMID: 12679534; putative bHLH133 
transcription factor 
SS 2.20 

semilla 
embebida 
(2.82) 

AT3G32140 hypothetical protein contains Pfam profile PF03384: 
Drosophila protein of unknown function, DUF287 
 

semilla 
embebida 
(2.24) 
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Criterio 3 Candidatos ID Función  

AT3G50420 pentatricopeptide (PPR) repeat-containing protein 
contains INTERPRO:IPR002885 PPR repeats 
 

semilla 
embebida 
(2.23) 

AT3G44210 hypothetical protein 
 

semilla 
seca 
(2.67) 

AT2G46020 transcription regulatory protein SNF2, putative similar 
to SP|P22082 Transcription regulatory protein SNF2 
(SWI/SNF complex component SNF2) 
{Saccharomyces cerevisiae}; contains Pfam profiles 
PF00271: Helicase conserved C-terminal domain, 
PF00176: SNF2 family N-terminal domain 

semilla 
seca 
(2.29) 
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Tabla S4. Búsqueda de genes que se regulen en respuesta a azúcares, cuya expresión esté 
desregulada en semillas abi4.  

 
* genes extraídos de datos de microarreglos (Palenchar et al. 2004, Price et al. 2004, Li et al. 
2006) 
** genes extraídos de Nakabayashi et al. 2005 
 
 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
801 genes 
candidatos 

Criterio  Software Candidatos Regulacion  Candidatos

Presencia caja 
CACCG 

Promomer 140 Positiva  57 

Presencia caja 
CCAC 

Promomer 464 Negativa  323 

 
 
 

6000 genes 
desregulados 
por azúcares * 

2235 genes 
desregulados 
en semillas 
abi4 ** 

801 
genes 
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Tabla S5. Genes desregulados en semillas abi4 que presentan en sus promotores cajas en cis  
reportadas como elementos de unión al DNA de la proteína ABI4. 
 

Criterio 1 Candidatos Criterio 2 Candidatos Resultado

Genes desregulados en 
semillas wt versus abi4 
(positivo)   

- 459 genes           
(semilla seca)  
- 310 genes        
(semilla embebida)

Presencia de caja 
CACCG  

- 12 genes  
(semilla seca) 
- 46 genes        
(semilla embebida) 

Tabla S5.1 

Genes desregulados en 
semillas wt versus abi4 
(negativo) 

- 346 genes         
(semilla seca) 
- 1081 genes                 
(semilla embebida)

Presencia de caja 
CCAC 

- 68 genes       

(semilla seca) 
- 9 genes            
(semilla embebida) 

Tabla S5.2 
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Tabla S5.1. Lista de genes desregulados en semillas abi4 que contienen la secuencia CACCG 
en sus regiones promotoras. 
 

ID Función Semilla CACCGN{20,
50}CTc/tTT 

AT1G04560  AWPM-19-like membrane family protein contains Pfam PF05512: 
AWPM-19-like family; similar to late embryogenesis abundant protein, 
(Lea) with hydrophobic domain, high pI value (11.6); 15kD protein; 
putative (GI:310570) {Glycine max} 
 

seca y 
embebida 

NO 

AT1G47350 F-box family protein-related contains TIGR01640: F-box protein 
interaction domain 
 

seca SI 

AT1G50340 invertase/pectin methylesterase inhibitor family protein low similarity to 
SP|P83326 Pectinesterase inhibitor (Pectin methylesterase inhibitor) 
(PMEI) {Actinidia chinensis}; contains Pfam profile PF04043: Plant 
invertase/pectin methylesterase inhibitor 
 

seca NO 

AT1G61460 S-locus protein kinase, putative contains similarity to KI domain 
interacting kinase 1 [Zea mays] gi|2735017|gb|AAB93834; contains S-
locus glycoprotein family domain, Pfam:PF00954 
 

seca NO 

AT1G69526 UbiE/COQ5 methyltransferase family protein low similarity to 
SP|Q05197 Phosphatidylethanolamine N-methyltransferase (EC 
2.1.1.17) [Rhodopseudomonas sphaeroides] {Rhodobacter 
sphaeroides}; contains Pfam profile PF01209: methlytransferase, 
UbiE/COQ5 family 
 

seca NO 

AT1G76770 heat shock protein-related contains similarity to 17.9 kDa heat-shock 
protein [Helianthus annuus] gi|11990130|emb|CAB55634 
 

seca SI 

AT2G21490 dehydrin family protein contains Pfam domain, PF00257: Dehydrin 
 

seca y 
embedida 

NO 

AT3G25440 group II intron splicing factor CRS1-related contains weak similarity to 
CRS1 [Zea mays] gi|9837550|gb|AAG00595 
 

seca NO 

AT3G27990 expressed protein Unusual gene which contains a pectinesterase gene 
within a downstream UTR intron, transcribed on the opposite strand; 
supported by cDNA gi:14596042 
 

seca SI 

AT5G38170 protease inhibitor/seed storage/lipid transfer protein (LTP) family protein 
contains Pfam profile: PF00234 protease inhibitor/seed storage/LTP 
family 
 

seca NO 

AT5G38390  F-box family protein contains F-box domain Pfam:PF00646 
 

seca NO 

AT5G66400 dehydrin (RAB18) nearly identical to SP|P30185 Dehydrin Rab18 
 

seca NO 

AT1G02700 expressed protein similar to hypothetical protein GB:CAB80707 
GI:7268598 from [Arabidopsis thaliana] 
 

embebida NO 

AT1G16730 expressed protein 
 

embebida NO 

AT1G17810 major intrinsic family protein / MIP family protein contains Pfam profile: 
MIP PF00230 
 

embebida NO 

AT1G60190 armadillo/beta-catenin repeat family protein / U-box domain-containing 
protein contains Pfam domain, PF00514: Armadillo/beta-catenin-like 
repeats and Pfam, PF04564: U-box domain 
 

embebida NO 

AT1G72100 late embryogenesis abundant domain-containing protein / LEA domain-
containing protein low similarity to embryogenic gene [Betula pendula] 
GI:4539485; contains Pfam profile PF02987: Late embryogenesis 

embebida NO 
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abundant protein 
 

AT1G78070 WD-40 repeat family protein contains Pfam profile PF00400: WD 
domain, G-beta repeat 
 

embebida NO 

AT2G02250 F-box family protein / SKP1 interacting partner 3-related contains 
similarity to SKP1 interacting partner 3 gI:10716951 from [Arabidopsis 
thaliana] 
 

embebida NO 

AT2G15490 UDP-glucoronosyl/UDP-glucosyl transferase family protein contains 
Pfam profile: PF00201 UDP-glucoronosyl and UDP-glucosyl transferase
 

embebida NO 

AT2G23640 reticulon family protein (RTNLB13) weak similarity to Nogo-C protein 
[Rattus norvegicus] gI:6822251; contains Pfam profile PF02453: 
Reticulon 
 

embebida NO 

AT2G28420 lactoylglutathione lyase family protein / glyoxalase I family protein 
contains glyoxalase family protein domain, Pfam:PF00903 
 

embebida SI 

AT2G35300 late embryogenesis abundant group 1 domain-containing protein / LEA 
group 1 domain-containing protein contains Pfam domain, PF03760: 
Late embryogenesis abundant (LEA) group 1 
 

embebida NO 

AT2G40220 ABI4 embebida SI 

AT2G41280 late embryogenesis abundant protein (M10) / LEA protein M10 identical 
to gB:AF076979 
 

embebida NO 

AT3G01500 carbonic anhydrase 1, chloroplast / carbonate dehydratase 1 (CA1) 
nearly identical to SP|P27140 Carbonic anhydrase, chloroplast 
precursor (EC 4.2.1.1) (Carbonate dehydratase) {Arabidopsis thaliana} 
 

embebida NO 

AT3G02480 ABA-responsive protein-related similar to ABA-inducible protein [Fagus 
sylvatica] GI:3901016, cold-induced protein kin1 [Brassica napus] 
GI:167146 
 

embebida NO 

AT3G04630 expressed protein 
 

embebida SI 

AT3G10930 expressed protein 
 

embebida NO 

AT3G11050 ferritin, putative similar to ferritin subunit cowpea2 precursor 
GI:2970654 (Vigna unguiculata); contains Pfam profile PF00210: 
Ferritin-like domain 
 

embebida SI 

AT3G12960 expressed protein  similar to seed maturation protein PM28 
GB:AAD30427 from [Glycine max] 
 

embebida NO 

AT3G17520 late embryogenesis abundant domain-containing protein / LEA domain-
containing protein low similarity to PIR|S04045|S04045 embryonic 
abundant protein D-29 [Gossypium hirsutum]; contains Pfam profile 
PF02987: Late embryogenesis abundant protein 
 

embebida NO 

AT3G18630 uracil DNA glycosylase family protein contains Pfam profile: PF03167 
uracil DNA glycosylase superfamily 
 

embebida SI 

AT3G21720 isocitrate lyase, putative similar to isocitrate lyase GI:167144 from 
[Brassica napus] 
 

embebida NO 

AT3G21800 UDP-glucoronosyl/UDP-glucosyl transferase family protein contains 
Pfam profile: PF00201 UDP-glucoronosyl and UDP-glucosyl transferase
 

embebida NO 

AT3G22500 late embryogenesis abundant protein (ECP31) / LEA protein identical to 
LEA protein in group 5 (AtECP31) [Arabidopsis thaliana] GI:1526422; 
contains Pfam profile PF04927: Seed maturation protein 
 

embebida SI 



  148

AT3G23800 selenium-binding family protein contains Pfam profile: PF05694 56kDa 
selenium binding protein (SBP56) 
 

embebida NO 

AT3G56980 basic helix-loop-helix (bHLH) family protein 
 

embebida NO 

AT4G02380 late embryogenesis abundant 3 family protein / LEA3 family protein 
similar to several small proteins (~100 aa) that are induced by heat, 
auxin, ethylene and wounding such as Phaseolus aureus indole-3-
acetic acid induced protein ARG (SW:32292); contains Pfam profile 
PF03242: Late embryogenesis abundant protein 
 

embebida NO 

AT4G17550 transporter-related similar to cAMP inducible 2 protein [Mus musculus] 
GI:4580997, glycerol 3-phosphate permease [Homo sapiens] 
GI:7543982; contains Pfam profile PF00083: major facilitator 
superfamily protein 
 

embebida SI 

AT4G21020 late embryogenesis abundant domain-containing protein / LEA domain-
containing protein low similarity to SP|P23283 Desiccation-related 
protein {Craterostigma plantagineum}; contains Pfam profile PF02987: 
Late embryogenesis abundant protein 
 

embebida NO 

AT4G26740 embryo-specific protein 1 (ATS1) identical to embryo-specific protein 1 
[Arabidopsis thaliana] GI:3335169 
 

embebida NO 

AT4G27150 2S seed storage protein 2 / 2S albumin storage protein / NWMU2-2S 
albumin 2 identical to SP|P15458 
 

embebida SI 

AT4G31830 expressed protein 
 

embebida NO 

AT5G01520 zinc finger (C3HC4-type RING finger) family protein similar to MTD2 
[Medicago truncatula] GI:9294812; contains Pfam profile PF00097: Zinc 
finger, C3HC4 type (RING finger) 
 

embebida NO 

AT5G04000 expressed protein 
 

embebida NO 

AT5G06760 late embryogenesis abundant group 1 domain-containing protein / LEA 
group 1 domain-containing protein low similarity to SP|P46515 11 kDa 
late embryogenesis abundant protein (DS11) {Helianthus annuus}; 
contains Pfam profile PF03760: Late embryogenesis abundant (LEA) 
group 1 
 

embebida NO 

AT5G06980 expressed protein 
 

embebida NO 

AT5G07360 amidase family protein low similarity to enantiomerase-selective 
amidase [Rhodococcus sp.] GI:152052; contains Pfam profile PF01425: 
Amidase 
 

embebida NO 

AT5G22470 poly (ADP-ribose) polymerase family protein similar to poly(ADP)-ribose 
polymerase [Zea mays] GI:3928871; contains Pfam profiles PF00644: 
Poly(ADP-ribose) polymerase catalytic domain, PF00533: BRCA1 C 
Terminus (BRCT) domain, PF05406: WGR domain 
 

embebida SI 

AT5G50360 expressed protein 
 

embebida NO 

AT5G50700 [AT5G50700,  short-chain dehydrogenase/reductase (SDR) family 
protein contains oxidoreductase, short chain dehydrogenase/reductase 
family domain, Pfam:PF00106];[AT5G50600,  short-chain 
dehydrogenase/reductase (SDR) family protein similar to sterol-binding 
dehydrogenase steroleosin GI:15824408 from [Sesamum indicum]] 
 

embebida NO 

AT5G57790  expressed protein 
 

embebida SI 

AT5G62490 ABA-responsive protein (HVA22b) identical to AtHVA22b [Arabidopsis 
thaliana] GI:4884934 
 

embebida NO 
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AT5G64210 alternative oxidase 2, mitochondrial (AOX2) nearly identical to 
SP|O22049 
 

embebida NO 

AT5G66780 expressed protein 
 

embebida NO 
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Tabla S5.2. Lista de genes desregulados en semillas abi4 que contienen la secuencia CCAC en 
sus regiones promotoras. 
 

ID Función Semilla

AT1G16070 tubby family protein similar to Tubby related protein 1 (Tubby-like protein 1) (Swiss-
Prot:Q9Z273) [Mus musculus]; low similarity to Tubby related protein 1 (Tubby-like protein 1) 
(Swiss-Prot:O0029) {Homo sapiens}; similar to phosphodiesterase (GI:467578) [Mus 
musculus]; contains Pfam profile PF01167: Tub family 
 

seca 

AT1G18860 WRKY family transcription factor contains Pfam profile: PF03106 WRKY DNA -binding 
domain 
 

seca 

AT1G26360 hydrolase, alpha/beta fold family protein similar to SP|Q40708 PIR7A protein {Oryza sativa}, 
ethylene-induced esterase [Citrus sinensis] GI:14279437, polyneuridine aldehyde esterase 
[Rauvolfia serpentina] GI:6651393; contains Pfam profile PF00561: alpha/beta hydrolase 
fold 
 

embebida 

AT1G28160 ethylene-responsive element-binding family protein contains similarity to ethylene-
responsive element binding factor GI:8809573 from (Nicotiana sylvestris) 
 

seca 

AT1G35210 expressed protein 
 

seca 

AT1G35513 isochorismate synthase-related / isochirismate mutase-related similar to SP|Q9S7H8 
Isochorismate synthase 1, chloroplast precursor (EC 5.4.99.6) (IcsI) (Isochorismate mutase) 
(Salicylic acid induction deficient 2) (Sid2) (Enhanced disease susceptibility 16) (Eds16) 
{Arabidopsis thaliana} 
 

seca 

AT1G50720 stigma-specific Stig1 family protein similar to stigma-specific protein STIG1 [Nicotiana 
tabacum] GI:496647; contains Pfam profile PF04885: Stigma-specific protein, Stig1 
 

seca 

AT1G51805 leucine-rich repeat protein kinase, putative similar to light repressible receptor protein kinase 
[Arabidopsis thaliana] gi|1321686|emb|CAA66376; contains leucine rich repeat (LRR) 
domains, Pfam:PF00560; contains protein kinase domain, Pfam:PF00069 
 

seca 

AT1G52180 major intrinsic family protein / MIP family protein contains Pfam profile: MIP PF00230 
 

Seca 

AT1G55120 beta-fructosidase, putative / beta-fructofuranosidase, putative similar to beta-
fructofuranosidase GI:402740 
 

Embebida 

AT1G68460 adenylate isopentenyltransferase 1 / cytokinin synthase (IPT1) identical to adenylate 
isopentenyltransferase (IPT1) [Arabidopsis thaliana] GI:14279054 
 

Seca 

AT1G68875 expressed protein 
 

Seca 

AT1G69550 disease resistance protein (TIR-NBS class), putative domain signature TIR-NBS exists, 
suggestive of a disease resistance protein. 
 

Seca 

AT1G69780 homeobox-leucine zipper protein 13 (HB-13) / HD-ZIP transcription factor 13 identical to 
homeobox gene 13 protein (GP:12325190) [Arabidopsis thaliana] 
 

Embebida 

AT1G71420 pentatricopeptide (PPR) repeat-containing protein contains Pfam profile PF01535: PPR 
repeat 
 

Seca 

AT1G72870 disease resistance protein (TIR-NBS class), putative domain signature TIR-NBS exists, 
suggestive of a disease resistance protein. 
 

Seca 

AT1G73630 calcium-binding protein, putative similar to calcium binding protein GI:14589311 from 
[Sesbania rostrata]; contains Pfam profile: PF00036 EF hand (4 copies) 
 

Seca 

AT1G78020 senescence-associated protein-related similar to senescence-associated protein SAG102 
(GI:22331931) [Arabidopsis thaliana] 
 

Embebida 

AT2G04680 DC1 domain-containing protein contains Pfam profile PF03107: DC1 domain 
 

Seca 
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AT2G05030 hypothetical protein 
 

Seca 

AT2G05520 glycine-rich protein (gRP) identical to glycine-rich protein; atgRP (gI:259447) [Arabidopsis 
thaliana] 
 

Seca 

AT2G05850 serine carboxypeptidase S10 family protein similar to SP|P52711 Serine carboxypeptidase 
II-3 precursor (EC 3.4.16.6) Hordeum vulgare; contains Pfam profile PF0450 serine 
carboxypeptidase 
 

Seca 

AT2G06120 hypothetical protein contains Pfam profile PF03384: Drosophila protein of unknown function, 
DUF287 
 

Seca 

AT2G15325 protease inhibitor/seed storage/lipid transfer protein (LTP) family protein contains Pfam 
protease inhibitor/seed storage/LTP family domain PF00234 
 

Seca 

AT2G16010 hypothetical protein 
 

Seca 

AT2G22180 hydroxyproline-rich glycoprotein family protein 
 

Seca 

AT2G25450 2-oxoglutarate-dependent dioxygenase, putative similar to 2A6 (gI:599622) and tomato 
ethylene synthesis regulatory protein E8 (SP|P10967) 
 

Seca 

AT2G27240 expressed protein contains Pfam profile PF01027: Uncharacterized protein family UPF0005 
 

Seca 

AT2G32100 ovate protein-related contains TIgRFAM TIgR01568 : uncharacterized plant-specific domain 
TIgR01568 
 

Seca 

AT2G36040 expressed protein ; expression supported by MPSS 
 

Seca 

AT2G38540 nonspecific lipid transfer protein 1 (LTP1) identical to SP|Q42589 
 

Seca 

AT2G42540 cold-responsive protein / cold-regulated protein (cor15a) identical to cold-regulated protein 
cor15a [Arabidopsis thaliana] GI:507149; contains Pfam profile PF02987: Late 
embryogenesis abundant protein 
 

Seca 

AT2G46720 [AT2g46720,  fatty acid elongase 3-ketoacyl-CoA synthase, putative similar to gI:4091810; 
contains Pfam profile PF02797: Chalcone and stilbene synthases, C-terminal 
domain];[AT3g10280,  fatty acid elongase 3-ketoacyl-CoA synthase, putative similar to fatty 
acid elongase 3-ketoacyl-CoA synthase 1 gB:AAC99312 [Arabidopsis thaliana]] 
 

Seca 

AT3G05610 pectinesterase family protein contains Pfam profile: PF01095 pectinesterase 
 

Seca 

AT3G11060 hypothetical protein 
 

Seca 

AT3G16040 expressed protein 
 

Seca 

AT3G19160 adenylate isopentenyltransferase 8 / adenylate dimethylallyltransferase / cytokinin synthase 
(IPT8) identical to adenylate isopentenyltransferase (IPT8) [Arabidopsis thaliana] 
GI:14279068 
 

Seca 

AT3G19230 leucine-rich repeat family protein contains Pfam profile:PF00560 LRR:Leucine Rich Repeat 
domains; similar to light repressible receptor protein kinase (GI:1321686)[Arabidopsis 
thaliana] 
 

Seca 

AT3G19320 leucine-rich repeat family protein contains leucine-rich repeats, Pfam:PF00560; 
 

Seca 

AT3G19390 cysteine proteinase, putative / thiol protease, putative contains similarity to cysteine 
proteinase RD21A (thiol protease) GI:435619, SP:P43297 from [Arabidopsis thaliana] 
 

Embebida 

AT3G29300 hypothetical protein 
 

Seca 

AT3G30260 MADS-box protein (AGL79) similar to GB:Q38876 from [Arabidopsis thaliana] (Plant Cell 7 
(11), 1763-1771 (1995)); contains Pfam profile PF00319: SRF-type transcription factor 
(DNA-binding and dimerisation domain) 
 

Seca 
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AT3G49120 peroxidase, putative identical to peroxidase [Arabidopsis thaliana] 
gi|405611|emb|CAA50677 
 

Seca 

AT3G54260 expressed protein various predicted proteins, Arabidopsis thaliana 
 

Seca 

AT4G20790 leucine-rich repeat family protein contains leucine rich repeat (LRR) domains, 
Pfam:PF00560; 
 

Embebida 

AT4G04610 5'-adenylylsulfate reductase (APR1) / PAPS reductase homolog (PRH19) identical to 5'-
adenylylsulfate reductase [Arabidopsis thaliana] GI:2738756; identical to cDNA PAPS 
reductase homolog (PRH19) GI:1710111 
 

Seca 

AT4G04635 hypothetical protein 
 

Seca 

AT4G14020 rapid alkalinization factor (RALF) family protein 
 

Seca 

AT4G16190 cysteine proteinase, putative contains similarity to papain-like cysteine proteinase isoform I 
GI:7381219 from [Ipomoea batatas] 
 

Seca 

AT4G16990 disease resistance protein (TIR-NBS class), putative domain signature TIR-NBS exists, 
suggestive of a disease resistance protein. 
 

Seca 

AT4G18395 expressed protein 
 

Seca 

AT4G23670 major latex protein-related / MLP-related low similarity to major latex protein {Papaver 
somniferum}[GI:294060] contains Pfam profile PF00407: Pathogenesis-related protein Bet v 
I family 
 

Embebida 

AT4G23760 expressed protein 
 

Seca 

AT4G24450 starch excess protein-related similar to SEX1 [Arabidopsis thaliana] GI:12044358 
 

Seca 

AT4G28010 pentatricopeptide (PPR) repeat-containing protein contains Pfam profile PF01535: PPR 
repeat 
 

Seca 

AT4G28220 NADH dehydrogenase-related similar to 64 kDa mitochondrial NADH dehydrogenase 
[Neurospora crassa] GI:4753821, alternative NADH-dehydrogenase [Yarrowia lipolytica] 
GI:3718005; contains Pfam profile PF00070: Pyridine nucleotide-disulphide oxidoreductase 
 

Seca 

AT4G33450 myb family transcription factor (MYB69) contains PFAM profile: Myb DNA binding domain 
PF00249; identical to cDNA putative transcription factor (MYB69) mRNA, partial cds 
GI:3941495 
 

Seca 

AT5G01820 CBL-interacting protein kinase 14 (CIPK14) identical to CBL-interacting protein kinase 14 
[Arabidopsis thaliana] gi|13249127|gb|AAK16689; contains Pfam profiles PF00069: Protein 
kinase domain and PF03822: NAF domain; identical to cDNA CBL-interacting protein kinase 
14 (CIPK14) GI:13249126 
 

Seca 

AT5G02600 heavy-metal-associated domain-containing protein low similarity to gi:3168840 copper 
homeostasis factor; contains Pfam heavy-metal-associated domain PF00403; predicted 
proteins, Arabidopsis thaliana 
 

Seca 

AT5G11300 cyclin, putative (CYC3b) similar to cyclin 3a [Arabidopsis thaliana] GI:509425; contains Pfam 
profiles PF00134: Cyclin, N-terminal domain, PF02984: Cyclin, C-terminal domain; identical 
to cDNA cyc3b mRNA for cyclin 3b protein GI:728520 
 

Seca 

AT5G12330 lateral root primordium 1 (LRP1) identical to lateral root primordium 1 (LRP1) [Arabidopsis 
thaliana] GI:882341; contains Pfam profile PF05142: Domain of unknown function (DUF702) 
 

Seca 

AT5G14410 expressed protein 
 

Seca 

AT5G14870 cyclic nucleotide-regulated ion channel, putative (CNGC18) similar to cyclic nucleotide and 
calmodulin-regulated ion channel (cngc6) GI:4581207 from [Arabidopsis thaliana] 
 

Seca 

AT5G16030 expressed protein embebida 
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AT5G25610 dehydration-responsive protein (RD22) identical to SP|Q08298 Dehydration-responsive 
protein RD22 precursor {Arabidopsis thaliana} 
 

Seca 

AT5G28770 bZIP transcription factor family protein similar to seed storage protein opaque-2(bZIP 
family)GI:168428 from Zea mays; contains Pfam profile PF00170: bZIP transcription factor; 
identical to cDNA bZIP protein BZO2H3 GI:10954098 
 

Seca 

AT5G34450 replication protein-related weak similarity to Replication Protein A 70 kDa DNA-binding 
subunit (RP-A) (RF-A) (Replication factor-A protein 1) (Single-stranded DNA-binding protein) 
(DMRPA1) (GI:2498844)(SP:Q24492) [Drosophila melanogaster] 
 

embebida 

AT5G35480 expressed protein 
 

Seca 

AT5G39230 transcription initiation factor-related contains weak similarity to Transcription initiation factor 
IIB (General transcription factor TFIIB) (Swiss-Prot:Q8W0W3) [Oryza sativa] 
 

Seca 

AT5G40155 expressed protein 
 

Seca 

AT5G45650 subtilase family protein contains Pfam domain, PF00082: Subtilase family; contains Pfam 
domain, PF02225: protease associated (PA) domain 
 

Seca 

AT5G56070 hypothetical protein 
 

Seca 

AT5G57560 xyloglucan:xyloglucosyl transferase / xyloglucan endotransglycosylase / endo-xyloglucan 
transferase (TCH4) identical to xyloglucan endotransglycosylase TCH4 protein GI:886116 
 

Seca 

AT5G59310 lipid transfer protein 4 (LTP4) identical to lipid transfer protein 4 from Arabidopsis thaliana 
[gi:8571923]; contains Pfam protease inhibitor/seed storage/LTP family domain PF00234 
 

Seca 

AT5G60320 lectin protein kinase family protein contains Pfam domains, PF00069: Protein kinase 
domain, PF00139: Legume lectins beta domain, and PF00138: Legume lectins alpha 
domain 
 

Seca 

AT5G61470 zinc finger (C2H2 type) family protein contains Pfam profile: PF00096 zinc finger, C2H2 type 
 

Seca 

AT5G63140 calcineurin-like phosphoesterase family protein contains Pfam profile: PF00149 calcineurin-
like phosphoesterase 
 

Seca 
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Tabla S6. Lista de genes compartidos entre las distintas estrategias in silico empleadas según 
las Tablas S2.1, S3, S4, S5.1 y S5,2. 
 

ID Función Semilla Regulación

AT3G18630 uracil DNA glycosylase family protein contains Pfam profile: PF03167 uracil 
DNA glycosylase superfamily

Embebida Positiva 

AT4G17550 transporter-related similar to cAMP inducible 2 protein [Mus musculus] 
GI:4580997, glycerol 3-phosphate permease [Homo sapiens] GI:7543982; 
contains Pfam profile PF00083: major facilitator superfamily protein 

Embebida Positiva 

AT1G78020 senescence-associated protein-related similar to senescence-associated 
protein SAG102 (GI:22331931) [Arabidopsis thaliana] 

Embebida Negativa 

AT1G73630 calcium-binding protein, putative similar to calcium binding protein 
GI:14589311 from [Sesbania rostrata]; contains Pfam profile: PF00036 EF 
hand (4 copies) 

Seca Negativa 

AT2G32100 ovate protein-related contains TIgRFAM TIgR01568 : uncharacterized 
plant-specific domain TIgR01568 

Seca Negativa 

AT2G42540 cold-responsive protein / cold-regulated protein (cor15a) identical to cold-
regulated protein cor15a [Arabidopsis thaliana] GI:507149; contains Pfam 
profile PF02987: Late embryogenesis abundant protein 

Seca Negativa 

AT2G25450 2-oxoglutarate-dependent dioxygenase, putative similar to 2A6 (gI:599622) 
and tomato ethylene synthesis regulatory protein E8 (SP|P10967) 

Seca Negativa 

AT3G54260 expressed protein various predicted proteins, Arabidopsis thaliana Seca Negativa 

AT3G19390 cysteine proteinase, putative / thiol protease, putative contains similarity to 
cysteine proteinase RD21A (thiol protease) GI:435619, SP:P43297 from 
[Arabidopsis thaliana] 

Embebida Negativa 

AT4G04610 5'-adenylylsulfate reductase (APR1) / PAPS reductase homolog (PRH19) 
identical to 5'-adenylylsulfate reductase [Arabidopsis thaliana] GI:2738756; 
identical to cDNA PAPS reductase homolog (PRH19) GI:1710111 

Seca Negativa 

AT4G14020 rapid alkalinization factor (RALF) family protein Seca Negativa 

AT4G16190 cysteine proteinase, putative contains similarity to papain-like cysteine 
proteinase isoform I GI:7381219 from [Ipomoea batatas] 

Seca Negativa 

AT5G59310 lipid transfer protein 4 (LTP4) identical to lipid transfer protein 4 from 
Arabidopsis thaliana [gi:8571923]; contains Pfam protease inhibitor/seed 
storage/LTP family domain PF00234 

Seca Negativa 

AT5G14410 expressed protein Seca Negativa 

AT5G45650 subtilase family protein contains Pfam domain, PF00082: Subtilase family; 
contains Pfam domain, PF02225: protease associated (PA) domain 

Seca Negativa 

AT5G28770 bZIP transcription factor family protein similar to seed storage protein 
opaque-2(bZIP family)GI:168428 from Zea mays; contains Pfam profile 
PF00170: bZIP transcription factor; identical to cDNA bZIP protein BZO2H3 
GI:10954098 

Seca Negativa 

AT5G25610 dehydration-responsive protein (RD22) identical to SP|Q08298 
Dehydration-responsive protein RD22 precursor {Arabidopsis thaliana} 

Seca Negativa 

AT5G01820 CBL-interacting protein kinase 14 (CIPK14) identical to CBL-interacting 
protein kinase 14 [Arabidopsis thaliana] gi|13249127|gb|AAK16689; 
contains Pfam profiles PF00069: Protein kinase domain and PF03822: NAF 
domain; identical to cDNA CBL-interacting protein kinase 14 (CIPK14) 
GI:13249126 

Seca Negativa 

AT5G57560 xyloglucan:xyloglucosyl transferase / xyloglucan endotransglycosylase / 
endo-xyloglucan transferase (TCH4) identical to xyloglucan 
endotransglycosylase TCH4 protein GI:886116 

Seca Negativa 
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Figura S1. Análisis de la actividad de GUS por tinción 
histoquímica en plántulas pABI4::GUS de 7 días (a) y 10 días 
(b) crecidas en medio GM. La flecha indica las primeras hojas 
verdaderas emergentes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura S2. Actividad de GUS en el ápice de las 
raíces de plantulas pABI4::GUS de 3 días 
crecidas en GM (a) y 7% de glucosa (b). 
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Figura S3. Comparación in silico de la similitud entre los motivos CACCG y la caja S.  
(a) La comparación entre las secuencias de los genes ABI4 y ADH1 de maíz, y ABI4, ABI5 y 
SBE2.2 de Arabidopsis detalladas en la parte superior indicó que todas ellas comparten la caja 
CACCG y que este motivo es similar estadísticamente a la caja tipo-CE-1 propuesta como el sitio 
de unión a ABI4 (Niu et al. 2002).  
(b) Cuando a la muestra empleada para la comparación en (a) se le agrega la secuencia de 
unión a ABI4 en RBCS denominada caja S, el motivo en común que se obtiene es CACC. Este 
motivo ya no se parece estadísticamente a la caja CACCG, lo cual sugiere que la caja tipo CE-1 
y la caja S son diferentes.  

ABI4 (CE-

Niu et al., 2002

Nada!

(a) 

(b) 
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Apéndice III  
 

Análisis exploratorios 

Durante este proyecto se realizaron varios estudios exploratorios relacionados a 

diferentes aspectos de la regulación del gen y la proteína ABI4. Estos análisis se 

realizaron de manera paralela al cumplimiento de los objetivos de esta tesis y estuvieron 

encaminados a ampliar el conocimiento sobre ABI4 y abrir nuevas posibilidades de 

estudio. 
 

Análisis exploratorio 1. 
 

Justificación: Las vías de señalización por azúcares interactúan con vías de 

transducción activadas por señales ambientales y señales asociadas al desarrollo 

(Rolland et al. 2006)). Por lo tanto, para analizar correctamente un fenómeno tan 

complejo como parece ser la expresión del gen ABI4 y la función de la proteína 

correspondiente es necesario considerar todas las posibles inter-relaciones que están 

interactuando en un proceso determinado. Por ello analizamos la expresión del gen 

ABI4 en respuesta a diferentes fitohormonas; y los resultados preliminares obtenidos 

indicaron que la expresión del promotor de ABI4 aumenta en respuesta a auxinas (Bossi 

et al 2002). Las auxinas participan en diversos procesos fisiológicos como la 

dominancia apical, los tropismos, la elongación del tallo y la iniciación de la raíz y, 

además, son capaces de regular la división, elongación y diferenciación celular 

mediante la acción coordinada con otras fitohormonas implicando la interacción de 

varias vías de señalización (Swarup et al. 2002). Además, un análisis teórico del 

promotor de ABI4 utilizando la base de datos del programa PLACE (Higo et al. 1999) 

reconoció que esta secuencia regulatoria contiene una variedad de elementos cis-

reguladores entre los que destacan 7 secuencias de tres elementos diferentes de 

respuesta a auxinas (Bossi et al 2002), cuya funcionalidad queda por demostrarse. 

Recientemente, se ha reportado que la proteína ABI4 participa en la regulación mediada 

por nitrato del desarrollo de raíces laterales (Signora et al. 2001) y debido a que las 

auxinas son importantes reguladores del desarrollo y crecimiento de la raíz, resulta 

lógico especular que la inducción del promotor del gen ABI4 en respuesta a auxinas se 

relacione de alguna manera a la participación de esta proteína en respuestas 

específicas del desarrollo de la raíz. 

 Objetivo: Analizar la inducción del promotor de ABI4 en respuesta a auxinas.   

 Estrategia experimental: Con el objetivo de esclarecer la participación de las 
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auxinas en la regulación del gen ABI4 se analizó la actividad de GUS en la parte aérea 

y en la raíz de plantas crecidas en GM, 7% de glucosa y 1 g/ml ácido indol-acético 

para determinar si las auxinas inducen preferencialmente la expresión del promotor de 

ABI4 en parte aérea o raíces respecto a la glucosa. Por otro lado, resulta interesante 

analizar el efecto conjunto producido por la glucosa y las auxinas con la idea de verificar 

si estos inductores actúan sobre la misma vía de señalización o si sus efectos son 

independientes.  

Resultados: El análisis de la inducción del promotor de ABI4 en respuesta a 

auxinas en 4 líneas independientes de plantas transgénicas pABI4:GUS indicó que el 

promotor de ABI4 se induce por auxinas, siendo su nivel de inducción mayor en raíces 

(3.5 veces) que en la parte aérea (2 veces) de la plántula de 5 días (Figura 1a), aunque 

la actividad específica es mayor en la parte aérea (Figura 1b).  

La Figura 1c muestra que el promotor de ABI4 se induce 3 veces en respuesta a 

auxinas, 26 veces en presencia de 7% de glucosa y 23 veces en respuesta a 7% de 

sorbitol, siendo las veces de inducción en respuesta a glucosa similar a lo observado en 

respuesta a sorbitol, y ambas mayores a la respuesta del promotor a las auxinas. 

Curiosamente, la inducción del promotor de ABI4 en respuesta a glucosa más auxinas 

es menor a su inducción en respuesta a glucosa solamente, sugiriendo que el efecto de 

ambas señales juntas sobre la regulación del promotor de ABI4 es antagónico (Figura 

1c). 

Adicionalmente, el promotor de ABI4 se induce en respuesta a sorbitol y a 

sorbitol más auxinas (Figura 1d). El análisis estadístico de los datos indica que las 

respuestas a sorbitol y auxinas son sinérgicas sugiriendo que ambas vías inducen 

independientemente la expresión de ABI4 (Figura 1d).  

Conclusión: La respuesta a auxinas del promotor de ABI4 es débil comparada 

con aquella generada por la glucosa. Sin embargo, resulta interesante el hecho de que 

la respuesta del promotor de ABI4 a glucosa más auxinas son antagónicas, a pesar de 

que ambas señales por separado tienen un efecto positivo sobre la expresión del 

promotor de ABI4. Estos datos sugieren que la regulación de la expresión del promotor 

de ABI4 depende de una interacción compleja entre las señales de glucosa y auxinas 

(Figura 1d). 
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Figura 1 – Análisis de la inducción del promotor de ABI4 en respuesta a auxinas. 
(a) Actividad de -glucuronidasa en la raíz y la parte aérea de plántulas transgénicas 
pABI4::GUS crecidas durante 5 días en ausencia (-) y presencia (+) de 1g/ml de ácido indol-
acético. La actividad se reporta como veces de inducción en relación a la actividad sin auxina. 
Los resultados corresponden al promedio de 4 líneas transgénicas independientes.  
(b) Medición cuantitativa de la actividad de GUS en la raíz y la parte aérea de plántulas 
transgénicas pABI4::GUS crecidas durante 5 días en medio normal de crecimiento. La actividad 
específica se reporta en g producto/ g proteína total/ minuto. Los resultados corresponden a 
una línea transgénica representativa. 
(c) Cuantificación fluorimétrica de la actividad de GUS en plántulas transgénicas pABI4::GUS de 
5 días crecidas en presencia de 1g/ml de ácido indol-acético, 7% glucosa, 7% sorbitol y las 
combinaciones indicadas. La actividad se reporta como veces de inducción en relación a la 
actividad control (barra anaranjada). Los resultados corresponden a una línea transgénica 
representativa.  
Los asteriscos indican las diferencias significativas según análisis ANOVA con 90% (*), 95% (**) 
y 99.9% (***) nivel de confianza. 
(d) Esquema del posible modelo de interacción entre las señales de glucosa y auxinas para 
modular la expresión del gen ABI4.  
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Análisis exploratorio 2. 
 

Justificación: La detección del factor ABI4 en extractos vegetales empleando 

anticuerpos específicos no fue exitosa. Por lo cual se dedicaron numerosos esfuerzos al 

diseño de diferentes estrategias con el objetivo de aumentar los niveles internos de 

proteína ABI4 in planta. Ninguna de ellas logró su objetivo, sugiriendo que los niveles de 

ABI4 en las células son bajos. Este resultado indicó que es probable que para detectar 

a la proteína ABI4 sea necesario un método más sensible que el análisis mediante 

ensayos de tipo western blot. Durante la realización de esta tesis se optimizó el ensayo 

de movilidad electroforética (EMSA), generando así una herramienta útil y altamente 

sensible para explorar la presencia de la proteína ABI4 en extractos vegetales.  

Objetivo: Determinar la existencia de la proteína ABI4 en extractos vegetales.  

Estrategia experimental: Con el objetivo de encontrar alguna evidencia 

indirecta de la existencia de la proteína ABI4 endógena, se analizaron extractos totales 

de proteínas de plántulas de Arabidopsis a través de ensayos EMSA. Previamente, se 

ha demostrado que la proteína recombinante GST-ABI4 es capaz de unirse a una 

region de 152 pb del promotor de ABI4 (Bossi et al 2009), por lo tanto se decidió utilizar 

esta secuencia como sonda de DNA. Como fuente de proteína para los EMSA, se 

emplearon extractos proteicos completos provenientes de plántulas Columbia crecidas 

en medio GM y en alta glucosa, y de plántulas abi4 crecidas en alta glucosa.  

Resultados: Los resultados indicaron que una proteína presente en el extracto 

de alta glucosa se une fuertemente a la sonda de ABI4 (Figura 2, carriles 6, 9 y 11). 

Este complejo proteína/DNA desaparece cuando se utiliza el extracto proteico de 

plántulas abi4 crecidas en alta glucosa sugiriendo que la proteína ABI4 es quien se une 

a la región de 152 pb del promotor de ABI4 (Figura 2, carriles 7 y 10). El competidor 

específico CE-1x3 evita la interacción entre el fragmento del promotor de ABI4 y el 

extracto proteico de Arabidopsis (Figura 2, carril 12). Este resultado indica 

indirectamente que la proteína del completo de interacción es capaz de unirse al 

elemento CE-1 de manera específica, y sugiere a la proteína ABI4 como un fuerte 

candidato.  

Conclusión: El promotor de ABI4 une específicamente a una proteína presente 

en extractos proteicos completos de Arabidopsis cuya presencia en los extractos 

depende de la concentración de glucosa y de la integridad de la proteína ABI4. El factor 

ABI4 parece el candidato ideal. Sin embargo es probable que la sonda utilizada en el 

EMSA incluya otros elementos en cis funcionales, y por lo tanto no es posible descartar 
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la posibilidad de que una proteína regulada por ABI4 en presencia de glucosa sea la 

responsable de la banda de retardo observada. Un análisis EMSA utilizando solo el 

elemento CACCG como sonda y/o un ensayo EMSA tipo supershift donde se analice la 

interacción entre la sonda de DNA, el extracto de proteínas totales y el anticuerpo anti-

ABI4, serían necesarios para confirmar la identidad de la proteína que une a la sonda. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Análisis de interacción DNA-proteína (EMSA).  
En todas las reacciones de interacción se empleó un fragmento de 152pb del 
promotor de ABI4 somo sonda de DNA para el EMSA (sonda libre). 
Los signos – sobre los carriles indican ausencia, y los signos + indican 
presencia de las siguientes fuentes de proteínas: GST-ABI4: proteína 
recombinante pura GST-ABI4; EP Col GM: extracto proteico total de plántulas 
Columbia crecidas en medio GM; EP Col glc: extracto proteico total de 
plántulas Columbia crecidas en 7% de glucosa; EP abi4 glc: extracto proteico 
total de plántulas abi4 crecidas en 7% de glucosa. 
CE corresponde a un oligo de 36 pb que contiene 4 cajas CACCG repetidas 
en su secuencia, el cual se utilizó como competidor específico de la 
interacción entre el DNA de ABI4 y los extractos proteicos de plántulas 
Columbia crecidas en 7% de glucosa. Su presencia en la reacción se indica 
con un signo + en el carril y su ausencia con un signo -. 
El asterisco (*) indica la interacción entre la sonda de 152pb y la proteína 
GST-ABI4. La flecha indica la interacción entre la sonda de 152pb y una 
proteína del extracto total de plántulas silvestres crecidas en 7% de glucosa. 
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