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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue entender como el 4cido abscisico (ABA) exdgeno
inhibe la garminacién de semillas de Arabidopsis thaliana . Los resultados fueron los
sigulentes: tal inhibicién no ocurre si al madio de cultivo se le adiciona sacarosa,
glucosa o peptona { 0 una combinacién de eflas). Esto sugiere que el ABA inhibe 1a
germinacidn por restringir la disponibilidad de 1a energia y de los nutrientes
necasarios para que el proceso se lleve a cabo. El ABA promovi6 la sintesis de un
patrén de proteinas prominente cuya induccién no se alecta por 1a adicién de
azvcares y peptona (aminoécidos). Se concluye que los metabolitos proporcionados
pueden estar siendo utilizados como bloques de construccion para los procesos
anabélicos de germinacion y que no Interfieren con los efectos bioquimicos del ABA.
Los resultados que aqui se muestran indicaron que el ABA evita la degradacion y/o
utilizacién de ias proteinas mas abundantss de la semilla y que no inhibe alguna

actividad anabélica indispensable de la germinaci6n.
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INTRODUCCION

Con este trabajo se ha tratado de reevaluar el papel que desempefia la
hormona vegetal 4cido abscisico (ABA) durante la germinacién de las semillas.

Se escogid a Arabidopsis thaliana no sélo por sus caracteristicas generales
como una planta modslo, sino también porque se dispone de varios mutantes
dsficientes e insensibles a ABA (Karssen et al; 1983; Koomneef et al; 1984;
Koomneef et al; 1989).

Es una idea comun el considerar al 4cido abscisico como un regulador que
mantiene al pregrama de desarrollo del embrién e inhibe al de germinacién. De
acuerdo con esto, existe la concepcidn tacita de que la transicién entre los dos
programas es controlada por una “molécula switch” sobre la que el ABA actia, sin
embargo su naturaleza no ha quedado lo suficientemente clara. Un punto de vista
diferente y que se discute en esta tésis, asume une ol ABA tlene un efecto amplio
sobre el desarrollo, actuando al nivel de varias vias metabdlicas. Se presentan
evidencias de que al ABA, mas que regular la germinacion directamente, lo hace por
cambiar el metabolismo de la utilizacidn de las reservas a almacenamiento o
acumulacidén de las mismas. Se plantea que el ABA ejerce control directo sobre el
catabolismo de las reservas y por cortar el suministro de los bloques de construccién
a los procesos anabdlicos, inhibe indirectamente la germinacién.

Si bien el concepto de programa evade una definicién clara, cuando se utiliza
en este contexto, implica la existencia de un conjunto coherents de actividades que
toman lugar en orden secuencial a causa de que se tomé una decision previa. La
nocién de programa de desarrollo esta asociada a la idea de “switches” que regulan
al comportamiento de un conjunto coherente de actividades que ocurren en
secuencia. Se considera que estas actividades se llevan a cabo como una respuesta
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al “switch™, mas o menos independientemente de las condiciones prevalecientes en
las células donde ellas toman lugar. Este concepto tiene gran utilidad para explicar el
desarrollo animal. Su aplicacién en plantas es inclero ya que cominmente éstas
muestran una plasticidad y grado de respuesta al ambiente no visto en animales. Sin
embargo, debido a su simplicidad, el concepto de programa de desarrolio se utiliza
frecuentemente para explicar el desarrollo de las plantas.

La formacién de una semilla y su germinacién constituyen fendmenos
adaptativos tinicos en el ciclo de vida de las plantas superiores. Involucran el
desarrollo del embrién y median varios procesos fisloldgicos para asegurar la
supervivencia de la planta en la préxima generacién. Marcan etapas en que eventos
metabdlicos claves relacionados con el estado de reservas almacenadas, contrastan

en forma muy marcada.

1. LA EMBRIOGENESIS Y DESARROLLO DE LA SEMILLA.

Durante el desarrollo de la semilla de plantas dicotiledéneas, el embrién se
forma a partir de una Unica célula diploide a una plantula compuesta de dos
cotiledones y los rudimentos foliares y radiculares. El procoso de desarrollo de la
semilla comprende distintos eventos que ocurren en secuencia: 1) fertilizacion del
6vulo por el nucleo polinico; 2) histogénesis e histodiferenciacion, durante las que el
embrién adquiere los tejidos especializados caracteristicos de una planta (tejido
epidérmico, tejido vascular, ralces, 4pices foliares y los meristemos
correspondientes); 3) maduracién, caracterizada por presentar expansion celular y
una fuerte acumulacién de nutrientes de reserva (principaimente almidén, lipidos y
proteinas); 4) adquisicién de la tolerancia a la desecacién, la cual entre otros
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procesos implica la acumulacién de protafnas y aziicares osmoprotectores; 5)
dessecacion, durante la que la semilla manifiesta una notable pérdida de agua y una
dréstica disminucion de las actividades matabélicas. El resultado final de estos
procesos es una semilla en estado quiescente, capaz de soportar por mucho tiempo
condiciones ambientales adversas (Dure, 1975; Murphy and Thompson, 1988; Chol
and Sung, 1989; Kermods, 1980; Lyndon, 1990; Steeves and Sussex, 1990; Black,
1991),

Los eventos metabdlicos principales que ocurren durante ef desarrolic de la
semilla sen, por tanto, de tipo anabdlico, ya que existe poca o ninguna degradacion
de las macromoléculas de reserva, en tanto que las enzimas necesarias para su

movilizacién (amilasas, lipasas y proteasas) estan ausentas o inactivas.

2. LA GERMINACION.

La germinacién de una semilla es la etapa mas precéria en el ciclo de vida de
una planta. El desarrollo de la semilla pueds verse como un periodo de preparacién
previo a la ocurrencia de 1a germinacion. La sintesis y depositacién de reservas es
caracteristico de las semillas en desarrolio, mientras que su movilizacién es inhetents
al praoceso de germinacién.

La germinacidén consiste en la reanudacién de la actividad metabdlica y del
crecimiento activo de los tejidos del embrién que resuita en la ruptura de la cublerta
de la semilla y la emergencia de una plantula. £n orden secuencial invelucra la
rehidratacion, la utilizacién das los nutrientes de reserva y la formacién de las
estructuras de sintesis que permitiran a la plantula asumir un modo autdtrofo de
existencia (Murphy and Thampson, 1988; Kermode, 1990; King, 1991). En términos
bioquimicos, es el resultado de procesos catabélicos y anabélicos contrastantes. Los
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primeros ocurren en los érganos de almacenamiento (endospermo en plantas
monocotiledéneas y cotiledones en dicotiledéneas) e interviensn en la degradacién y
movilizacion de macromoléculas de reserva. Los segundos se efsctiian en los ejes
embrionarios e incluyen la sintesis de macromoiéculas, componentes estructurales
como membranas y paredes celulares, generande nuevas células y tejidos durante el
crecimiento (Dure, 1975; Kermode, 1990). Las sustancias de reserva constituyen los
sustratos para el acelerado metabolismo que se inicia en esta etapa de formacién de
la planta. Estas sustancias de reserva estan constituidas por aimidén, |fpidos y
protefnas, las cuales se acumulan normalmente durante el desaroflo de la semilla,
permanacen astables a través del periodo de latencia que separa a la embriogenia
dae la germinacidn, y se degradan especificamente durante la germinacién y
crecimiento de la plantula para proveerla de fuentes de carbono y nitrégenc. La
energfa inicialmente requerida para los procesos metabdlicos, también se deriva de
las sustancias de reserva {(Ashton, 1976; Pang et al; 1988; Delisle and Crouch, 1989;
Murphy and Cummins, 1989; Kruger, 1990).

El almidén se acumula en los plastides como granulos insolubles en agua.
Durante la germinacién de los granos de cereales, su rompimiento coincide con la
destruccién del endospermo. En este caso la degradacién del almidén es extracelular
y ocurre via una ruta hidrolitica (Boyer, 1985). La glucosa que se produce por la
accién de a-amilasa y a-glucosidasa se absorbe por el escutelo, se convierte a
sacarosa, y se transporta al embridn donde se utiliza como una fuente de energfa. En
cotiledones de chicharo el rompimiento es fosforilitico, mientras que en soya y lenteja

oa-amilasa es la actividad predominante (Jacobsen and Chandler, 1988; Kruger,

1990).
Los lipidos se almacenan como triacligliceroles en los cuerpos grasos. Su
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degradacién ocurre por accion de lipasas (Huang, 1987). Los productos se
metabolizan luego an los glioxisomas {Beevers, 1980). La oxidacién de los acidos
grasos resulta en su rompimiento a acetil-GoA que se utiliza como fuente de carbono
para la sintesis de sacarosa. También, el succinato, un producto del ciclo det glioxilato
se metaboliza a oxaloacetato en la mitocondria, se convierte luego a
fosfoenolpiruvato en el citosol, ocurriendo la formacién de sacarosa via
gluconeogénesis, La conversion de los triaciigliceroles en los cuerpos grasos y
posteriorments a sacarosa en el citosol, involucra la participacién de complejos
enzimaticos de cuatro compartimentos celulares: cuerpos grasos, glioxisomas,
mitocondrias y citosol (Andrews and Ohlrogge, 1990).

Las proteinas de reserva se depositan en organelos ilamados cuerpos
protéicos y se hidrolizan a aminodcldos por accién de enzimas protsoliticas. Los
productos pueden permanecer en los tejidos de almacenamiento pero la mayoria se
translocan a los puntos de crecimiento donde se utilizan para la sintesis de varias
enzimas y proteinas estructurales. Algunos aminodcidos pueden sufrir desaminacién
y utilizarse como fuente de energla (Ashton, 1976; Bewley and Greenwood, 1990;
Casey, 1990; Hatfiald and Vierstra, 1990). Las proteinas de reserva de
Arabidopsis presentan pesos moleculares en el intervalo de los 10, 20 y 30 kD
(Heath et al; 1986). Las proteinas que migran en el intarvalo de fos 20 y 30 kD
representan a los polipéptidos 128 bésicos y acidos, respectivaments, mientras que
las protelnas 28 muestran bandas en la regién de los 10 kD. En ef ecotipo Columbia,
las proteinas 128 4cidas y bésicas se producen por rompimiento post-traduccional de
precursores Unicos sintetizados a partir de una familia de tres genes (Pang et al;
1988). Las proteinas 28, qué se sintetizan de cuatro genes repetidos, se rompen
después de su traduccion para rendir cadenas polipeptidicas de 3 y 9 kD (Guerche et
al; 1990).



3. EL PAPEL DEL ABA DURANTE LA EMBRIOGENESIS Y DESARROLLO
DE LA SEMILLA.

El ABA ha sido implicado en el control de algunos eventos que ocurren durante
la embriogénesis y la formacion de la semiilla, incluyendo la morogénesis de!
embrién (Quatrano, 1988), la sintesis de las proteinas de reserva (Finkelstein et al;
1985), la tolerancia a la desecacion {Kermode and Bewloy, 1987), y el mantenimiento
de la dormancla (Keornneef, 1986).

El concepto de que el ABA tiene un papel importante en regular la depositacion
de reservas viena de la observacién de que en algunas especies la tasa mas alta de
acumulacién coincide con un alto contenide da ABA (Fig. 1) (King,1976; Quebedaaux
et al; 1976; Ackerson, 1984; Quatrano, 1988). La aplicacion exdgena de la hormona
durante las etapas intermedia y tardia de! desarrollo de la semilla también
incrementa la sintesis y acumulacién de las proteinas de reserva {Sussex and Dale,
1979; Stesves and Sussex, 1990). Otra evidencia proviene de los mutantes
recombinantes (aba/abi3 ) de Arabidopsis que son insensibles (abi3 ) y deficientes
en ABA (aba), que producen bajos niveles de las proteinas de reserva que se
sintetizan normalments durante el desarroflo de las semillas silvestres (Koomneef ot
al, 1989; Nambara et al; 1992). La promocitn de 1a sintesis de las proteinas de
reserva en cotiladones o embriones cultivades, al mismo tiempo que se inhiba la
aparicién de proteasas y la germinacidn precoz, es otro ejemplo bien documentado
dei efecto del ABA (Asthon, 1976; Trewavas, 1976; Kermode, 1990). La produccién de
potipéptidos caracteristicos de embriogénesis tardia (LEA, del inglés, late
embryogenesis abundant), aparentemente involucrados en impartir tolerancia a la
desecacién, coincide con altos niveles de ABA enddgeno en las semillas, aunque
este fendmeno no se presenta en todas las especies. Experimentos en donde se
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Figura 1. Gréfica mostrando los niveles relativos de los nutrientes de reserva,
contenido de agua y crecimiento durante las etapas de embriogénesis, maduracién y
germinacion. El perlodo de desacacion separa el final de 1a maduraci6n del inicio de
cracimiento de |a plantula, y los niveles de ABA correlacionan temporalmente con la
sintesis maxima y acumulacién de los nutrientes de reserva y la pravencién de la
germinacién precoz durante la etapa intermedia del desarrollo del embrién {Tomado
de Quatrano, 1988).



aplica ABA exdgenamente muestran que la sintesis de las proteinas LEA ocurre en
respuesta a la hormona (Dure et al; 1981). Los productos de fos genas LEA, que
normalmente se sintetizan en las etapas finales de ta formacién de la semilla, y cuyos
niveles permanecen constantes en las semiilas maduras, normalmente desaparecen
al inicio de fa germinacién. Sin embargo, su acumulaciéon puede restaurarse post-
germinacién por tratamiento con ABA exdgeno (Skriver and Mundy, 1990). Estos
rasultados sugieran que ef ABA no solaments inhibe pasos claves durante la
germinacion, sino que también es capaz de reiniciar patte del programa de desarrollo
embriogénico. La sintesis de otras proteinas como el inhibidor de amilasas/subtilisina,
del endospermo de cebada, se promusven también por la aplicacién de ABA (Leah
and Mundy, 1289).

Poco se conoce acerca del posible papel que juega eif ABA en la depositacién
de reservas no protéicas. Se han reportado efectos sobre ia acumulacién de ciertos
acidos grasos comio triacilgliceroles de reserva de colza (Finkelstein and Somerville,
1989). En Arabidopsis, semillas mutantes insensibles (abi3 ) mostraron una
disminucién en la depositacién de édcidos grasos eicosancicos, en relacién a las
silvestres, pero no se sabe sl ocurre o mismo en otras especies (Finkeistein and
Somerville, 1990). También, se indica que en frijol castor el ABA exégeno puede
inhibir 1a actividad de la isocitrato-liasa, una enzima involucrada en fa movilizacién de
lipidos, mientras que el acido giberélica la incrementa (Dommes and Northcote,
1985).

Los datos anteriores sugieren que durante fa embriogenia, el ABA promueve
los procesos de tipo anabdélico por incrementar la sintesis de los compuestos de
reserva e impedir los procesos catabdlicas, al interferir con la degradacién de estos
mismos compuestos.



4, EFECTOS DEL ABA SOBRE LA GERMINACION DE SEMILLAS
MADURAS Y EMBRIONES INMADUROS.

Dependiendo de la especie, la semilla puede tener la capacidad para germinar
inmediatamente o mostrar un periodo de ingerminabilidad, denominado latencia. En
especies cuyas semillas son latentes, la germinacién se promuseve por aplicacién de
hormonas, frfo, calor o per efecto del tiempo. Canceptualmente, la fatencla implica la
presencia de un inhibidor cuya accitn se inactiva por efecto de las condicionantes
ambientales. El mantenimiento y rompimiento de |a latencia pueden ser controlados
por los niveles relativos de ABA y acido giberélico (AG). Durante la germinacion de
cereales el AG induce los niveles y actividad de a-amilasa, una enzima catabélica
que hidroliza el aimidon de reserva, mientras que e! ABA puede oponerse a estos
efectos estimulando la sintesis de un inhibidor de a-amilasa (Jacobsen and Chandler,
1988; Leah and Mundy, 1989; Robertson et al; 1989).

Cuando las semillas que no manifiestan latencia se rehidratan, se reactiva el
metabolismo y se reinicla el crecimiento, Durante la transicién no se detecta la
presencia de un inhibidor de 1a germinacion y la latencia pusde ser el resultado de la
falta de agua, lo que impide la actividad de las enzimas y por tanto del metabolismo.
En estas semillas los niveles de ABA son sumamente bajos y {a sensibilidad a sus
efectos es tambidn reducida (Xu and Bewley, 1991). Se ha observado que al afiadir
ABA al medio, la hormona bloguea la germinacidn pero no la rehidratacién
{Milborrow, 1974: Rivin and Grudt, 1991; Xu and Bewley, 1991). Este no es un efecto
téxico o artetactual del ABA, ya que al analizar la sintesis de proteinas en las semillas
se observa que el patrén se constituye por aquelias proteinas propias de 1a
embriogénesis (Sobolev et al; 1990; Dmitrieva et al; 1991). Entonces, parece ser que
con esta manipulacién experimental es posibie forzar la continuacién del programa
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de desarrollo dsl embridn y bloquear el germinativo.

Cuando se aislan embriones inmaduros de! ambiente materno, se puede
abortar el programa de desarrolio embriogénico y entrar en un crecimiento
germinativo tipico. La capacidad depende de la edad en la que se disscte la semilla,
perdiéndose tardiamente durante el desarrollo (Crouch and Sussex, 1981; Ackerson,
1984; Finkelstsin and Crouch, 1984; Kermode and Bawloy, 1988; Xu and Bewley,
1991). La tendencia para germinar de los embriones inmaduros ha motivado a los
investigadores a preguntarse que factores del ambiente materno mantienen el
desarrollo del embrién y previenen la germinacion (Figura 2). Aunque las respuestas
al respecto suselen ser contradictorias, diversos trabajos sugieren gue el ABA pudiera
estar involucrado (King, 1976: Walton, 1980; Quatrano, 1986; Zeevaart and Crae!man,
1988). La evidencia mas fuerte a favor de esta hip6tesis proviene de mutantes
viviparas de maliz y de Arabidopsis thaliana, que pueden germinar en el tejido
matemo sin pasar por el periodo de desecacion, Existen 7 de ellas en maizy 4 en
Arabidopsis. Todas se caracterizan por ser deficientes en su capacidad de sintesis de
ABA o mostrar sensibilidad reducida a la hormona (Mc Daniel et al; 1977; Smith et al;
1978; Karssen et al; 1983; Koomnaet et al; 1984; Rochibaud and Sussex, 1986; Naill
et al; 1987; Finkelstein and Somerville, 1988; Groot et al; 1991; Rivin and Grudt,
1991). Otros testimonios provienen de exparimentos en los que se ha inducido
viviparidad en semillas sllvestres de malz y otras especies al tratarlas in situ con
fluoridona, un inhibidor de la formacién de carotenocides que son precursores en la via
do sintesis de ABA. La especificidad de su efeclo se ha cormoborado al ser
completamente reversible por la adicién de ABA (Fong et al; 1983; Zeevaart and
Creelman, 1988; Barrat ot al; 1989).

Cuando embriones de la edad adecuada se separan de la semilla y se cultivan
in vitro, tienden a germinar; sin embargo, ello no sucede si al madio se le afiade ABA,
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Figura 2. Representacién del desarrollo del embrién en angiospermas, mostrando las
tres etapas que ocurran durante la transicién del cigéto a plantula: embriogénesis,
maduracién y germinacién. La etapa de maduracién puede evitarse in vitro mediante
la germinacidn precoz ds los embriones que han superado la fase de embriogénesis.
Esto ocurre en la ausencta de hormonas pero con una fuente de nltréZeno yenerglay
en algunos casos por desecacién prematura. En la presencia de alta concentracién
de osmolitos y/o ABA se promuave la maduracién y se inhibe la germinacién precoz.
Sobre la desecacién éstos procesos finalizan y la germinacién normal resulta en
respuesta a la hidratacién de las semillas y a condiciones ambiantales adecuadas. En
cultivo, los embriones pueden reversiblemente entrar o salir de la etapa de
maduracién por la aplicacién de ABA o alta osmolaridad o por su remocion,
respectivamente (Tomado de Quatrano, 1988).
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o un osmético y ABA (Figura 2). En este caso el proceso de desarrolio del embrién
continda. Esto ss ha corroborado bioguimicamente por la sintesis continua de
proteinas de reserva y de otras caracteristicas de la embriogénesis (Rochibaud et al;
1980; Crouch and Sussex, 1981; Long et al; 1981; Ackerson, 1984; Delisle and
Crouch, 1989; Morris et al; 1990).

Los embriones cultivades in vitro también pueden adquirir tolerancia a la
desecacién. Al parecer, la presencia de ABA en el medio de cultivo es un requisito
para que se manifieste (Ammirato,1877; Eisenberg and Mascarenhas, 1985; Bartels et
al; 1988; Senaratna et al; 1989; Meurs et al; 1992). Si se asume que in vivo la
adquisicién de dicho mecanismo es un evento tardio del programa embriogénico, lo
anterior se puede interpratar como otra evidencia de que el ABA mantiens el
programa de desarrollo de! embridn.

Consistentes con este planteamiento, existen numerosos reportes en los que
se analizan genes regulados por el ABA. En general, el ABA estimula la transcripcién
de genes caracteristicos de la embriogénesis, tales como los de las proteinas de
almacenamiento o las abundantes de la embriogénesis tardfa, e inhibe a los de
enzimas que actiian durante la germinacion (Dure et at; 1980; Mundy et al; 1986;
Delisle and Crouch, 1989; Leah and Mundy, 1989; Medford and Sussex, 1989; Morris
et al; 1990; San et al; 1990; Taylor et al; 1990; Barrat and Clark, 1991; Groot et al;
1991; Hughes and Galau, 1991; Rivin and Grudt, 1991; Xu and Bewley, 1991). De .
éstos uitimos, se han estudiado esencialments los genes de las enzimas
degradadoras de las macromoléculas de reserva. Estos resultados apoyan la idea de
que el ABA estimula al programa de desarrotlo de la semiila e inhibe el de
germinacién. También sugleren que puede evitar la germinacion por restringir la
disponibilidad de la energla y de los metabolitos requeridos para el desarrollo de este
proceso.
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5. EFECTOS DEL ABA Y EL AMBIENTE OSMOTICO SOBRE LA
GERMINACION.

Un componente del ambiente quimico que rodea al embrién en desarrollo es el
ambiente osmético. Al parecer, este Ultimo esta altamente especializado. Se sabe que
el endospermo liquido en que nadan los embriones en desarrollo presenta
generaimente potenciales osméticos e hidricos bastante negativos. La germinacién
precoz de embriones Inmaduros alslados se suprime frecuentemente al sembrarlos
en un medio de cultivo de bajo potencial osmético, atin en ausencia de ABA
{Obendorf and Wettlaufer,1984; Finkelstein and Crouch, 1987; Kermode, 1930).
Potenciales osmaticos altamente negativos no provocan necesariamente la
acumulacién de ABA en embriones en cuitivo, 1a raspussta parece ser especie-
especifica ( Black, 1991). El ABA y bajos potenciales osméticos no actizan
frecuentemente por e} mismo mecanismo (Finkelstaein and Crouch, 1986, 1987).
Durants la inhibicién de la germinacién pracoz, tanto el ambiente esmético como el
ABA pueden actuar evitando la toma de agua; el ambiente osmético al reducir el
gradiente de potencial hidrico, y el ABA al evitar el relajamiento de ia pared celular

por algin mecanismo desconocido (Schopfer and Plachy, 1985).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS



HIPOTESIS

Esta tésis sa desarroli6 bajo e! planteamiento de las siguientes tres hipdtesis:

l. Si se rehidratan las semillas {activando con ello la maquinaria enzimética),
entonces el crecimiento germinativo del embrién s6lo requiere de los metabolitos y
energia necesarios para la construccién de nuevas macromoléculas. ’

Il. Si el ABA inhibe la germinacidn por restringir |a disponibilidad de energia y
nutrientes, entonces el suministro exégeno de los mismos pusde promover la
germinacion en presencia de la hormona.

I1l. Si secusncias o protelnas caracteristicas de la embriogénia se reinducen en
etapas post-germinacion, entonces los programas embriogénico y germinativo

pueden coexistir y no son mutuamente excluyentes.

OBJETIVOS

El objaetivo gonaral fue evaluar, en base a las hip6tesis, el pape! del ABA en la
dacisién entre el programa embriogénico y el programa germinativo.

Los objetivos particulares fueron:

1. Establecer criterios bloquimicos para analizar el efecto del ABA.

2. Establecsr las condiciones bajo las que sl ABA estimula o inhibe a los
programas embriogénico y germinativo.

3. Demostrar que Ia inhibicién de la germinacion por el ABA puede ser
revertida por la adiclén de nutrientes.
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ABSTRACT.

The addition of abscisic acid usually inhibits the germination of mature non-
dormant seeds. This sffect might be related to its natural function as an inhibitor of
precocious germination. In this work, we studied several aspects of the effect of ABA
on the germination of Arabidopsis thafiana seeds. Our findings were as follow: a)
the ABA response was concentration dependent; b) the inhibition of germination by
ABA was circumvented by the addition of metabolizable sugars or amino acids; ¢) the
effect of sugars and amino acids was synergistic indicating that they relieved different
deficiencies; and d) ABA prevented the degradation of the seed storage proteins. The
antagonistic effect of sugars and amino aclds to the inhibition of germination in
Arabidopsis, suggestad that this hormone inhibits garmination by restricting the
avalilability of energy and metabolites.
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INTRODUCTION

A seediing is a fragile structure. Without the seed’s remarkable
design, a seedling would never succesd into independent lite. Seeds
contain abundant reserves on which the seedling can depend until it
attains an autotrophic way of life. Built in mechanisms prevent seed
germination until environmental conditions are met that favor the
seedlings subsequent survival. Meanwhile, seeds are dormant and can
endure extreme environmental conditions during relatively long periods.

While seed maturation leads to growth detention, reserves
accumulation, inactivity of mstabolism, desiccation tolerance and
dehydration; germination leads to rehydration, desiccation intolerance,
activation of metabolism, reserves degradation and growth. it is not
surprising that seed maturation and germination are usually seen as two
alternative, and sometimes opposed, pathways (Quatrano, 1988; Kermode,
1990). The plant hormene abscisic acid (ABA) has been implied in almost
any seed maturation process (Jacobsen and Chandler, 1988; Black, 1991).
This hormone also inhibits germination both of immature and mature
embryos (Milborrow, 1974; Walton, 1980; Quatrano, 1986; Kermode, 1990)
. Thus, ABA appears to perpstuate the seed maturation pathway and
inhibit the germination pathway. Whether these pathways represent true
developmental programs and whether there are switch proteins through
which ABA exerts the turning on or off of those programs is unknown.
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Under normal conditions immature seeds do not germinate. However,
immature embryos are able to germinate if they are extracted from their
maternal environment and cultivated in vitro. This implies that, before
full maturation, the embryos already have the potential for germination
and that some factor in the maternal environment inhibits it. ABA might
be such an inhibitor. If ABA is included in the cultivation media the
embryos do not germinate and instead follow a route that resembles
normal development (Long et al; 1981; Triplett and Quatrans, 1982;
Finkelstein and Crouch, 1984; Obendorf and Wettlaufer, 1984; Quatrano,
1988; Barrat et al; 1989; Kermode, 1990).

The strongest evidence of the role of ABA as an inhibitor of
precocious germination comes from the ABA deficient and the ABA
insensitive mutants in Arabidopsis and other species. Depending on the
strength of the mutation they germinate precociously, without having to
go through dehydration, or show reduced dormancy (Rochibaud et al; 1980;
Quarrie, 1982; Karssen et al; 1983; Koornneef et al; 1984; Neill ot al;
1987; Taylor, 1987; Quatrano, 1988; Koornneef et al; 1989; Kermode,
1990).

Germination usually begins by the orderly rehydration of the seed
structures. It is followed by the activation of metabolism, the
mobilization of reserves from the specialized storage organs to the
embryonic axis, and by the rapid growth of this axis which is first made
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evident by the emargence of the radicle. The contact of the radicle with
the exterior allows an increased water and mineral uptake which is
indispensable for further growth. However, seedling growth remains
dependent on the seed's organic reserves untii chloroplasts mature and
gain access to light, usually several days after the start of germination
(Dure, 1975; Kermode, 1990).

Biochemically, germination involves two contrasting types of
activities. In the storage organs, they are essentially catabolic (sugar
polymers, ptoteins, fats and sometimes all the cellular structures are
degraded and exported to the embryonic axis) and in the embryonic axis,
they are mainly anabolic (energy and metabolites are consumed in the
building of proteins, nucleic acids, membranes and cell walis) (Kermode,
1990).

The best studied biochemical process occurring during germination
is the synthesis and regulation, in the barley aleurone, of a- amylase, a
catabolic enzyme that hydrolyzes reserve starch (Jacobsen and Chandler,
1988). The levels and activity of this enzyme are induced by the plant
hormone giberellic acid (Duffus, 1969; Higgins et al 1982; Callis and Ho,
1983; Jacobsen and Chandler, 1988; Nolan and Ho, 1988; Garcia-Maya et
al; 1990; Kermode, 1990). ABA opposses those effects and also
stimulates the synthesis of an a-amylase inhibitor (Jacobsen and
Chandler, 1988; Leah and Mundy, 1989; Robertson et al; 1989).
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ABA inhibits the germination of fully mature non-dormant seeds of
Arabidopsis and other species when they are sown in its presence
(Koornneef et al; 1984; Kermode, 1990) . The similarity betwaeen this
later effect, and the effect of ABA as an inhibitor of precocious
germination, suggests that ABA may operate by a similar mechanism in
both cases. Since ABA inhibits a-amylases, we may expect that, in
species which store most of their energy as starch (i.e., most cereals), it
may prevent the utilization of stored energy and, thereby inhibit
germination. Many species, including Arabidopsis, store energy mainly
as fatty acids (Appelquist, 1975; Finkelstein and Somerville, 1990). The
energy limitation hypotesis could be applicable to Arabidopsis if ABA
inhibited the utilization of fatty acids. In agreement with this
hypothesis, it has been found that in castor bean ABA inhibits isocitrate
lyase activity, an enzyme which participates in the conversion of fatty
acids into sugars (Marriot and Northcote, 1977, Dommes and Northcote,
1985).

In this work we studied several aspects of the effects of ABA on
the germination of Arabidopsis thaliana seeds. These include the effect
of ABA on the mobilization of nutrients and the induction of a set of
proteins that include the seed storage proteins. Our findings indicated
that, the inhibition of germination by ABA, does not act directly on a
developmental “switch”.  Rather it seems that ABA limits the
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availability of the energy and amino acids required for the anabolic
processes that trigger seed germination.  Consistent with this, we found
that ABA prevented the degradation of seed storage proteins. The finding
that germination can take place in the presence of ABA if energy and
amino acids are provided exogenously, opens the way to studies on which
the direct effects of ABA can be separated from indirect effects such as

inhibition of germination.
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MATERIALS AND METHODS
Plant materlal. Throughout this work mature seeds of Arabidopsis thaliana

ecotype Columbia from our stock were used. Seeads were produced in Cuemavaca,
México; under greenhouse conditions and therefore showed no dormancy. All seeds
used came from a single lot and had been stored at 4°C for at Ieast one month.

Chemicals. Most chemicals were from Sigma Chemical Co.. Bacto-agar and
peptone were from DIFCO. Trans-label, a poo! of 338-metionine and 355-cysteine,
(Trans-label, 1163 Ci/ mmole) was from ICN Radiochemicals. BIO RAD protein assay,
a system for protein quantification based on the method of Bradford, was from BIO
RAD. X-ray film, XAR-5, was from Eastman Kodak Co.

Growth medla. Mineral medium (MM) contained: 5X10-3M KNO3, 2.5X10-3M

KPO4 (pH5.5), 2X10-3M MgS04, 2X10-3M Ca(NO3)2, 5X10-5M Fe.EDTA, 7X10-5M
H3BO3, 1.4X10-5M MnGlz, 5X107M CuS04, 1X10-8M ZnS0O4, 2X10-7M NaMoOa,

1X10-5M NaCl, 1X108M CoClz (Haughn and Somerville, 1986)-

All media used were based on MM. MM supplemented with additional
chemicals is refered to as follows: A=+ ABA, G=+ glucose, S=+ sucross, P=+ peptone.
When MM was supplemented with more than one chemical the Initials of all
suplements are used ( i.e. AGP refers to MM medium containing
ABA-+glucaose+peptone). Unless otherwise stated, the final concentrations were: ABA,
10pM; Bacto-agar, 0.7% (w/v); glucose, 0.5% (w/v); sucrose, 0.5% (w/v); peptone,
0.3% (w/v). When B (Bacto-agar) Is specified in a medium it corresponds to a solid
agar medium.

Growth conditlons.- Sgeds were starilized with 30% (v/iv) bleach and 0.02%
(v/v) Triton X-100, and kept sterile throughout the expsriments {(Haughn and
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Somerville, 1986} . All experiments were carried out in growth chambers at 22°C with
16:8 hrs light:dark pariods. llumination was provided with two 15 watt, cool white
fluorescent lamps (Ligths of America F15 T8/CW) at a distance of 50 cm from the
plants. Experiments were initiated 4 hrs after the onset of the light period.

Quantification of germination.- These expetiments were catried out in
media containing Bacto-agar. Samples contained aproximately 100 seeds and were
done in duplicate. Counting was done with the help of an amplifyng glass. Seeds
with emerging radicles were considered as germinated. The same samples were
counted at different ages after sowing, as indicated in each experiment. Percent
garmination is 100 times the number of germinated seeds divided by the total nurnber
of seeds.

In vivo labeling of proteins, Arabidopsis seeds were germinated in
solid MM with or without chemical supplements. Plant material was harvested after3
days and imbibed in a drop of 0.3 ml of the appropiate medium containing
approximately 10.66 pChul of [35S Met +Cys]-Trans-labal . The seeds ware labaled
for 24 hrs. Afterwards, the seeds were washed with sterile water and frozen for
protein isolation.

Protein Isolation and analysis. Total proteins were isolated by a phenol
extraction method (Hurkman and Tanaka, 1986; Bauw et al; 1987) and analyzed in
15% SDS- po'lyacrylamlde gels (Laemmli, 1970). The saed storage proteins were
visualized by staining the gels with Coomassie Brilliant Blue. Radioactive proteins
ware detected by fluorography on X-ray films. Total protein was quantified by one or
more of the following methods: Lowry (Lowry and Rossbrouggh, 1951); BIO RAD
protein assay; and with the PVDF- immobilized proteins method (Shultz, 1992).
Radioactivity incorporated into proteins was determined by scintillation counting after
TCA precipitacion of plant extracts (Schlelf and Wensink, 1981). To compare the
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amount of particular proteins between different samples, equal amounts of total
protein were loaded per lane; when the relative abundancy of a protein within each
sample was ralevant, aqual amounts of incorperated radioactivity were loaded per
lane.

24



RESULTS

The ABA Inhibition of germination in Arabldopsis Is concentration
dependent. We sowed Arabidopsis seeds in agar minimal media (MM) in the
absence or presence of various concentrations of ABA (0.3, 1.0, 3.0, 10 and 30 uM)
and quantified germination as the emergence of the radicle at 3, 7 or 14 days after

sowing . ABA concentrations of 3uM or lower did not inhibit germination completely,

but rather retarded germination (Fig. 1). ABA concentrations of 0.1uM still induce a
delay in germination (data not shown). This delay of germination induced by ABA
varied from seed to sead. For example, in 0.3 uM ABA, 57% of the seeds germinated
between day 2 and day 3, 41% between day 3 and day 7, and 1% between day 7 and
day 14. The retardation in germination correlated with the ABA concentration. We
did not find a threshold in the effect of ABA.  Atfter radicle emergence (in ABA
concentrations below 10 pM), the presence of ABA caused a slowing of growth and
overall development. Thus the affect of ABA was not relleved after germination.
Sugars and amino aclds circumvent the inhibitory effect of ABA on

germination. Concentrations of ABA of 10 uM or higher inhibited germination

completely even 14 days after sowing (10 and 30 uM; Table |, row 1). This inhibition
was relieved when, in addition to ABA, 0.5% {w/v) sucrose or glucose was present
(Table I, rows 3 and 4, respectively). Mannito! ( 0.5 % wi/v), a non metabolizable
sugar was ineflective (Table 1, row 2). In the absence of ABA, sugars had no
apparent effect (Table §). Experiments described below show that these sugars did
not interfere with the intake or detection of ABA. Apparently, in the presence of ABA
germination is limited by an energy deficiency. The fact that germination occurred in
the presence of sugars, indicated that ABA does not inhibit anabolic activities but
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Flgure 1. Effect of ABA on the germination of Arabidopsis seeds. Seeds ware
sown in MM containing different ABA concentrations and the percentage of
germination was evaluated after 3 ( i), 7 (I8) and 14 ([3) days after sowing. In all
cases, seeds with emerging radicles were considered as germinated.
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Table \. Psrcentage of germination of Arabidopsis seeds in medfa containing
diffarent ABA concentration and/or mannitol, sucrose, glucose or
peptone .

Sterilizad Arabidopsis seeds ware germinated in mineral medium (MM)
containing differant ABA concentrations (0.3, 1.0, 10.0 and 20.0 uM). Differant
compounds {0.5% (w/v) mannitol=M, 0.5% (w/v) sucrase=S, 0.56% (w/v) glucose=G,
0.3% (wiv) peptone=P and 0.5% (w/v) glucose plus 0.3 % (w/v) peptone=GP) were
added to this media to loaok at their effect on the inhibition of the germination caused by
ABA. Seeds with emerging radicles were considered as germinated. Germination
was evaluated 3, 7, and 14 days after sowing.

Day 3 after sowing Day 7 after sowing Day 14 after sowing
ABA concentration (uM)

Medium 003 1 10 30 003 1 10 30 0 03 110 30
MM 9 5 7 0 0 9 98 71 0 0 99 9 82 0 0
M @9 5 4 0 0 100 98 57 0 0 10099 8 0 0
S %9 6 230 0 100 %8 81 8 7 100 100 98 30 24
G 9 8 48 10 0 100 100 94 3619 100 99 99 97 87
P 9 7 4 9 0 100 100 97 11 5 100 100 93 20 10
GP 9 98 60 14 4 100 99 98 89 68 100 100 99 99 98
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rather interferes with some essential catabolic processes.

Peptone (0.3% wh), a pool of amino acids, had a similar effect to that of
metabolizable sugars (Table 1, row 5). Peptone had no stimulatory effect on
germination in the absence of ABA (Table 1). The effect of amino acids was synergistic
1o that of glucose (Table | and Figure 2). For example, in 10 pM ABA, by day 7,
glucose or peptone by themselves caused 37 and 11% germination, respectively,
while in combination they caused 89%. This result indicated that amino acids were
not merely being used as an ensrgy source. Rather, it seemed that this two kinds of
metabolites were alleviating different deficiencies provoked by ABA. These results -
seam to indicate that ABA prevents the catabolism of seed reserves.

We investigated the influence that different concantrations of sugars or amino
acids have on the reversion of the ABA inhibitory effect on germination. As shown in
Table 1, germination was not inhibited with relatively low concentrations of these
nutrients. High congcentrations (10 and 20% w/v) of glucose or sucrose had a
negative effect on garmination even in the absence of ABA. A similar effect was
observed with mannitol, suggesting an osmotic problem. High concentrations of
peptone also had a negative effect by themselves. The negative effect of peptone
was stronger than that of equiosmolar concentrations of mannitol. In summary,
metabolizable sugars and amino acids showed optimal concentrations for the
stimulation of germination in the presence of ABA due to the balancing of their
positive and negative effects.

ABA prevents the degradation of the seed storage protelns.  Since
germination was not prevented by ABA in the presence of peptone (amino acids), we
suspected that ABA was in some way preventing the degradation of seed storage
proteins. We analyzed the pattern of seed storage proteins in the presence of ABA
during germination. Arabidopsis seeds were sown in MM or in MM containing ABA
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Flgure 2. Effect of different nutrients on the germination of Arabidopsis seeds.
Seeds were sown on MM without additions (MM) or contalning glucose 0.5% (w/v)

(G), peptone0.3% (wiv) (P), ABA 10 uM (A), ABA 10 uM + glucose 0.5% (wiv) (AG),
ABA 10 uM + peptone 0.3% (w/v) (AP}, or ABA 10 uM + glucose 0.5% (w/v) + peptone

0.3% (wh) (AGP). Percentage of germination was scored 7 days after sowing.
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Table Il. Percentage of germination of Arabidopsis seeds In media containing
mannitol, sucrose, glucose ot peptone without or with 10uM ABA.
Sterilized Arabldopsis seeds were germinated in minaral madium (MM)

containing different concentrations of mannito! (M), sucrosa (S), glucese (G) or

peptone {P) without or with 10uM ABA, Germination was evaluated 3, 7, and 14 days
after sowing.

Day 3 afler sowing Day 7 after sowing Day 14 after sowing
Medium Concentration (% wiv)
00515102 005151020 00515 10 20
M 9 100 10 96 6 0 100 160 10100 79 © 100 100 100100 94 O
S o 100 100 85 69 0 100 100 10100100 4 100 100 100 100 100 10
G 9 100100 97 0 © 100 100 100100 55 0 100 00 100 100 68 ©
P & e s 0 0o 0o 10010 9726 0 0 100109%3T 0 o0
AM* o © o o o o © o o 0 0 © 0 0 0 0O O o
AS* o 7 18 0 o 0 11 1138 20 0 0 20 4765 55 0
0
AG* 0 14 164 o o 0 20 9 60 4 O 10093 98 75 0O
AP* 0o 1 2 o o o 0 6 8 0 0 0 0 1B 103 0 O
* A= 10M ABA
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(A), ABA plus glucose plus peptone (AGP), or peptone plus glucose (PG) and
harvested after 0, 1, 2, 3, 4 and 7 days. At each time point, total protein extracts were
obtalned as described in Materials and Methods. in Figure 3A, we can see that when
seads were sown in MM, seed storage proteins disappeated completely three days
after sowing. Howaever, whan ABA was presant, these proteins were still detectable
after seven days (Fig. 3C). Mareover, we can see that seed storage proteins are
present even at plantule stages when the seeds were forced to germinate in the
presence of ABA by the addition of glucose and peptone (Fig. 3D). Glucose and
peptone by themselves did not prevent the degradation of seed storage proteins
(Figure 3B).

As an indicator of the intake and detection of ABA by the seeds, we analyzed
the effects of this hormone on the in vivo synthesis of proteins. The /n vivo labelling
experiments were done as described in Materals and Methods. ABA induced the
labeling of over 13 proteins (Figure 4, tane b). These radiolabeled proteins
corresponded to aproximately 70% of the total radioactivity incorporated. Five protein
bands in the range of 20-30kD ware very intense, creating a readily identifiable
pattern that we calf the “ABA pattern”. This pattern corresponds to some of the most
abundant proteins in Arabidopsis seeds whose molecular weights are in the range
of the Arabidopsis storage proteins (Koornneef et al; 1989; Nambara et al; 1992).
Glucose (0.5% wiv) that promoted germination in the presence of ABA (Table (i), did
not alter the synthesis of the ABA pattern (Figure 4, lane d), indicating that it did not
intertere with the intake or detection of ABA. Glucose alone did not induce the ABA
pattern (Figure 4, lane c).
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Figure 3. SDS-PAGE of total protein extracts from Arabidopsis seeds under
different treatments. Seeds were sown in MM without additions (A) or containing
glucose 0.5% (w/v) + peptone 0.3% (w/v) (B), ABA 10 uM (C) or ABA 10uM + glucose
0.5% (wiv) + peptone 0.3% (wiv) (D). Plant material was harvested O (a), 1 (b), 2 (¢},
3 (d), 4 (e), 5 (f), and 7 (g) days after sowing and total proteln was extracted and
alactrophoresed In SDS-PAGE gels (20ug protein/lane) as described in Material
and Methods. Gels were stained with Coomassie blue R250, destained, and dried.

Lane f in panels B,C, and D corresponds to 7 days after sowing.
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Figure 4. Fluorography of a SDS-PAGE gel of in vivo [35S-Met]-labeled proteins
from Arabidopsis seeds. Seeds were sown in MM without additions (a) or

containing ABA 10 uM (b), glucose 0.5% (w/v) (c), or ABA 10 uM + glucose 0.5% (w/v)

(d). After 4 days plant material was labeled as described in Material and Methods
and total protein was extracted. Molscular weight markers are indicated at the left of

the figure.
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DISCUSSION

in this work we analyzed the mechanism by which ABA inhibits germination.
We have chosen Arabidopsis not only for its general characteristics as a plant modei
but also because several ABA deficient and ABA insensitive mutants are available
(Karssen et al., 1983; Koornesf et al., 1984; Koorneef et al., 1983).

First, we wanted to know if ABA turned off a germination program. The simplest
test we could devise to answer this question is based on the idea that developmental
switches can only take discreet states (i.e. germination or no germination). If ABA acts
on a regulatory switch, we should expect to find no effect at concentrations below a
centain threshold and a full effect at concentrations above that threshold. Instead, we
found a dose response curve, in which low concentrations of ABA caused only a delay
in the germination time, Based on these resuits, we concluded that ABA does not act
directly upon a germination program switch. The fact that ABA causes a retardation
of germination suggests that ABA may modulate a rate limiting step of germination.
This effect could be due to different events or factors. We investigated energy and
amino acid limitations since there are some indications in the literature that ABA

inhibits reserve utilization (the effect of ABA on the a-amylases of cereals and of

beans) (Van Onckelen et al., 1980; Jacobsen and Ghandler, 1988; Nolan and Ho,
1988). We found that seeds sown in the presence of ABA were deficient in available
or attainable energy. Sucrose and glucose stimulated germination even at very high
concentrations of ABA, while mannitol did not. This extra energy alevlated a
deficlency specifically caused by ABA since, in the absence of ABA, sugars had no
beneficial effect in the control experiments (Tables 1 and i) or when germination was
Inhibited with other treatments (osmotically or with cycloheximide; data not shown).

Similar evidence indicated that ABA also caused an amino acid limitation.
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Peptone, a source of amino acids, allowed the seeds to germinate in otherwise
inhibitory concentrations of ABA. The fact that amino acids had a synergistic effect
with glucose, seams to indicate that sugars and amino acids aleviated different
deficiencies. Thus, amino acids were not merely being used as alternative energy
source. The amino acid limitation indicated that, in the presence of ABA, the amino
aclds from the seed storage proteins were not becoming avallable for the germination
process.

We found that for each of the additions (glucose, sucrose or peptons) there was
an optimal concentration, below or above of which the stimulation of germination in
the presence of ABA was reduced. These effects could be explained if these nutrients
had inhibitory effects by thamselves in the absence of ABA. In fact, that was the case
since high concentrations of glucose, sucrose or peptone inhibited germination.
Glucose and sucrose at a concentration of 20% (w/v) inhibited germination in a similar
way than mannitol {(see Table II), suggesting an osmotic effect. The inhibition of
germination by peptone was much more pronounced (Table I1}. We are not certain
about the nature of the pronounced inhibition of germination by peptone but it may be
due to a selective utilization of amino acids from peptone by the seads which may
have caused an adverse pH change.

ABA induced the synthesis of a conspicuous set of proteins that we termed the
“ABA pattern” (Fig. 4 lane b). As estimated from the incorporated radioactivity, the
ABA pattern accounted for over 60% of the total protein synthesis. Neither sugars nor
peptone interfered with the induction of these proteins. Thus, these metabolites seem
to promote germination without interfering with the intake, detection, or regulatory
effects of ABA.

As shown in this paper, ABA prevented the degradation of the storage proteins.
Their stability was not the result of the inhibition of germination by ABA since ABA
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prevented their degradation even when seeds were allowed to germinate by the
addition of glucose and peptone. in contrast, in the absence of ABA, sugars and
peptone had no effect on the stability of these proteins. This result indicated that the
degradation of seed storage proteins is not regulated by amino acid demand, since
seeds even in the presence of peptone (amino acids) undertook the degradation of
seed storage proteins. It Is worth noting that, there was a first step in the degradation
of the storage protains (occurring during day 1) that ABA did not prevent (See Fig. 3C).
Wae do not know if this first step is insensitive to ABA or if it just occurs before ABA is
able to penetrate the seed in sufficient amount.

The results presented in this paper suggest that ABA rather than regulating a
germination program directly, changes metabolism from reserve utilization o reserve
storage or accumulation. This is in agreement with several known effects of ABA,
including the promotion of the synthesis of seed reserve proteins (Finkelstein et al.,
1985; Quatrano, 1988; Kermode, 1990) and the inhibition of a-amylase synthesis and
activity (Jacobsen and Chandler, 1988; Nolan and Ho, 1988; Robertson et al., 1989).
The regulation of storage and use of reserves could be an undedaying mechanism of
ABA action in different processes; even in some where this mechanism might be less
obvious such as environmental stress conditions.

Although ABA inhibits the transcription ot several ‘germination genes’
(Quatrano et al., 1983; Jacobsen and Chandler, 1988), our results suggest that,
unless thelr function is to mobilize seed resarves, their transcription is not essential for
germination. However, many of these genes could actually be required for post-
germinative growth. For example, the gene of the small subunit of Rubisco probably
belongs to this group (Quatrano et al., 1983; Medford and Sussex, 1989).

There are numerous reports on which different effects of ABA were studied in
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cultured embryos . In many of them sucrose was a standard component of the
cultivation media (Rochibaud et al., 1980; Long et al., 1981; Ackerson, 1984;
Finkelstein and Crouch, 1984; Finkelstein et al., 1985; Barrat et al., 1989; Xu and
Bewley, 1991). We advise extreme care in the interpretation of resuits thus obtained,
particularly if they are related to dormancy.

Apparently, what we call the “ABA pattern” is made up of seed storage
protains. Tha fact that, under our experimental conditions, this protein pattern is
induced in a seed that is actually germinating supports the finding that some embryo
spacific sequences or proteins can be reinduced at post-maturation stages if the
concentration of ABA is restored by exogenous application { Skriver and Mundy, 1990;
Sobolev et al.,1990; Thomas et al., 1991; Dmitrigva et al., 1991).

The possibility to induce germination in the presence of ABA allows to
distinguish betwaen the direct effects of ABA from those indirect effects such as
inhibition of germination. We believe this opans new ways to study the effects of ABA

during germination.
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DISCUSION



DISCUSION

En este trabajo se analizé el mecanismo mediante el que el ABA inhibe la
germinacién en Arabidopsis thaliana.

Primero, se pretendié conocer si el ABA apaga un programa de germinacién. El
disefio de experimentos sencillos para responder a esta pregunta, se basé en la idea
de que los “switches” del desarrollo pueden tomar solo estados discretos (por
ejemplo, germinacién o no germinacién). Si el ABA actuara sobre un “switch”
regulador, se esperaria no encontrar algun efecto a concentraciones por debajo de un
umbral y un efecto completo a concentraciones por arriba del mismo. En su lugar, se
detecté una curva désis-respuesta, en la que bajas concentraciones de ABA
provocaron solo un retardamiento en sl tiempo de germinacién (ver Figura 1 en el
manuscrito anexo). En base a estos resultados, se concluye que el ABA no actia
directamente sobre un “switch” del programa de gemminacion. El hecho de que el ABA
cause un retardamiento de la germinacién mas bien sugiere que la hormona modula
un paso limitante en este proceso. Este efacto de retardamiento de la germinacién
provocado por el ABA pudo ser ol rasultado de la accién de diferentes factores y no
de un evento sencillo. Se invastigd sobre la limitacion de la energla y los amino4cidos
ya que en la literatura se indica que el ABA inhibe la utilizacién de las reservas (el
efecto sabre las x-amilasas de cereales y de frijoles) (Van Onckelen et al; 1980;
Jacobsen and Ghandler, 1988; Nolan and Ho, 1988). Se encontré que las semillas
sembradas en presencia de ABA fueron deficientes en la energfa disponible o
accesible. Sacarosa y glucosa estimularon la germinacién ain a muy altas
concentraciones de ABA, mientras que esto no sucedié en el caso de manitol. La
energla generada por estos compuestos subsané una deficlencia provocada
éspeclﬂcamente por el ABA ya que, en su ausencia, los azicares no tuvieron efecto
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bendfico en los experimentos cantrol {(ver Tablas | y Il en el manuscrito anexo) ©

cuando la germinacion se inhibié con otros fratamientos. No se observé incremento
an la germinacidn por la adicién de azlcares cuando se inhibi6 la germinacién con
cicloheximida, un inhibidor de la traduccidn, en lugar del ABA (datos no moestrados).

Evidencla similar indic que la hormona también causé una limitacién de
amino4cidos. Peptona, una fuente de amino4cidos, ayudé a las semillas a germinar
bajo diferentes concentraciones inhibitorias de ABA (ver Tablas I y il del manuscrito
anexo). El hecho de que los aminoédclidos tengan un efecto sindrgico con glucosa
indica que los aziicares y los amino4cidos restituyen diferentes deficiencias {ver
Figura 2 del manusctito anexo). Por lo tanto, se deduce que los aminodcidos no
fueron utilizados como una fuente de energia alternativa, Mas blen parece que en Ja
presencia de ABA, los amino&cidos de las proteinas de reserva no llegaron a estar
disponibles para el proceso de la germinacién y que la adicién exégena de los
mismos remueve esta limitante.

Se encontrd que para cada una de las adiclones (glucosa, sacarosa o
peptona) hubo una concentracién optima, debajo o por arriba de la cual, se reduce la
estimuiacidn de la germinacion en la presencia de) ABA. Estos efectos podrian
explicarse sl los nutrientes tuvieran efectos inhibitorios por sf mismos en la ausencia
de! ABA. De hecho, este fue el caso, ya que altas concentraciones de glucosa,
sacarosa o péptona inhibieron la germinacién. Glucosa y sacarosa a una
concentracién de 20%, inhibieron la germinacion en forma semejants a manitol (ver
Tabla 1l del manuscrito anexo), lo que sugiere un efecto osmético. La inhibicién de la
germinacién por peptona fue mucho mas pronunciada (ver Tabla 1l del manuscrito
anexo). No se tiene certeza acerca de ia naturaleza de ia pronunciada inhibicién de 1a
germinacidn por peptona, pero es razonable pensar que la utilizacién selectiva de
aminoécidos por las semillas pudo pro\locar un cambio adverso de pH o que aigin
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amino4cido pudiera estar sirviendo de inhibidor.

Tamblén encontramos que el ABA induce la sintesis de un grupo conspicuo de
proteinas que nosotros denominamos el “patrén del ABA” (Fig. 4, linea b, del 4
manuscrito anexo). Segln se estimé de la radioactividad incorporada, el “patrén del
ABA" represanta mas del 50% de la proteina total sintetizada. Ni los aztcares, ni la
peptona, interfirieron con la induccidn de estas proteinas. Por lo tanto, estos
metabolitos parecen promovet la germinacion sin interterir con la entrada, deteccién,
o efactos reguladores dsl ABA,

Como se musestra en ia Figura 3 del manuscrito anexo, el ABA inhibe la
degradacion de las proteinas de reserva. Su estabilidad no fue el resultado de la
inhibicién de la germinacién por el ABA, ya que la hormona evité su degradacién aun
cuando las semilias se ayudaron a germinar por la adicién de glucosa y peptona. En
contraste, en la ausencia de ABA, los azicares y |la peptona no tuvieron efecto sobre
la estabilidad de estas protelnas. Este resultado indicé que la degradacién de las
proteinas de reserva de la semilla no se regula por demanda de aminoécidos, ya que
las protafnas se degradan atin en la presencia de peptona (aminodcidos). Es
importante hacer notar que, a! parecer, el ABA no evité un primer paso en la
degradacién de las protefnas de reserva {ocurriendo durante el dia 1) (ver Fig. 3C del
manuscrito anexa). No se sabe sl este primer paso es insensible al ABA o si ocurre
justamente antes de que el ABA sea capaz de penetrar en la semilla en cantidad
suficiente.

Los resultados que se presentan en esta tésis sugieren que el ABA, mas que
regular la germinaclén directamente, cambia el metabolismo de utilizacién de
reservas a almacenamiento o acumulacién de las mismas. Esto esta de acuerdo con
varios efectos conocidos del ABA, incluyendo la promocién de la sintesis de las
protelnas de reserva de la semilla (Finkelstein et al; 1985; Quatrano, 1988; Kermode,
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1990) y la inhibicién de la sintesis y actividad de a-amilasa (Jacobsen and Chandler,

1988; Nolan and Ho, 1988; Robartson et al; 1989). La regulacién del almacenamisnto
y uso de las reservas puede ser la base de la accién del ABA en diferentes procesos;
aun en algunos donde este mecanismo pueds ser menas obvio, tal como las
condiclones de estrés amblental.

Auln cuando el ABA inhiba Ia transcripcién de varios “genas de germinacién™
(Quatrano et al; 1983; Jacobsen and Chandler, 1988), nuestros resultados sugieren
que, a menos que su funcién sea movilizar las reseivas de la semilla, su transcripcién
no es esencial para la germinacién. Sin embargo, algunos de estos genes pueden
raquerirse para el crecimiento past-germinativo. Por ejemplo el gene de la subunidad
pequefa de Rubisco probablemante pertenece a este grupo (Quatrano et al; 1983;
Medford and Sussex, 1969).

Existen numarosos reportes en los que se estudiaron diferentes efectos del
ABA en embriones cultivados. En algunos de ellos la sacarosa fue un componente
normal del medio de cultivo { Rochibaud et al; 1980; Long et al; 1981; Ackerson,1984;
Finkelstein and Crouch, 1984; Finkelstein et al; 1985; Barrat et al; 1989; Xu and
Bewley, 1991). Nuestros resultados indican que se debe ser muy cuidadoso en la
Interpretacion de los resultados, particutarmentse si ellos estdn relacionados a la
dormancia.

Aparantements, lo que hemos denominado el “patrén del ABA” esta formado
de proteinas de reserva de la semilla, Estas proteinas se sintetizan normalmente y se
inducen por aplicacién de ABA en silicuas verdes( datos no mostrados),
corresponden con las protelnas mas abundantes de las semillas de Arabidopsis y
sus pesos moleculares estan en el intervalo de las proteinas de reserva de
Arabidopsis . Esto se corroboré mediante sobreposicion de geles tefiidos con azul de
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Coomassie con su autoradiografia correspondiente. El hecho de que, bajo nuestras
condiciones experimentales, este patrén de proteinas se induzca en semillas
germinando, soporta la conclusién de que algunas secuencias o proteinas
especﬁfcas de Ia etapa de embriogénasis pueden reinducirse en estados post-
maduracién si ia concentracién del ABA se restaura por su aplicacién exégena
(Skriver and Mundy, 1980; Sobolev et al; 1990; Thomas et al; 1991; Dmitrieva et al;
1991).

La posibilidad de inducir germinacion en la presencla del ABA, ayuda a
distinguir entre los efectos directos del ABA de aquellos efectos indirectos, tales como
la inhibicién de la germinacién. Consideramos que ésto abre nuevas vias para el
estudio de los efectos del ABA durante la germinacion.

En la Figura 3, se esquematizan las vias posibles por las que el ABA pudiera
inhibir la germinacién de las semillas, en funcién del control que ejerce sobre la
acumutacién y movilizacién de las reservas. El pane! | muestra que en semillas
hidratadas y en ausencia de ABA, el programa de desarroflo de la semilla no procede.
En su lugar se expresa al programa tipico de germinacién, en el que procesos
catabdlicos ocurriendo en los érganos de almacenamiento, promueven fa
movilizacién de las reservas hacia los puntos de cracimiento, donde se manifiestan
procesos anabdlicos involucrados en la formacién de nuevas estructuras celulares.
Los paneles 1l y Il represantan dos modslos posibles de como &l ABA puede inhibir a
la germinacién. El modelo 1 establecs que el ABA no inhibe directamente alguna
actividad anabédlica indispensable para que ocurfa el proceso de la germinacién, sino
que solamente acttia sobre los procesos catabélicos involucrados en la movilizacion
de las reservas nutrientes. El modelo 2 establece que se inhiben actividades que
participan en [os dos procesos. En los dos modelos, el ABA promueve el programa de
desarrollo de la semilla y la acumulacién de las reservas e impide el programa de
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germinacion. Los paneles IV y V muestran ias predicciones de los modelos 1y 2,
respactivamente, cuando el ABA esta presente pero los nutrientes se proporcionan
exégenaments. El modelo 1 predice GERMINACION, mientras que el modelo 2
predice NO GERMINACION, ya que algunos procesos anabdlicos deben impedirse
por la reguiacian que ejerce el ABA. Nuestros resultados concuerdan con las
predicciones de! modselo 1.

La sintesis y degradacién de las reservas de la semilla parecen estar bajo el
cantrol del ABA pero no los procesos anabdlicos. Esta es una diferencia fundamental
entre los procesos catabdlicos y anabdlicos de la germinacién. Gonsideramos que los
dos tipos de procesos reflejan la existencia de dos programas diferentes. De acuerdo
con ésto, parece ser que &l papel que jusga el ABA en la decision entre proceder por
el programa de desarrollo de la semiila o el programa de germinacién, consiste en
optar por construir resetvas o degradaras.

Pensamos que el “patron del ABA” refleja la decisién para aimacenar
proteinas. Su degradaclén en presencia de ABA es extremadamente lenta; su vida
media es de varias semanas (datos no mostrados). Debido a que bajo nuestras
condiciones de ensayo, este patron de proteinas caracterlstico de la stapa de
embriog énesis, también se manifiesta en semilias germinando, se sugiere que los
programas embriogénico y germinativo no son necesariamente alternativos y pueden
expresarse simultdneamente. Ademéas, puede no haber un “switch” entre ellos.

Por otro lado, el hecho de que los aziicares metabolizables y los aminoécidos
aplicados exdgenamente reviertan el efecto inhibitorio de la germinacién provocado
por el ABA (sin interferir con sus efectos bioquimicos), sugiere que la hormona impide
la germinacion indirectamente por restringir Ia disponibilidad de la energia y de les
metabolitos necesarios. Esto significa que el ABA ejerce control directo saobre los
procesos catabolicos, pero no sobre los anabélicos de 1a germinacién, a los que
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previene indirectamente por cortarles el suministro de los bloques de construccién. Si
al ABA ejerciera control directo sobre los dos procesos, Ia germinacién no procederia
por la adicién de nutrientes.

Todo lo expussto nos conduce al concepto de que la germinacion es mejor
entendida en términos de 3 programas, como se esquematiza en la Figura 4. EI'
programa de desarrollo de la semilla que es estimulado por el ABA y los programas
catabdlico y anabdlico de la germinacion (en lugar de solo los de desarrollo de la
semilla y germinacién). Se sugiere que si el ABA inhibe algun programa, lo hace
entre el de desarrolio de la semilla y el catabdlico de germinaci6n, ya que no regula
directamente alguna actividad indispensable del programa anabélico. Por otro lado,
aquf se muestra que si existe un “switch™ que controla la decisién entre la

embricgénesis y la germinacién, éste no es afectado directamante por el ABA.
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Figura 4. El esquema indica que al germinar semillas de Arabidopsis en presencia de
ABA, la hormona promueve la manifestacién del programa embriogénico a través de
la sintesis y acumulacion de las proteinas de reserva e inhibe al programa de
germinacion indirectamenta, por regular negativamente los procesos catabdlicos de
la germinacién, cortando el suministro de los bloques de construccién necesarios
para que se efectiien los proceses anabdlicos de la germinacién. Si existe o né un
“switch™ que controla la decisién entre el programa embriogénico y el germinativo,
éste no es afectado directamente por el ABA.
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CONCLUSIONES

1. El ABA no acttia directaments sobre el posibla “switch” del programa de
germinacién.

2. Los azicares y aminodcidos reviertan al efecto inhibitorio del ABA sobrs la
germinacién.

3. El ABA evita la degradacidn de las protefnas de reserva de la semilla.

4. El ABA mas que regular la germinacién directamente, Io hace por cambiar el
metabolismo de utilizacién de reservas a almacenamiento o acumulacién de las
mismas.

5. El ABA no inhibe las actividades anabdlicas indispensables para la
germinacion.

6. Algunas secuencias o0 proteinas especificas de la etapa de embriogénesis
pueden reinducirse en estados post-maduracién sila concentracién de ABA es
restaurada por aplicacién exégena.

7. Los programas embriogénico y germinativo no son alternativos

necesariamente, pueden expresarse simultdneamenta.
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PERSPECTIVAS

1. La posibilidad de inducir la germinacién en la presencia de ABA, permite distinguir
entre los efectos directos del ABA de aquellos efectos indirectos, tales como la
inhibicién de la germinacién. Consideramos que ésto abre nuevas vias para el
estudio de los efectos del ABA durante la germinacién.

2. En un futuro serfa interesante el poder dilucidar los mecanismos moleculares a
través de los que la hormona cambia el metabolismo de la movilizacion/utilizacion de
las reservas a acumulacion de las mismas. Posiblemente el ABA inhiba pasos
enzimaticos especificos en las vias del catabolismo del almidén y de las proteinas.

3. La obtencién de mutantes de Arabidopsis thaliana incapaces de producir las
enzimas involucradas en la movilizacién de las sustancias de reseiva y el aislamiento
y caracterizacion de los genes que las codifican, permitiria profundizar en el estudio
del papel que desempefian durante la germinacion y del efecto del ABA en la

regulacion de su expresién.

4. Es posible que la promocién de la germinacién por los metabolitos suministrados,
ademas de proporcionar energia y nutrientes, funcionen mediante la conversién del
ABA de un regulador activo a uno inactivo ya sea por reaccién con 1a hormona o
mediante desplazamiento de las moléculas del ABA de su posible receptor.

5. Algunos autores consideran que la germinacién inicia y termina con el primer ciclo
de divisién celular y por tanto a la movilizacién y utilizacion de reservas como un
proceso post-germinativo. El astudio de los efectos del ABA sobre tal evento y sobre
las actividades que ocurren a nivel molecular permitir& ampliar nuestra compransién

del fenémeno.

6. Por otro lado, 1a explicacién que en ésta tésis se ha dado acerca de como el ABA
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inhibe la germinacién de las semillas de Arabidopsis se basa en datos obtenidos

considerando a la germinacién como ef momento en que la radicula se hace visible,
es decir, a nivel fisioldgico. Seguramente la profundizacion en el estudio del
fenémeno al nivel de pasos enziméaticos involucrados en las diferentes vias
metabdlicas y de exprasién de “genes espacificos de germinacién®, arrojara mas luz a
nuestro entendimiento.

7. Finalmente, es posible que el ABA promueva la sintesis de un represor de genes
“gspecificos” de germinacion y que la adicién de azicares y aminoécidos lo desplaze,
promoviendo su expresién. También, el posible represor pudiera actuar sobre genes

que codifican enzimas que participan en sl catabolismo de tas reservas.
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