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Papel de las fitohormonas auxinas y citocininas en el desarrollo en una planta no vascular

Hernandez-Sanabria Erika Alejandra b Chamorro-Flores Alejandra?®, Rios-Meléndez
Selma?, Villalobos-Lopez Miguel Angel?, Arroyo-Becerra Analilia™?

®Instituto Politécnico Nacional, Centro de Investigaciéon en Biotecnologia Aplicada ;
mvillalobosl@ipn.mx, joalbema@hotmail.com, selmuchis@hotmail.com, alarroyo@ipn.mx.

PBenemérita Universidad Auténoma de Puebla, Escuela de Biologia. erika-
zanabria@hotmail.com

RESUMEN

Las briofitas son el grupo de plantas mas primitivas de la tierra y son consideradas plantas no
vasculares por carecen de un sistema especializado para el transporte de agua y nutrimentos. El
efecto de las fitohormonas vegetales ha sido ampliamente estudiado en plantas vasculares, sin
embargo se desconoce en gran medida en plantas no vasculares. Con el objetivo de evaluar el
papel de una citocinina y una auxina en una etapa de desarrollo de una briofita, en este trabajo se
utilizé el musgo Physcomitrella patens en etapa protonemal y se evalud el efecto de la auxina acido
indol-acético (IAA) y la citocinina, benzilaminopurina (BAP) en diferentes concentraciones, en el
fenotipo y crecimiento de los protonemas, asi como el desarrollo de gametéforos. Los fenotipos
obtenidos al concluir 30 dias de monitoreo, evidenciaron que la auxina IAA en concentraciones 5
UM posee un efecto estimulador, provocando un aumento significativo en el crecimiento expansivo
de los filamentos protonemales y el tamafio de los gametéforos. En contraste, IAA 10 uM no tuvo
efecto respecto al control. En el caso de BAP, este provocd disminucién en el crecimiento
expansivo asi como cambios en la morfologia de los gametéforos en concentraciones de 10 puM.
Por otro lado concentraciones de esta misma citocinina (0.1 uM) ocasiondé disminucién significativa
en el numero y tamafio de gametéforos. Con base en estos resultados se concluye gue la auxina
IAA en bajas concentraciones (5 uM) promueve el crecimiento y tamafio de los gametoforos v la
citocinina BAP posee un efecto negativo en el crecimiento (10 uM), ndmero y morfologia de los
gametoforos del musgo P. patens.

1. INTRODUCCION

Las briofitas son consideradas plantas no vasculares, es decir plantas que carecen de un sistema
especializado para el transporte de agua y nutrimentos, a diferencia de las plantas vasculares que
poseen xilema y floema (Goffinet y Shaw, 2009). Se dividen en tres categorias: Musgos,
Antocerotes y Hepaticas (Delgadillo, 2003). P. patens es un musgo modelo experimental en areas
como biologia molecular, celular, vegetal, citologia y biotecnologia. Entre sus ventajas resaltan su
patron simple de crecimiento y desarrollo, con pocos tipos de células, la habilidad para crecer en
medios liquidos y sélidos, asi como la sensibilidad a las fitohormonas como auxinas, citoquininas y
acido abscisico. Ademéas P. patens es la Unica briofita con el genoma completamente
secuenciado(Rensing et al., 2008). Por otro lado, los grupos de fitohormonas clasicas que se han
identificado quimicamente en briofitas (Yasumura et al., 2007), y de las cuales se sabe que tienen
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un efecto sobre el crecimiento y desarrollo de P. patens, son auxinas, citocininas, ABA y etileno
(Decker et al., 2006) Las citocininas como la benzilaminopurina (BAP) en altas concentraciones (10
UM) posee un efecto inhibitorio en el tamafio de la colonia de P. patens (Thelander et al., 2005;
Ashton et al., 1979) e induce la formacion de tejido calloso (Ashton et al., 1979). Ademas las
auxinas son las encargadas de la diferenciacion de cloronema a caulonema (Ashton et al., 1979).
Esta etapa es muy importante en el desarrollo de los musgos ya que la formacion de caulonema
dara lugar a la formacion de brotes (Ashton et al., 1979). La presencia de citocininas en bajas
concentraciones induce la formacién de brotes, lo que dara paso a la etapa adulta del musgo, el
gametdforo (Ashton et al., 1979). Se ha reportado que en P. patens, el cido naftalenacético, una
auxina, provoca disminucion en el diametro de la colonia del musgo en condiciones de baja
luminosidad (Thelander et al., 2005).

A pesar de la evidencia creciente del efecto en el desarrollo de auxinas y citocininas en el
desarrollo de algunos musgos, los diferentes sistemas y condiciones experimentales (diferentes
tipos y edades de tejidos, esporas, células en suspension, esporas en suspension, fragmentos
pequefios seccionados de una colonia, tejidos en diversos medios de cultivo, directo sobre el
medio, sobre papel filtro, en obscuridad o diferentes regimenes de luz, etc.) resultan en respuestas
diferentes ante la presencia de las diversas fitohormonas por lo que no es posible extrapolar ni
generalizar las respuestas de los musgos a dichos fitoreguladores. En nuestro grupo de trabajo
hemos establecido un sistema experimental homogéneo que consiste en utilizar tejidos
protonemales de 10 dias homogenizados en pequefios fragmentos y sembrando cantidades
constantes y homogéneas en abundancia y distribucion en pequefias membranas de celofan. Esto
nos permite someter los tejidos a los diferentes estimulos y obtener resultados consistentes y
comparativos, por lo resulta necesario conocer las respuestas de desarrollo del musgo modelo P.
patens bajo estas condiciones experimentales.

2. PARTE EXPERIMENTAL

Material bioldgico

Los tejidos de P. patens se obtuvieron a partir de una linea monoespdrica con la que cuenta el
Laboratorio de Biologia Molecular de Plantas (LBMP), originalmente donada por la Dra. Verénica
Lira Ruan de la Facultad de Ciencias de la Universidad Auténoma del Estado de Morelos (UAEM).
Propagacion del tejido vegetal

Para mantener joven (protonema) el tejido vegetal del musgo P. patens se realizaron
propagaciones periddicas cada 5 dias en medio PpNH, liquido y sélido bajo condiciones de cultivo
in vitro.

Siembra de tejido protonemal

Para los experimentos con fitohormonas se requirié tejido protonemal de P. patens de 10 dias de
edad. Se colocd el tejido en membranas de celofan esterilizadas de 0.7 cm de didmetro. Para esto
fue necesario utilizar 6 cajas de Petri grandes adicionadas con medio PpNH,. Las cajas de Petri de
100 X 15 mm contenian 60 micromembranas de celofan, cada una de las cuales fue inoculada con
4 ul de tejido protonemal recién propagado. Finalizada la siembra de tejido protonemal, las cajas
fueron selladas con cinta adhesiva microporosa (3 M micropore, 1.25 cm) y colocadas en el cuarto
de cultivo vegetal in vitro con un fotoperiodo de 16 hrs luz y 8 hrs de obscuridad a una temperatura
de 23°C durante 10 dias.

Experimentos con la citocinina BAP y la auxina IAA

Transcurridos los 10 dias de crecimiento del musgo, las membranas de celofan con el crecimiento
mas homogéneo de tejido fueron transferidas a cajas de Petri de 60 X 15 mm que contenian 13 ml
de medio solido PpNH, adicionado con las diferentes concentraciones de las hormonas vegetales a
evaluar (BAP 0.1y 10 uM e IAA 5y 10 pM) y se evalué el crecimiento del musgo durante 30 dias.
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Cabe sefalar que para la hormona BAP el tratamiento fue por 24 hrs, posteriormente los tejidos se
transfirieron a medio control.

Andlisis fenotipico

Se realiz6 un analisis fenotipico mediante la observacion visual y el registro fotografico que inicié a
partir del dia en que las membranas estuvieron en contacto por primera vez con los diferentes
tratamientos (dia 0) y continu6 a los 5, 15 y 30 dias de crecimiento del musgo, esto para evidenciar
cambios tempranos y tardios en el fenotipo (Crecimiento Expansivo-CE), nimero y tamafio de
gametoforos y apariencia fenotipica)

Para la determinacion del CE de los protonemas del musgo se utilizé el programa AutoCAD (2014)
el cual posee una herramienta de medicién que permite determinar la medida exacta de la imagen
a analizar en milimetros En cuanto al nUmero de gametoforos, se realiz6 la cuantificacién de éstos
al finalizar los 30 dias de desarrollo del musgo. Se coloc6 la caja de Petri abierta en el microscopio
estereoscoOpico y con ayuda de una pinza se retiraron cuidosamente cada uno de los gametéforos.

Para los experimentos con BAP e IAA se llevaron a cabo tres experimentos biolégicamente
independientes de cada abordaje experimental, cada uno con tres cajas de Petri con tres muestras
de tejido protonemal en micro-membranas de celofan por cada tratamiento, para verificar la
reproducibilidad de los resultados. Posteriormente se realiz6 el andlisis estadistico (ANOVA de una
via y prueba de Tukey) de los datos obtenidos, se utilizé el programa estadistico GraphPad Prism
(Version 5.00).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

La citocinina BAP en concentraciones de 10 uM provoca reduccion significativa en el CE siendo
esta caracteristica claramente observable a partir del dia 15 (Figs 1 y 2). Estos resultados son
consistentes con lo reportado por Thealander et al. (2005) en donde, a pesar de utilizar un tipo y
edad de tejido diferentes, se reporta una disminucion en el diametro de la colonia de P. patens. Asi
mismo se observd que BAP ocasiond disminucion significativa en el nidmero y tamafio de
gametoforos en concentraciones bajas (0.1 uyM) (Fig. 3) e indujo cambios en la morfologia de los
filidios en concentraciones de 10 uM (Fig. 4). Nuestros resultados sobre el efecto de la citocinina
BAP en la disminucién en el nidmero de gametéforos contrastan con estudios hechos con
citocininas en P. patens, ya que se ha reportado que la citocinina BAP en bajas concentraciones,
induce la formacién de brotes en P. patens (Ashton et al, 1979), lo que sugiere que la
concentracién de citocinina utilizada en nuestro trabajo no fue la 6ptima para una mayor formacion
de brotes y por ende para el crecimiento de gametoforos, o bien, el tipo y edad de tejido utilizados
en este trabajo son determinantes para la respuesta de los tejidos a las concentraciones de
fitohormona utilizada. Por otro lado se ha reportado que concentraciones entre 5y 50 UM provocan
un crecimiento anormal en los gameto6foros, causando filidios mas pequefios y tallos mas cortos
(Ashton et al., 1979).
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Fig. 2 CE de los protonemas de P. patens
sometidos a las diferentes concentraciones de
BAP. Se representa la x + ES, n=9 (membranas
representativas de cada caja de Petri de cada
experimento). A:  Diferencias  significativas
respecto al control. B: Diferencias significativas
respecto a otro tratamiento. p= 0.05

Fig. 1 Imagen panoramica representativa del
desarrollo de los protonemas de P. patens
creciendo en diferentes concentraciones de
BAP del dia 0 al 30. D=Dias.
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Fig. 4 Imagen representativa de los gameté6foros de
P. patens a los 30 dias en los diferentes tratamientos
con la citocinina BAP.
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Fig. 3 Numero de gameto6foros obtenidos al dia de 30 en
las diferentes concentraciones de BAP. Se representa la
media ES, n=6 (membranas representativas de cada caja
de Petri de cada experimento). A: Diferencias
significativas respecto al control. B: Diferencias
significativas respecto a otro tratamiento. p=0.05
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En cuanto a la auxina IAA 5 uM provocé un aumento significativo en el CE de los protonemas de P.
patens (Figs. 5 y 6) asi como el tamafio de los gametoforos. Lo reportado por Johri y Desai (1973)
contrasta con nuestros resultados en donde a pesar de que se observé un aumento en el niUmero
de gametoforos en presencia de IAA 5 uM, no fue estadisticamente significativo. Por otro lado, los
tejidos sometidos a IAA 10 uM se comportaron similares al control, respecto al CE, nimero (Fig. 7)
y tamafio de los gametoforos (Fig. 8).
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Fig. 6 CE de los protonemas de P. patens sometidos a
IAA 5y 10 uM durante 30 dias. Se representa la media
ES, n=9 (membranas representativas de cada caja de
Petri de cada experimento independiente). A: Diferencias
significativas respecto al control. B: Diferencias
significativas respecto a otro tramiento. p= 0.05

Fig. 5 Imagen panoramica representativa del
desarrollo de los protonemas de P. patens
creciendo en presencia de 5y 10 uM durante 30
dias. D=Dias.
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Fig. 8 Imagen representativa de la apariencia de los
gametoforos de P. patens en los diferentes tratamientos con la
auxina IAA, transcurridos 30 dias.
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Fig. 7 Nimero de gamet6foros obtenidos al dia
30 en protonemas de P. patens creciendo a IAA
5 y 10 puM. Se representa la media ES, n=6
(membranas representativas de cada caja de
Petri independiente de cada experimento) p=
0.05
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