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RESUMEN 

El objetivo de este trabajo fue entender como el ácido absclslco (ABA) exógeno 

inhibe la germinación de semillas de Arabidopsis tha/lana . Los resultados fueron los 

siguientes: tal Inhibición no ocurre si al medio de cultivo se le adiciona sacarosa, 

glucosa o peptona (o una combinación de ellas). Esto sugiere que el ABA inhibe la 

germinación por restringir la disponibilidad de la energía y de los nutrientes 

necesarios para que el proceso se lleve a cabo. El ABA promovió la sfntesis de un 

patrón de proteinas prominente cuya inducción no se afecta por la adición de 

azúcares y peptona (aminoácidos). Se concluye que los metabolitos proporcionados 

pueden estar siendo utilizados como bloques de construcción para los procesos 

anabólicos de germinación y que no interlieren con los efectos bioqulmicos del ABA. 

Los resultados que aqul se muestran indicaron que el ABA evita la degradación y/o 

utilización de las protelnas mas abundantes de la semllla y que no Inhibe alguna 

actividad anabólica indispensable de la germinación. 
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INTRODUCCION 

Con este trabajo se ha tratado de reevaluar el papel que desempefla la 

hormona vegetal ácido abscíslco (ABA) durante la germinación de las semillas. 

Se escogió a Arabidopsls thaliana no sólo por sus caracterlstlcas generales 

como una planta modelo, sino también porque se dispone de varios mutantes 

deficientes e insensibles a ABA (Karssen et al; 1983; Koomneef et al; 1984; 

Koomneef et al; 1989). 

Es una idea común el considerar al ácido absclsico como un regulador que 

mantiene al programa de desarrollo del embrión e inhibe al de germinación. De 

acuerdo con esto, existe la concepción tácita de que la transición entre los dos 

programas es controlada por una •molécula switch" sobre la que el ABA actúa, sin 

embarg.o su naturaleza no ha quedado lo suficientemente clara. Un punto de vista 

diferente y que se discute en esta tésls, asume que el ABA tiene un efecto amplio 

sobre el desarrollo, actuando al nivel de varias vías metabólicas. Se presentan 

evidencias de que el ABA, mas que regular la germinación directamente, lo hace por 

cambiar el metabolismo de la utilización de las reservas a almacenamiento o 

acumulación 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 construcción 

a los procesos anabólicos, Inhibe indirectamente la germinación. 

Si bien el concepto de programa evade una definición clara, cuando se utiliza 

en este contexto, Implica la existencia de un conjunto coherente de actividades que 

toman lugar en orden secuencial a causa de que se tomó una decisión previa. La 

noción de programa de desarrollo está asociada a la Idea de "switches" que regulan 

el comportamiento de un conjunto coherente de actividades que ocurren en 

secuencia. Se considera que estas actividades se llevan a cabo como una respuesta 



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 aplicación en plantas es Incierto ya que comúnmente 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 desarrollo se utiliza 

frecuentemente para explicar el desarrollo de las plantas. 

La formación de una semilla y su germinación constituyen fenómenos 

adaptativos únicos en el ciclo de vida de las plantas superiores. Involucran el 

desarrollo del embrión y median varios procesos fisiológicos para asegurar la 

supervivencia de la planta en la próxima generación. Marcan etapas en que eventos 

metabólicos 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 dicotiledóneas, el embrión se 

forma a partir de una única célula dlplolde a una plántula compuesta de dos 

cotiledones y los rudimentos follares y radiculares. El proceso de desarrollo de la 

semilla comprende distintos eventos que ocurren en secuencia: 1) fertilización del 

óvulo por el núcleo polfnlco; 2) histogénesls e hlstodiferenclaclón, durante las que el 

embrión adquiere los tejidos especializados característicos de una planta (tejido 

epidérmico, tejido vascular, rafees, ápices foliares y los meristemos 

correspondientes); 3) maduración, caraderizada por presentar expansión celular y 

una fuerte acumulación de nutrientes de reserva (principalmente almidón, Hpldos y 

proteínas); 4) adquisición de la tolerancia a la desecación, la cual entre otros 
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procesos implica la acumulación de proteínas y azúcares osmoprotectores; 5) 

desecación, durante la que la semilla manifiesta una notable pérdida de agua y una 

drástica disminución de las actividades metabólicas. 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; Kermode, 1990; Lyndon, 1990; Steeves and Sussex, 1990; Black, 

1991). 

Los eventos metabólicos principales que ocurren durante el desarrollo de la 

semilla son, por tanto, de tipo anabólico, ya que existe poca o ninguna degradación 

de las macromoléculas de reserva, en tanto que las enzimas necesarias para su 

movilización (amilasas, lipasas y proteasas) astan ausentes o Inactivas. 

2. LA GERMINACION. 

La germinación de una semilla es la etapa mas precárfa en el ciclo de vida de 

una planta. El desarrollo de la semilla puede verse como un periodo de preparación 

previo a la ocurrencia de la germinación. La sfntesis y depositaclón de reservas es 

característico de las semillas en desarrollo, mientras que su movilización es inherente 

al proceso de germinación. 

La germinación consiste en la reanudación de la actividad metabólica y del 

crecimiento activo de los tejidos del embrión que resulta en la ruptura de la cubierta 

de la semilla y la emergencia de una plántula. En orden secuencial Involucra la 

rehidrataclón, la utilización de los nutrientes de reserva y la formación de las 

estructuras de síntesis que permitirán a la plántula asumir un modo autótrofo de 

existencia (Murphy and Thompson, 1988; Kermode, 1990; Klng, 1991 ). En términos 

bioquímicos, es el resultado de procesos catabólicos y anabólicos contrastantes. Los 
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primeros ocurren en los órganos de almacenamiento (endospermo en plantas 

monocotiledóneas y cotiledones en dicotiledóneas) e Intervienen en la degradación y 

movilización de macromoléculas de reserva. Los segundos se efectúan en los ejes 

embrionarios e incluyen la síntesis de macromoléculas, componentes estructurales 

como membranas y paredes celulares, generando 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 formación de 

la planta. Estas sustancias de reserva astan constituidas por almidón, lípldos y 

proteínas, las cuales se acumulan normalmente durante el desarrollo de la semilla, 

permanecen estables a través del período de latencia que separa a la embriogenia 

de la germinación, y se degradan específicamente durante la germinación y 

crecimiento de la plántula para proveerla de fuentes de carbono y nitrógeno. La 

energía inicialmente requerida para los procesos metabólicos, también se deriva de 

las sustancias de reserva (Ashton, 1976; Pang et al; 1988; Dellsle and Crouch, 1989; 

Murphy and Cummins, 1989; Kruger, 1990). 

El almidón se acumula en los plástldos como granulas insolubles en agua. 

Durante la germinación de los granos de cereales, su rompimiento coincide con la 

destrucción del endospermo. En este caso la degradación del almidón es extracelular 

y ocurre vía una ruta hidrolítica (Boyar, 1985). La glucosa que se produce por la 

acción de a-amilasa y a-glucosidasa se absorbe por el escutelo, se convierte a 

sacarosa, y se transporta al embrión donde se utiliza como una fuente de energía. En 

cotiledones de chícharo el rompimiento es fosforilítlco, mientras que en soya y lenteja 

a-amllasa es la actividad predominante (Jacobsen and Chandler, 1988; Kruger, 

1990). 

Los lípidos se almacenan como triacllgliceroles en los cuerpos grasos. Su 
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degradación ocurre por acción de llpasas (Huang, 1987). Los productos se 

metabolizan luego en los glioxlsomas (Beevers, 1980). La oxidación de los ácidos 

grasos resulta en su rompimiento a acetil-CoA que se utiliza corno fuente de carbono 

para la síntesis de sacarosa. También, el succlnato, un producto del ciclo del glloxilato 

se metaboliza a oxaloacetato en la mitocondria, se convierte luego a 

fosfoenolplruvato en el cltosol, ocurriendo la formación de sacarosa vía 

gluconeogénesls. La conversión de los triacilgliceroles en los cuerpos grasos y 

posteriormente a sacarosa en el citosol, involucra la participación de complejos 

enzimáticos de cuatro compartimentos celulares: cuerpos grasos, glioxisomas, 

mitocondrtas y citosol (Andrews and Ohlrogge, 1990). 

Las proteínas de reserva se depositan en organelos llamados cuerpos 

protéicos y se hidrollzan a aminoácidos por acción de enzimas proteolíllcas. Los 

productos pueden permanecer en los tejidos de almacenamiento pero la mayoría se 

translocan a los puntos de crecimiento donde se utilizan para la síntesis de varias 

enzimas y protelnas estructurales. Algunos aminoácidos pueden sufrir desamlnaclón 

y utJllzarse corno fuente de energía (Ashton, 1976; Bewley and Greenwood, 1990; 

Casey, 1990; Hatfield and Vierstra, 1990). Las proteínas de reserva de 

Arabldopsis presentan pesos moleculares en el intervalo de los 10, 20 y 30 kD 

(Heath et al; 1986). Las proteínas que migran en el intervalo de los 20 y 30 kD 

representan a los pollpéptidos 128 básicos y ácidos, respectivamente, mientras que 

las proteínas 28 muestran bandas en la reglón de los 1 o kD. En el ecotlpo Columbia, 

las proteínas 128 ácidas y básicas se producen por rompimiento post-traduccional de 

precursores únicos sintetizados a partir de una familia de tres genes (Pang et al; 

1988). Las proteínas 28, que se sintetizan de cuatro genes repetidos, se rompen 

después de su traducción para rendir cadenas pollpeptfdlcas de 3 y 9 kD (Guerche et 

al; 1990). 
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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 formación de la semilla, Incluyendo la mortogénesls del 

embrión (Quatrano, 1988), la síntesis de las proteínas de reserva (Finkelstein et al; 

1985), la tolerancia a la desecación (Kermode and Bewley, 1987), y el mantenimiento 

de la dormancla (Koornneef, 1986). 

El concepto de que el ABA tiene un papel Importante en regular la deposltaclón 

de reservas viene de la observación de que en algunas especies la tasa mas alta de 

acumulación coincide con un alto contenido de ABA (Flg. 1) {Klng, 1976; Quebedeaux 

et al; 1976; Ackerson, 1984; Ouatrano, 1900). La aplicación exógena de Ja hormona 

durante las etapas intermedia y tardía del desarrollo de la semilla también 

Incrementa la slntesls y acumulación de las proteínas de reserva (Sussex and Dale, 

1979; Steeves 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 proteínas de reserva que se 

sintetizan normalmente durante el desarrollo de las semillas silvestres (Koornneef et 

al, 1989; Nambara et al; 1992). La promoción de la síntesis de las proteínas de 

reserva en cotiledones o embriones cultivados, al mismo tiempo que se Inhibe la 

aparición de proteasas y la germinación precoz, es otro ejemplo bien documentado 

del efecto del ABA (Asthon, 1976; Trewavas, 1976; Kermode, 1990). La producción de 

pollpéptidos característicos de embriogénesis tardía (LEA, del inglés, late 

embryogenesis abundant), aparentemente Involucrados en impartir tolerancia a la 

desecación, coincide con altos niveles de ABA endógeno en las semillas, aunque 

este fenómeno no se presenta en todas las especies. Experimentos en donde se 
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Figura 1. Gráfica mostrando los niveles relativos de los nutrientes de reserva, 

contenido de agua y crecimiento durante las etapas de embriogénesis, maduración y 

germinación. El periodo de desecación separa el final de la maduración del Inicio de 

crecimiento de la plántula, y los niveles de ABA correlacionan temporalmente con la 

síntesis máxima y acumulación de los nutrientes de reserva y la prevención de la 

germinación precoz durante la etapa Intermedie del desarrollo del embrión (Tomado 

de Quatrano, 1988). 
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aplica ABA exógenamente muestran que la sfntesls de las protefnas LEA ocurre en 

respuesta a la hormona (Dure et al; 1981). Los productos de los genes LEA, que 

normalmente se sintetizan en las etapas finales de la formación de la semilla, y cuyos 

niveles permanecen constantes en las semillas maduras, normalmente desaparecen 

al Inicio de la germinación. Sin embargo, su acumulación puede restaurarse post­

germinación por tratamiento con ABA exógeno (Skrlver and Mundy, 1990). Estos 

resultados sugieren que el ABA no solamente Inhibe pasos claves durante la 

germinación, sino que también es capaz de reiniciar parte del programa de desarrollo 

embriogénico. La sfntesls de otras proteínas como el lnhlbidor de amilasastsubtillslna, 

del endospermo da cebada, se promueven también por la aplicación de ABA (Leah 

and Mundy, 1989). 

Poco se conoce acerca del posible papel que juega el ABA en la deposltaclón 

de reservas no protélcas. Se han reportado efectos sobre la acumulación de ciertos 

ácidos grasos como triacilgliceroles de reserva de colza (Flnkelsteln and Somerville, 

1989). En Arabidopsis, semillas mutantes Insensibles (abi3) mostraron una 

disminución en la depositaclón de ácidos grasos elcosanolcos, en relación a las 

silvestres, pero no se sabe si ocurre lo mismo en otras especies (Flnkelsteln and 

Somerville, 1990). También, se Indica que en frijol castor el ABA exógeno puede 

inhibir la actividad de la lsocltmto-llasa, una enzima Involucrada en la movilización de 

lípldos, mientras que el ácido glberéllco la Incrementa (Dommes and Northcote, 

1985). 

Los datos anteriores sugieren que durante la embriogenia, el ABA promueve 

los procesos de tipo anabólico por Incrementar la síntesis de los compuestos de 

reserva e Impedir los procesos catabólicos, al Interferir con la degradación de estos 

mismos compuestos. 
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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 ingermlnabllldad, denominado latencia. En 

especies cuyas semillas son latentes, la germinación se promueve por aplicación de 

hormonas, fria, calor o por efecto del tiempo. Conceptualmente, la latencia implica la 

presencia de un lnhibidor cuya acción se Inactiva por efecto de las condicionantes 

ambientales. El mantenimiento y rompimiento de la latencia pueden ser controlados 

por los niveles relativos de ABA y ácido glberéllco (AG). Durante la germinación de 

cereales el AG induce los niveles y actividad de a-amllasa, una enzima catabólica 

que hldrollza el almidón de reserva, mientras que el ABA puede oponerse a estos 

electos estimulando la slntesis de un inhlbidor de u-amllasa (Jacobsen and Chandler, 

1988; Leah and Mundy, 1989; Robertson et al; 1989). 

Cuando las semillas que no manifiestan latencia se rehldratan, se reactiva el 

metabolismo y se reinicia el crecimiento. Durante la transición no se detecta la 

presencia de un inhlbidor de la germinación y la latencia puede 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 la sensibilidad a sus 

efectos es también reducida (Xu and Bewley, 1991). Se ha observado que al aíladir 

ABA al medio, la hormona bloquea la germinación pero no la rehidratación 

(Milborrow, 1974; Rivln and Grudl, 1991; Xu and Bewley, 1991). Este no es un efecto 

tóxico o artefactual del ABA, ya que al analizar la síntesis de protelnas en las semillas 

se observa que el patrón se constituye por aquellas proteínas propias de la 

embriogénesis (Sobolev et al; 1990; Dmitrieva et al; 1991). Entonces, parece ser que 

con esta manipulación experimental es posible forzar la continuación del programa 

9 



de desarrollo del embrión y bloquear el germlnativo. 

Cuando se aislan embriones Inmaduros del ambiente materno, se puede 

abortar el programa de desarrollo embriogénico y entrar en un crecimiento 

germlnatlvo típico. La capacidad depende de la edad en la que se disecte la semilla, 

perdiéndose tardlamente durante el desarrollo (Crouch and Sussex, 1961; Ackerson, 

1964; Flnkelsteln and Crouch, 1964; Kermode and Bewley, 1966; 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 embrión y previenen la germinación (Figura 2). Aunque las respuestas 

al respecto suelen ser contradictorias, diversos trabajos sugieren que el ABA pudiera 

estar Involucrado (Klng, 1976; Walton, 1960; Ouatrano, 1966; Zeevaart and Creelman, 

1986). La evidencia mas fuerte a favor de esta hipótesis proviene de mutantes 

vivíparas de maíz y de Arab/dopsis thal/ana, que pueden germinar en el tejido 

materno sin pasar por el periodo de desecación. Existen 7 de ellas en malz y 4 en 

Arabldopsis. Todas se caracterizan por ser deficientes en su capacidad de síntesis de 

ABA o mostrar sensibilidad reducida a la hormona (Me Daniel et al; 1977; Smith et al; 

1976; Karssen et al; 1963; Koomneef et al; 1964; Rochibaud and Sussex, 1966; Nelll 

et al; 1987; Finkelsteln and Somervllle, 1986; Groo! et al; 1991; Rivin and Grudt, 

1991 ). Otros testimonios provienen de experimentos en los que se ha Inducido 

vivlparidad en semillas silvestres de malz y otras especies al tratarlas in sltu con 

fluoridona, un lnhibidor de la formación de carotenoldes que son precursores en la vía 

de slntesis de ABA. La especificidad de su efecto se ha corroborado al ser 

completamente reversible por la adición de ABA (Fong et al; 1963; Zeevaart and 

Creelman, 1966; Barral et al; 1969). 

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 medio se le añade ABA, 
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Maduración 

ABA/osmó11ca 

Desecación 

Clgo1o Plántula 

Embrlogénesls '-...._ / ...... _____ ;ti" Germinación 

Figura 2. Representación del desarrollo del embrión en angiospermas, mostrando las 

tres etapas que ocurren durante la transición del clgóto a plántula: embrlogénesis, 

maduración y germinación. La etapa de maduración puede evitarse in vitro mediante 

la germinación precoz de los embriones que han superado la fase de embriogénesis. 

Esto ocurre en la ausencia de hormonas pero con una fuente de nitrógeno y energía y 

en algunos ca5os por desecación prematura. En la presencia de alta concentración 

de osmolitos y/o ABA se promueve la maduración y se Inhibe la germinación precoz. 

Sobre la desecación éstos procesos finalizan y la germinación normal resulta en 

respuesta a Ja hidratación de las semillas y a condiciones ambientales adecuadas. En 

cultivo, Jos embriones pueden reverslblemente entrar o salir de Ja etapa de 

maduración por Ja aplicación de ABA o alta osmolartdad o por su remoción, 

respectivamente (Tomado de Quatrano, 1988). 
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o un osmótico y ABA (Figura 2). En este caso el proceso de desarrollo del embrión 

continúa. Esto se ha corroborado bloquímlcamente por la síntesis contfnua de 

proteínas de reserva y de otras caracteñstlcas de la embriogénesis (Rochlbaud et al; 

1980; Crouch and Sussex, 1981; Long et al; 1981; Ackerson, 1984; De Lisie and 

Crouch, 1989; Morrls et al; 1990). 

Los embriones cultivados in vitro también pueden adquirir tolerancia a la 

desecación. Al parecer, la presencia de ABA en el medio de cultivo es un requisito 

para que se manifieste (Ammlrato, 1977; Elsenberg and Mascarenhas, 1985; Bartels et 

al; 1988; Senaratna et al; 1989; Meurs et al; 1992). SI se asume que in vivo la 

adquisición de dicho mecanismo es un evento tardío del programa embriogénico, lo 

anterior se puede interpretar como otra evidencia de que el ABA mantiene el 

programa de desarrollo del embrión. 

Consistentes con este planteamiento, existen numerosos reportes en los que 

se analizan. genes regulados por el ABA. En general, el ABA estimula la transcripción 

de genes característicos de la embriogénesls, tales como los de las proteínas de 

almacenamiento o las abundantes de la embrlogénesls tardía, e inhibe a los de 

enzimas que actúan durante la germinación (Dure et al; 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; Teylor et al; 1990; Barral and Clark, 1991; Groo! et al; 

1991; Hughes and Galau, 1991; Rivin and Grudt, 1991; Xu and Bewley, 1991). De 

éstos últimos, se han estudiado esencialmente los genes de las enzimas 

degradadoras de las macromoléculas de reserva. Estos resultados apoyan la idea de 

que el ABA estimula al programa de desarrollo de la semilla e Inhibe el de 

germinación. También sugieren que puede evitar la germinación por restñngir la 

disponlbllldad de la energía y de los metabolltos 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 químico que rodea al embrión en desarrollo es el 

ambiente osmótico. Al parecer, este último está altamente especializado. Se sabe que 

el endospermo líquido en que nadan los embriones en desarrollo presenta 

generalmente potenciales osmóticos e hídricos bastante negativos. La germinación 

precoz de embriones Inmaduros aislados se suprime frecuentemente al sembrartos 

en un medio de cultivo de bajo potencial osmótico, aún en ausencia de ABA 

(Obendorf and Wettlaufer,1984; Finkelsteln and Crouch, 1987; Kermode, 1990). 

Potenciales osmóticos altamente negativos no provocan necesariamente la 

acumulación de ABA en embriones en cultivo, la respuesta parece ser especle­

especfflca ( Black, 1991 ). El ABA y bajos potenciales osmóticos no actúan 

frecuentemente por el mismo mecanismo (Finkelstein and Crouch, 1986, 1987). 

Durante la inhibición de la germinación precoz, tanto el ambiente osmótico como el 

ABA pueden actuar evitando la toma de agua; el ambiente osmótico al reducir el 

gradiente de potencial hídrico, y el ABA al evitar el relajamiento de la pared celular 

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



HIPOlESIS 

Esta tésls se desarrolló bajo el planteamiento de las siguientes tres hipótesis: 

l. SI se rehldratan las semillas (activando con ello la maquinaria enzimática), 

entonces el crecimiento germlnatlvo del embrión sólo requiere de tos metabolltos y 

energía necesarios para la construcción de nuevas macromoléculas. 

11. SI el ABA Inhibe la germinación por restringir la disponibilidad de energía y 

nutrientes, entonces el suministro exógeno de tos mismos puede promover la 

germinación en presencia de la hormona. 

111. Si secuencias o proteínas características de la embriogénla se reinducen en 

etapas post-germinación, entonces los programas embriogénico y germinativo 

pueden coexistir y no son mutuamente excluyentes. 

OBJETIVOS 

El objetivo general fue evaluar, en base a las hipótesis, el papel del ABA en la 

decisión entre el programa embriogénico y el programa germlnatlvo. 

Los objetivos paniculares fueron: 

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

2. Establecer las condiciones bajo tas que el ABA estimula o Inhibe a los 

programas embriogénico y germlnatlvo. 

3. Demostrar que la Inhibición de la germinación por el ABA puede ser 

revenida por la adición de nutrientes. 
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ABSTRACT. 

The addltion al absclslc acld usually lnhlblts the germlnallon of mature non­

dormant seeds. Thls effect mlght be relatad to lts natural lunctlon as an lnhlbltor al 

precoclous germlnatlon. In thls work, we studled severa! aspects al !he effect ol ABA 

on the germlnatlon of Arabidopsis thallana seeds. Our lindlngs were as lollow: a) 

the ABA response was concentratlon dependen!; b) the lnhlbltlon ol germlnatlon by 

ABA was clrcumvented by the addition of metabollzable sugars ar amino aclds; e) the 

effect al sugars and amino aclds was synerglstlc lndlcatlng that they relleved dlfferent 

deficlencles; and d) ABA prevented the degradatlon of the seed storage protelns. The 

antagonlstlc effect al sugars and amino aclds to the lnhlbltlon of germlnatlon In 

Arab/dopsls, suggested that thls hormona lnhlblts germinatlon by restrictlng the 

avallabllity al energy and metabolltes. 
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INTRODUCTION 

A seedling is a fragile structure. Without the seed's remarkable 

design, a seedling would nevar succeed into independent lite. Seeds 

contaln abundan! reserves on which the seedling can depend until it 

attains an autotrophlc way of lite. Built in mechanisms preven! seed 

germination until environmental conditlons are met that favor the 

seedlings subsequent survival. Meanwhile, seeds are dorman! and can 

endure extreme environmental conditions during relatively long periods. 

While seed maturation leads to growth detention, reserves 

accumulation, lnactivity of metabolism, desiccatlon tolerance and 

dehydration; germlnation leads to rehydration, desiccation intolerance, 

activation of metabolism, reserves degradation and growth. lt Is not 

surprislng that seed maturatlon and germination are usually seen as two 

alternativa, and sometimes opposed, pathways (Quatrano, 1988; Kermode, 

1990). The plan! hormona abscisic acid (ABA) has been lmplied in almos! 

any seed maturation process (Jacobsen and Chandler, 1988; Black, 1991). 

This hormona also inhlbits germination both of immature and mature 

embryos (Mllborrow, 1974; Walton, 1980; Quatrano, 1986; Kermode, 1990) 

. Thus, ABA appears to perpetuate the seed maturatlon pathway and 

inhibí! !he germination pathway. Whether these pathways represen! true 

developmental programs and whether there are switch proteins through 

which ABA exerts the turnlng on or off of !hose programs is unknown. 
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Under normal condltions immature seeds do not germinate. However, 

immature embryos are able to germinate lf they are extractad from their 

maternal environment and cultivated in vitro. This implies that, befare 

full maturation, the embryos already have the potential far germination 

and that sorne factor In the maternal environment lnhibits lt. ABA might 

be such an inhibitor. lf ABA is included in the cultivation media the 

embryos do not germlnate and instead follow a route that resembles 

normal development (Long et al; 1981; Trlplett and Quatrano, 1982; 

Finkelstein and Crouch, 1984; Obendorf and Wettlaufer, 1984; Quatrano, 

1988; Barral 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 germlnate 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 et al; 

1987; Taylor, 1987; Quatrano, 1988; Koornneef et al; 1989; Kermode, 

1990). 

Germination usually begins by the orderly rehydration of the seed 

structures. lt is followed by the activatlon of metabolism, the 

mobilization of reserves from the specialized storage organs to the 

embryonlc axis, and by the rapid growth of thls axis whlch Is first made 
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evldent by the emergence of the radicle. The contact of the radicle with 

the exterior allows an increased water and mineral uptake which is 

indispensable far further growth. However, seedling growth remains 

dependent on the seed's organic reserves until chloroplasts mature and 

gain access to light, usually severa! days alter the start of germination 

(Dure, 1975; Kermode, 1990). 

Biochemically, germinatlon lnvolves two contrasting types of 

activities. In the storage organs, they are essentially catabollc (sugar 

polymers, proteins, fats and sometimes all the cellular structures are 

degradad and exportad to the embryonic axis) and in the embryonic axis, 

they are malnly anabolic (energy and metabolites are consumad in the 

building of proteins, nucleic acids, membranas and cell walls) (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 plan! 

hormona giberelllc 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 inhlblts the germination o! fuliy mature non-dormant seeds o! 

Arabidopsis and other species when they are sown in its presence 

(Koornneef et al; 1984; Kermode, 1990) . The similarity between 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. Slnce ABA inhiblts a-amylases, we may expect that, in 

species which store most of their energy as starch (i.e., most cereals), it 

may preven! 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 o! fatty acids. In agreement with this 

hypothesis, it has been found that In castor bean ABA inhibits isocitrate 

lyase activity, an enzyme whlch participates In !he conversion o! fatty 

acids into sugars (Marriot and Northcote, 1977; Dommes and Northcote, 

1985). 

In this work we studied severa! aspects of the effects of ABA on 

the germination of Arabidopsis thaliana seeds. These include the effect 

o! ABA on !he mobilization of nutrients and the induction of a set of 

proteins that include the seed storage protelns. Our findlngs indlcated 

that, the inhlbltion o! germination by ABA, does not act directly on a 

developmental "switch". Rather it seems that ABA limits !he 
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avallability of the energy and amino acids requlred for the anabolic 

processes that trigger seed germination. Consisten! with this, we found 

that ABA prevented the degradation of seed storage protelns. 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 lndirect effects such as 

inhibition of germination. 
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MATERIALS ANO METHODS 

Plant material. Throughout thls work mature seeds of Arabidopsls thaliana 

ecotype Columbia from our stock were usad. Seeds were produced In Cuemavaca, 

México; under greenhouse conditlons and therefore showed no dormancy. Ali seeds 

usad cama from a single lot and had been stored at 4°C for at least one month. 

Chemlcals. Most ehemleals were from Sigma Chemlcal Co .• Bacto-agar and 

peptona were from DIFCO. Trans-label, a pool of 35s-metionlne and 35s-eystelne, 

(Trans-label, 1163 Ci/ mmole) was from ICN Radiochemicals. 810 RAD proteln assay, 

a system for protein quantifieation basad on the method of Bradford, was from BIO 

RAD. X-ray film, XAR-5, was from Eastman Kodak Ca. 

Growth media. Mineral madium (MM) eontalnad: sx10-JM KN03, 2.sx10-JM 

KP04 (pH5.5), 2x10-JM MgS04, 2x10-JM Ca(N03)2. 5X10-5M Fe.EDTA, 7X1Q-5M 

H3B03, 1.4x10-SM MnCl2, sx10-7M CuS04, 1x10-6M ZnS04, 2x10-7M NaMo04, 

1x10-SM NaCI, 1X10-8M C0Ci2 (Haughn and Somerville, 1986)· 

Ali media usad wara basad on MM. MM supplementad with additional 

ehemlcals Is refarad to as foliows: A=+ ABA, G=+ glucosa, S=+ suerosa, P=+ peptona. 

When MM was supplemented with more !han one chamical the lnitlals of ali 

suplements are usad ( l.e. AGP refers to MM medium contalnlng 

ABA+glucose+peptone). Unless otherwise stated, the final eoneentratlons were: ABA, 

10µM; Bacto-agar, 0.7% (w/v); glucosa, 0.5% (w/v); suerosa, 0.5% (w/v); peptona, 

0.3% (w/v). When B (Bacto-agar) Is spacified In a medlum it corresponds to a solid 

agar medlum. 

Growth eondltlons.- Seeds were sterilized with 30% (v/v) bleaeh and 0.02% 

(v/v) Triton X-100, and kept sterlle through.out the experlments (Haughn and 
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Somervllle, 1986) . All experiments were carrled out In growth chambers at 22ºC wlth 

16:8 hrs llght:dark periods. Jlumination was provlded wlth two 15 watt, cool whlte 

fluorescent lamps (llgths ol America F15 T8/CW) al a dlstance of 50 cm lrom the 

plants. Experiments were lnttiated 4 hrs alter the onset ol the light perlad. 

Quanllflcatlon of germlnatlon.- These experiments were carrled out In 

media containlng Bacto-agar. Samples contained aproxlmately 100 seeds and were 

done In dupllcate. Countlng was done wlth the help ol an amplifyng glass. Seeds 

with emerglng radicles were considerad as germlnated. The sama samples were 

counted at difieren! ages alter sowing, as indlcated In each experiment. Percent 

germlnation is 100 times the number of germinated seeds divided by the total number 

el seeds. 

In vivo labellng of protelns. Arabidopsis seeds were germlnated in 

salid MM with or without chemical supplements. Plant material was harvested alter 3 

days and lmblbed In a drop ol 0.3 mi ol the approplate medium contalnlng 

approximately 10.66 µCl/µI ol pss Met +Cys]-Trans-label . The seeds were labeled 

fer 24 hrs. Alterwards, the seeds were washed with sterile water and lrozen fer 

proteln lsolatlon. 

Proteln lsolatlon and analysls. Total protelns were lsolated by a phenol 

extractlon method (Hurkman and Tanaka, 1986; Bauw et al; 1987) and analyzed In 

15% SDS- polyacrylamlde gels (Laemmll, 1970). The seed storage protelns were 

visualizad by stalning the gels wlth Coomassie Brilllant Blue. Radioactiva protelns 

were detectad by lluorography on X-ray films. Total proteln was quantified by one ar 

more ol the following methods: Lowry (Lowry and Rosebrouggh, 1951); 810 RAD 

proteln assay; and with the PVDF- lmmoblllzed protelns method (Shultz, 1992). 

Radioactlvlty lncorporated lnto protelns was determinad by sclntillatlon countlng alter 

TCA precipitacion of plan! extracts (Schlell and Wenslnk, 1981 ). To compare the 
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amount of particular protelns between dlfferent samples, equal amounts of total 

proteln were loaded per lana; when the relativa abundancy of a protein wlthln each 

sample was relevan\, equal amounts of lncorporated radloactlvity were loaded per 

lana. 
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RESULTS 

The ABA lnhlbltlon of germlnatlon In Arsbldops/s Is concentratlon 

dependent. We sowed Arabidops/s seeds In agar mlnlmal media (MM) In the 

absence or presa nea ol varlous concentratlons ol ABA (0.3, 1.0, 3.0, 1 O and 30 µM) 

and quanlllied germlnatlon as the emergence ol the radlcle at 3, 7 or 14 days alter 

sowing . ABA concentratlons of 3µM or lower dld not lnhlbit germlnatlon completely, 

but rather retardad germlnatlon (Fig. 1 ). ABA concentrations of 0.1 µM still Induce a 

delay In germlnatlon (data not shown). Thls delay ol germination induced by ABA 

varfed lrom seed to seed. For example, In 0.3 µM ABA, 57% of the seeds germlnated 

between clay 2 and day 3, 41 % between day 3 and day 7, and 1 % between day 7 and 

day 14. The retardation In germlnation correlated with the ABA concentratlon. We 

did not lind a threshold In the effect of ABA. Alter radicle emergence (In ABA 

concentratlons below 1 o µM), the presence ol ABA causad a slowlng of growth and 

overall development. Thus the affect of ABA was not relleved alter germlnatlon. 

Sugars and amino aclds clrcumvent the lnhlbltory effect of ABA on 

germlnatlon. Concentratlons of ABA ol 1 O µM or hlgher lnhlblted germlnatlon 

completely even 14 days alter sowing (1 O and 30 µM; Table 1 , row 1 ). Thls lnhibltlon 

was relleved when, In addition to ABA, 0.5% (w/v) suerosa or glucosa was present 

(Table 1 , rows 3 and 4, respectively). Mannitol ( 0.5 % w/v), a non metabolizable 

sugar was ineffectlve (Table 1 , row 2). In the absence ol ABA, sugars had no 

apparent effect (Table 1). Experlments descrlbed below show that these sugars did 

not lnterlere with the intake or detectlon ol ABA. Apparently, In the presence ol ABA 

germlnation Is limitad by an energy deliciency. The fact that germlnation occurred In 

the presence ol sugars, indlcated that ABA does not lnhiblt anabollc activitles but 
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Figure 1. Effect of ABA on the germlnatlon of Arabidops/s seeds. Seeds were 

sown In MM contalnlng difieren! ABA concentratlons and the percentage of 

germlnatlon was evaluated alter 3 { 11), 7 {B) and 14 (IEI) days alter sowlng. In ali 

cases, seeds wlth emerglng radlcles were considerad as germlnated. 
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Table l. Percentage of germlnatfon of Arabldopsis seeds In media contalnlng 

different ABA concentration and/or mannitol, suerosa, glucosa or 

peptona. 

Sterilized Arabidopsis seeds were germlnated In mineral medium (MM) 

contalnlng different ABA concentrations (0.3, 1.0, 1 O.O and 30.0 µM). Difieran! 

compounds (0.5% (w/v) mannltol=M, 0.5% (w/v) sucrose=S, 0.5% (w/v) glucose=G, 

0.3% (w/v) peptone=P and 0.5% (w/v) glucosa plus 0.3 % (w/v) peptone=GP) were 

added to thls media to look at thelr eflect on the lnhibitlon al the germlnatlon causad by 

ABA. Seeds with emerging radicles were considerad as germlnated. Germlnatlon 

was evaluated 3, 7, and 14 days alter sowlng. 

Day 3 afiar sowirg Day 7 alter SOWÍ1g oay 14 afiar sawi1g 

ABA concentratlon (µM) 

Medium o 0.3 1 10 30 o 0.3 1 10 30 o 0.3 1 10 30 

MM 99 fil 7 o o 99 98 71 o o 99 99 92 o o 
M 99 55 4 o o 100 98 S7 o o 100 99 83 o o 
s 99 69 23 o 100 98 81 8 7 100 100 98 30 24 

G 99 89 48 10 o 100 100 94 3819 100 99 99 97 87 
p 99 73 49 9 o 100 100 97 11 5 100 100 99 20 10 

GP 99 98 60 14 4 100 99 98 89 68 100 100 99 99 98 
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rather lnterferes wlth soma essential catabollc processes. 

Peptona (0.3% w/v), a pool of amino acids, had a similar effect to that of 

metabolizable sugars (Table 1, row 5). Peptona had no stimulatory effect on 

germlnatlon In the absence of ABA (Table 1). The effect of amino acids was synerglstic 

to that of glucosa (Table 1 and Figure 2). For example, in 10 µM ABA, by day 7, 

glucosa or peptona by themselves causad 37 and 11% germlnation, respectively, 

whlle In comblnatlon they causad 89%. Thls result lndlcated that amino acids were 

not merely belng usad asan energy source. Rather, lt seemed that thls two kinds of 

metabolltes were alleviatlng different deficiencias provoked by ABA. These results 

seem to indlcate that ABA prevents the catabollsm of seed reserves. 

We lnvestigated the lnfluence that different concentratlons of sugars or amino 

aclds have on the reversion of the ABA lnhibitory effect on germination. As shown in 

Table 11, germinatlon was not lnhibited with relatively low concentratlons of these 

nutrients. Hlgh concentrations (1 O and 20% w/v) of glucosa or suerosa had a 

negativa effect on germlnation even In the absence of ABA. A similar effect was 

observad with mannitol, suggesting an osmotic problem. Hlgh concentrations of 

peptona also had a negativa effect by themselves. The negativa effect of peptona 

was stronger than that of equiosmolar concentrations of mannitol. In summary, 

metabolizable sugars and amino aclds showed optima! concentratlons for the 

stlmulatlon of germlnatlon In the presence of ABA dueto the balanclng of thelr 

positiva and negativa effects. 

ABA prevents the degradetlon of the seed storege protelns. Since 

germlnation was not prevented by ABA In the presence of peptona (amino aclds), we 

suspected that ABA was In soma way preventlng the degradation of seed storage 

protelns. We analyzed the pattem of seed storage protelns in the presence of ABA 

during germlnation. Arabidopsis seeds were sown In MM or In MM contalnlng ABA 
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Figure 2. Effect al dlfferent nutrients on the germinatlon of Arabfdopsis seeds. 

Seeds were sown on MM without additlons (MM) or contalnlng glucosa 0.5% (wtv) 

(G), peptone0.3% (w/v) (P), ABA 10 µM (A), ABA 10 µM +glucosa 0.5% (w/v) (AG), 

ABA 10 µM + peptona 0.3% (w/v) (AP), or ABA 1 O µM + glucosa 0.5% (w/v) + peptona 

0.3% (wlv) (AGP). Percentage of germinatlon was scored 7 days atter sowing. 
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Table 11. Percentage of germinatlan al Arabldapsls seerts In media contalnlng 

mannltal, sucrose, g/ucose ar peptona withaut ar with 10µM ABA. 

Sterlllzed Arabldopsis saads were garmlnatad In mineral madium (MM) 

containing dilferent concentratlons of mannitol (M), suerosa (S), glucosa (G) or 

peptona (P) without or with 10µM ABA. Germinatlon was evaluated 3, 7, and 14 days 

alter sowlng. 

Dny 3 afl.er sowing Oay 7 alter scwing Oay 14 """' sowing 

Medium Concentration (% w/v) 

o 0.5 1 5 10 20 o 0.5 1 5 10 20 o 0.5 1 5 10 20 

M 99 100 too 95 o 100 too too 100 79 too 100 100 100 !14 

s 99 100 too 95 69 too too too 100 too too 100 100 too 100 to 
G 99 100 too 97 o o 100 100 too too 55 100 too too too ea o 
p 99 93 69 o o 100 100 97 24 o too 100 96 .., o o 

AM* o o o o o o o o o o 
AS* o o 7 18 o o 11 tt 38 20 o 29 47 66 59 o 
AG* o t4 t6 4 o o 29 96 60 44 o o too 99 98 75 
AP* o 12 o t6 8 o 18 10 3 o 

•Aa10µMABA 
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(A), ABA plus glucosa plus peptona (AGP), or peptona plus glucosa (PG) and 

harvested alter o, 1, 2, 3, 4 and 7 days. At each time polnt, total proteln extracts were 

obtalned as described In Materlals and Methods. In Figure 3A, we can sea that when 

seeds were sown In MM, seed storage protelns dlsappeared completely three days 

alter sowing. However, when ABA was present, these proteins were stlll detectable 

alter seven days (Flg. 3C). Moreover, we can sea that seed storage proteins are 

present even at plantule stages when the seeds were forced to germlnate in the 

presence of ABA by the additlon al glucosa and peptona (Flg. 30). Glucosa and 

peptona by themselves did not prevent the degradation al seed storage protelns 

(Figure 3B). 

As an indicator al the intake and detectlon of ABA by the seeds, we analyzed 

the effects al this hormona on the in vivo synthesis of proteins. The In vivo labelllng 

experiments were done as descrtbed in Materials and Methods. ABA lnduced the 

labeling of ovar 13 protelns (Figure 4, lana b). These radlolabeled proteins 

corresponded to aproxlmately 70% of the total radloactlvity lncorporated. Flve proteln 

bands In the ranga al 20-30kD were very Intense, creatlng a readily identifiable 

pattem that we call the "ABA pattern". Thls pattern corresponds to soma of the most 

abundan! proteins in Arabldopsis seeds whose molecular welghts are In the ranga 

ofthe Arabidopsls stomge protelns (Koornneel et al; 1969; Nambara et al; 1992¡. 

Glucosa (0.5% wtv) that prometed germlnation in the presence of ABA (Table 11), did 

not alter the synthesls al the ABA pattern (Figure 4, lana d), lndicatlng that lt did not 

lnterfere with the lntake ar detectlon al ABA. Glucosa alana did not Induce the ABA 

pattern (Figure 4, lana c). 
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Figure 3. SDS-PAGE of total proteln extracts frorn Arabidopsis seeds under 

difieren! treatrnents. Seeds were sown In MM without additions (A) or containing 

glucosa 0.5% (wlv) +peptona 0.3% (w/v) (B), ABA 1 O µM (C) or ABA 1 OµM +glucosa 

0.5% (w/v) +peptona 0.3% (w!v) (D). Plan! material was harvested O (a), 1 (b), 2 (e), 

3 (d), 4 (e), 5 (f), and 7 (g) days alter sowlng and total proteln was extractad and 

electrophoresed In SDS-PAGE gels (20µg proteln/lane) as described in Material 

and Methods. Gels were stalned with Coornassle blue R250, destained, and dried. 

Lane f In panels B,C, and D corresponds to 7 days alter sowing. 

32 



a b e d 

k D 

::::..:;--= 

46.0 

-
1 :.;;i - - 30.0 

•"-·~-. -- -bf 11 2 1.5 

~ , 14.3 

-- - -
Figure 4. Fluorography al a SDS-PAGE gel al in vivo ¡ass-Met]-labeled protelns 

from Arabidopsis seeds. Seeds were sown In MM without additlons (a) or 

containlng ABA 10 µM (b), glucosa 0.5% (w/v) (e), ar ABA 10 µM +glucosa 0.5% (w/v) 

(d). Alter 4 days plant material was labeled as described in Material and Methods 

and total proteln was extractad. 

the figure. 

Molecular weight markers are lndicated at the lelt al 

33 



DISCUSSION 

In thls work we analyzed the mechanlsm by whlch ABA lnhlbits germlnation. 

We have chosen Arabldopsis not only for its general characteristlcs as a plan! modal 

but also because severa! ABA deficlent and ABA insensitive mutants are avallable 

(Karssen et al., 1983; Koorneel et al., 1984; Koorneef et al., 1989). 

First, we wanted to know lf ABA turnad off a germlnation program. The simples! 

test we could devise to answer this questlon Is basad on the idea that developmental 

switches can only take discreet states (i.e. germlnation orno germlnation). lf ABA acts 

on a regulatory switch, we should expect to find no eflect at concentratlons below a 

certaln threshold and a full eflect at concentratlons above that threshold. lnstead, we 

found a dose response curve, In which low concentratlons ol ABA causad only a delay 

In the germlnatlon time. Basad on these results, we concluded that ABA does not act 

directly upon a germlnation program switch. The fact that ABA causes a retardatlon 

of germlnation suggests that ABA may modulate a rata llmiting step of germinatlon. 

Thls eflect could be due to difieren! events or factors. We lnvestlgated energy and 

amino acid limitations slnce there are sorne indlcatlons In the literatura that ABA 

lnhlblts reserve utlllzatlon (the eflect of ABA on the a-amylases of cereals and of 

beans) (Van Onckelen et al., 1980; Jacobsen and Chandler, 1988; Nolan and Ho, 

1988). We found that seeds sown In the presence of ABA were dellclent in available 

or attainable energy. Suerosa and glucosa stimulated germinatlon even at very hlgh 

concentratlons of ABA, whlle mannltol dld not. Thls extra energy alevlated a 

deficlency speclfically causad by ABA slnce, In the absence of ABA, sugars had no 

beneficia! eflect in the control experiments (Tables 1 and 11) or when germlnation was 

lnhlbited with other treatments (osmotlcally or with cyclohexlmide; data not shown). 

Similar evldence lndlcated that ABA also causad an amino acld llmltatlon. 
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Peptona, a source of amino aclds, allowed the seeds to germlnate In otherwlse 

lnhibitory concentmtlons al ABA. The fact that amino aclds had a synerglstlc effect 

with glucosa, seems to lndicate that sugars and amino aclds alaviated dlfferent 

deficiencias. Thus, amino aclds were not merely belng used as alternatlve energy 

source. The amino acld limitatlon lndlcated that, In the presence ol ABA, the amino 

aclds lrom the seed storage protelns were not becomlng avallable far tha germlnatlon 

process. 

Wa found that far each of the additlons (glucosa, suerosa or peptona) there was 

an optima! concentmtlon, below or above of whlch the stimulatlon al germlnation in 

the presance al ABA was reduced. These effects could be explalned 11 these nutrients 

had inhibitory effects by themselvos In the absence ol ABA. In lact, that was the case 

since hlgh concentrations ol glucosa, suerosa or peptona inhlbited germlnatlon. 

Glucosa and suerosa at a concantratlon of 20% (w/v) lnhlbited germlnatlon In a similar 

way than mannltol (see Table 11), suggesting an osmotlc effect. The lnhlbltion of 

germlnatlon by peptona was much moro pronounced (Table 11). We are not certaln 

about the natura ol the pronounced lnhlbltion ol germlnatlon by peptona but it may be 

duo to a selectiva utilization al amino aclds from peptona by the seeds whlch may 

have causad an adverso pH chango. 

ABA lnduced the synthesls ol a conspicuous set ol protelns that we termed the 

"ABA pattem• (Flg. 4 lane b). As estimated from the lncorporated radioactivity, the 

ABA pattern accounted for ovar 60% of the total proteln synthesls. Nelther sugars nor 

peptona lnterlered wlth the lnductlon ol these protelns. Thus, these metabolltes seem 

to promete germinatlon without lnterlaring with the lntake, detection, or regulatory 

effects of ABA. 

As shown In thls papar, ABA prevented the degradatlon ol the storage protelns. 

Thelr stablllty was not the result of the lnhibition ol germinatlon by ABA since ABA 
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prevented their degradatlon even when seeds were allowed to germinate by !he 

additlon ol glucosa and peptona. In contras!, In the absence ol ABA, sugars and 

peptona had no eflect on the stability ol these protelns. Thls result indicated that the 

degradatlon ol seed storage protelns is not regulated by amino acid demand, slnce 

seeds even in the presence ol peptona (amino acids) undertook the degradatlon ol 

seed storage proteins. lt Is worth noting that, there was a lirst step in the degradation 

ol the storage proteins (occurring during day 1) that ABA did not preven! (Sea Fig. 3C). 

We do not know 11 thls first step is insensitive to ABA or 11 it jusi occurs befare ABA is 

able to penetrate the seed In suflicient amount. 

The results presentad in thls papar suggest that ABA rather than regulating a 

germinatlon program direclly, changas metabollsm from reserve utilizatlon to reserve 

storage or accumulation. Thls Is in agreement with several known eflects ol ABA, 

including the promotlon ol the synthesis ol seed reserve proteins (Finkelstein et al., 

1965; Quatrano, 1966; Kermode, 1990) and the lnhibitlon ol cx-amylase synthesls and 

activlty (Jacobsen and Chandler, 1968; Nolan and Ho, 1966; Robertson et al., 1969). 

The regulatlon ol storage and use ol reserves could be an unde~aying mechanlsm ol 

ABA actlon In difieren! processes; even In sorne where thls mechanlsm mlght be less 

obvious such as envlronmentai stress conditions. 

Although ABA lnhiblts the transcription ol severa! 'genminatlon genes· 

(Quatrano et al., 1963; Jacobsen and Chandler, 1966), our results suggest that, 

unless their funcllon Is to mobillze seed reserves, thelr transcrlptlon Is not essential for 

germinatlon. However, many ol these genes could actually be requlred for post­

germinative growth. Fer example, !he gene ol the small subunit ol Rubisco probably 

belongs to thls group (Quatrano et al., 1963; Medlord and Sussex, 1969). 

There are numerous reports on which difieren! eflects ol ABA were studied in 
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culturad embryos • In many ol them suerosa was a standard componen! of the 

cultlvatlon media (Rochlbaud et al., 1980; Long et al., 1981; Ackerson, 1984; 

Flnkelsteln and Crouch, 1984; Flnkelsteln et al., 1985; Barral et al., 1989; Xu and 

Bewley, 1991 ). We advlse extreme cara In the lnterpretatlon of results thus obtalned, 

partlcularly lf they are relatad to dormancy. 

Apparently, what we call the "ABA pattern" Is made up of seed storage 

protelns. The fact that, under our experimental condltlons, thls proteln pattern Is 

lnduced In a seed that is actually germlnating supports the flndlng that sorne embryo 

specific sequences or proteins can be reinduced al post-maturation stages if the 

concentratlon of ABA Is restored by exogenous applicatlon ( Skriver and Mundy, 1990; 

Sobolev et al., 1990; Thomas et al., 1991; Dmitrieva et al., 1991 ). 

The possiblllty to Induce germlnatlon In the presence o! ABA allows to 

distinguish between the dlrect effects o! ABA from those lndlrect effects such as 

lnhibltion o! germlnatlon. We belleve thls opens new ways to study the effects of ABA 

during germlnation. 
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DISCUSION 



DISCUSION 

En este trabajo se analizó el mecanismo mediante el que el ABA Inhibe la 

germinación en Arabidopsis thaliana. 

Primero, se pretendió conocer si el ABA apaga un programa de germinación. El 

dlsef\o de experimentos sencillos para responder a esta pregunta, se basó en la idea 

de que los "switches" del desarrollo pueden tomar solo estados discretos (por 

ejemplo, germinación o no germinación). Si el ABA actuara sobre un "switch" 

regulador, se esperaría no encontrar algún efecto a concentraciones por debajo de un 

umbral y un efecto completo a concentraciones por arriba del mismo. En su lugar, se 

detectó una curva dósls-respuesta, en la que bajas concentraciones de ABA 

provocaron solo un retardamiento en el tiempo de germinación (ver Figura 1 en el 

manuscrito anexo). En base a estos resultados, se concluye que el ABA no actúa 

directamente sobre un "switch" del programa de germinación. El hecho de que el ABA 

cause un retardamiento de la germinación mas bien sugiere que la hormona modula 

un paso limitante en este proceso. Este efecto de retardamiento de la germinación 

provocado por el ABA pudo ser el resultado de la acción de diferentes factores y no 

de un evento sencillo. Se Investigó sobre la llmltaclón de la energía y los aminoácidos 

ya que en la literatura se Indica que el ABA Inhibe la utilización de las reservas (el 

efecto sobre las e<-amllasas de cereales y de frijoles) (Van Onckelen et al; 1960; 

Jacobsen and Charidler, 1966; Nolan and Ho, 1966). Se encontró que las semillas 

sembradas en presencia de ABA fueron deficientes en la energía disponible o 

accesible. Sacarosa y glucosa estimularon la germinación aún a muy altas 

concentraciones de ABA, mientras que esto no sucedió en el caso de manltol. La 

energla generada por estos compuestos subsanó una deficiencia provocada 

específicamente por el ABA ya que, en su ausencia, los azúcares no tuvieron efecto 
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benéfico en los experimentos control (ver Tablas 1 y JI en el manuscrito anexo) o 

cuando la germinación se inhibió con otros tratamientos. No se observó incremento 

en la germinación por la adición de azúcares cuando se inhibió la germinación con 

cicloheximida, un lnhlbldor de la traducción, en lugar del ABA (datos no mostrados). 

Evidencia similar Indicó que la hormona también causó una limitación de 

aminoácidos. Peptona, una fuente de aminoácidos, ayudó a las semillas a germinar 

bajo diferentes concentraciones Inhibitorias de ABA (ver Tablas 1 y 11 del manuscrito 

anexo). El hecho de que los aminoácidos tengan un efecto slnérglco con glucosa 

indica que los azúcares y los aminoácidos restituyen diferentes deficiencias (ver 

Figura 2 del manuscrito anexo). Por lo tanto, se deduce que los aminoácidos no 

fueron utilizados como una fuente de energía alternativa. Mas bien parece que en la 

presencia de ABA, íos aminoácidos de las proteínas de reserva no llegaron a estar 

disponibles para el proceso de la germlnacíón y que la adición exógena de los 

mismos remueve esta llmltante. 

Se encontró que para cada una de las adiciones (glucosa, sacarosa o 

peptona) hubo una concentración óptima, debajo o por arriba de la cual, se reduce la 

estlmulaclón de la germinación en la presencia del ABA. Estos efectos podrían 

explicarse si los nutrientes tuvieran efectos inhibitorios por si mismos en la ausencia 

del ABA. De hecho, este fue el caso, ya que altas concentraciones de glucosa, 

sacarosa o peptona inhibieron la germinación. Glucosa y sacarosa a una 

concentración de 20%, inhibieron la germinación en forma semejante a manito! (ver 

Tabla 11 del manuscrito anexo), lo que sugiere un efecto osmótico. La inhibición de la 

germinación por peptona fue mucho mas pronunciada (ver Tabla 11 del manuscrito 

anexo). No se tiene certeza acerca de la naturaleza de la pronunciada inhibición de la 

germinación por peptona, pero es razonable pensar que la utilización selectiva de 

aminoácidos por las semillas pudo provocar un cambio adverso de pH o que algún 
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aminoácido pudiera estar sirviendo de lnhlbldor. 

También encontramos que el ABA Induce la síntesis da un grupo conspicuo de 

proteínas que nosotros denominamos el "patrón del ABA" (Flg. 4, linea b, del 

manuscrito anexo). Según se estimó de la radioactividad Incorporada, el "patrón del 

ABA" representa mas del 50% de la proteína total sintetizada. NI los azúcares, ni la 

peptona, interfirieron con la Inducción de estas proteínas. Por lo tanto, estos 

metabolitos parecen promover la germinación sin lnter1erir con la entrada, detección, 

o electos reguladores del ABA. 

Como se muestra en la Figura 3 del manuscrito anexo, el ABA Inhibe la 

degradación de las proteínas de reserva. Su estabilidad no fue el resultado de la 

Inhibición de la germinación por el ABA, ya que la hormona evitó su degradación aún 

cuando las semillas se ayudaron a germinar por la adición de glucosa y peptona En 

contraste, en la ausencia de ABA, los azúcares y la peptona no tuvieron electo sobre 

la estabilidad de estas proteínas. Este resultado indicó que la degradación de las 

proteínas de reserva de la semilla no se regula por demanda de aminoácidos, ya que 

las proteínas se degradan aún en la presencia de peptona (aminoácidos). Es 

Importante hacer notar que, al parecer, el ABA no evitó un primer paso en la 

degradación de las proteínas de reserva (ocurriendo durante el día 1) (ver Fig. 3C del 

manuscrito anexo). No se sabe si 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 germinación directamente, cambia el metabolismo de utilización de 

reservas a almacenamiento o acumulación de las mismas. Esto está de acuerdo con 

varios electos conocidos del ABA, Incluyendo la promoción de la síntesis de las 

proteínas de reserva de la semilla (Finkelstein et al; 1965; Quatrano, 1966; Kermode, 
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1990) y la inhibición de la síntesis y actividad de a-amllasa (Jacobsen and Chandler, 

1988; Nolan and Ho, 1966; Robertson et al; 1969). La regulación del almacenamlerrto 

y uso de las reservas puede ser la base de la acción del ABA en diferentes procesos; 

aún en algunos donde este mecanismo puede ser menos obvio, tal como las 

condiciones de estrés ambiental. 

Aún cuando el ABA inhiba la transcripción de varios "genes de germinación" 

(Ouatrano et al; 1983; Jacobsen and Chandler, 1966), nuestros resultados sugieren 

que, a menos que su función sea movilizar las reservas de la semilla, su transcripción 

no es esencial para la germinación. Sin embargo, algunos de estos genes pueden 

requerirse pare el crecimiento post-germlnativo. Por ejemplo el gene de la subunldad 

pequena de Rubisco probablemente pertenece a este grupo (Ouatrano et al; 1983; 

Medford and Sussex, 1969). 

Existen numerosos 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 ( Rochlbaud et al; 1960; Long et al; 1981; Ackerson,1984; 

Flnkelstein and Crouch, 1964; Finkelstein et al; 1965; Barra! et al; 1989; Xu and 

Bewley, 1991 ). Nuestros resultados Indican que se debe ser muy cuidadoso en la 

Interpretación de los resultados, particularmente si ellos están relacionados a la 

dormancla. 

Aparentemente, lo que hemos denominado el "patrón del ABA" está formado 

de proteínas de reserva de la semilla. Estas proteínas se sintetizan normalmente y se 

inducen por aplicación de ABA en silícuas verdes( datos no mostrados), 

corresponden con las proteínas mas abundantes de las semillas de Arabidopsis y 

sus pesos moleculares están en el Intervalo de las proteínas de reserva de 

Arabidopsis . Esto se corroboró mediante sobreposición de geles temdos con azul de 
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Coomassle con su autoradlograffa correspondiente. El hecho de que, bajo nuestras 

condiciones experimentales, este patrón de proteínas se induzca en semillas 

germinando, soporta la conclusión de que algunas secuencias o proteínas 

especificas de la etapa de embriogénesis pueden relnduclrse en estados post­

maduración si la concentración del ABA se restaura por su aplicación exógena 

(Skrlver and Mundy, 1990; Sobolev et al; 1990; Thomas et al; 1991; Dmitrieva et al; 

1991). 

La posibilidad de Inducir germinación en la presencia del ABA, ayuda a 

distinguir entre los efectos directos del ABA de aquellos efectos Indirectos, tales como 

la Inhibición de la germinación. Consideramos que ésto abre nuevas vías para el 

estudio de los efectos del ABA durante la germinación. 

En la Figura 3, se esquematizan las vías posibles por las que el ABA pudiera 

inhibir la germinación de las semillas, en función del control que ejerce sobre la 

acumulación y movilización de las reservas. El panel 1 muestra que en semillas 

hidratadas y en ausencia de ABA, el programa de desarrollo de la semilla no procede. 

En su lugar se expresa el programa típico de germinación, en el que procesos 

catabólicos ocurriendo en los órganos de almacenamiento, promueven la 

movilización de las reservas hacia los puntos de crecimiento, donde se manifiestan 

procesos anabólicos Involucrados en la formación de nuevas estructuras celulares. 

Los paneles 11 y 111 representan dos modelos posibles de como el ABA puede inhibir a 

la genmlnaclón. El modelo 1 establece que el ABA no Inhibe directamente alguna 

actividad anabólica Indispensable para que ocurra el proceso de la germinación, sino 

que solamente actúa sobre los procesos catabólicos Involucrados en la movilización 

de las reservas nutrientes. El modelo 2 establece que se Inhiben actividades que 

participan en los dos procesos. En los dos modelos, el ABA promueve el programa de 

desarrollo de la semilla y la acumulación de las reservas e Impide el programa de 

43 



Modelo 1 

Acumulación 
de reservas 

0 j GERMiNACION 

~ ~ Nuevas estructuras 

0
/ celulares 

Modelo2 

1111 +0 
1 

/ 

D -- Acumulación 
de reservas 

1 NO GERMINACiONI 

1~~0 
iA'\0 1 NO GERMINACiON 1 

1 

IV/+ ~D -- Acumulación ,' V/+ í[)l_ Acumulación 
~ de reservas W de reservas 

w~00 JornM,NAO>ON l w~~ i"" mM,NAO>oNI 

t """ Nuevas estructuras j - ~ 
/ celulares 1 I 

l~N-U_TR_i_E.:....N-TE_s...,I 1 !NUTRIENTES 1 

Flgura 3. Modelos altemetlvos para explicar el modo de na:lón del ABA durante la germinación do las semillas de 
Arabkiopsls. El panel 1 muestra los procesos que ocurren durante la germinación normal en ausencia do ABA. Los 
paneles 11 y 111 represenlan dos modelos posibles de como el ABA puado Inhibir la germinación. El modelo 1 
estableco que el ABA no Inhibo directamente alguno de los procesos anabólicos de la germinación, el modelo 2 Indica 
que ar. Los paneles IV y V muestran las predicciones de Jos modelos 1 y 2 respectivamente, cuando el ABA está 
presente pero Jos nutrientes se proporcionan en forma oxógona. El modelo 1 predice germinación, mientras que el 
modelo 2 predico no gannlnaclón, ya que algunos procesos pueden Impedirse por la regulación ejercida por el 
ABA. O, C y A representan alguna actividad do transcripción, traducción o enzimática requerkfa para que ocurran 
procesos del desarrollo de la semllla(D) o catabólicos (C) y anabólloos (A) de germinación. 
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germinación. Los paneles IV y V muestran las predicciones de los modelos 1 y 2, 

respectivamente, cuando el ABA está presente pero los nutrientes se proporcionan 

exógenamente. El modelo 1 predice GERMINACION, mientras que el modelo 2 

predice NO GERMINACION, ya que algunos procesos anabólicos deben impedirse 

por la regulación que ejerce el ABA. Nuestros resultados concuerdan con las 

predicciones del modelo 1. 

La sfntesis y degradación de las reservas de la semilla parecen estar bajo el 

control del ABA pero no los procesos anabólicos. Esta es una diferencia fundamental 

entre los procesos catabólicos y anabólicos de la germinación. Consideramos que los 

dos tipos de procesos reflejan la existencia de dos programas diferentes. De acuerdo 

con ésto, parece ser que el papel que juega el ABA en la decisión entre proceder por 

el programa de desarrollo de la semilla o el programa de germinación, consiste en 

optar por construir reservas o degradarlas. 

Pensamos que el "patrón del ABA" refleja la decisión para almacenar 

prote(nas. Su degradación 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 patrón de proteinas caracter(stico de la etapa de 

embrlogénesis, también se manifiesta en semillas germinando, se sugiere que los 

programas embriogénico y germlnativo no son necesariamente alternativos y pueden 

expresarse simultáneamente. Además, puede no haber un "switch" entre ellos. 

Por otro lado, el hecho de que los azúcares metabollzables y los aminoácidos 

aplicados exógenamente reviertan el efecto inhibitorio de la germinación provocado 

por el ABA (sin Interferir con sus efectos bioqufmicos), sugiere que la hormona impide 

la germinación Indirectamente por restringir la disponibilidad de la energia y de los 

metabolltos necesarios. Esto significa que el ABA ejerce control directo sobre los 

procesos catabólicos, pero no sobre los anabólicos de la genninación, a los que 
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previene Indirectamente por cortarles el suministro de los bloques de construcción. Si 

el ABA ejerciera control directo sobre los dos procesos, la germinación no procedería 

por la adición de nutñentes. 

Todo lo expuesto nos conduce al concepto de que la germinación es mejor 

entendida en términos de 3 programas, como se esquematiza en la Figura 4. El 

programa de desarrollo de la semilla que es estimulado por el ABA y los programas 

catabólico y anabólico de la germinación (en lugar de solo los de desarrollo de la 

semilla y germinación). Se sugiere que si el ABA inhibe algún programa, lo hace 

entre el de desarrollo de la semilla y el catabólico de germinación, ya que no regula 

directamente alguna actividad Indispensable del programa anabólico. Por otro lado, 

aquí se muestra que si existe un ·switch" que controla la decisión entre la 

embriogénesis y la germinación, éste no es afectado directamente por el ABA. 
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.-----------! EMBRIOGENESIS 
(+) 

Proteínas 

SWITCH DEL 
DESARROLLO 

PROCESOS ANABOLICOS 

GERMINACION 

Figura 4. El esquema Indica que al germinar semlllas de Arabidopsis en presencia de 

ABA, la hormona promueve la manifestación del programa embriogénico a través de 

la sfntesls y acumulación de las protefnas de reserva e Inhibe al programa de 

germinación Indirectamente, por regular negativamente los procesos catabólicos de 

la germinación, cortando el suministro de los bloques de construcción necesarios 

para que se efectúen los procesos anabólicos de la germinación. SI existe o nó un 

"switch" que controla la decisión entre el programa embriogénico y al germlnativo, 

éste no es afectado directamente por el ABA. 
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CONCLUSIONES 



CONCLUSIONES 

1. El ABA no actúa directamente sobre el posible •switch" del programa de 

germinación. 

2. Los azúcares y aminoácidos revierten el efecto Inhibitorio del ABA sobre la 

germinación. 

3. El ABA evita la degradación de las proteínas de reserva de la semilla. 

4. El ABA mas que regular la germinación directamente, lo hace por cambiar el 

metabolismo de utilización de reservas a almacenamiento o acumulación de las 

mismas. 

5. El ABA no Inhibe las actividades anabólicas Indispensables para la 

germinación. 

6. Algunas sacuenclas o proteínas específicas de la etapa de embrlogénesis 

pueden relnducirse en estados post-maduración si la ooncentración de ABA es 

restaurada por aplicación exógena. 

7. Los programas embriogénico y germinatlvo no son alternativos 

necesariamente, pueden expresarse simultáneamente. 
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PERSPECTIVAS 



PERSPECTIVAS 

1. La posibilidad de inducir la germinación en la presencia de ABA, permite distinguir 

entre los efectos directos del ABA de aquellos efectos Indirectos, tales como la 

Inhibición de la germinación. Consideramos que ésto abre nuevas vfas para el 

estudio de los efectos del ABA durante la germinación. 

2. En un futuro sería Interesante el poder dilucidar los mecanismos moleculares a 

través de los que la hormona cambia el metabolismo de la movllización/utllizaclón de 

las reservas a acumulación de las mismas. Posiblemente el ABA Inhiba pasos 

enzimáticos especlflcos en las vías del catabolismo del almidón y de las protefnas. 

3. La obtención de mutantes de Arabidopsls thaliana Incapaces de producir las 

enzimas Involucradas en la movilización de las sustancias de reserva y el aislamiento 

y caracterización de los genes que las codifican, permitirla profundizar en el estudio 

del papel que desempefían durante la germinación y del efecto del ABA en la 

regulación de su expresión. 

4. Es posible que la promoción de la germinación por los metabolitos suministrados, 

además de proporcionar energía y nutrientes, funcionen mediante la conversión del 

ABA de un regulador activo a uno Inactivo ya sea por reacción con la hormona o 

mediante desplazamiento de las moléculas del ABA de su posible receptor. 

5. Algunos autores consideran que la germinación Inicia y termina con el primer ciclo 

de división celular y por tanto a la movilización y utilización de reservas como un 

proceso post-germlnativo. El estudio de los efectos del ABA sobre tal evento y sobre 

las actividades que ocurren a nivel molecular permitirá ampliar nuestra comprensión 

del fenómeno. 

6. Por otro lado, la explicación que en ésta téois se ha dado acerca de como el ABA 
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Inhibe la germinación de las semillas de Arab/dopsls se basa en datos obtenidos 

considerando a la germinación como el momento en que la radícula se hace visible, 

es decir, a nivel fisiológico. Seguramente la profundización en el estudio del 

fenómeno al nivel de pasos enzimáticos Involucrados en las diferentes vías 

metabólicas y de expresión de "genes específicos de germinación", arrojará mas luz a 

nuestro entendimiento. 

7. Finalmente, es posible que el ABA promueva la slntesls de un represor de genes 

"especlflcos" de germinación y que la adición de azúcares y aminoácidos lo desplaza, 

promoviendo su expresión. También, el posible represor pudiera actuar sobre genes 

que codifican enzimas que participan en el catabolismo de las reservas. 
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