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DE GENES EN CONDICIONES DE DEFICIT HIDRICO.
INFLUENCIA EN EL PROCESO DE GERMINACION

Review
Physiological, biochemistry and gene expression aspects in water stress.
Influence in the germination process

Lissy Rosabal Ayan~, Lisbel Martinez Gonzalez, Yanelis Reyes Guerrero,
José Dell’Amico Rodriguez y Miriam Nuinez Vazquez

ABSTRACT. The water limit condition induced in plants
responses that affect their morphology, physiology and
metabolism. Once this kind of stress is persuaded, it began
transduction signs ways and genes expression associated
that influence in cellular, tissue and organ changes. The
ambient conditions that limit water availability for plants
include three principal factors: the moment of the year when
occur (summer or winter), the intensity (light or severe)
and duration (days, weeks, months); but also depends of
intrinsic factors, like the stage of development of the plant
in the moment that water stress occur, the vegetal species
and the variety in one specie. All that aspects participated in
the cultivar productivity impact. The water is one important
and basic resource for the germination process, and it is
essential for the enzyme activation, translocation and used
of the reserve material in the seeds. With this work existed
some effects that can be the result of water deficit in the
soil for the development of the plants, principally in the
germination process. Besides it is analyzed the implication
of this condition to make the stablemen of cultivars in yield.

RESUMEN. Las condiciones de limitacién de agua
inducen en las plantas respuestas que afectan su morfologia,
fisiologia y metabolismo. Una vez percibido este tipo
de estrés se inician vias de transduccion de sefiales y la
expresion de genes asociados, que influyen en cambios
celulares, de tejido y de 6rgano. Las condiciones ambientales
que limitan la disponibilidad del agua para las plantas,
involucran tres factores principales: el momento del afio
en el que se presenta (verano o invierno), su intensidad
(ligera o severa), y su duracion (dias, semanas, meses); pero
también depende de factores intrinsecos, como el estado de
desarrollo de la planta en el momento en que se presente
las condiciones de sequia, la especie vegetal y la variedad
dentro de una especie determinada. Todos estos aspectos
influyen en la productividad de un cultivo. El agua es uno de
los requerimientos basicos para el proceso de germinacion
de las plantas y es esencial para la activacion enzimatica,
translocacion y uso del material de reserva de las semillas.
Con el presente trabajo se evidencian algunos efectos que
puede tener el déficit hidrico del suelo en el desarrollo de
las plantas, fundamentalmente en el proceso de germinacion.
Ademas se analizan las implicaciones que tiene esta condicion,
para lograr el establecimiento de los cultivos en campo.
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INTRODUCCION

Debido a los continuos
cambios del medio ambiente, se
ha evidenciado un incremento en
zonas aridas en todo el mundo con
respecto a afios anteriores, y cada
vez se hacen mas importantes las
investigaciones relacionadas con las
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respuestas de las plantas al déficit
hidrico. Las plantas como seres vivos,
han sido capaces de adaptarse a
estas nuevas condiciones, utilizando
para ello diversos mecanismos que
tienen un objetivo en comun, lograr
la sobrevivencia (1).
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Uno de los puntos cruciales
que, por un lado facilitan el
crecimiento y el desarrollo para
las plantas, y por otro, que los
hombres y mujeres que trabajan
la tierra puedan alcanzar el
desarrollo deseado de cultivos de
interés econdmico y nutricional,
es el proceso de germinacion
de las semillas (2). Este proceso
fisiologico es el inicio de lo que
puede ser la obtenciéon o no de
un buen desarrollo de las plantas,
y en buena medida depende de
las condiciones ambientales, pero
sobre todo de la disponibilidad de
agua para que las semillas puedan
activar su metabolismo y de esta
forma propiciar la salida de la
radicula, momento a partir del cual
se puede garantizar que el proceso
ha sido exitoso (3).

En Cuba existe una base
de datos en la pagina WEB del
Instituto de Investigaciones de
Ingenieria Agricola (lAgric) que
recopila y tabula los resultados
experimentales existentes en el
Instituto de Investigaciones de
Riego y Drenaje (IIRD) desde 1971
hasta 2009. En esta base de datos
se puede encontrar informacion
sobre mas de 22 cultivos, cinco
tipos de suelos, diferentes técnicas
y tratamientos de riego, ademas
de otras variables. Fue creada
para propiciar accesibilidad a la
informacion sobre régimen hidrico
de los principales cultivos agricolas
y facilitar el planeamiento, disefio y
operacién del suministro de agua
a los cultivos. De esta manera
se contribuye a la definicion de
estrategias que den respuesta
al problema de la escasez de
agua que ha tenido gran impacto
econdémico, social y ambiental en
los ultimos afios en la isla (4).

Con el presente trabajo se
evidencian algunos efectos que
puede tener el déficit hidrico del
suelo en el desarrollo de las plantas,
fundamentalmente en el proceso
de germinacion y la expresion de
genes. Debido a que la agricultura
cubana se esta viendo afectada por
la falta de agua, se analizan algunas

de las implicaciones que tiene esta
condicion para el establecimiento
de los cultivos en el campo.

EL DEFICIT HIDRICO
Y SUS EFECTOS EN LAS
PLANTAS

Las condiciones de
limitacion de agua inducen en
las plantas respuestas que
afectan su morfologia, fisiologia
y metabolismo. Una vez percibido
este tipo de estrés se inician vias
de transduccion de sefiales y la
expresién de genes asociados,
que influyen en cambios celulares,
de tejido y de 6rgano (5).

Se han realizado
investigaciones en el tema
utilizandose diferentes tipos
de ensayos. Estos estudios
han sido enfocados a cultivos
especificos, tratando de dilucidar
las afectaciones que sufren
las plantas debido a la falta
de agua. De manera general,
entre los cambios fisiolégicos
y metabdlicos que ocurren se
encuentran la disminucion en la
sintesis de proteinas y, por tanto,
en la velocidad de crecimiento, el
aumento de cera en la cubierta
de las hojas (6), cambios en la
transpiracién (7), en la respiracion
(8), en la fotosintesis (9), en la
distribucién de nutrientes (10) y otros.

Incluso se ha demostrado que
en momentos tempranos de estrés
salino, en la planta se obtiene una
respuesta de déficit hidrico (11).

En Cuba, se han realizado
estudios con el interés de
identificar genes y proteinas que
participan en las respuestas de
tolerancia a la falta de agua. Uno
de los resultados mas recientes se
obtuvo en el Centro de Ingenieria
Genética y Biotecnologia (CIGB),
donde se realiz6 una investigacion
sobre la identificacion de genes
que participan en la tolerancia
del estrés hidrico en plantas de
arroz de las variedades LC8866
e IACuba-27, tolerante y sensible
respectivamente. Se identificaron
103 transcriptos que inducen
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diferentes genes/proteinas
asociados a la regulacion
durante estrés. Los transcriptos
identificados se asociaron
con genes que participan en
el metabolismo, biosintesis de
las proteinas, defensa celular,
transduccion de sefales y
transporte (12).

CRECIMIENTO CELULAR

Uno de los procesos
fisioldgicos mas sensibles al déficit
de agua es el crecimiento celular,
de manera que la sequia reduce
la expansioén y el area foliar (13).
Las hojas cambian su angulo
de inclinacion, se enrollan o se
recambian, y se incrementa la
relacion del peso entre laraizy la
parte aérea (la raiz mantiene su
velocidad de crecimiento, en tanto
que la parte aérea la disminuye)
(6). Se ha apreciado que estos
cambios son consecuencia de un
incremento en la produccion de
etileno. Cuando ocurren pequefios
periodos de sequia esta hormona
se produce en mayores niveles con
respecto al control en peciolos de
algododn (14), hojas de trigo (15) y
otros cultivos.

El area foliar es importante,
pues de elladepende la fotosintesis,
pero una rapida expansion foliar
puede afectar negativamente la
adaptacion a la poca disponibilidad
de agua (16).

Aunque parezca contradictorio
la falta de agua puede afectar
mas a las plantas C, que las
C,. Se ha podido apreciar que
cuando el contenido relativo de
agua (CRA) de las plantas C, es
superior al 70 %, la capacidad
maxima fotosintética no se afecta
y si se rehidratan las plantas, se
recuperan rapidamente del efecto
de inhibicion de la fotosintesis.
Cuando el CRA es menor del
70 %, hay menor respuesta de
la actividad fotosintética a altas
concentraciones de CO, (9). Sin
embargo, las plantas C, realizan la
fotosintesis via fosfoenolpiruvato
carboxilasa (FEPC). Las enzimas
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que participan en el mecanismo
que permite la concentracién
foliar de CO, pueden afectarse
por condiciones de déficit hidrico
y limitar la fotosintesis de las
plantas C, (8). Estudios realizados
en cafa de azucar, las plantas C,,
mostraron que una vez crecidas en
altas concentraciones de CO, se
logra retrasar los efectos negativos
del déficit hidrico severo impuesto
durante 13 dias cuando tenian
cuatro meses de crecidas, y no se
afectan las concentraciones de
almidon, ni las de sacarosa. Pero
en las plantas controles disminuye
el uso eficiente de agua de un 27 %
(condiciones de altas (CO,)) a un
7 % (condiciones de CO, ambiente)
y se afectan las cantidades de
almidon (17).

En varios estudios se ha
descrito como la micorrizacion
mejora el estado hidrico de
diversas especies vegetales
cuando se presenta un déficit de
agua, al incrementar la asimilacion
de agua, las tasas de transpiracion
y de intercambio de CO, y la
eficiencia en el uso de agua,
porque propician el ajuste osmatico
celular (18).

CIERRE DE ESTOMAS

Por otra parte, el cierre parcial
o total de los estomas en las
hojas, es una de las respuestas
mejor caracterizadas pues evita
la pérdida de agua en exceso por
la planta. Este proceso, al igual
que muchos otros involucrados en
tal respuesta, esta regulado por
el acido abscisico (ABA). EI ABA
es una hormona que se sintetiza
en diferentes células incluyendo
las que conforman los estomas.
Se produce principalmente en las
hojas maduras, tejidos estresados,
semillas y el apice de la raiz. Se
transporta a distintas regiones de
la planta, en gran parte a través
del floema aunque también se ha
encontrado en el xilema (19).

El cierre de los estomas
ocurre para la disminucion de la
pérdida de agua por la hojas, pero

también afecta en la reduccion
de la entrada del CO,, lo cual
repercute directamente en el
proceso fotosintético y, por tanto,
en la formacion eficiente de fuentes
carbonadas necesarias para la
nutricion vegetal. La induccion de
estos procesos esta perfectamente
coordinada con la disminucioén en
la velocidad de crecimiento, lo cual
permite a la planta enfrentar esta
nueva condicién ambiental (6).

Se ha evidenciado que la
salinidad, la sequia y las bajas
temperaturas, causan un
incremento en la biosintesis y
acumulacion del ABA, pues activan
genes que codifican para las
enzimas que participan en la
biosintesis de esta hormona. Este
incremento del ABA es la sefial que
permite amplificar otras cascadas
de sefializaciéon que al parecer
regulan el balance hidrico en la
planta y la tolerancia al estrés
osmotico. De esta forma la sintesis
y regulacion del ABA constituye un
mecanismo de respuesta ante el
déficit hidrico del suelo (20).

Las fitohormonas juegan un
papel importante en la regulacion
de las respuestas de las plantas
al estrés. Estudios realizados
en plantulas de maiz crecidas
en condiciones de déficit hidrico
simulado con polietilenglicol 12 %,
mostraron el incremento de ABA
en las hojas, 2,3 veces superior
al control, luego de 24 horas en
estrés, y asi se mantuvo hasta
el final. También se obtuvo un
incremento transitorio en el
contenido de AIA durante la fase
inicial de adaptacion al estrés y
luego cayé rapidamente (21).

AJUSTE OSMOTICO

Cuando la planta se
desarrolla en condiciones de
disponibilidad de agua adecuada
a sus requerimientos hidricos,
una hoja bien hidratada puede
transpirar varias veces su propio
volumen de agua durante un
dia. Sin embargo, cuando este
elemento esta en falta la planta
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debe modificar su metabolismo
y fisiologia, adaptandose a las
nuevas condiciones ambientales.

La planta en busca de la
homeostasis, utiliza mecanismos
que permiten que la apertura del
estoma, la expansién foliar, la
transpiracién y la fotosintesis, se
mantengan funcionando por mas
tiempo, almacenando sustancias
que no son constituyentes
normales de la célula. Este
mecanismo es el ajuste osmatico
(22). La planta sintetiza y acumula
solutos osmoéticamente activos
como cationes inorganicos
(principalmente K+ y CI-), acidos
organicos, aminas cuaternarias
(glicina betaina, B-alanina betaina
y dimetilsulfonio propionato),
aminoacidos (prolina) y azucares
(sacarosa y manitol); lo que le
permite mantener un potencial de
turgencia alto (17). De manera que
si el potencial de agua de la célula
es menor que el potencial de agua
externo, hay una reduccion del
potencial osmatico y de esta forma
el agua se mueve hacia el interior
de la misma (5).

Uno de los metabolitos mas
estudiados que se acumulan en
plantas crecidas en diferentes
condiciones estresantes, es
la prolina. Este aminoéacido es
fundamental para el mantenimiento
de la homeostasis celular,
incluyendo el balance redox y
el estado energético. Ademas,
puede actuar como molécula
sefializadora para la modulacion de
las funciones mitocondriales, influir
en la proliferacion o muerte celular
y en lo que podria ser esencial
para la fase de recuperacién del
estrés, la expresién de genes
especificos (23). En este ultimo
aspecto se ha evidenciado que
los cambios en la expresion de
genes son fundamentales para la
respuesta que se obtiene durante
el déficit de agua, y es el origen
del control de muchas respuestas
a corto y largo plazos (5).

En estudios de los efectos
del déficit hidrico en los indices de
germinacion de diferentes genotipos
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de trigo, se obtuvo un incremento
progresivo en prolina y azucares
relacionados con el incremento del
estrés osmotico (24).

EXPRESION DE GENES. GENES LEA

Un gran numero de genes
y sus productos inducidos por
el déficit de agua participan en
la proteccion de las estructuras
celulares del efecto de la pérdida
de agua. Dentro del conjunto
se encuentran los genes LEA,
siendo identificados primeramente
como genes que se expresan
durante las fases de maduracion
de las semillas. Desde 1988, por
Baker et al., se ha reconocido
la expresion de estos genes
en tejidos vegetativos durante
periodos de pérdida de agua (25),
como resultado de diversos tipos
de estrés (bajas temperaturas,
osmotico y déficit hidrico) (5).

Las proteinas LEA (abundantes
en embriogénesis tardia) son una
amplia familia de proteinas de
plantas que se almacenan en las
semillas secas. Su presencia en
tejidos vegetativos se restringe a
situaciones de estrés osmotico.
Son proteinas muy hidrofilicas y
segun los resultados que se han
obtenido (26, 27), todo parece
indicar que varian su estructura
y no se encuentran en las células
en una manera globular estable,
como se puede deducir por su
resistencia a altas temperaturas.
Estas propiedades estructurales
son consistentes con su papel en la
retencion de agua, en conjunto con
su alta concentracion intracelular
y sus patrones de expresion,
de manera que sugiere el papel
protector de las proteinas LEA a
estructuras celulares especificas
y aminorar los efectos del estrés
ayudando en el mantenimiento
de los requerimientos minimos
de agua en la célula. Ademas, se
cree participan en el secuestro de
iones, en la accion de chaperonas
moleculares y en el transporte
de proteinas nucleares blanco
durante el estrés (28).

ESTRES OXIDATIVO
DE LAS PLANTAS

Las plantas manifiestan un
rasgo comun debido a la influencia
de diferentes factores estresantes,
es su potencial para incrementar
la produccion de especies activas
de oxigeno en células vy tejidos,
especies que en condiciones
normales son generadas como
consecuencia de los procesos
metabdlicos (29).Las especies
activas de oxigeno y sus productos
pueden causar la reduccién de
la fotosintesis y la transpiracion,
acelerar la senescencia, aumentar
la respiracion y provocar el eflujo
de los electrolitos y las mutaciones
genéticas en las plantas (30).

El estrés oxidativo es el estado
bioquimico de la célula y el tejido
donde la generacion de especies
quimicas oxidantes rebasa la
capacidad de produccién o la
actividad de especies antioxidantes
(31). Puede ocurriren cortos o largos
plazos y es inducido por la mayoria
de los estreses ambientales (32),
como consecuencia fundamental
de la produccion en exceso de las
especies activas de oxigeno (EAO),
tales como el oxigeno singlete
('0,), el radical superoxido (O,), el
peroxido de hidrogeno (H,0,) y el
radical hidroxilo (OH-) (30).

A pesar de la inestabilidad
de los radicales libres, se han
desarrollado estudios para
determinar directamente su
formacién, aunque no siempre se
ha identificado la naturaleza de los
radicales (33). Por otra parte, la
deteccion de la acumulacion de los
productos relativamente estables
de la degradacién oxidativa de
los lipidos (malondialdehido), asi
como la formacién de proteinas
carboniladas que se generan
debido al ataque de los radicales
libres han sido empleadas para
indicar el dafio oxidativo (34).

En cuanto a los sitios de
produccién, las especies activas de
oxigeno se forman en varios de los
organelos celulares. La generacién
del H,0, puede ocurrir a partir de
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la NADPH oxidasa que se localiza
en la membrana citoplasmatica, las
peroxidasas de la pared celulary las
amino-oxidasas (35). Otras fuentes
de especies activas de oxigeno
son los procesos del transporte de
los electrones en los cloroplastos
y el estrés foto-oxidativo en los
peroxisomas (36). Por ejemplo, en
los cloroplastos y los peroxisomas, la
disipacién del exceso de la energia
asi como las transferencias de los
electrones durante la fotorespiracién
y en la reaccion de Mehler
incrementan los flujos de los
electrones hacia el oxigeno vy
consecuentemente la produccion
de las especies activas del oxigeno
potencialmente toxicas (37). En las
mitocondrias también se encuentran
posibles sitios de generacién de las
especies activas del oxigeno (38).

Para minimizar los efectos
toxicos de las especies activas
de oxigeno, las plantas han
desarrollado mecanismos
altamente regulados de proteccion
enzimaticos y no enzimaticos
que las atrapan e inactivan
eficientemente para lograr el
balance entre la produccién y
la destruccion de las mismas
(10). La habilidad de las plantas
para sobreponerse al estrés
oxidativo dependera de sus
capacidades para desencadenar
tales mecanismos de respuesta
de manera eficaz, en los diferentes
organelos celulares.

En general, los sistemas
antioxidantes se distribuyen por
los distintos sitios y los organelos
de la célula. Los antioxidantes
intracelulares se han caracterizado
mejor que los localizados en el
apoplasto (39). Por otra parte,
en la mayoria de las especies
la capacidad de los sistemas
antioxidantes declina con la edad
(40).

ANTIOXIDANTES ENZIMATICOS
Y NO ENZIMATICOS
Entre los principales

antioxidantes enzimaticos se
encuentran las enzimas que
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remueven oxidantes téxicos como
las superéxido dismutasas, las
peroxidasas y las catalasas y
otras enzimas que mantienen los
niveles de antioxidantes en sus
estados reducidos como son la
deshidroascorbato reductasa, la
monodeshidroascorbato reductasa,
y la glutationa reductasa (41).

Actualmente son poco
comprendidos los mecanismos
especificos que modulan la
expresion de los genes antioxidantes
en el estrés de oxidacion,
especialmente de los genes que
codifican para varias isoenzimas
de una misma proteina. En general,
los resultados han mostrado que
las multiples formas de las enzimas
antioxidantes tuvieron el patron de
expresion diferencial, su regulacién
fue compleja y se localizaron en
varios tejidos, tipos celulares y
organelos (42).

Los antioxidantes no
enzimaticos pueden ser
metabolitos lipofilicos entre los
que se destacan los tocoferoles,
los carotenoides, los polifenoles
y los alcaloides. También pueden
ser hidrofilicos como la glutationa,
el ascorbato, la prolina, las
poliaminas y la cisteina, que
pueden secuestrar directamente
las EAO o servir como sustratos
para los sistemas de proteccion
enzimaticos (43).

PAPEL DEL H202 EN LAS
PLANTAS CRECIDAS BAJO
CONDICIONES DE DEFICIT HiDRICO

En el caso de la molécula
de H,0,, ha demostrado ser
un componente crucial de las
respuestas de movimiento y
crecimiento, particularmente
aquellas inducidas por los estimulos
ambientales. En respuesta a
cualquier estrés se incrementa la
generacion de H,0, y las células
son capaces de monitorear la
extensiéon de dicho aumento. Se
sabe que cambios de relativa
poca magnitud o bien pequefios
y localizados choques oxidativos
modifican solo parte de la red de

sefalizacién y expresion génica,
de tal forma que se fortifican las
defensas de la planta. En cambio,
las variaciones en las cantidades
de H,O, disparan una secuencia
local de eventos que terminan en
la senescencia o en muerte celular
programada (31).

Ademas, se ha demostrado
que es un factor importante en
el fendmeno de aclimatacién
o tolerancia cruzada, que en
exposiciones previas a un tipo
de estrés puede inducirse a
tolerancias en subsiguientes
exposiciones al mismo u otros
tipos de estreses (44, 45).

EFECTO DE LA FALTA
DE DISPONIBILIDAD
DE AGUA EN EL
CRECIMIENTO

Y DESARROLLO

DE LAS PLANTAS

En general, las condiciones
ambientales que limitan la
disponibilidad del agua para las
plantas, como las heladas, la
salinidad y la sequia, involucran tres
factores principales: el momento
del afio en el que se presenta
(verano o invierno), su intensidad
(ligera o severa), y su duracion
(dias, semanas, meses). Todos
estos factores varian ampliamente
en la naturaleza, en las diferentes
regiones de la tierra. En el caso
de la sequia, el impacto sobre la
productividad de un cultivo esta
en funcién de los factores antes
descritos, pero también de factores
intrinsecos de las plantas, como el
estado de desarrollo de la planta
en el momento en que se presente
la sequia, la especie vegetal y la
variedad dentro de una especie
determinada. Asimismo dependera
del tipo de suelo en el que se
siembre y de las practicas agricolas
que se lleven a cabo en cada caso.
Esta gran variabilidad en dichos
factores ha dificultado la definicién
de caracteristicas en las plantas
que permitan el mejoramiento
de los cultivos ante todas estas
situaciones de sequia (6).
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Las respuestas de las
plantas a la escasez de agua es
compleja, involucrandose cambios
adaptativos y efectos deletéreos.
En condiciones de campo esta
respuesta puede ser sinérgica
o antagonicamente modificada
por la superimposicion de otros
estreses. Las estrategias de las
plantas para sobrellevar el déficit
hidrico normalmente involucra a
un conjunto de respuestas que
conllevan a evitar o tolerar el
estrés, lo cual esta estrechamente
relacionado con las caracteristicas
genotipicas del cultivo en
cuestion (16). Cuando se trabaja
en condiciones controladas o
semicontroladas se obvian este
tipo de interacciones existentes
normalmente en la naturaleza.

Debido a que la mayoria
de los estudios desarrollados en
condiciones de estrés abidtico,
se han realizado en condiciones
controladas en los laboratorios, los
resultados no reflejan las condiciones
reales que se encuentran en el
campo, por lo que puede existir
una brecha entre los conocimientos
adquiridos por este tipo de estudios
y el conocimiento que se requiere
para el desarrollo de las plantas
y cultivos con un incremento en
la tolerancia a las condiciones de
desarrollo y crecimiento naturales.
Por ejemplo, durante el estrés por
altas temperaturas, las plantas
abren los estomas para facilitar
la disminucion de la temperatura
de las hojas, por el proceso de
transpiracién; pero si se combinan
las altas temperaturas con la sequia,
las plantas no pueden abrir los
estomas, porque de lo contrario
se deshidratarian, y por tanto la
temperatura en las hojas es mayor
(46).

En condiciones de campo,
normalmente un alto indice de
oxidacion resulta en poca produccion
0 en poca calidad de la cosecha, si
es que esta se obtiene. Por lo que
con las investigaciones se busca
entonces lograr que las plantas
mantengan una mayor capacidad
antioxidante incluso en presencia



Cultivos Tropicales, 2014, vol. 35, no. 3, pp. 24-35

julio-septiembre

de factores ambientales negativos,
o bien que la planta sea capaz de
mantener cierto estado metabdlico o
de funcionamiento, aunque presente
un indice alto de oxidacion (31).

En campo un factor importante
que influye en el adecuado
desarrollo de los cultivos es
la humedad, la que se puede
describir de diversas formas. La
humedad a capacidad de campo
es el nivel 6ptimo para que ocurra
la germinacion de la semilla,
teniéndose en cuenta que este
proceso fisiolégico varia entre
especies y puede ocurrir cercano
al punto de marchitez permanente.
La mayoria de las semillas tienen
un contenido de humedad critico
para que ocurra la germinacion.
En el caso del maiz es de 30 % y
en soya es del 50 %. Una vez ese
contenido critico de humedad se
alcanza en la semilla, es indicador
de que suficiente agua existe para
que la semilla germine y esté
comprometida a ese evento sin
poder retroceder (2).

Incluso, también resulta
definitoria la humedad en la
semilla. Amedida que la semilla se
va deshidratando mas se retrasa
el proceso de germinacion y se
favorece asi el deterioro de la
misma, como es el caso de las
semillas recalcitrantes (47).

IMPORTANCIA DEL AGUA
EN EL PROCESO

DE GERMINACION

EN LAS PLANTAS.
TRATAMIENTOS

PARA DISMINUIR LOS
EFECTOS DEL DEFICIT
HIDRICO

El agua es uno de los
requerimientos basicos para
el proceso de germinacion
de las semillas y es esencial
para la activacion enzimatica,
translocacion y uso del material de
reserva de las mismas (2).

Las plantas tienen gran
variedad en la forma, en el tamano
y en las sensibilidades a las

variaciones del medio ambiente, lo
que les permite colonizar diversos
habitats en la tierra. Las semillas
contienen, en condicion de latencia,
toda la informacién que necesitan
para una parte importante de estas
variaciones (1).

Las hormonas son
extremadamente importantes para
la regulacién de la dormancia y la
germinacion de las semillas (48).
A sus efectos se le adiciona la
influencia por factores ambientales
como la humedad, la luz, la
temperatura y otros (49). Debido
a que las plantas no pueden
moverse, escoger entre estos
dos procesos es decisivo para la
sobrevivencia de la planta, y de
Su especie.

Se ha tratado de implementar
algunos tratamientos para estudiar
las posibles respuestas que se
obtengan en las plantas durante
los procesos de atenuacion de los
efectos del déficit hidrico. Existen
informes en los que la aplicacion
exdgena de hormonas como las
giberelinas (GA3), citoquininas
(CQ) o brasinoesteroides
(24-epibrasinolida) tienen efecto
protector de plantulas ante el déficit
hidrico (21, 50, 51). En el Instituto
Nacional de Ciencias Agricolas
(INCA) desde hace afios se han
realizado estudios con formulaciones
que se han producido en la Facultad
de Quimica de la Universidad
de La Habana, como ejemplo:
MH-5, Biobras-6 y Biobras-16. La
Dra.C. Miriam Nunez Vazquez le ha
dedicado gran parte de su vida a la
evaluacion, efecto y estudio de estos
productos en diferentes cultivos,
dedicandose los ultimos afios a los
granos como arroz y frijol (52).

Otra de las alternativas
posibles es el efecto del
osmoacondicionamiento de las
semillas para la tolerancia a otros
estreses. Muchos estudios indican
que las semillas que muestran una
adaptacion adecuada durante la
etapa de germinacion a estrés
salino y déficit hidrico, tienen un
mejor crecimiento en la etapa
de plantulas y posteriormente
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tendran un sistema radical mas
resistente (53). El efecto del
osmocondicionamiento se ha
evaluado en trigo (24) y en Cuba
con el cultivo de tomate (45),
entre otros. Ademas, el uso de los
hongos micorrizicos arbusculares
(HMA) es una alternativa que
ha tenido resultados favorables
para el enraizamiento de las
plantulas. Estos hongos son
microorganismos simbidticos que
se asocian con las plantas e
incrementan su tolerancia al estrés
hidrico al modificar las tasas
fotosintética y de transpiracion, el
potencial hidrico de hojas y suelo,
la concentracion de osmolitos, la
eficiencia en el uso de agua y la
asimilacion de nutrientes en el
hospedero (17).

ETAPAS DEL PROCESO
DE GERMINACION

EN LAS PLANTAS.
ACCION DEL AGUA

En el estado de reposo, las
semillas se caracterizan por baja
humedad y practicamente un
metabolismo inactivo, es decir,
estan en el estado de dormancia.
De manera que una semilla en
este estado es capaz de mantener
un nivel minimo de actividad
metabdlica que garantiza su
sobrevivencia por largos periodos
de tiempo en el suelo. Si el
contenido interno de humedad se
encuentra por debajo del contenido
critico de humedad, la semilla se
deteriora en el suelo incluso hasta
su descomposicion.

Por otra parte, existen
varias etapas de desarrollo de
la plantula cuyas caracteristicas
varian, dependiendo del tipo de
germinacion que presenta cada
especie. Hay basicamente dos
tipos de germinacién (que a veces
presentan algunas variantes), la
germinacién epigea y la hipogea.
En la germinacién epigea el
hipocétilo se alarga y aleja a los
cotiledones del suelo; en tanto
que en la germinacién hipogea



Cultivos Tropicales, 2014, vol. 35, no. 3, pp. 24-35

julio-septiembre

el hipocétilo no se desarrolla
y los cotiledones permanecen
bajo el suelo o ligeramente
sobre este. Con posterioridad el
epicétilo se alarga y aparecen
las primeras hojas verdaderas.
En este caso las primeras
hojas tienen sélo una funcién
almacenadora de nutrientes, en
tanto que en la germinacién epigea
estas hojas también tienen con
frecuencia color verde y realizan
funciones fotosintéticas durante
el crecimiento temprano de la
plantula. La testa de la semilla
puede permanecer cubriendo
los cotiledones en el caso de la
germinacion hipogea, en tanto
que en la epigea se desprende, lo
cual permite la expansion de las
primeras hojas (Figura 1) (2).

La germinacion de las
semillas comprende tres etapas
sucesivas que se superponen
parcialmente y se consideran
como el complejo de germinacion.
En la mayoria de las semillas
el agua penetra inicialmente
por el micrépilo y la primera
manifestacion de la germinacion
exitosa es la emergencia de la
radicula, lo que depende de la
expansion del embridn, proceso de
crecimiento impulsado por el agua.
La sintesis de ADN y la division
celular no se requieren, y parece
que la regulacion del crecimiento
potencial del embrion esta dada,
principalmente, por cambios en la
extensibilidad de la pared celular.

COMPLEJO DE GERMINACION

La mayoria de las semillas
sufren una serie de eventos
especificos durante la germinacion.
Antes de la germinacion, las
semillas se encuentran en una
fase de mantenimiento que se
caracteriza como dormancia
impuesta por ABA, bloqueadores
metabdlicos u otros agentes que
dificultan la transicion hacia la
germinacién. Un agente como
la luz o las variaciones de la
temperatura cambian el balance
a favor de los promotores como
las giberelinas, y despliega asi

primordio foliar

radicula

primordio foliar

cotiledon

hipocatilo

B

epicotilo

cotiledon

raiz primaria_ ~=

Figura 1. A) Germinacién hipogea en haba. B) Germinacién epigea

en frijol (54)

el proceso de germinacion.
En determinado momento, las
semillas se convierten sensibles a
la accién de estos promotores (55).

Un agente blanco se puede
definir como un factor que
provoca la germinacion, pero
que su presencia no se requiere
para que este proceso se siga
desarrollando. A diferencia de un
agente de germinacion, que es un
factor que si debe estar presente
durante todo el proceso, como es
el caso del acido giberélico.

Los eventos que conllevan
a la germinacion son: imbibicién
de las semillas secas, activacion
enzimatica, iniciacion del
crecimiento del embrion, ruptura
de la cubierta de la semilla (testa)
y emergencia de la radicula. La
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germinacién comienza con la
toma de agua por la imbibicidn
de las semillas secas, causando
su hinchamiento seguida por la
expansion del embrion, culminando
en la ruptura de la testa (capas que
cubren a las semillas) y la salida
de la radicula (56).

IMBIBICION DE LAS SEMILLAS SECAS

Las etapas tempranas de
toma de agua por una semilla
seca representan un periodo
crucial para la germinacién.
Es el primer evento clave que
lleva a que una semilla seca y
quiescente reanude un crecimiento
embrionario. De manera, que
cualquier consideracién de la
fisiologia de la germinacion de la
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semilla y de su establecimiento,
debe enfocarse en la imbibicién.
El momento en que la fase de
imbibicién ocurre depende de tres
factores: composicién de la semilla,
la permeabilidad de la cubierta de
la semilla y la disponibilidad de
agua (55).

La protrusion de la radicula
cuando se termina el proceso
de germinacién depende del
crecimiento del embrién derivado
de la toma de agua. La toma de
agua por la semilla es trifasica
(Figura 2), con una toma inicial
rapida (fase |, imbibicién), que se
produce por el empuje del agua
desde una zona mojada (el medio)
auna seca (la semilla). Esta fase es
igual en semillas vivas y muertas.
A continuacion le sigue la fase de
meseta (fase IlI) donde el proceso
de absorcion es mucho mas lento,
pudiendo detenerse la absorcion.
Luego un rapido crecimiento en la
toma de agua (fase lll), se produce
s0lo en semillas vivas, y en ella hay
un nuevo incremento de la absorcion,
asociado al crecimiento de la
radicula y a la actividad metabdlica
que implica la germinacién. Ocurre
solamente cuando se completa
el proceso de germinacion, asi
como la elongacién del embrion
y el quebrado de las estructuras
que cubren. La elongacion celular
es necesaria, y generalmente se
acepta que es suficiente para que
se complete la protrusion de la
radicula (56).

Las semillas secas se
caracterizan por una baja velocidad
en el metabolismo que se atribuye
a su bajo contenido de humedad,
lo cual puede ser tan bajo como de
5-10 % en semillas no imbibidas.
Tan pronto como la semilla se
imbibe, ocurren cambios en el
metabolismo. Se ha demostrado
durante la germinaciéon de una
gran cantidad de semillas un patrén
trifasico durante el proceso de toma
de agua. La fase | ocurre tanto en
semillas muertas como vivas, y se
puede observar, una liberacién de
gases. Esta fase, no es dependiente
del metabolismo, sino es el resultado

Fase ll

Fase |

Fase lll

Toma de agua (incremento en la masa fresca)

Tiempo

g

Comienzo

de germinacion
visible (salida
de radicula)

—

Figura 2. Etapas de la germinacién que conducen a la emergencia
de la radicula. Se inician con la absorcién de agua y la
activacion metabdlica del embrién (54)

de la accion de fuerzas matrices y la
atraccion intracelular de moléculas
por el agua.

ACTIVACION ENZIMATICA

La activacién de las enzimas
comienza durante la fase | y Il de
la imbibicion. Durante la fase II,
existe un intervalo de tiempo para
la toma del agua, pero la semilla
sufre muchos procesos esenciales
para la germinacion.

Con la respiraciéon, se
comienza la degradacién de
azUcares para producir energia
en forma de ATP. Basados en
este patrén, la produccion de
ATP también debe tener un
comportamiento trifasico.

En esta segunda fase se
inicia la actividad enzimatica y del
metabolismo respiratorio, y ocurre
la translocacion y asimilacion
de las reservas alimentarias
en las regiones en crecimiento
del embrion. La semilla “seca”
generalmente respira muy poco
y so6lo aumenta su consumo de
oxigeno con la imbibiciéon de
agua, donde en la primera fase
se produce un rapido incremento
de la respiracion, antes de llegar
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a estar 12 horas en un medio
humedo. A mayor hidratacion,
mayor respiracion. En la segunda
fase, entre las 12 y 24 horas se
estabiliza la actividad respiratoria.
En la tercera fase, a partir de las
24 horas, se produce un segundo
incremento de la actividad
respiratoria, generalmente
debido a la ruptura de la cubierta
producida al salir la radicula, esto
permite que entre mucho mas
oxigeno. Hay una cuarta fase en
la que disminuye la respiracion
al desintegrarse los cotiledones,
después de exportar al embrién las
reservas almacenadas (56).
Enlas respuestas de la semilla
a los cambios ambientales, hay
elementos que son propios de la
especie y otros conservados. Los
factores ambientales que afectan
la germinacién son variables segun
la especie, pero los principales
procesos que ocurren durante
la germinacion se mantienen, la
elongacién y diferenciacion celular
y los cambios metabdlicos: de
hipoxia a normoxia, y luego de
heterotrofia a autotrofia.
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Como parte de la segunda
fase la semilla adquiere
tolerancia a la deshidratacion
y se desarrolla un evento de
deshidratacion programada
que conlleva a un estado de
dormancia y quiescencia. Durante
la deshidrataciéon las semillas
maduras alcanzan niveles de
agua de 5-10 % y frecuentemente
pueden perder de 1-5 % de agua
con poca o casi ninguna pérdida
de la viabilidad (57).

La deshidratacion de las
semillas se ha asociado con un
incremento en la viscosidad del
citoplasma y consecuentemente
con hipoxia. En embriones de
legumbres se ha demostrado
que las células estan en hipoxia.
También mutantes en Arabidopsis
deficientes en la induccién de los
genes de la alcohol deshidrogenasa
(ADH) durante hipoxia/anoxia
tuvieron afectaciones en la
induccién durante la germinacion,
lo que sugiere que al menos
algunas vias de regulacién de
estos procesos estan relacionados
e incluso que puedan llegar a ser
los mismos. Una vez que laradicula
emerge, la respiraciéon incrementa
y el metabolismo de las semillas se
hace aerdbico, y a la normoxia en
las células le continua rehidratacion
y germinacion, pero mas probable es
la transicién de hipoxia a normoxia,
lo cual es especialmente regulado
y variable en los diversos tipos de
células (55).

Generalmente las enzimas
que degradan carbohidratos,
lipidos, proteinas y compuestos
que contienen fésforos son las
primeras enzimas en activarse en
esta fase. Pero los mecanismos
que controlan este proceso dirigido
de degradacién de tejidos de
almacén no se han dilucidado
completamente.

PROTEASAS

La degradacion de proteinas
durante la germinacion de las
semillas es un proceso complejo
en el cual estan involucrados una

serie de enzimas proteoliticas (58).
Estas enzimas pueden clasificarse
segun su centro activo (59). Estas
proteinasas se han purificado de
semillas de diferentes especies
(60, 61), y se ha reconocido que
durante el proceso de germinacion,
hay un incremento en la actividad
de las cisteinas proteinasas
especificamente (61).

Incluyen alrededor de 40
familias de peptidasas, agrupadas
en al menos seis superfamilias,
entre las que se encuentran
las caspasas, las calpainas,
las proteasas dependientes de
calcio, las ubiquitinas C-terminal
hidrolasas y proteasas especificas
a ubiquitina (59).

Estas proteinasas participan
en la protedlisis de proteinas
almacenadas en el mesofilo
de cotiledones de plantas
dicotileddneas, en el endospermo
de cereales y en el eje embridnico
de ambos tipos de vacuolas:
las de almacenamiento en
semillas y las liticas de los tejidos
vegetativos. La accion de estas
proteinasas en vacuolas posibilita
el procesamiento de proteinas en
semillas maduras, pero también
son el grupo mas abundante de
proteasas responsables de la
degradacion y movilizacion de
proteinas almacenadas. En la
germinacion de semillas de cebada
estan involucradas 42 proteasas y
alrededor de 27 son cisteinas
proteinasas. En la germinacién
de maiz y de trigo las cisteinas
proteinasas son alrededor del 90 %
de la actividad total de degradacion
de prolaminas, la proteina
almacenada mas abundante en
cereales (59).

GLUCANASAS

Las B-1,3-glucanasas
(glucano endo-1,3-R-
glucosidasas, E.C. 3.2.1.39) son
enzimas altamente reguladas y
ampliamente distribuidas en las
semillas de muchas especies
de plantas. Permiten catalizar el
corte endo-hidrolitico de uniones
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1,3-B-D-glucosidicos en [-1,3-
glucanos. Ademas hay evidencias
de que estas enzimas participan
en diversos procesos fisioldgicos y
de desarrollo, como la dormancia
y la germinacién en plantas
no infectadas por patégenos
microbianos, ademas de la
embriogénesis y la movilizacion
de reservas almacenadas en
el endospermo de granos de
cereales, entre otras (62).

Las B-1,3-glucanasas
(RGlu) existen como isoformas
estructurales que difieren en
tamafio, punto isoeléctrico, la
estructura primaria, la localizacion
celular y el patrén de regulacion.
Segun la identidad de la secuencia
aminoacidica, los diferentes genes
BGlu de Nicotianatabacum se
han clasificado en tres clases
estructurales. Similares isoformas
estructurales se han reportado
para el tomate, la papa y otras
especies de plantas (62). Las de
clase | se localizan en las paredes
de las vacuolas. Las de clase |l
y lll son secretadas al espacio
extracelular.

CRECIMIENTO DEL EMBRION,
RUPTURA DE LA TESTA Y
EMERGENCIA DE LA RADICULA

Finalmente en la fase Ill,
se observa la elongacion de
la raiz. La raiz se convierte en
funcional durante esta fase y
es la responsable de que se
incremente la toma de agua que
se evidencia en esta etapa. De
forma interesante, si la velocidad
de la respiracién se observa,
se puede encontrar un patrén
trifasico también, lo que demuestra
la importancia del agua en la
activacion de las enzimas.

El crecimiento y la division
celular que se suceden por la
activacion del metabolismo de las
células de las semillas provocan
la emergencia de la radicula,
llegando asi al fin del proceso
de germinacion y propiciando a
su vez el posterior desarrollo de
la plumula (Figura 3). Durante la
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germinacion e inmediatamente
después ocurren muchos eventos
de diferenciacién celular que
incluyen la reorganizacion, sintesis
y distribucién de componentes
subcelulares y organelos. Durante
la embriogénesis, germinacion y
etapas tempranas del desarrollo
de las plantas, la sintesis y
distribucion sub-celular de los
organelos involucra la regulacion
de genes de diferentes origenes
durante la evolucion (55).

Figura 3. Semilla germinada que
muestra la ubicacién
y apariencia de la
radicula (54)

Varios estudios han
demostrado que ocurren cambios
en las semillas durante el inicio
del crecimiento del embridn.
Generalmente, las uUnicas
sustancias que toma la semilla
en estas etapas tempranas son
el agua y el oxigeno. Debido a
que las semillas se encuentran
debajo de la superficie de los
suelos y no son fotosintéticamente
activas, existe una pérdida de CO,
y una degradacion del material
de reserva de la semilla que
conlleva a una pérdida de la
masa fresca de la misma. Una
vez que las plantulas inician la
fotosintesis y tengan la capacidad
de fijar CO, en forma de azucares,
ocurre un incremento en la masa
fresca de las plantulas y existe un
cambio en el metabolismo de las
plantulas pasando de los procesos
de degradacion a los fotosintéticos
y asi propiciando el crecimiento y
desarrollo de las plantas (56).

Es importante recordar que el
agua siempre se mueve hacia un
potencial de agua mas negativo,

y que el potencial de agua pura
es cero. Los suelos en que las
semillas se plantan también tienen
sus propios potenciales del agua.
Las propiedades fisicas del suelo
determinan el nivel de retencion
o conductividad de agua. Por
ejemplo, suelos abundantes en
arcilla son capaces de absorber
agua mas vigorosamente y la
retienen por mas tiempo que
aquellos que poseen gran cantidad
de arena. De hecho el potencial de
agua de las semillas debe competir
con el potencial de agua del suelo,
para que ocurra laimbibicion de las
semillas (2).

CONCLUSIONES

Las plantas han sido capaces
de adaptarse a las variaciones
del medio donde se desarrollan,
incluso aunque estos cambios
impliquen cierto tipo de estrés.
Bajo estas condiciones ha podido
realizar todos los procesos vitales y
de esta forma lograr reproducirse.

En el proceso de germinacion
el papel de las semillas se evidencia
como unidad reproductiva.
Debido a surolen el establecimiento
de las plantas, la germinacion
de las semillas continta siendo
clave para la agricultura moderna,
especialmente en un mundo
consciente de lo delicado que
es el balance que se debe crear
entre produccién de alimentos y
el incremento poblacional mundial.
Una comprensidon del proceso
de germinacion es esencial para
el desarrollo de los cultivos y la
obtencion de buenos rendimientos
y cosechas con calidad.

Este aspecto también es clave
para nuestro pais que cuenta con
grandes areas de cultivo agricola.
Es necesario la toma de medidas
para atenuar los efectos nefastos
de la falta de agua en la agricultura.
Para ello el tener informacién
molecular, fisiolégica y de manejo
segun las caracteristicas del
cultivo se hace imprescindible.
Un punto de apoyo puede ser la
base de datos ya creada a partir
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de 30 afios de investigacion en el
IIRD, ademas del fortalecimiento
e intercambio de conocimientos
entre los institutos y la experiencia
campesina.
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