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RESUMEN

La Glucosa (Glc) es una molécula de gran importancia en el metabolismo y desarrollo
de los seres vivos y en particular de las plantas. Anteriormente se creia que los
azucares tenian un rol Unicamente como parte de las vias metabdlicas; sin embargo,
recientemente se sabe que los azucares también actlan como molécula de
sefalizacion regulando procesos de desarrollo, fisiologicos y de expresion génica. La
investigacion acerca de las respuestas de las plantas a la presencia de los azucares
exdgenos se ha realizado esencialmente en plantas vasculares como Arabidopsis
thaliana, por lo que el estudio se hace dificil ya que las respuestas a la Glc varian
dependiendo de la etapa del desarrollo y la complejidad morfolégica de la planta.
Recientemente, el estudio de los azicares como molécula de sefalizacion se ha abierto
camino en plantas no vasculares como son los musgos, los cuales son un modelo

experimental exquisito, por sus caracteristicas morfoldgicas, fisiolégicas y genéticas.

En este trabajo se determiné el efecto de la Glc como de molécula sefial mediante el
analisis fenotipico y fisiolégico del musgo tolerante a la desecacion Pseudocrossidium
replicatum sometido a diferentes concentraciones de Glc exdégena. Asi mismo, se
determind si las respuestas a la Glc en dicha planta son dependientes o independientes
de hexocinasa (HXK) y de metabolismo utilizando un analogo fosforilable por la HXK
pero no metabolizable (Manosa). Ademas, se determiné la posible interaccion de vias
de sefalizacion hormonales con la via activada por Glc, realizando como primer
abordaje ensayos en el musgo modelo Physcomitrella patens para determinar el efecto
de 4 fitohormonas en el desarrollo del musgo y la interaccion de las vias de
sefalizacion de dichas fitohormonas con las vias de sefializacion activadas por Glc. Los
resultados obtenidos en estos experimentos nos ayudaron a seleccionar la hormona a
utilizar en experimentos relacionados con la evaluaciéon de interaccion de las vias de

sefalizacion hormonal y de azUcares en P. replicatum.



Los resultados indican que las concentraciones bajas de Glc (100 mM) tienen un efecto
negativo en el crecimiento expansivo (CE) y la pigmentacion de P. replicatum. De igual
forma, concentraciones altas de Glc (300 y 500 mM) tienen un efecto negativo en la
pigmentacion del musgo asi como en el CE. Concentraciones de 300 mM reducen la
tasa fotosintética de P. replicatum mientras que el efecto de Glc 500 mM no fue

diferenciable del efecto osmaético.

Los tejidos protonemales de P. replicatum sometidos a concentraciones muy altas de
Glc y Stl (700 y 1000 mM) presentaron disminucion en el CE asi como fenotipos de
crecimiento severamente arrestado, obscurecimiento de tejido en Glc 700 mM vy
fenotipos cloréticos/albinos en 1000 mM atribuibles al efecto osmético causado por
concentraciones altas de este azlcar. Cabe sefialar que Glc 700 mM asevera la
disminucién en el CE del musgo P. replicatum.

Al realizar el andlisis fenotipico para determinar la participacion de las vias de
sefalizacion de Glc dependientes de HXK e independientes de metabolismo en P.
replicatum, se concluyé que la Glc (30 mM) reduce la pigmentacion y el crecimiento del

musgo a través de una via dependiente de HXK y de metabolismo.

Para los bioensayos de interaccién de vias de sefializacion Glc-fitohormonas en P.
patens se utilizaron las fitohormonas Acido abscisico (ABA), Bencil amino purina (BAP)
y acido indolacético (IAA). Los resultados evidenciaron que existe intercomunicacion
entre la via de sefializacion de Glc con ABA, BAP e IAA por vias dependientes de HXK

e independientes del metabolismo.

Con base en los resultados obtenidos en el musgo modelo P. patens se seleccioné la
hormona ABA para analizar la interaccion de las vias de sefalizacion activadas por Glc
— fitohormonas en P. replicatum. Se evidencid una intercomunicacion entre la
sefalizacion de Glc y ABA en las condiciones probadas. La via de sefalizacion activada

es dependiente de HXK e independiente de metabolismo.

Por lo tanto, en este trabajo se evidencié que la Glc modula el desarrollo y la

fotosintesis de P. replicatum y que la intercomunicacion de vias de respuesta a Glc y



fitohormonales esta conservada en dos briofitas con caracteristicas diferentes de
tolerancia a desecacion, (P. replicatum tolerante y P. patens no tolerante).

Asi mismo, los resultados de este trabajo indican que tanto en plantas vasculares como
en no vasculares existen vias de sefalizacion de respuesta a Glc dependientes de HXK
asi como vias dependientes e independientes de su metabolismo subsecuente que
interactian con vias hormonales, lo que indica que dichas vias surgieron muy temprano

en la evolucién de las plantas terrestres.

INTRODUCCION

Las concentraciones de azlcares juegan un papel fundamental en el crecimiento y
desarrollo de las plantas. Los azUcares actian como reguladores de su crecimiento y
desarrollo, regulando la germinacion, el desarrollo de la semilla (Gupta y Kaur, 2005), el
desarrollo de las plantulas, la formacion de la hoja y la raiz, la floracién, la

embriogénesis, e incluso la senescencia (Rosa et al., 2009).

La principal planta vascular modelo para el estudio de las vias de sefializacion de los
azucares ha sido A. thaliana (Jang et al.,, 1997). Sin embargo, recientemente los
musgos han despertado interés para ser utilizados como modelo de estudio ya que
poseen caracteristicas genéticas y biolégicas que los hacen factibles como modelo
experimental (Cove et al., 2006). El estudio de los azlcares como molécula sefial es un
tema complejo, ya que se sabe que las vias de sefializacion de los azlcares como es el
caso de la Glc, se interconectan con otras vias, como la de las hormonas vegetales,
aunado al hecho de que las respuestas de la Glc en plantas vasculares dependen del
tipo de tejido y de los tipos celulares a lo largo de las diferentes estructuras de la planta
(Rolland et al., 2006).

En este trabajo evaluamos el efecto de la Glc como molécula sefial mediante el analisis
fenotipico y fisiologico del musgo tolerante a la desecacion P. replicatum sometido a
diferentes concentraciones de Glc exdgena. Asi mismo, se determiné si las respuestas
a la Glc en dicha planta son dependientes o independientes de hexocinasa (HXK); asi
como de metabolismo, utilizando un analogo fosforilable por la HXK pero no



metabolizable (Manosa). Ademas, se determind la posible interaccion de vias de
sefializacion hormonales con la via activada por Glc en dos briofitas, P. replicatum
(tolerante a desecacion) y P. patens (no tolerante). Esto es fundamental para saber si
las vias de sefalizacion asi como la interconexion de las vias de sefializacion de la Glc
y hormonas vegetales se conservan en plantas no vasculares, tal como ocurre en

plantas vasculares.

MARCO TEORICO

Importancia de los azucares para las plantas

Los azlcares son moléculas fundamentales para la vida en la tierra (Hanson y
Smeekens, 2009). En las plantas, los azlUcares son producidos durante el proceso de la
fotosintesis, constituyen los sustratos del metabolismo del carbono y son también una
fuente universal de energia (Gupta y Kaur, 2005). Anteriormente se creia que en
plantas superiores los azUcares tenian un rol Unicamente como parte de las vias
metabdlicas; sin embargo, recientemente se sabe que los azlUcares también actian
como molécula de sefializacion (Hanson y Smeekens, 2009). Asi mismo, se sabe que
no todos los carbohidratos tienen la capacidad de actuar como molécula de
sefalizacion, ésta capacidad se le atribuye Unicamente a los azlcares solubles,
principalmente la sacarosa (Sac) y a las hexosas como la glucosa (Glc) y la fructosa
(Frc) (Rosa et al., 2009).

En plantas superiores, los altos niveles de azUcar causan retraso en el crecimiento,
reduccion de la tasa fotosintética, acumulacién de antocianinas, y hojas cloréticas y
necroticas (Caspari et al., 1994). Las concentraciones altas de azUcares solubles como
Sac y Glc retardan la germinacion de semillas de haba, ya que disminuyen la
diferenciacion celular del embrién y por ende retardan la germinacién (Weber et al.,
1997). Por otro lado, en A. thaliana bajas concentraciones de azlcares durante el
proceso post-germinativo promueven el desarrollo de ésta. En contraste, la ausencia de
azucares minimiza el desarrollo de la planta; sin embargo, en presencia de

concentraciones muy altas de azucares se reprime la movilizacion de nutrimentos, el



crecimiento del hipocdtilo, el enverdecimiento y la expansién de los cotiledones, lo que
provoca la interrupcion del desarrollo temprano de la planta (Jang et al., 1997).

Los azlcares estan presentes en las diferentes etapas de desarrollo de las plantas;
desde la germinacion, el desarrollo de la semilla (Gupta y Kaur, 2005), el desarrollo de
las plantulas, la formacion de la hoja y la raiz, la floracion, la embriogénesis, e incluso la
senescencia (Rosa et al., 2009). La Glc y la Sac estan implicadas en el proceso de la
fotosintesis, modulando la actividad transcripcional de promotores de genes
fotosintéticos (Koch et al., 1992), altos niveles de azulcares reducen la asimilacién de
carbono durante la fotosintesis, por el contrario bajas cantidades de azlUcares dan como

resultado un incremento en la capacidad fotosintética (Koch, 1996; Ramon et al., 2008).

Sistema de percepcion de azUcares en plantas superiores

Las Hexocinasas como sensores de la Glc

Descubrimientos recientes han demostrado que solo dos familias de enzimas son
capaces de fosforilar la Glc y la Frc (Hexosas). En plantas, la Glc es fosforilada so6lo por
HXK mientras que la Frc es fosforilada tanto por HXKs como por fructocinasas (FXKSs)
(Rolland et al., 2006). Se sabe que algunas HXKs poseen una doble funcion, actuando
como enzimas que a la vez funcionan como sensores de los niveles de azlcares
(Granot et al., 2013). Las HXKs son los mas antiguos sensores de azucar (Rolland et
al., 2001).

En la actualidad se han sugerido al menos tres vias de sefializacién de la Glc, dos de
las cuales involucran a las HXKs (Xiao et al., 2000):

v Dependiente de HXK pero independiente de metabolismo
v' Dependiente de HXK pero dependiente de metabolismo
v' Ruta independiente de HXK

Los efectos del azucar en el crecimiento y desarrollo de las plantas a menudo se
atribuyen al metabolismo del azucar (via dependiente de HXK y dependiente de
metabolismo), también llamada via de la glucolisis (Xiao et al.,, 2000). Pero existen

evidencias de la existencia de otras dos vias. Las evidencias acerca de la via



dependiente de HXK e independiente de metabolismo han sido observadas con
analogos de azucar como 2-deoxy glucosa (2-DG) y manosa, los cuales aun siendo
fosforilados por la HXK no pueden ser metabolizados y son capaces de desencadenar
la represion o activacion de ciertos genes fotosintéticos (Jang et al., 1997). Estos
resultados sugieren gque la sefalizacion de la Glc no se relaciona Unicamente con una
via metabdlica (Jang et al., 1994). Por otro lado la evidencia acerca de una via
totalmente independiente de HXK proviene de las observaciones con analogos de Glc
como 6-deoxy glucosa (6-DG) y 3-oximetilglucosa (3-OMG) en donde ambos azlcares
analogos son transportados a través de la membrana pero no son fosforilados por
HXKs, activando la maquinaria génica de genes que codifican para invertasas de la
pared celular (CIN), sacarosa sintetasas (SuSy) y fenilalanina amoniolasa (PAL)
(Roitsch et al., 1995) (Fig. 1).

Gene expression and carbohydrate metabolism under abiotic stresses Flg . 1 VI as de
2-deoxy glucose/  D-glucose 6-deoxy glucose/ sefalizaciéon de la Glc
mannose s " 3-0-methyl glucose
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Sucrose \ p /

A) Via independiente
APOPLASM

Sucrose transporter Hexose transporter ] de HXK, B) Via
N Sensing CYTOPLASM

H dependiente de HXK e
i
independiente de
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Los azUcares como la Glc son detectados en el interior de las células vegetales

mediante la interaccion de la molécula de azucar y una proteina sensora. Al



interaccionar ambas, se activa una cascada de sefializacién que dara lugar a una serie
de eventos entre ellos la expresion de ciertos de genes (Gupta y Kaur, 2005).
Arabidopsis se ha utilizado como organismo modelo para diversos estudios sobre la
sefalizacion de los azucares en el desarrollo en plantas superiores (Taiz y Zeiger,
2004). La figura 1 muestra la percepcion y sefializacion de azucares en dicha planta
modelo. La Glc y la Frc son transportadas dentro de la célula por medio de
transportadores de hexosas o movilizadas del almidén y Sac citosdlica o vacuolar. Asi,
la Glc, siendo la principal fuente de energia empleada por organismos unicelulares,
plantas y animales, entra al metabolismo después de ser fosforilada por la HXK
(Rolland et., al 2006).

Un elemento clave en la sefalizacién de la energia de la planta es KIN10/11 que
también forma parte de la mediacion de la reprogramacion masiva de la transcripcién (a
través de factores de transcripcion bZIP) y el control post-traducional de las enzimas
(Hanson et al., 2008). Por otro lado, los encargados de inhibir la actividad de KIN10/11
son los azucares fosfato, especialmente la Glucosa-6-fosfato (Baena-Gonzélez et al.,
2007).

Se ha propuesto que la trehalosa-6-fostato (T6P) puede actuar como molécula
reguladora del metabolismo de la trehalosa (Tre), mediado por T6P sintasa y por
enzimas T6P fosfatasas (TPP) (Kolbe et al., 2005). KIN10/11 controlan la expresion vy el
estado de fosforilacion de varias de las proteinas TPS clase II, hasta el momento dichas

proteinas son de actividad y funcién desconocida (Hanson et al., 2008).

Otros sensores de Glc (independientes de HXK)

En la figura 2 representa los modelos de percepcion y sefalizacion de azUcares en
Arabidopsis. Un receptor acoplado a una proteina G, sefializado por RGS1 y GPAL, e
implicado en la percepcion de Glc extracelular y la sefializacion a través de THF1, se
localiza en los plastidos (Johnston et al.,, 2007). En plantas superiores como
Arabidopsis, la Sac es el principal azucar transportado y se sabe que tiene efectos

especificos, los cuales no son disparados por los productos de su hidrélisis (Glc y Frc)
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(Rolland et al., 2006). Finalmente el factor de transcripcion ATB2/bzipl1, es sujeto de la

represion de la traduccion inducida por la Sac (Rolland et al., 2006).

energy sopmbon

Tre

Fig. 2. Descripcion de la percepcion y sefalizacién de azlcares en A. thaliana.
Tomado de Ramon et al. (2008).

Intercomunicacion de vias de sefializacién de Glc con vias hormonales en las
plantas

Por otro lado, se sabe que las vias metabolicas de los azlicares se interconectan con
muchas otras vias (Fig. 3), entre ellas las de las hormonas vegetales, como ABA
(Finkelstein et al., 2002), auxinas y citocininas (Rolland et al., 2006). Trabajos como el
de Arenas-Huertero et al., (2000) revelan la existencia de una intercomunicacion entre
las vias de sefializaciébn de Glc y ABA. Los efectos de esta interconexién varian
dependiendo del estado de desarrollo de la planta asi como de las concentraciones de
Glc y ABA.



Otra hormona que interactla con las sefiales de azucar en el control del desarrollo de la
semilla y desarrollo post-germinativo (Sou Li et al.,, 1998), es el etileno (Fig. 3). Asi
mismo, estudios realizados en mutantes de Arabidopsis insensibles a Glc (gin 2)
mostraron insensibilidad al efecto de las auxinas; en contraste, se observaron
hipersensibles a los efectos de las citocininas (Moore et al., 2003). Las auxinas forman
parte de procesos relacionados con la elongacion celular, floraciéon, geotropismo, entre
otras, y las citocininas estan relacionadas con el desarrollo temprano de la semilla

(Ramon et al., 2008) y el retraso de la senescencia (Moore et al., 2003).

Glucose Metabolism-dependent
A / / Ethylene
HXK1-independent HXK1 o ETO1
: : et ETR1
H i
V i
1
ABA1 i ey |
: *cTR1
ABA2 !
stress —— H
ABA3 i
Ao3 [ ABi3 EIN2
l ABI4
ABI5 . = |
ABF3 =——— ABA —» Auxin Cytokinin EIN3
ABF2
ABF4
ABIt l ABF3 l
ABl2  ABI | ABF4 /
ARFs/lAAs ARRs
Vegetative stress response Germination / early seedling development

Fig. 3. Modelo de interaccidn entre azlcares-fitohormonas en A.
thaliana. Tomado de Rolland et al. (2006).

Generalidades de Briofitas

Las briofitas son el grupo de plantas mas primitivas de la tierra (Glimn-Lacy, 2006). Se

dividen en tres categorias: Musgos, Antocerotes y Hepaticas (Fig. 4).
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Fig. 4 A) Hepéatica Marchantia
chenopoda, B) Antocero
Anthocerophyta sp. C) musgo
Physcomitrella patens. Tomado vy
modificado de
http://www3.inecol.edu.mx/briologia/i
ndex.php/clasificacion-de-las-
briofitas/antoceros.

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). Las briofitas
poseen dos fases en su ciclo de vida, el gametofito y el esporofito, por lo tanto
comparten un ciclo de vida haploide — diploide, siendo la fase haploide la dominante,
mientras que en angiospermas (plantas con flores) tienen un ciclo de vida diploide

dominante (Nishiyama et al., 2003).

Anatomiay ciclo de vida de los musgos

Morfologia de los musgos

Los musgos son el grupo mas numeroso y diverso de briofitas, se conocen cerca de
12,800 especies a nivel mundial (Delgadillo, 2003). Estan formados por un gametoforo,
un esporofito y rizoides. El gametéforo (también llamado gametofito) y el esporofito,
viven ligados toda su vida ya que el esporofito realiza poca fotosintesis mientras que el
gametéforo es mayormente fotosintético por lo que el esporofito toma los nutrientes
necesarios del gametoéforo para su desarrollo (Goffinet y Shaw, 2009). El esporofito

consta de tres partes fundamentales: pie, seta y capsula (Fig. 5 A) (Shaw y Renzaglia,
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2004). Esta ultima posee una estructura llamada opérculo, que asemeja a una tapa
(Delgadillo, 2003). Al madurar, el opérculo cae y deja al descubierto 1 o 2 ciclos de
apéndices que en conjunto se denominan peristoma (Fig. 5 B). El peristoma es
importante ya que es el encargado de regular la liberacion de las esporas al ambiente y
en presencia de luz y agua comienza de nuevo el ciclo de vida del musgo (Delgadillo,
2003).

Capsula

Filidios

Caulidio

A . A ; =3 Rizoides

Fig. 5. A) Estructura y componentes de un musgo. Tomado de
http://www.biodiversidad.gob.mx/especies/gran_familia/plantas/musgos/musgo
s.html B) Capsula de musgo. Tomado y modificado de http://www.briolat.org/

Ciclo de vida de los musgos

El ciclo de vida de los musgos (Fig. 6) inicia cuando las esporas caen al suelo y bajo
condiciones de luz y agua las esporas germinan dando lugar a una estructura

filamentosa llamada protonema (etapa juvenil del musgo) (Goffinet y Shaw, 2009).

El protonema se compone de dos tipos celulares: cloronema y caulonema (Fig. 7)
(Schumakerl y Dietrich, 1997). El caulonema da lugar a yemas o brotes que por mitosis
forman estructuras llamadas gametéforos. Estos contienen los gametos masculinos
(anterozoos) que se encuentran en el anteridio; y femeninos, que se encuentra en el

arquegonio (Goffinet y Shaw, 2009).
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La fecundacién se presenta siempre en un ambiente saturado de agua donde los
gametos masculinos nadan hacia al arquegonio, produciéndose asi la fecundacion
(Delgadillo, 2003).

Sporophyte < X |
(21) /

Fig. 7. Cloronema (A) y Caulonema (B). Tomado de Schumakerl y
Dietrich., 1997

Papel de las fitohormonas en el desarrollo de los musgos
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Los grupos de fitohormonas clasicas que se han identificado quimicamente en briofitas
y de las cuales se sabe que tienen un efecto sobre el crecimiento y desarrollo de P.
patens son auxinas, citocininas, ABA y etileno (Decker et al., 2006; Yasumura et al.,
2007). En estudios en P. patens se reporta conforme la concentracion de ABA aumenta
(0.1, 1 y 10 uM) se inhibe el crecimiento del musgo, (Fig. 8) (Thelander et al., 2005).
ABA no solo causa cambios en el crecimiento y desarrollo de los musgos, sino que
también regula la formacion y nimero de células llamadas braqueocitos, las cuales son
células tolerantes a la desecacion, capaces de dar lugar a protonema (Schnepf y
Reinhard, 1997).

Se ha reportado que la citocinina BAP en altas concentraciones posee de igual forma
un efecto inhibitorio en el tamafio de P. patens (Fig. 9) (Thelander et al., 2005; Ashton

et al., 1979) e induce la formacion de tejido calloso (Ashton et al., 1979).

Por otro lado, 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 dicha
formacién, lo que dara paso a la etapa adulta del musgo, el gameto6foro (Ashton et al.,
1979).

no ABA 0.1pMABA 1uMABA 10 uMABA
* -

Fig. 8 Efecto inhibitorio de ABA a diferentes concentraciones en el
crecimiento expansivo del musgo P. patens. Tomado de Thelander
et al. (2005).
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A High light conditions (30 pmo!/m'.s)
1 uM BAP 1 UM 1-NAA 1 UM ABA
14.8+/-06 12.2+/-05 145+/-06 87+/-13

Fig. 9 Efecto inhibitorio en el tamafio del musgo P.patens en
adicion de 1uM de BAP. Tomado de Thelander et al. (2005).

A diferencia de las hormonas mencionadas anteriormente, casi no se han reportado
efectos de las giberelinas (GAs) en musgos (Decker et al., 2006). Algunos trabajos
como el de Chaban et al., (1999) en Ceratodon purpureus y Pottia intermedia,
mencionan una interferencia en el gravitropismo cuando se aplican GAs de manera

exdgena.

Sabovljevi¢ y colaboradores (2010) reportaron el efecto de la giberelina (GA3) en
protonemas del musgo B. argenteum, observando que las concentraciones Optimas
para un mayor crecimiento diametral son de 3y 10 uM de GAgs. Por otro lado, el indice

de formacion de brotes aumenta en GA3; 3 pM y disminuye ligeramente en 10uM.

Tolerancia a estrés abiotico en briofitas

El estrés puede definirse como: “cualquier factor ambiental ya sea biético o abiético que
reduzca algun proceso fisiolégico (por ejemplo, crecimiento o fotosintesis) por debajo

de la tasa maxima que podria alcanzar” (Lambers et al., 1998).

Se considera estrés abidtico primario aquél que es causado por factores como la
sequia, la salinidad, el frio, el calor, los contaminantes ambientales, la hipoxia, el dafio
mecanico y la deficiencia nutricional (Wang et al., 2003). De forma secundaria, también
se incluye al estrés osmotico y oxidativo causados por el estrés primario. El estrés
abibtico provoca cambios morfolégicos, fisioldgicos, bioquimicos y moleculares que

afectan el crecimiento y la productividad de las plantas (Wang et al., 2003).
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Existen algunas plantas vasculares y no vasculares capaces de ser tolerantes a
diferentes tipos de estrés (Wang et al., 2003). Algunas briofitas tienen la capacidad de
tolerar el estrés por la desecacion, lo cual implica una pérdida del 90% del agua libre
intracelular (Fig. 10) (Wood, 2007). Dichas plantas primitivas poseen una morfologia y
fisiologia que les ha permitido soportar la falta de agua por periodos largos de tiempo v,
cuando se presentan de nuevo las condiciones 6ptimas de humedad, reanudan su

metabolismo (Wang et al., 2003).

Se cree que esta caracteristica de tolerancia a la desecacion proviene de las algas
acuaticas que colonizaron la tierra hace millones de afios (Melvin et al., 2000). La
primera planta proveniente del agua y que colonizé la tierra debioé ser poikilohidrica;
esta planta era capaz de equilibrar el contenido interno de humedad con el ambiente
externo (Melvin et al., 2000). Con el paso del tiempo, dicha planta evolucioné por lo que
fue perdiendo la capacidad de tolerar la desecacidn y adquirié un sistema de transporte
de agua eficiente, lo que conocemos actualmente como xilema y floema en plantas

vasculares (Proctor, 1990).

Anthocerotopsida® Fig. 10 Clases de briofitas
'. . psica HORNWORTS
[Lelosporocerotop31da| existentes  actualmente.

Tracheophytes™ En las clases marcadas
— |Sphagnopsida
— | Takakiopsida
—— | Andreacobryopsida reportado especies
— | Oedipodiopsida MOSSES
— Tetraphidopsida*
—— Andreaeopsida*
— Polytrichopsida*
—— Bryopsida*
_E Marchantiopsida®

Jungermanniopsida* JLIVERWORTS

|Haplomitriopsida |

con asterisco se han

Las especies de musgos tolerantes a la desecacion clasificadas por Goffinet y Buck

(2004) se encuentran en el Anexo 1, tablas 1- 4.
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ANTECEDENTES

Antecedentes del sistema biolégico de estudio

Rios-Meléndez (2010) analizé la tolerancia a la desecacion de P. replicatum mediante
el protocolo de Austin establecido para briofitas (Wood, 2007). Los resultados de su
estudio clasifican a P. replicatum como especie A (B); es decir, una especie altamente
tolerante a la desecacion y capaz de regular su contenido interno de agua respecto al
ambiente en que se encuentre, en un periodo de 10 min. En dicho trabajo, las esporas
de origen multiespérico y protonemas de P. replicatum fueron sometidos a estrés
osmoético por manitol y sorbitol (50, 100, 200, 300, 400, 500 y 600 mM) y NacCl (50, 100,
200, 300 y 400 mM). Las observaciones fenotipicas llevaron a concluir que esta especie
tolera estrés osmaético y salino durante la germinacién, asi como en la etapa de

protonema.

Por otro lado, para que las plantas toleren diferentes tipos de estrés necesitan activar o
reprimir ciertos genes (Wang et al., 2003). Existen dos tipos de respuesta génica ante el
estrés abidtico; la rapida en la que se expresan genes de respuesta inmediata ante el
estimulo; y la tardia, en la que se expresan genes de proteccion (Wang et al., 2003).
Trabajos como el de Valadez-Hernandez (2013) reportan que al deshidratar protonemas
(de cultivo monoespdrico) de P. replicatum durante 10 minutos a una humedad relativa
(HR) de 30%, P. replicatum pierde el 30% de su peso. Se observo que el 99.5% de los
genes no cambian de manera significativa su nivel de expresion, el 0.4% se reprime y el
0.1% se induce, lo que indica que este nivel de deshidratacién no parece representar un
estrés que logre efectuar cambios en su transcriptoma. Ademas, a los 30 minutos de
someter a P. replicatum a este estrés, pierde el 70% de su peso y el porcentaje de
genes con cambios asciende al 7.4%. Se concluyé que P. replicatum requiere al menos
10 minutos de estrés para iniciar la expresion de su maquinaria de proteccion, mientras
que a los 30 minutos, el estrés provoca la induccion de 390 genes relacionados
mayoritariamente con mecanismos de transducciébn de sefales (44), 46 genes
relacionados con modificaciones postraduccionales/recambio celular/chaperonas y 47
genes relacionados con traduccion/estructura de ribosomas y para su biogénesis, asi

como 7 genes que involucran a la estructura y dinamica de la cromatina, sugiriendo un
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alto requerimiento de sintesis de novo de proteinas que guien las respuestas para
contrarrestar los efectos del estrés. Es hasta los 50 minutos de someter a este musgo
al estrés por deshidrataciéon donde P. replicatum pierde 91% de su peso, siendo este

dato la maxima capacidad de pérdida de agua en esta especie.

Ademas, P. replicatum no solo tolera el estrés por desecacion, sino que también es
capaz de tolerar diferentes tipos de estrés. Un trabajo que profundiza en lo anterior es
el de Morales-Eliosa (2010), en el que P. replicatum fue sometido a estrés osmaotico
causado por sorbitol y manitol en concentraciones de 400 a 1000 mM durante 25 dias.
En dicho estudio se reporta que este musgo es tolerante a ambos agentes osmaoticos
hasta la concentraciéon de 600 mM, pero que en concentraciones superiores (700 mM-
1000 mM) provocan un fenotipo albino en los protonemas. Sin embargo, dichos
protonemas tuvieron la capacidad de recuperarse al ser transferidos a medio control
recuperando su pigmentacion y desarrollo. Este musgo también mostré tolerancia a
estrés salino en concentraciones de 200-500 mM NacCl; y, a concentraciones superiores
a 500 mM (600 mM) son capaces de recuperarse. Por ultimo, Morales-Eliosa (2010)
observé que P. replicatum es tolerante a temperaturas congelantes de -10°C, -20°C y -
76°C por tiempos prolongados (24 hrs a 7 dias) conservando su pigmentacion y
desarrollo. En el trabajo de dicho autor se resalta que un pre-tratamiento de tan sélo 24
hrs con ABA exdgeno incrementa la capacidad de recuperacién a dichas condiciones

de estrés abidtico severo, aunque no es indispensable.

Papel de la Glc en el desarrollo de los musgos

Recientemente, las investigaciones en relacion al efecto de los azlcares en el
desarrollo de las plantas se han extendido a plantas inferiores como los musgos.
Moreno-Velazquez (2013) utiliz6 concentraciones de Glc bajas (100 mM), altas (300 y
500 mM) y muy altas (700 y 1000 mM), por 30 dias en protonemas del musgo P.
patens, musgo considerado no tolerante a la desecacion. Se observé que en
concentraciones bajas de Glc (100 mM) se obtiene un crecimiento expansivo mayor y
se promueve la formacion y crecimiento de gametoforos a diferencia del control y el

control iso-osmético (Stl), por lo que se concluyd que estas respuestas son especificas
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por el estimulo de la Glc y completamente independientes del efecto osmatico. En
cambio, en concentraciones altas de Glc (300 y 500mM), la formacion de gametoéforos
es abatida, posiblemente debido a un efecto osmdético. Bajo condiciones de Glc 300 mM
se observo estimulacion en la produccion de biomasa pero no en el crecimiento
expansivo. La eficiencia fotosintética a esta concentracion es favorecida pero reprimida
a 500 mM. Ademas, a concentraciones muy altas de Glc (700 y 1000 mM) se inhibe el
crecimiento diametral y la formacion de gametdéforos y los tejidos mostraron un fenotipo
clorético y una disminucion de la eficiencia fotosintética. Estos efectos se hacen mas

severos conforme se aumenta la concentracion de Glc (maxima 1000 mM).

Por su parte, Chamorro-Flores (2011) evaluo el efecto de diferentes concentraciones de
Glc en protonemas del musgo B. billarderi Schwéagr totalmente tolerante a la
desecacion durante 15 dias. Se observé que la concentracidon méas baja de Glc (100
mM) causé inhibicion en la expansion del musgo y una mayor densidad de los tejidos,
por lo que se concluyd que esta concentracion favorece el desarrollo de los
protonemas. Por el contrario, en 300 mM el crecimiento fue arrestado. Concentraciones
mas altas (500-1000 mM) no se observaron diferencias evidentes entre los fenotipos de
los protonemas expuestos a Glc y sorbitol (Stl), concluyendo que a partir de 300 mM el
crecimiento del musgo B. billarderi se inhibe. En esta especie, la eficiencia fotosintética,

tras 15 dias de tratamiento disminuye conforme se incrementa la concentracion de Glc.
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JUSTIFICACION

Los azlcares son fundamentales para la regulacion en el desarrollo y crecimiento de las
plantas. Hasta el momento gran parte de la informacién acerca de las vias de
sefalizacion de los azucares es abordada en plantas vasculares, por lo que el estudio
se hace aun mas dificil ya que las respuestas de la Glc varian dependiendo de la etapa
del desarrollo de estas, el tipo de tejido y tipos celulares a lo largo de las diferentes
estructuras de la planta. Recientemente, el estudio de los azUcares como molécula de
sefalizacion se ha abierto camino en plantas no vasculares como son los musgos, ya
que representan un modelo ideal, puesto que poseen caracteristicas morfologicas,
fisiolégicas y genéticas que hacen de este un organismo factible como modelo
experimental. Este trabajo comprende el estudio de P. replicatum, un musgo tolerante a
la desecacion, en respuesta al efecto de la Glc con el objeto de elucidar la posible
conservacion del efecto de este azlcar en el desarrollo de este musgo en comparacion
con otros musgos tanto tolerantes como no tolerantes a la desecacion. Asi mismo este
trabajo analiza la posible interconexion de las vias de sefializacion activadas por Glc y
hormonas vegetales, misma que ocurre en la planta vascular A. thaliana y se

desconoce en su totalidad en plantas no vasculares.
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HIPOTESIS

» Sila Glc modula el desarrollo y la fotosintesis de A. thaliana, una planta vascular,
entonces se espera que la Glc module el desarrollo y fotosintesis del musgo P.
replicatum, una planta no vascular, en funcion de la concentracion de la mismay
de forma independiente del efecto osmotico.

» Si la Glc representa una sefial que regula el desarrollo y fisiologia de un musgo
no tolerante a la desecacion (P. patens), entonces se espera que la Glc module
el desarrollo y fotosintesis de un musgo tolerante a la desecacibn como P.
replicatum.

» Si existe intercomunicacion de vias de respuesta a Glc y fitohormonales tanto en
plantas vasculares (A. thaliana) como en no vasculares (P. replicatum y P.
patens) entonces esta intercomunicacion surgié muy temprano en la evolucion de

las plantas terrestres.

23



OBJETIVOS
Objetivo general
Determinar el efecto de la glucosa en el desarrollo de la briofita mexicana tolerante a

estrés abidtico extremo P. replicatum bajo condiciones in vitro.

Objetivos particulares
» Analizar el fenotipo de P. replicatum en respuesta a diferentes concentraciones de

Glc.

» Analizar la eficiencia fotosintética de P. replicatum en repuesta a diferentes

concentraciones de Glc.

= Determinar la participacion de las vias de sefializacion de Glc dependientes de HXK

(Man) e independientes de metabolismo en el fenotipo de P. replicatum.

= Determinar la posible intercomunicacion de vias de respuesta a Glc y fitohormonales

en el desarrollo de dos briofitas (P. patens y P. replicatum).
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MATERIALES Y METODOS

Estrategia Experimental

Para lograr los objetivos del proyecto se realizé la siguiente estrategia experimental
(Fig. 11).

Concentraciones bajas: 100 mM
. ] Concentraciones altas: 300 y 500 mM
Protonemas de 10 dias de edad de P. replicatum }— Concentraciones muy altas:700 y 1000 mM
Glcy Stl
Determinacién | Analisis fenotipico | Determinacién dependiente | Interaccion Gle-
Eficiencia de HXK y metabolismo fihormonas
Fotosintética | | | [
‘ Crecimiento | |Apariencia| | Namero y tamafio Tratamientos Glc 30 Tratamientos con
L expansivo fenotipica | |  de gametaforos mM y Man 10 mM fitohormona : ABA, BAP,
Fluo_ro_metro | ‘ GA3 e IAA de 1-100 uM
digital
| Registro fotogréafico | | Registro fotogréfico |
|
Anélisis de imagen I Conteo de gametdforos |
(AutoCad)

Fig. 11 Estrategia Experimental

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.

Unicamente para el experimento relacionado con la evaluacion del efecto de la Glc o su
analogo (Man), en presencia de fitohormonas, en el desarrollo de P. patens se
realizaron dos experimentos bioldgicamente independientes cada uno con tres cajas de
Petri y con tres muestras de tejido protonemal en micro-membranas de celofan por

tratamiento.
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Material biolégico

Para los experimentos realizados con P. replicatum se utilizé una linea monoespoérica
(EM®6) cultivada in vitro obtenida por Morales - Eliosa (2010) en el LBMP-CIBA. Por otro
lado, los tejidos de P. patens (Gransden), se obtuvieron a partir de una linea
monoesporica con la que cuenta el Laboratorio de Biologia Molecular de Plamtas
(LBMP), originalmente donada por la Dra. Verdnica Lira Ruan de la Facultad de

Ciencias de la Universidad Autbnoma del Estado de México (UAEM).

Descripcion de la especie en estudio

Pseudocrossidium replicatum es un musgo que crece sobre suelo o roca, incluyendo
lava, concreto y adobe. Se distribuye desde los 750 a 2590 m. Su distribucion en
México abarca los estados de: Chiapas, Chihuahua, Coahuila, Distrito Federal,
Durango, Hidalgo, Jalisco, México, Michoacéan, Morelos, Nuevo Ledn, Oaxaca, Puebla,
Querétaro, San Luis Potosi, Sonora, Tamaulipas, Tlaxcala, Veracruz y Zacatecas.
También se distribuye en el suroeste de Estados Unidos y al norte de los Andes de
América del sur (Sharp et al., 1994). Su clasificacion taxondmica se presenta en la tabla

1.
Tabla 1. Clasificacién taxondmica del musgo tolerante a la desecacién P. replicatum.
Tomado de http://www.ncbi.nlm.gov./taxonomy/?term=pseudocrossidium + replicatum.

Nombre cientifico Pseudocrossidium replicatum
Reino Viridiplantae
Phylum Bryophyta
Clase Bryopsida
Orden Pottiales
Familia Pottiaceae
Genero Pseudocrossidium
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Condiciones de crecimiento

Los tejidos utilizados se mantuvieron en un cuarto de cultivo vegetal in vitro con un
fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas obscuridad a una temperatura de 23° C, a una
intensidad de luz de 40 Fcy una HR de 30 %.

Propagacion del material vegetal

Para el mantenimiento del tejido de P. patens y P. replicatum se realizaron
propagaciones periddicas cada 5 dias para P. patens y cada 7 dias para P. replicatum
en medio PpNH, liquido y sélido bajo condiciones de cultivo in vitro con el objetivo de
que el tejido se conserve joven (protonema). Para la preparacion de 1L de medio
PpNH4 se disolvié en agua destilada 1ml de MgSO,47H,0 (500X) ,1 ml KH,PO,4 (500X),
1 ml de CaNO3+*4H,0 (500X), 12.5 mg de FeSO,4, 1 ml de tartrato de amonio (500 X) y
500 ml de micro elementos. Estos ultimos estan compuestos por HzBO3;, CuSO,4*5H,0,
MnCl,*4H,0, CoCl,*6H,0, ZnSO4+7H,0, KI, NazM0oO4+2H,0. El medio PpNH4 sdlido se
prepara agregando 7g de agar (Sigma A9799-1KG) (Benzanilla, 2008).

La propagacion se realizé en la campana de flujo laminar procurando la asepsia en todo

momento. El procedimiento se describe a continuacion:

1. Se colocaron 0.5 ml de tejido de vegetal de P. replicatum en un tubo falcon de 15

ml y se aforé con agua desionizada a 4 ml (Fig. 12 A).

2. Se trituré el tejido contenido en el tubo falcon con ayuda de un homogeneizador
(Power homogenizer 125, Fisher Scientific, Massachusetts, USA) hasta obtener una
mezcla homogénea (se requieren tres sesiones de 6 segundos cada una con el

homogeneizador a la maxima potencia) (Fig. 12 B).

3. El tejido homogéneo se colocod en matraces estériles de 250 ml, estos matraces
contenian 50 ml de medio liquido PpNH,. Los matraces se cerraron con tapon de
algodon. Al ser cerrado el matraz, se cubrio la boca de este con cinta plastica para

evitar contaminacion.
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Para propagacion en medio solido se colocé 1 ml de tejido recién homogeneizado en

cajas Petri (60 X 15 cm) adicionadas con 13 ml de medio PpNH, sélido.

4. Finalmente, los matraces fueron colocados en un agitador y las cajas de Petri en
estantes dentro del cuarto de cultivo con el fotoperiodo antes mencionado(Fig. 13 Ay
B).

Para verificar la axenicidad del tejido se realizaron pruebas de contaminacion en medio
LB (medio utilizado para mantenimiento de bacterias). Dichas pruebas fueron incubadas
a 30°C y 37°C, temperaturas ideales para crecimiento bacteriano y hongos. Las
pruebas se mantuvieron en incubacion, monitoreandolas todos los dias hasta la

siguiente propagacion. En caso de gue el tejido resultara contaminado se procedia a la

eliminacién de este.

Fig. 12. A) Adicion de 4 ml
de agua destilada al tubo
falcon con tejido vegetal
para su posterior
homogenizacion. B)
Trituracién del tejido con
ayuda del homegeneizador
(Power homaogenizer 125,
Fisher Scientific,
Massachusetts, USA).

Elaboracion y mantenimiento de “stocks” de tejido protonemal

Para que el tejido protonemal de P. replicatum y P. patens fuese conservado para su

uso posterior, se realizaron “stocks” a diferentes temperaturas.

El procedimiento se inici6 mediante la propagacién del tejido vegetal como se
menciond anteriormente. El tejido vegetal recién propagado fue colocado en cajas de
Petri de 60X15mm adicionadas con 13 ml de medio sélido PpNH, y en tubos viales de 5
ml, estos ultimos contenian 3ml de medio sélido PpNH4, y se agregaron 500ul de tejido

vegetal por vial (2 tubos viales). Cada uno de los tubos y cajas de Petri fueron sellados
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cuidadosamente con cinta parafilm. Los tubos viales fueron colocados en el cuarto de

cultivo a 22°C y la caja de Petri en un refrigerador a una temperatura de 4°C.

Fig. 13 A) Matraz estéril
de 250 ml con tejido
joven. B) Cajas de Petri
de 60 X 15 mm con
tejido recién
homogeneizado.

Siembra de tejido protonemal en membranas de celofan

Se iniciaron los experimentos con la siembra de tejido protonemal de P. replicatum y P.
patens en membranas de celofan esterilizadas de 0.7 cm de diametro (Fig. 14 A). 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 micro membranas de celofan, cada una de
las cuales fueron inoculadas con 4 pl de tejido protonemal recién propagado (Fig. 14 B).
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 cultivos vegetales in
vitro durante 10 dias.

Fig. 14. A) Colocacion de membranas esterilizadas de celofan de
0.7 cm de diametro en cajas de Petri adicionadas con medio
PpNH,; B). Siembra de los 4 ul de tejido protonemal recién
propagado en las membranas de celofan (B).
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Tratamientos en Glc y Stl en P. replicatum

Para cumplir con el objetivo nimero uno se considerd concentraciones bajas (100 mM),
altas (300 y 500 mM) y muy altas (700 y 1000 mM) de Glc. Los protonemas de 10 dias
de edad de P. replicatum fueron transferidos a cajas de Petri de 60 X 15 mm que
contenian 13 ml de medio PpNH, sdlido adicionado con las diferentes concentraciones
de Glc. Se utilizé Stl (0, 100, 300, 500, 700, 1000 mM) como control iso-osmético.
Finalmente las cajas de Petri pequefias fueron selladas con cinta parafilm y colocadas

en el cuarto de cultivos vegetales in vitro.

La cuantificacion de gametoforos se realizé Unicamente en las concentraciones de Glc y
Stl 0,100 y 300 mM.

Tratamientos con fitohormonas en el musgo modelo P. patens

El primer experimento se realizé con las cuatro fitohormonas y las tres concentraciones
diferentes mencionadas anteriormente. Este experimento sirvié para la estandarizacion
del: tiempo de observacion, los dias para realizar el registro fotografico, el sellado de las

cajas de Petri y los procedimientos para la toma de datos.

Para la realizacion de los experimentos se requirié tejido vegetal de 10 dias de edad.
Transcurridos los 10 dias de crecimiento del musgo, se seleccionaron las membranas
de celofan con el crecimiento homogéneo. Las membranas fueron transferidas a cajas
de Petri de 60 X 15 mm que contenian 13 ml de medio sélido PpNH, adicionado con las

diferentes concentraciones de las hormonas vegetales a evaluar (Tabla 2).

Tabla 2. Hormonas vegetales utilizadas, concentraciones de estas asi como la cantidad
de “stocks” utilizados para cada una de ellas y el solvente utilizado para la realizacién de

los “stocks “de fitohormonas.
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Fitohormonas

Marcay No. De

Concentracién de

Disolventes de

catalogo de Stocks Stocks
fitohormonas
ABA Plant media 2mM NAOH-1 normal
714201
BAP Sigma 2mM NAOH-1 normal
13155
GA; Gold bio 10 mM Etanol Absoluto
G-120-10
IAA Caisson labs 10 mM NAOH-1 normal
AO36-100MG

Con base en estas observaciones se llevo a cabo un segundo experimento
seleccionando las concentraciones de fitohormonas que mostraron mayores diferencias

en la apariencia visual (solamente cualitativa) del tejido protonemal.

Una vez estandarizadas las condiciones y seleccionados los dias de registro
fotogréafico, concentraciones y fenotipos a evaluar (Tabla 3), se realizd un experimento

biol6gicamente independiente (Anexo 3).
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Fitohormona | Concentracion Parametros a evaluar Registro

Fotografico

BAP 0.1y 10 uM CE, numero y tamafo Dias: 0, 5, 15,
gametoforos. 30

GA3 10 uM CE, nimero y tamafio Dias: 0, 5, 15,
gametoforos. 30

ABA 0.1y 10 uM CE, nimero y tamafio Dias: 0, 5, 15,
gametoforos. 30

IAA 5uM CE, numero y tamafo Dias: 0, 5, 15,
gametoforos 30

Procedimiento de preparacion de tratamientos fitohormonales:

1.- Se vaciaron 13 ml de medio de cultivo PpNH, solido adicionado con las diferentes
concentraciones de las fitohormonas en cajas de Petri de 60 X 15 mm.

2.- Una vez gelificado, el medio de cultivo en las cajas, se procedié a traspasar las
micromembranas con tejido protonemal de 10 dias de edad. Para evitar contaminacion
en el traspaso de las micromembranas se flamearon las pinzas de punta fina cada vez

gue se colocaba una membrana dentro de la caja de Petri con el medio adicionado.

3.- Las cajas fueron selladas con cinta parafilm y colocadas en el cuarto de cultivo in

vitro.

Cabe sefialar que para el caso de la fitohormona BAP se realizd6 un pre tratamiento de

24 horas en protonemas de 9 dias de edad.

Las micro membranas fueron monitoreadas durante 30 dias con el fin de analizar las

diferencias fenotipicas del musgo P. patens a diferentes concentraciones de hormonas
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vegetales. Este monitoreo requirié un registro fotografico cada 5 dias para evaluar los
cambios en el fenotipo del musgo P. patens.

Finalizados los 30 dias de monitoreo y evaluacion del fenotipo, se seleccionaron
nuevamente los dias para el registro fotografico y las concentraciones de las hormonas

con los fenotipos mas evidentes para experimentos posteriores.

Tratamientos para determinacion de interaccion de vias de Glc/Man-fitohormonas

Los tejidos protonemales de P. patens y P. replicatum de 10 dias en micro-membranas
fueron transferidos a cajas de Petri de 60 X 15 mm, con medio sé6lido PpNH,4 adicionado
con las diferentes concentraciones de las hormonas vegetales en presencia o ausencia
de Glc o el analogo fosforilable por HXK Manosa (Man) (Tabla 4). Cabe sefialar que en
los experimentos realizados con el musgo P. replicatum solo se utilizé la hormona ABA

(Tabla 4 en negritas)

Tabla 4. Concentraciones de las tres fitohormonas en presencia o ausencia de Glc o
su analogo fosforilable por HXK, Manosa.

Variables Concentraciones Combinaciones con Combinaciones con
Glc. Man.
Control negativo
(PpNH4)
BAP 0.1uM 0.1 uM + Glc 30 mM 0.1 uM + Man10 mM
10 uM 10 uM + Glc 30mM 10 uM + Man 10 mM
ABA 0.1uM 0.1 yM + Glc 30 mM 0.1 uM + Man 10mM
10uM 10 uM + Glc 30 mM 10 uM + Man 10 mM
IAA 5 uM 5 uM + Glc 30 mM 5 uM + Man 10 mM
10uM 10 uM + Glc 30 mM 10 pM + Man 10 mM
Control positivo 30mM
Glc
Control positivo 10 mM
Man

Analisis fenotipico

El analisis fenotipico se realizé6 mediante la observacion visual y un registro fotografico
gue inicié a partir del dia en que las membranas estuvieron en contacto por primera vez

con los diferentes tratamientos (dia 0), seguido de los dias 5, 15 y 30 del crecimiento

33



del musgo, esto para evidenciar cambios tempranos y tardios en el fenotipo (CE,
namero y tamafio de gametéforos y apariencia fenotipica). Para tener una mejor calidad
de las imagenes se utilizé una camara Nikon D80 con una resolucion de imagen de 300
dpi. Las fotografias fueron tomadas a la misma distancia en un estudio fotografico
construido y adecuado a las condiciones del laboratorio (Fig. 15). Para hacer un mejor
acercamiento del tejido protonemal o resaltar alguna caracteristica importante se
realizaron también fotografias haciendo uso de un microscopio estereoscépico (Nikon,

SMZ1500) acoplado a la camara mencionada.

Determinacion del crecimiento expansivo (CE)

La determinacién del crecimiento expansivo de los protonemas del musgo se realizé
utilizando el programa AutoCAD (2014) el cual posee una herramienta de medicion que
permite determinar la medida exacta de la imagen a analizar (diametro del musgo en
milimetros a partir del registro fotografico) ya que dicha herramienta calcula la distancia

entre varios puntos.

Conteo de Gameto6foros

Para determinar el nimero de gametoforos formados durante los 30 dias de desarrollo
del musgo, se realiz6 la cuantificacion de estos. Considerando como “gametoforo” a los
brotes que poseian al menos dos filidios bien formados. Se colocé la caja Petri abierta
en el microscopio estereoscopio y con ayuda de una pinza se retiraron cuidosamente
cada uno de los gametéforos. Para evitar la deshidratacion o estrés en los gametéforos,
éstos fueron colocados en una caja de Petri adicionada con medio PpNH,.

Finalizado el conteo, se tomaron fotografias para evidenciar el tamafio de tres
gametoéforos representativos de cada tratamiento al dia 30 de desarrollo, para P. patens

y al dia 40 para P. replicatum.
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Fig. 15. Estudio fotogréafico que
consta de una caja de cartén
forrada con papel aluminio
para reflejar la luz y obtener
una mejor toma de la imagen,
2 focos de luz blanca de 23 W
y un tripode para sostén de la
camara fotogréfica.

Determinacion de eficiencia fotosintética (EF) en tratamientos de Glc y Stl

Para el analisis de este parametro fisiologico, se determind la EF mediante la relacion
inversa de la fluorescencia de clorofila medida por un fluorémetro digital (FluorPen FP
100-B, Photo Systems Instruments).

Las mediciones se realizaron los dias 0, 5,15y 25 de exposicion a los medios con Glc y
Stl. Para evitar variaciones debidas a la regulacién circadiana, las mediciones se
realizaron a la misma hora del dia (14:00 hrs). Cabe sefalar que antes de iniciar con la

medicion de la EF, los tejidos se pre-adaptaron a obscuridad por 10 min.

Analisis estadistico.

Se utilizé el programa estadistico GraphPad Prism (Version 5.00) para hacer el analisis
estadistico (ANOVA de una via y prueba de Tukey) de los datos obtenidos.

RESULTADOS

Efecto de la Glc en protonemas de P. replicatum

Las observaciones fenotipicas demostraron que la Glc en concentraciones bajas (100

mM) tiene un efecto negativo en el desarrollo de P. replicatum, provocando disminucion
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significativa en el CE (Fig. 17). En contraste Stl 100 mM ocasiona un incremento
significativo en el CE comparado con el control y Glc 100 mM. Otra caracteristica
observada fue que los protonemas sometidos a 100 mM de Glc presentaron
pigmentacién mas obscura y en la periferia de la colonia se presentaron algunos tejidos
cloréticos (Fig. 16), estas caracteristicas se observaron desde los primeros dias de
desarrollo. Los resultados indican un efecto negativo de la Glc (100 mM) sobre el

crecimiento de los protonemas de P. replicatum

D Controil 100 mM Glc 100 mM Stl

N W )

Fig. 16. Imagen panordmica representativa de los
protonemas de P. replicatum sometidos a concentraciones

36



Fig. 17 CE de los protonemas
de P. replicatum sometidos
durante 40 dias a
concentraciones bajas de Glc.
Se representa la xx ES, n=9
(membranas  representativas
de <cada caja de Petri
independiente de cada

N
o

=
(2]

AB

2]

Diametro (mm)
=
o

0 . . . experimento). A: Diferencias
Control 100 mM 100 mM significativas respecto  al
Glc Stl control. p=0.05

Concentracion (mm)

En cuanto a los protonemas sometidos a altas concentraciones de Glc (300 y 500 mM)
se observé una disminucioén significativa en el CE de los protonemas en Glc 300 mM
asi como en el control isosmotico (300 mM Stl) (Figs. 18 y 19). Los protonemas
sometidos a Glc 300 mM presentaron aclaramiento en algunos tejidos en contraste con
la condicion isosmotica (300 mM Stl), en donde la coloracién de los protonemas se
observaron similares al control. EI CE de los tejidos protonemales sometidos a Glc y Stl
500 mM se redujo significativamente al igual que en presencia de Glc y Stl 300 mM. Por
otro lado, Glc 500 mM indujo un obscurecimiento de los tejidos comparado con el
control y la condicion isosmética, en donde los tejidos se observaron verde claro (Fig.
18).

A pesar que los protonemas en Glc 300 y 500 mM presentaron mayor disminucion en el
CE, no se encontraron diferencias significativas entre dichas concentraciones y las

condiciones osmoticas. Con base en estos resultados se concluye que la disminucién

en el CE asi como los cambios en la coloracién de los protonemas de P. replicatum se

le atribuyen a un efecto causado preponderantemente por la Glc en concentraciones

altas.
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ntrol

300 mM 300 mM

Glc

500 mM 500 mM

Fig. 18. Imagen panoramica representativa de los protonemas de P. replicatum
sometidos a concentraciones altas de Glc (300 y 500 mM) durante 40 dias. D= dias.

Diametro (mm)

=
o

=
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o N B OO

Control

300 mM 300 mM 500 mM 500 mM

Glc Stl Glc
Concentracion (mM

Stl

Fig. 19. CE de los protemas
de P. replicatum sometidos
durante 40 dias a
concentraciones altas de
Glc. Se representa la xx ES,
n=9 (membranas
representativas de cada caja
de Petri independiente de
cada  experimento). A:
Diferencias significativas
respecto al control. p=0.05
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Por otro lado, la Glc en concentraciones muy altas tuvo un efecto inhibitorio en el
crecimiento y desarrollo del musgo P. replicatum, ya que se observd una inhibicion
significativa en el CE de los protonemas en concentraciones altas de Glc y Stl (700 y
1000 mM) (Fig. 21). Los tratamientos con Glc y Stl 700 mM se caracterizaron por
presentar obscurecimiento del tejido protonemal. En contraste, los tejidos tratados con
Glc y Stl 1000 mM presentaron fenotipos cloroticos (Fig. 20). Cabe mencionar que Glc

700 mM asevera la inhibicién en el CE.

Estos resultados nos llevan a concluir que los fenotipos observados (inhibicién en el

CE y cambios en la coloraciéon) se deben un efecto osmoticd, sin embargo

concentraciones de Glc 700 mM aseveran dicha disminuciéon en el CE en protonemas

de P. replicatum.

D 700 mM 700mM 1000 mM 1000 mM
Control

Fig. 20. Imagen panoramica representativa de los protonemas de P. replicatum
sometidos a concentraciones muy altas de Glc (700 mM y 1000 mM) durante 40 dias.
D= dias.
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Glc Stl Glc Stl

Concentracion (mm)

Fig. 21. CE de los protemas de P. replicatum sometidos durante 40
dias a concentraciones muy altas de Glc. Se representa la x + ES,
n=9 (membranas representativas de cada caja de Petri
independiente de cada experimento). A: Diferencias significativas
respecto al control. B: Diferencias significativas respecto al control
iso-osmoético. p= 0.05

Efecto de la Glc a concentraciones bajas sobre la EF

Para cumplir con el objetivo nUmero dos acerca de la EF (parametro fisioldgico) en P.
replicatum en respuesta a diferentes concentraciones de Glc, se cuantificO este
parametro en 5 momentos distintos. A pesar de que se observé una disminucién en la
EF al dia 5 en los protonemas en Glc 100 mM, esta no fue significativa. Por otro lado, al
dia 15 de desarrollo, los protonemas en Glc 100 mM tuvieron un comportamiento similar
al control y la condicion osmoética redujo la EF significativamente (Fig. 22). Ya que no

hubo diferencias significativas en el rendimiento cuantico de los tejidos entre 100 mM

de Glc y la condicién osmdtica al dia 25 de desarrollo del musgo, se _concluyd que el

efecto negativo en EF de P. replicatum en concentraciones bajas (100 mM) se debe un

afecto predominantemente osmatico.
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Fig. 22. EF de los protonemas de P. replicatum sometidos a concentraciones bajas de
Glc durante 25 dias. Se representa la xt ES, n=9 (membranas representativas de
cada caja de Petri independiente de cada experimento). A: Diferencias significativas
respecto al control B: Diferencias significativas respecto al control iso-osmético. p=0.05

Efecto de la Glc a concentraciones altas sobre la EF

La EF de los protonemas de P. replicatum sometidos a Glc 300 mM se observo similar
al control durante los primeros dias de desarrollo, sin embargo, al dia 25 se observo
una disminucion significativa en la EF en 300 mM de Glc de P. replicatum respecto a
Stl 300 mM (Fig. 23).Con base en las observaciones se _concluyé que la Glc en

concentraciones altas (300 mM) posee un efecto negativo sobre la EF de P. replicatum.

Por otro lado, no se observaron diferencias significativas en el rendimiento cuantico

entre el control y 500 mM de Glc y Stl, por lo que no se logro distinguir los efectos de la

Glc y del Stl en concentraciones altas sobre la EF de P. replicatum.
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Efecto de la Glc a concentraciones muy altas sobre la EF

Al dia 5 disminuy6 la EF de los protonemas sometidos a 700 mM de Glc, esta
diminucién es significativamente diferenciable del efecto osmético. Por otro lado, al dia
15, decayo significativamente la EF de los protonemas sometidos a Glc y Stl 700 mM
comparado con el control, pero el efecto no fue diferenciable entre Glc y Stl 700 mM; sin
embargo, al dia 25 el efecto negativo en la EF de P. replicatum fue significativamente

mas severo en 700 mM Stl.

Los protonemas sometidos a Glc y Stl 1000 mM presentaron una disminucién
significativa en la EF desde el dia 5, este efecto fue mas severo en Glc 1000 mM. Sin
embargo, a los dias 15 y 25, el efecto negativo en la EF de los protonemas en Glc 1000
mM no fue diferenciable de la condicibn osmética (Stl 1000 mM), ya que ambas

concentraciones tuvieron efectos muy similares entre si (Fig. 24).

De estos resultados se concluye que existe un efecto neqgativo de la Glc en la EF muy

claro en los primeros 5 dias de tratamientos con concentraciones muy altas (700 y 1000
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mM), posteriormente la disminucién en la EF de los protonemas de P. replicatum se

debe a un efecto predominantemente osmatico.
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Concentraciones muy altas

Fig. 24. EF de los protonemas de P. replicatum sometidos a concentraciones muy altas de Glc durante 25
dias. Se representa la xt ES, n=9 (membranas representativas de cada caja de Petri independiente de cada
experimento). A: Diferencias significativas respecto al control, B: Diferencias significativas respecto al control
iso-osmético. p=0.05

Evaluacion de las vias de sefializacion de Glc dependientes de HXK (Man) e
independientes de metabolismo en el fenotipo de P. replicatum

Los protonemas sometidos a Glc 30 mM presentaron obscurecimiento al centro de la
colonia asi como clorosis en la periferia (Fig. 25). Estos cambios en la coloracion se
acompafaron de una disminucién significativa en el CE (fig. 26). En contraste, los
protonemas sometidos a Man 10 mM presentaron un comportamiento similar al control

en la coloracion y en el CE del musgo. Los resultados evidencian un efecto negativo de

la Glc en la pigmentacion y el CE de P. replicatum, por una via dependiente de HXK vy

de metabolismo.
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Fig. 25. Desarrollo de
protonemas de P. replicatum
sometidos a 30 mM de Glc y
Man 10 mM durante 40 dias.

Fig. 26. CE al dia 40 de
desarrollo de P. replicatum
sometido a Glc 30 mM y Man
10 mM. Se representa la x *
ES, n=9 (membranas
representativas de cada caja de
Petri independiente de cada
experimento). A: Diferencia
significativa respecto al control.
B: Diferencias significativas
respecto a otro azucar. p= 0.05
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Evaluacion del efecto de la Glc o su analogo (Man) dependiente de HXK, en
presencia de fitohormonas, en el desarrollo de P. patens

Como primer abordaje se utilizé el musgo modelo P. patens, ya que existen reportes del
efecto de diferentes fitohormonas en algunos aspectos de desarrollo y expresion génica
en esta especie. Las fitohormonas y concentraciones seleccionadas fueron con base a

reportes previos:

» ABA yBAPO0.1,1y 10 uM (Thealander et al., 2005).
» GA31,10y 100 uM (Yasumura Yuki et al., 2007)

Ademas, se empled la auxina IAA en concentraciones 1,5y 10 uM como lo mencionan
Thealander et al. (2005). Los experimentos en P. patens se realizaron para determinar
el efecto de 4 fitohormonas en el desarrollo del musgo bajo nuestras condiciones
experimentales, y asi poder seleccionar la(s) hormona(s) a utilizar en los experimentos
posteriores de evaluacion de interaccion de las vias de sefializacion hormonal y de
azucares en P. replicatum (Anexo 2). Con base en los resultados de los experimentos 1
y 2 con fitohormonas (Anexos 2 y 3) se realiz6 un tercer experimento en el cual se
utilizaron las hormonas BAP, ABA e IAA a diferentes concentraciones adicionadas con
Glc 30 mM y su andlogo Man 10 mM para observar la posible interaccion de las vias de
respuesta a Glc-fitohormonas y la posible participacién de vias dependientes de HXK
y/o del metabolismo de la Glc. La giberelina GA3; no se incluyd en este tercer
experimento ya que los resultados anteriores en la concentracion 10 uM GA; no fueron
tan contrastantes con la condicion control. Las concentraciones de Glc y Man se
seleccionaron de acuerdo a Moreno Velazquez (2013).

Los tratamientos con ABA 0.1 y 10 pM demostraron reproducibilidad con los
experimentos realizados anteriormente (Anexos 1y 2), reiterando que el ABA tiene un
efecto negativo en el crecimiento y desarrollo de P. patens provocando disminucion

significativa en el CE (Fig. 27) asi como en el numero de gametoforos (Fig. 29).

En los protonemas sometidos a ABA (0.1 y 10 puM) adicionadas con Glc 30 mM se
observdé que concentraciones bajas de ABA (0.1 uM) + Glc 30 mM provocan un

aumento significativo en el CE comparado con el control negativo (PpNH,), es decir se

45



potenci6 el CE de los protonemas sometidos a ABA 0.1 pM + Glc 30 mM. (Figs. 27 y
28). Ademas el tamafio y el numero de los gametéforos aumentd significativamente
(Figs. 29 y 30). En contraste, el CE disminuy6 significativamente en ABA 10 uM + Glc
30 mM, dicha disminucion resultd mas severa que los protonemas en los tratamientos
con ABA 10 puM. La formacion de gametoforos fue abatida en ABA 10 uM + Glc 30 mM.

Por lo tanto estos tratamientos evidenciaron una clara intercomunicacion de las vias de

sefalizacion activadas por Glc y ABA en briofitas.

En los tratamientos adicionados con Man 10 mM, los tejidos protonemales de P. patens
mostraron un comportamiento similar a lo observado con Glc, es decir CE mayor en
concentraciones bajas de ABA adicionadas con Man (ABA 0.1uM + Man 10 mM) asi
como incremento en el nimero y tamafio de gametoéforos; e inhibicion del crecimiento y
desarrollo en concentraciones altas de ABA con Man (ABA 10 uM + Man 10 mM) Cabe
seflalar que el mayor numero de gametéforos se observd en los tratamientos
adicionados con este analogo de Glc (Man 10 mM) (Fig. 29). Ya que la Man es un
analogo dependiente de HXK e independiente de metabolismo (Loreti et al., 2001), se
concluye que este efecto del azlUcar es por una via dependiente de HXK pero
independiente de metabolismo. Estos tratamientos nos permiten concluir que la

intercomunicacion de las vias de sefalizacion de Glc y ABA son dependientes de HXK

e independientes del metabolismo en P. patens.

2 A AB
£ -
2 -

. 0 9. 7 9 7 9

Control Glc30 Man ABA ABA 10 ABA ABA10 ABA ABA 10
mM 100mMO.1pM pM O0.1pM pM+ 0.1 pM pM +

+Glc GIlc30 + Man Man

30mM mM 10 mM 10 mM

Tratamientos

Fig. 27. CE de los protonemas sometidos a los tratamientos relacionados con la
interaccion de las vias azlcares - ABA en P. patens. Se representa la x + ES,
n=6 (membranas). A: Diferencia significativa respecto al control, B: Diferencia
significativa respecto a correspondiente azucar sola.
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Fig. 29. Numero de gameto6foros obtenidos al dia 30 de exposicion a los tratamientos
adicionados con ABA y Glc/Man-ABA. Se representa la x + ES, n=6 (membranas). A:

Diferencia significativa respecto al control, B: Diferencia significativa respecto a
correspondiente azucar sola.
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Control ABA 10 uM ABA 0.1 uM+Glc 30 mM Glc30 mM 0.1 yM+Man 10 mM Man 10 mM

Fig. 30. Fotografia panoramica representativa que muestra 3 gametéforos
representativos de cada tratamiento adicionados con ABA y Glc/Man-ABA. Control
(negativo), Glc 30 mM (control positivo), Man 10 mM (control positivo).

Los protonemas sometidos al pre-tratamiento con BAP 10 uyM presentaron una
reduccion significativa en el CE, en contraste los tejidos tratados con BAP 0.1 uM se
comportaron semejantes al control. Por otro lado, el nUmero de gametéforos disminuy6
significativamente en ambas concentraciones de BAP (0.1 y 10 uM) en comparaciéon
con el control. Ademds, los protonemas sometidos a BAP 0.1 yuM presentaron

gametoforos de menor tamario a los de la condicion control (Fig. 33).

Los protonemas de P. patens en tratamientos adicionados con BAP y Gic (BAP 0.1 uM
+ Glc 30 mM y BAP 10 uM + Glc 30 mM) no mostraron diferencias drasticas en el CE,

ya que el comportamiento del tejido vegetal en estos tratamientos fue muy parecido a
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los controles tanto positivo (Glc 30 mM) como negativo (PpNH,) (Figs. 31 y 34). Cabe
mencionar que los protonemas en BAP 10 uM + Glc 30 mM si mostraron reduccion
significativa en el CE comparados con los sometidos a BAP 10 uM + Man 10 mM. El
namero de gametoforos disminuyé significativamente en ambas concentraciones de
BAP adicionadas con Glc (BAP 0.1 pM + Glc 30 mM y BAP 10 pM + Glc 30 mM)
comparado con el control negativo y positivo (Fig. 32). La reduccion en el nimero de
gametoforos de los tejidos en BAP 0.1 um + Glc fue significativamente méas severa que

los tejidos en BAP 0.1 pM. Con base en estos resultados se concluyo que el efecto

negativo de BAP 0.1 uM en el nUmero de gametoforos se asevera en presencia de Glc

30 mM, lo que evidencia una intercomunicacion entre la via de Glc y BAP en P. patens.

A pesar de que se observé un incremento en el CE de los protonemas sometidos a BAP
0.1uM + Man 10 mM y BAP 10 pM, estadisticamente estos tratamientos no mostraron
diferencias significativas comparados con el control negativo y positivo. Por otro lado, el
efecto negativo de BAP 0.1 y 10 uM en el nimero de gametoforos fue contrarrestado

por la Man en protonemas sometidos a BAP 0.1 y 10 uM + Man. Nuevamente, la

intercomunicacion de vias Glc-Citocinina (BAP) evidenciada (aunque de forma

moderada) también implica vias dependientes de HXK e independientes de

metabolismo en P. patens.
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Fig. 31. CE de los protonemas de P. patens sometidos durante 30 dias a los
tratamientos relacionados con la interaccion de las vias azUcares-BAP. Se
representa la x + ES, n=6 (membranas). A: Diferencia significativa respecto al
control. B: Diferencia significativa respecto a BAP 10 pM + Man 10 mM. p= 0.05
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Fig. 32. Numero de gametoforos de P. patens obtenidos al dia 30 de exposicién a
los tratamientos adicionados con BAP y Glc/Man-BAP. Se representa la x + ES,
n=6 (membranas). A: Diferencia respecto al control. B: Diferencia significativa
respecto a correspondiente azucar sola azlcar???respecto a correspondiente
azucar sola!!!! C. Diferencia significativa respecto a correspondiente hormona sola.

BAP 10 uM+Glc 30 mM BAP 10 FM"1° mM Man
BAP 0.1uM BAP 10 uM 30mMGlc BAP 0.1 uM+10 mM Man 10 mM Man

Fig. 33. Fotografia panordmica que muestra 3 gametéforos de P. patens
representativos de cada tratamiento con BAP y Glc/Man.
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La auxina IAA a 5 UM aumenta significativamente el CE de P. patens mientras que IAA
10 uM presento un crecimiento semejante al control (Figs. 35 y 38). Por otro lado, no se
encontraron diferencias significativas en el numero de gametéforos de los protonemas

sometidos a IAA 5y 10 uM con el control (Fig. 36).

En adicién, se observdé un incremento significativo en el CE de los protonemas
sometidos a IAA (5 y 10 uM) + Glc 30 mM comparado con el control negativo (PpNH,)
(Fig. 35). Asi mismo, aumento el numero de gametoforos en los protonemas sometidos
a IAA 10 uM + Glc 30 mM, no obstante, estadisticamente este incremento no fue
significativo. El tamafio de los gametéforos en IAA5 pM + Glc 30 mM y IAA 10 uM + Glc
30 mM fue mayor comparado con el control (PpNH,) (Fig. 37).

Los tratamientos con 5 pM IAA + Man 10 mM y 10 pM + Man 10 mM produjeron un
efecto en los tejidos similar a Glc 30 mM en cuanto al CE, se observé un aumento en el
CE en ambas concentraciones de IAA + Man 10 mM, comparado con el control negativo
y reduccion significativa en el CE en contraste con Man 10 mM. Por otro lado el nUmero
de gametoforos fue menor en la concentracion mas baja de IAA (5 uM) con 10 mM Man
(Fig. 36). En contraste, el tamafio de los gametdforos fue mayor al control positivo (Man
10 mM) y negativo (PpNH,). La concentracion de IAA 10 uM + Man 10 mM) produjo un
aumento en el numero de gametéforos, mas no en el tamafio de los mismos, el cual fue
menor al control positivo (Man 10 mM) (Fig. 37). En base a los resultados obtenidos se

concluye gque existe una posible intercomunicacion de vias Glc-Auxina (IAA) en P.

patens y gue esta intercomunicacion es por una via dependiente HXK e independiente

de metabolismo.
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Fig. 35. CE de los protonemas de P. patens sometidos durante 30 dias a los
tratamientos relacionados con la interaccion de las vias azlcares - IAA. Se representa
ES, n=6 (membranas). A: Diferencia significativa respecto al control. B:
Diferencia significativa respecto a correspondiente azucar solo. C. Diferencia
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Fig. 36. Numero de gametoforos de P. patens obtenidos al dia 30 de exposicion a
los tratamientos adicionados con IAA y Glc/Man-l1AA. Se representa la x + ES, n=6
(membranas). p= 0.05
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Evaluacion del efecto de la Glc o su analogo (Man) dependiente de HXK, en
presencia de ABA, en el desarrollo de P. replicatum

Los protonemas sometidos a ABA 0.1 y 10 pM presentaron un comportamiento
semejante al control en cuanto al CE (Fig. 39), lo que contrasta con los resultados en el
musgo P. patens en el que las mismas concentraciones de ABA (0.1 y 10 uM) reducen
significativamente el CE. Por otro lado, los tejidos de P. replicatum sometidos a ABA 0.1
UM + Glc 30 mM se caracterizaron por presentar una pigmentacion mas obscura y
algunos tejidos blanquecinos en la periferia de la colonia. Ademas el CE de dichos
protonemas disminuyd significativamente en comparacién con el control negativo
(PpNH,) (Fig. 39). Los protonemas en condiciones de ABA 10 pM + Glc 30 mM
presentaron una pigmentacion ligeramente mas opaca que el control, y el CE fue

significativamente mayor que Glc 30 mM.

Los fenotipos observados en P. replicatum se diferencian de los resultados en P. patens
ya que los protonemas en ABA 0.1 pM adicionada con Glc 30 mM provocaron un
aumento significativo el CE, mientras que ABA 10 pM adicionados con Glc 30 mM
provocaron un fenotipo de crecimiento arrestado que se reflej6 en la disminucion

significativa en el CE de P. patens.

Los tejidos protonemales en condiciones de ABA 0.1 pM + Man 10 mM presentaron
reduccion significativa en el CE en comparacion con Man 10 mM vy el control negativo
(PpNH,4). Ademas, este efecto en la reduccién del CE de P. replicatum se observo
acompafnado de obscurecimiento de tejidos centrales y ligero aclaramiento de tejidos de
la periferia (Fig. 40), comportamiento que también observamos en los protonemas en
ABA 0.1 + Glc 30 mM. Los tejidos en ABA 10 uM + Man 10 mM presentaron una
pigmentaciéon ligeramente mas opaca y el CE fue similar al control positivo (Man 10
mM).

Con base en estas observaciones fenotipicas se_concluye gue los protonemas de P.

replicatum sometidos a ABA 0.1 yM + Man 10 mM evidenciaron una intercomunicacion

entre las vias de sefalizacion de la Glc y las vias de seializacion de la hormona ABA,

va que el efecto positivo de ABA 0.1 uM v el efecto positivo de Man 10 mM aseveran la
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disminuciéon en el CE de los protonemas. Asi mismo la via de sefalizacidon activada

ocurre a través de un via dependiente de HXK e independiente de metabolismo en esta

especie.

Fuo = 7 Y

~§8 N %%i—'\ % rg_;/_
g 6 //?7’%5/;’_%
: -

Control Glc 30 Man 10ABA 0.1 ABA 10 ABA 0.1 ABA 10 ABA 0.1 ABA 10
mM  mM uM uM  uM+GlcuM+Glc pM+ pM+
30 mM 30 mM Man 10 Man 10

3
<
3
<

Tratamiento

Fig. 39. CE al dia 40 de desarrollo de los protonemas de P. replicatum sometidos
a los tratamientos con ABA y su interaccion Glc/Man. Se representa la x+ ES,
n=9 (membranas representativas de cada caja de Petri independiente de cada
experimento). A: Diferencias significativas respecto al control, B: Diferencias
significativas respecto a correspondiente azlcar sola. p= 0.05
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Efecto de la Glc en el desarrollo de gametdforos en protonemas de P. replicatum

Durante el desarrollo de los protonemas de P. replicatum sometidos tanto en la
condicion control como en las concentraciones bajas de Glc (100 mM) y altas (300 mM)
se observé nulo crecimiento de gametoforos durante 30 dias, por lo que se decidio
postergar el tiempo de cuantificacion de estos 10 dias més. Al finalizar los 40 dias de
desarrollo del musgo no se obtuvo crecimiento de gametoforos por lo que no se realizo

el andlisis fenotipico de este parametro.

DISCUSION

Efecto de la Glc a diferentes concentraciones en protonemas de P. replicatum

Los resultados en este estudio demostraron que las concentraciones bajas de Glc (100
mM) reducen significativamente el CE y provocan cambios en la coloracion de los
tejidos de P. replicatum. Estos resultados coinciden con lo reportado por Chamorro-
Flores (2010) quien observd que protonemas del musgo B. billarderi Schwagr sometidos
a Glc 100 mM durante 15 dias presentaron inhibicion en la expansion y mayor densidad
de los tejidos. Esto sugiere que las similitudes en las respuestas fenotipicas de estos
dos musgos se pueden deber a que ambas son consideradas totalmente tolerantes a la
desecacion. Ademas, se ha observado que en condiciones de cultivo in vitro, la adicion
de sacarosa (0.03-0.1 M), fructosa (0.05 M) y glucosa (0.1 M) inhibe la expansion de
protonemas en el musgo A. andulatum (Olsson et al., 2003). En contraste, la misma
concentracion de Glc (100 mM) durante 30 dias induce el crecimiento expansivo del
musgo P. patens. Por otro lado, el hecho de que los tejidos sometidos a la condicion
osmatica (Stl 100 mM) presentaran mayor CE pudiera deberse a que P. replicatum es
un musgo tolerante a estrés osmoético y concentraciones de 100 mM de Stl incrementan

la densidad del tejido, preservando su verdor (Morales-Eliosa, 2010).

Las respuestas de P. replicatum a bajas concentraciones de Glc contrastan con lo
reportado en A. thaliana, en donde se ha observado que bajas concentraciones de Glc
promueven el desarrollo de la planta (Jang et al., 1997), lo que indica respuestas

diferenciales entre esta briofita y plantas vasculares.
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Ya que se observo un aclaramiento en los tejidos periféricos de P. replicatum en Glc
100 mM, se puede especular que esto pudiera deberse a una disminucion en contenido
de clorofilas de los tejidos a causa de concentraciones bajas de azucares (100 mM)
como sucede en lineas transgénicas de Arabidopsis hipersensibles a Glc; en donde se
induce la senescencia y disminuye el contenido de clorofilas, por una via mediada por
HXK, ya que se ha observado que plantas de Arabidopsis que sobre-expresan AtHXK1
muestran una marcada disminucion en el contenido de clorofilas cuando se encuentran
en condiciones de Glc 3% (alrededor de 150 mM) (Xiao et al., 2000).

Las concentraciones altas de Glc (300 y 500 mM) tuvieron un efecto negativo en el
crecimiento expansivo (CE) de P. replicatum. Concentraciones similares de Glc causan
fenotipos de desarrollo arrestado en plantas vasculares como Arabidopsis (Jang et al.,
1997; Arenas-Huertero et al., 2000; Dekkers et al., 2004).

Por otro lado, se observaron fenotipos con pigmentacion mas clara en Glc 300 mM y
fenotipos con apariencia mas obscura en Glc 500 mM. En el caso de Glc y Stl 300 mM,
los resultados contrastan con estudios realizados en protonemas de P. patens, en
donde la misma concentracion de Glc causa un fenotipo de crecimiento abundante y de
coloracién obscura (Moreno-Veladzquez, 2013). De igual forma, Chamorro-Flores (2010)
reporta obscurecimiento del tejido en B. billarderi creciendo en Glc 300 mM. Moreno-
Velazquez (2013) reporta fenotipos de crecimiento arrestado en protonemas de P.
patens asi como obscurecimiento del tejido en concentraciones de 500 mM de Glc.
Estos estudios coinciden con los resultados obtenidos en P. replicatum al igual que en
el musgo tolerante a la desecaciéon B. billarderi, en donde también se reporta
obscurecimiento de tejidos en protonemas sometidos a 500 mM de Glc durante 15 dias
(Chamorro Flores, 2010). Sin embargo, en la planta vascular Arabidopsis, estas
concentraciones de Glc causan pérdida total de pigmentos, es decir, fenotipo albino a
causa de la represion de genes fotosintéticos (Jang et al., 1997; Arenas-Huertero et al.,
2000)

Concentraciones muy altas de Glc y Stl (700 y 1000 mM) causan fenotipos de
crecimiento severamente arrestado asi como cambios en la coloracion. Estos
resultados coinciden con los de Moreno-Velazquez (2013) quien encontré que

protonemas de P. patens sometidos a las mismas concentraciones de Glc y Sitl
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provocan fenotipos de crecimiento arrestado y fenotipos cloréticos/albinos en Glc y Stl
1000 mM. Chamorro-Flores (2010) reporta que concentraciones de 700 y 1000 mM
causan obscurecimiento de tejidos en protonemas de B. billarderi, lo cual coincide
nuevamente con los resultados obtenidos en el presente estudio en concentraciones de
700 mM, pero contrastan con los fenotipos observados en concentraciones de 1000 mM
de Glc y Stl en P. replicatum. Posiblemente los efectos diferenciales que pudieran tener
estos dos musgos se deban a que existen respuestas especie-especificas (Sabovljevic
et al., 2005). Cabe destacar que en Arabidopsis no existen reportes utilizando estas
concentraciones, pues con concentraciones de Glc menores a 400 mM, las semillas ya

no germinan o la plantula que logra emerger detiene totalmente su desarrollo.

Efecto de la Glc sobre la EF de P. replicatum

La Glc en concentraciones de 100 mM tuvo un efecto negativo sobre la EF del musgo
P. replicatum. Estos resultados contrastan con lo reportado por Moreno-Velazquez
(2013), quien encontr6 que la EF del musgo P. patens se ve favorecida con
concentraciones de Glc 100 mM. Por otro lado, Pourtau et al. (2004) reportan una
disminucion de la EF respecto al control, en concentraciones similares de Glc (110 mM)
en Arabidopsis, coincidiendo con los resultados obtenidos en este trabajo para la
especie P. replicatum.

El tratamiento de Glc 300 mM tuvo efecto negativo sobre la EF de P. replicatum. Este
efecto negativo no ha sido observado en otra especie de musgo. Por el contrario, en
protonemas de P. patens se reporta que la misma concentracion de Glc tiene efectos

positivos en la EF (Moreno-Velazquez, 2013).

Por otro lado, en concentraciones de Glc y Stl 500 mM no se lograron separar los
efectos de la sefalizacién de Glc de los del efecto osmético, por lo que se concluyo
que el efecto negativo observado se debia a un efecto osmatico. Estos resultados
contrastan con lo observado en P. patens bajo la misma concentracién de Glc (500
mM), la cual redujo la EF, mientras que la condicion isosmoética tuvo efecto positivo

(Moreno-Veladzquez, 2013).
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Los protonemas de P. replicatum expuestos a concentraciones de Glc y Stl de700 y
1000 mM presentaron bajos niveles de EF, atribuible a un efecto osmotico. Estos
resultados contrastan con lo reportado por Moreno-Velazquez (2013) quien encontro
que la reduccioén de la EF en P. patens es un efecto especifico de la sefial de Glc 700
mM.

La EF de los protonemas de P. replicatum crecidos en Glc y Stl 1000 mM disminuyo
debido a un efecto osmético, lo cual concuerda con los resultados obtenidos en P.
patens. Ademas, Moreno-Velazquez (2013) reporta que la disminucién en la EF en P.

patens incrementd a lo largo del tiempo, al igual que en P. replicatum.

Por lo tanto P. replicatum es capaz de percibir diferentes concentraciones de Glc y
modular su crecimiento, pigmentacion y fotosintesis en respuesta a ellas. La Glc actla
como molécula sefal, cuyo efecto es dependiente de HXK y de su metabolismo (Fig.
41)

Muy altas

. / concentraciones de Glc
Altas concentraciones

Gle 300 mM Glc @/ deoic
./ Bajas concentraciones

700 mM

de Glc

P. replicatum

|Crecimiento expansivo || Apariencia fenotipica | [Eﬁcienciafotosintética |

Fig. 41. Modelo del efecto de la Glc en P. replicatum. La Glc en concentraciones
bajas (100 mM), altas (300 y 500 mM) y muy altas (700 y 1000 mM) tienen
efecto negativo en el CE, apariencia fenotipica y EF en P. replicatum.

Efecto de la Glc y su analogo dependiente de HXK e independiente de
metabolismo (Man) en el fenotipo de P. replicatum

P. replicatum
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Los protonemas de P. replicatum sometidos a Glc 30 mM, presentaron CE limitado asi
como obscurecimiento del tejido central y clorosis en la periferia. Estos resultados
contrastan con lo reportado por Moreno-Velazquez (2013), quien observé que
protonemas de P. patens sometidos a la misma concentracién de Glc (30 mM) tenian

mayor CE.

Los fenotipos de P. replicatum en los tratamientos con Man 10 mM fueron similares al
control tanto en la coloracion como en el CE. Nuevamente bajo estas condiciones se
observan diferencias con el musgo modelo P. patens, en donde el CE es mayor en Man
10 mM (Moreno-Velazquez, 2013). Este azucar que también nos permite conocer si los
fenotipos observados se deben a un efecto metabdlico del azucar o si implican otras

vias de sefializacién que involucran a las HXKs, evidencié que los fenotipos observados

se deben al efecto de la Glc por una via dependiente de HXK y dependiente de su

metabolismo subsecuente (Fiq. 42).

Por otro lado el efecto negativo de la Glc sobre el fenotipo de un musgo tolerante a la
desecacion, como lo es P. replicatum, y el efecto positivo de la Glc en un musgo no
tolerante a desecacion (P. patens), pudieran atribuirse a una respuesta diferencial entre
especies que podria tener relacion con los niveles de tolerancia a estrés abiotico de

dichas especies.
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Fig. 42. Modelo de la sefalizacion de la Glc por una via dependiente de HXK y
de metabolismo en P. replicatum. La Glc en concentraciones de 30 mM tiene

un efecto negativo en CE, apariencia fenotipica y EF de P. replicatum.
Efect BA, en

el desarrollo ae P. replicatum

Se sabe que el ABA en concentraciones de 0.1 y 10 pM tiene un efecto negativo
provocando disminucion en el CE del musgo P. patens (Thealander et al., 2005). En
contraste, P. replicatum se comporta de manera diferente cuando es expuesto a las
mismas concentraciones de ABA (0.1 y 10 uM), ya que no se encontrd un efecto en el
CE. Por otro lado, protonemas sometidos a medios con ABA 0.1 pM adicionados con
Glc 30 mM presentaron una pigmentacibn mas obscura en el centro de la colonia y
blanquecina en la periferia, junto con una disminucion significativa en el CE en
comparacion con el control. Cabe sefalar que en los resultados obtenidos en este
trabajo se evidencié que los tejidos crecidos en presencia de Glc 30 mM (control
positivo) se comportaron de manera diferente a lo reportado en P. patens. Protonemas
de P. replicatum bajo esta concentracion de Glc (30 mM) presentaron disminucion en el
CE asi como cambios en la pigmentacién de los tejidos (verde obscuro al centro de los
protonemas y aclaramiento de tejidos en la periferia); en contraste el crecimiento del

musgo P. patens es mayor en tal condicién (Moreno-Veladzquez, 2013).

En P. patens, concentraciones de ABA 10 uM + Glc 30 mM provocan inhibicion del

crecimiento y desarrollo del musgo, es decir, hipersensiblilizan los tejidos a la Glc como
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ocurre en Arabidopsis con concentraciones menores de ABA (100 nM) aungque mayores
de Glc (388 mM) (Arenas-Huertero et al., 2000). Esto contrasta con lo observado en P.
replicatum en cuyos protonemas sometidos a ABA 10 pM + Glc 30 mM presentaron
pigmentacion ligeramente mas opaca que el control y no se observaron cambios

drésticos en el CE en comparacion con el control (PpNHy,).

Al aplicar Man ABA 0.1 puM + Man 10 mM, los protonemas presentaron pigmentacion
mas obscura en el centro y aclaramiento de los tejidos en la periferia. Ademas los
protonemas presentaron reduccion significativa en el CE en comparacién con Man 10
mM y el control negativo (PpNH,4). En contraste con resultados en P. patens en el que
ABA 0.1pM + Man 10 mM potencia el CE.

Los fenotipos observados sugieren que especificamente bajo las condiciones (ABA 0.1

UM + Man 10 mM) se evidencia la existencia de una interaccién entre la vias de

sefalizacion de la Glc y de ABA en el musqgo tolerante a la desecaciéon P. replicatum. El

efecto de la Glc sobre el fenotipo de P. replicatum responde a una via dependiente de

HXK e independiente de metabolismo (Fig. 43).

Sefializacion de la Glc a través
de una via dependiente de
metabolismo

P. replicatum ®/

Sefializacion de la Man a través

[ ] / de una via dependiente de HXK e
v independiente de metabolismo

(’ HXK ~
_(Man10mM

Sefializacién del ABA
(0.1 pM)

Interaccion entre las vias
de sefializacién ABA- Glc

]

T

Crecimiento expansivo Apariencia fenotipica

Fig. 43. Modelo de interaccion de las vias de sefalizacion de activadas por Glc y ABA a
través de una via dependiente de HXK e independiente de metabolismo en P. replicatum.
La Glc (30 mM) y la Man (10 mM) tienen un efecto negativo en CE y apariencia fenotipica
de P. replicatum. La sefial positiva de ABA en el CE es bloqueada por la sefal negativa
de la Man, es decir, se evidencia una interconexion entre la via de sefalizacion de la Glc
y la via de sefalizacion de la hormona ABA por una via dependiente de HXK e
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Efecto de la Glc o su analogo (Man) dependiente de HXK, en presencia de
fitohormonas, en el desarrollo de P. patens

Como se mencioné anteriormente, los protonemas de P. patens sometidos a
concentraciones bajas de ABA (0.1 uM) + Glc 30 mM provocan un potenciamiento en el
CE al igual que en el numero y tamafio de los gametéforos, lo que indica que el efecto
negativo que genera la hormona sola, ABA 0.1 uM (disminuciéon en el CE y en el
numero de gametdforos) es contrarrestado por el efecto positivo de la Glc (30 mM).
Estudios en P patens (Moreno-Velazquez, 2013) reportan que esta misma
concentracion de Glc provoca aumento en el CE asi como en el numero y tamafno de
los gametoforos. Las respuestas de P. replicatum al utilizar Man 10 mM (analogo no
metabolizable) con ABA 0.1 uM fueron similares a las observadas en los tratamientos
con Glc y ABA (ABA 0.1 uM + Glc 30 mM), es decir, mayor CE, numero y tamafio de
gametoéforos. El efecto negativo de ABA 0.1 uM nuevamente fue contrarrestado por el
efecto positivo de la Man, ya que esta en concentraciones de 10 mM favorecen el

crecimiento, numero y tamafo de los gametoforos (Moreno Velazquez, 2013).

Los protonemas crecidos en medios con altas concentraciones de ABA (10 pM)
adicionados tanto con Glc 30 mM como con Man 10 mM presentaron afectacion severa
en crecimiento y desarrollo del musgo P. patens, es decir, la presencia de esta
fitohormona en tal concentracion hipersensibliliza los protonemas a la Glc, provocando
disminucién drastica en el CE y en la formacidon de los gametéforos. Esta
hipersensibilizacion ocurre también en la planta vascular Arabidopsis (Arenas-Huertero
et al., 2000). Los resultados indican que el efecto positivo de la Glc y la Man no es
capaz de contrarrestar el efecto negativo de ABA 10 uM (disminucién en el CE y nula
formacién de gametoforos) en esta especie de briofita.
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Estos resultados indican que existe intercomunicacion de las vias de senalizacion de

Glc-ABA, esta intercomunicacion esta conservada en plantas vasculares (A. thaliana) y

no vasculares (Physcomitrella patens), por lo que surqgié muy temprano en la evolucion

de las plantas terrestres. Ademas la via de senalizacibn activada es una via

dependiente de HXK e independiente del metabolismo (Fiq. 44).

Independiente de Dependien.-nte de o
Hxk metabolismo - / Sefializacién  de
ABA (10 uM)
(10 mM Man)
L / Sefalizacién de
ABA (0.1 uM)
. l/ Sefializacion de

la Glc

Interconexién entre

) lasviasde
sefializacién (Glc-
ABA). Efecto positivo

Interconexion entre

=ﬂ las vias de

sefializacién (Gle-
ABA).Sefial de
bloqueo

—I Efecto  negativo

ABA

P. patens

Crecimiento expansivo Numero de Gametéforos Tamafio de gametdéforos

Fig. 44. Modelo de interaccion de las vias de sefalizacion de activadas por Glc y ABA
en P. patens. La sefial (negativa) de 0.1 pM de ABA se interconecta con la sefal
(positiva) de Glc, el efecto negativo de ABA es contrarrestado por el efecto positivo de
la Glc, dicha interconexién provoca un potenciamiento en el CE, nUmero y tamafio de
los gameto6foros del musgo. Por otro lado la sefial negativa de 10 uM de ABA en el
L fenotipo de P. patens bloguea la sefalizacion positiva de la Glc, provocando mM

también evidenciaron la existencia de una interconexion entre la via de sefalizacion de
la Glc y la via de la fitohormona BAP. Como se menciond anteriormente, el CE de los
protonemas sometidos a BAP 0.1 yM + Glc 30 mM y BAP 10 yM + Glc 30 mM fue
parecido a los controles tanto positivo (Glc 30 mM) como negativo (PpNH4). El niumero
de gametoforos disminuyd en ambas concentraciones y se observaron cambios en la
morfologia de los gametodforos, caracteristica muy notoria. En el caso de esta citocinina
el efecto negativo de BAP en el crecimiento expansivo (Thealander et al., 2005),
numero y morfologia de los gametoforos contrarresta el efecto estimulante de la Glc

sobre crecimiento expansivo y desarrollo de lo gametéforos. Estas observaciones
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evidencian una intercomunicacion entre la via de Glc y BAP en P. patens. Cabe

mencionar que no existen estudios semejantes en otras especies vegetales.

Por otro lado, utilizando Man como analogo no metabolizable, los protonemas en
concentraciones de BAP 0.1uM + Man 10 mM incrementaron el CE, mientras que la
concentracion mas alta de BAP adicionada con Man (BAP 10 uM + Man 10 mM)
presentd un comportamiento semejante al control positivo (Man 10 mM), por lo que el
efecto ligeramente negativo de BAP en el CE se anula ante el efecto estimulante de
Man 10 mM. El numero de gametoforos incrementd en la concentracidn mas baja de
BAP adicionada con Man (BAP 0.1uM + Man 10 mM). Aunque el numero de
gametoforos no supera al obtenido en el control positivo (Man 10 mM), el incremento
fue drastico comparado con el comportamiento observando en BAP 0.1 uM en donde el
numero gametoéforos fue menor a BAP 10 uM. Estos datos indican que la
intercomunicaciéon de vias de respuesta a Glc-BAP es dependiente de HXK e
independiente de metabolismo. En la planta modelo A. thaliana se ha reportado una
intercomunicacién de las vias de sefalizacion de Glc y Citocininas, dicha
intercomunicacion es por una via dependiente de HXK pero es aun incierto si depende

o no del metabolismo subsecuente de la Glc (Ramon, et al., 2008).

De acuerdo a lo anterior, la intercomunicacion de vias Glc-Citocinina (BAP) implica vias

dependientes de HXK e independientes de metabolismo en P. patens (Fiq. 45).
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Fig. 45. Modelo de interaccion de las vias de sefalizacién de activadas por Glc y
BAP en P. patens. La sefial (negativa) de 0.1 uM y 10 uM de BAP se interconecta
con la sefial (positiva) de Glc, el efecto negativo de BAP es contrarrestado por el
efecto positivo de la Glc, dicha interconexion provoca un efecto positivo en CE y el
gametoforos.

Los protonemas de P patens sometidos a IAA 5 pM presentaron un incremento
significativo en el CE, mientras que en IAA 10 uM se presentd un comportamiento
semejante al control. Por otro lado, el numero de gametéforos en ambas
concentraciones de IAA (5 uM y 10 uM) se observo similar al control. Estos resultados
contrastan con estudios realizados en P. patens en los que se ha reportado que la
adicién de IAA 10 uM provoca disminucién del diametro de la colonia asi como menor

formacion de tejido joven (protonema) (Ludwig-Mdller et al., 2008).

En presencia de Glc 30 mM hubo un incremento en el CE de protonemas sometidos a 5
MM 1AA + Glc 30 mM y 10 uM IAA + Glc 30 mM comparado con el control negativo
(PpNH4), este incremento es mas notorio en la concentracion mas baja (5uM IAA + Glc
30 mM), en donde el crecimiento fue comparable al control positivo (Glc 30 mM). Por lo
que el efecto positivo de la auxina IAA en concentraciones de 5 uM se suma al efecto
positivo de la Glc 30 mM; y el efecto negativo que pudiese tener IAA 10 uM en el CE de
P. patens es contrarrestado por el efecto positivo de la Glc, lo que implica que ambas
vias se intercomunican. Esta intercomunicacién también ha sido evidenciada en
Arabidopsis, pues mutantes resistentes a las auxinas (axrl, axr2 y tirl) son insensibles

al efecto negativo de la Glc (6%) (Moore et al., 2003).
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En cuanto al numero de gametoforos se observé un mayor numero en la concentracion
mas alta de IAA adicionada con Glc (IAA 10 uM IAA + Glc 30 mM). En contraste la

concentracion mas baja (IAA5 pM + Glc 30 mM) presentd un comportamiento similar al

control positivo (Glc 30 mM). Estas observaciones evidenciaron una intercomunicacion

entre la via de senalizacién de la Glc y las vias de sefalizacion de IAA, lo que nos

indica que la comunicacion entre las vias de senalizacion activadas por Glc y auxinas

se conserva en plantas no vasculares como lo son los musgos al iqual que en A.

thaliana.

En relacion a los tratamientos con Man 10 mM + IAA'5 uM o 10 uM, el comportamiento
fue similar a los tratamientos con Glc 30 mM e IAA, es decir mayor crecimiento en
concentraciones bajas de IAA (5 uM) adicionadas con Glc y menor CE en IAA 10 uM +
Man 10 uM. Por lo que el efecto estimulante de la Man en concentraciones de 10 mM
(Moreno-Velazquez, 2013) se suma el efecto positivo de IAA 5 uM; y el efecto negativo
de 10 uM IAA es contrarrestado por el efecto positivo de Man 10 mM. Por otro lado, el
numero de gametoforos de P. patens fue menor en la concentracion mas baja de IAA (5
MM) con 10 mM Man. La concentracion mas alta (IAA 10 yM + Man 10 mM) produjo un
aumento en el numero de gametoforos. Entonces el efecto estimulante de la Man
contrarresta el negativo de IAA 10 uM en el musgo P. patens. Cabe mencionar que no
existen estudios semenjantes en otras especies de plantas. Con base a lo anterior se

concluye que existe una intercomunicacion de vias Glc-Auxina (IAA) y que esta

intercomunicacion es por una via dependiente de HXK e independiente de metabolismo

(Fig. 46). En contraste se sabe que existe intercomunicacién entre las vias de
sefalizacion de azucares y auxinas en A. thaliana, pero esta intercomunicacion es a

través de una via independiente de metabolismo (Ramon et al., 2008).
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Fig. 46. Modelo de interaccion de las vias de sefalizacion de activadas por Glc e IAA en
P. patens. La sefial de IAA (5y 10 uM) se interconecta con la via de sefalizacion de
Man (10 mM) provocando reduccion significativa en el CE. La sefial positiva de la Man
en el nimero gametéforos se interconecta con la sefalizacién del 1AA (5 uM),
disminuyendo el nimero de gametdéforos.
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CONCLUSIONES

Particulares
Objetivo No. 1
» Las concentraciones bajas de Glc (100 mM) tienen un efecto negativo en el
crecimiento y pigmentacion de P. replicatum
» Las concentraciones altas de Glc (300 y 500 mM) provocan cambios en la
pigmentaciéon asi como disminucion en el CE en P. replicatum de forma

independiente y diferenciable del efecto osmotico

Objetivo No. 2
» La Glc en concentraciones de 300 mM modula la fotosintesis provocando un

efecto negativo en la eficiencia fotosintética del musgo tolerante a la desecacion
P. replicatum, las concentraciones 100, 500, 700 y 1000 mM no tuvieron efectos

diferenciables del efecto osmoético

Objetivo No. 3
» P. replicatum detecta y responde a la Glc por una via dependiente de HXK y de

metabolismo

Objetivo No. 4
» ABA, BAP y GA3z reducen el crecimiento del musgo P. patens
» ABA y BAP disminuyen el numero de gametéforos, esta udltima fitohormona
también causa cambios en la morfologia de P. patens.
» La auxina IAA 5uM promueve el crecimiento y desarrollo de P. patens y 10 uM

inhibe ligeramente su crecimiento

» En P. patens existe intercomunicacion entre las vias de sefializacion de Glc y
ABA, citocininas (BAP) y auxinas (IAA) por una via dependiente de HXK e
independiente del metabolismo

» En el musgo P. replicatum existe una intercomunicacién entre la via de

sefalizacion de la Glc y la via de sefalizacion de ABA, (evidenciada en
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condiciones de ABA 0.1 uM y Man10 mM), dicha intercomunicacién es a través

de una via dependiente de HXK e independiente de metabolismo

Generales

» La Glc representa una sefial que regula caracteristicas fenotipicas vy fisiol6gicas
del musgo tolerante a la desecacion P. replicatum

» La capacidad de P. replicatum de responder a Glc por vias dependientes de HXK
y de metabolismo, asi como por una independiente del metabolismo, sugiere que
se conservan en plantas vasculares y no vasculares como lo son los musgos

» La interconexion entre las vias de sefalizacion de los azucares y hormonas
surgieron muy temprano en la evolucion de las plantas terrestres y se preserva

en plantas vasculares
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PERSPECTIVAS

Evaluar el efecto de la Glc a diferentes concentraciones en la pigmentacion de P.
replicatum mediante la cuantificaciébn de pigmentos, como clorofilas, carotenos y

antocianinas

Realizar experimentos de exposicion de protonemas a concentraciones mas
altas de ABA (mayores a 10 uM) para determinar si esta hormona a
concentraciones mas altas, reprime el desarrollo de P. replicatum, como se ha
reportado en P. patens

Identificar genes involucrados en las vias de sefializacion activadas por Glc en P.
replicatum

Realizar experimentos de exposicion de protonemas de P. replicatum a medios
PpNH,4 en ausencia de tartrato de amonio y adicionados con Glc (100 y 300 Mm)
para evaluar el desarrollo de gametéforos y otras etapas de desarrollo en P.
replicatum

Realizar un analisis transcriptémico y protedmico en P. replicatum en respuesta a
Glc
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ANEXOS

ANEXO 1. Especies de musgo tolerantes a desecacion

Tablas 1-4. Clases, Ordenes y especies de musgos tolerantes a la desecacion.
A=Tolerante al 30% HR o por debajo, B= tolerante al 75% HR, B(A)= tolerante al 75%
HR vy tolerante al 30% HR y X= especies tolerantes que no pueden ser claramente
asignados a una categoria. Tomado de Goffinet et al., 2004.
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Class/Order/Species DT Category Citation
I. ANDREAEOPSIDA
1. Andreacales
Andreaea rothii A Dilks & Proctor 1976
1I. POLYTRICHOPSIDA
1. Polytrichales
Atrichum androgynum A Beckett et al. 2005
Atrichum undulatum B (A) Abel 1956; Beckett et al. 2000
Pogonatum aloides B (A) Abel 1956
Pogonatum perichaetiale A Proctor 2005
Polytrichadelphus aristatus A Proctor 2005
Polytrichum for (=P um) A Abel 1956; Ochi 1952b
Polytrichum juniperinum A Proctor 2005
III. BRYOPSIDA
1. Grimmiales
Grimmia sp. A Abel 1956
Grimmia anodon A Rundel & Lange 1980
Grimmia elatior A Malta 1921
Grimmia laevigata A Keever 1957
Grimmia muhlenbeckii A Malta 1921
Grimmia orbicularis A Alpert 1979
Grimmia ovata A Irmscher 1912
Grimmia pulvinata A Abel 1956; Irmscher 1912
Racomitrium aciculare A Abel 1956
Racomitrium canescens A Abel 1956; Irmscher 1912
Racomitrium heterostichum A Irmscher 1912
Racomitrium lanuginosum A Dilks & Proctor 1974
Schistidium apocarpum A Alpert & Oechel 1987
2. Dicranales
Amphidium lapponicum B Abel 1956
Ceratodon purpureus (A) Abel 1956
Dicranodontium denudatum B Abel 1956
Dicranoloma fragiliforme A Hosokawa & Kubota 1957
Dicranoweisia cirrata A Malta 1921
Dicranum fuscescens A Irmscher 1912
Dicranum japonicum B Ochi 19523, b
Dicranum majus A Smimoff 1992
Dicranum scoparium A Abel 1956; Irmscher 1912, Norr 1974
Dicranum viride A Abel 1956
Fissidens adianthoides B Abel 1956
Fissidens bryoides A Abel 1956
Fissidens crassipes A Abel 1956
Fissidens dubius (= F. cristatus) B Abel 1956
Fissidens taxifolius A Abel 1956
Paraleucobryum longifoli A Abel 1956
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Class/Order/Species DT Category Citation

3. Orthotrichales
Macromitrium gymnostomum A Hosokawa & Kubota 1957
Orthotrichum anomalum A Alpert & Oliver 2002
Orthotrichum cupulatum A Deltoro et al. 1998
Orthotrichum rupestre A Malta 1921
Orthotrichum straminesen A Trmscher 1912
Orthotrichum tenelbum A Irmscher 1912
Ulota hudwigii A Irmscher 1912
Ulota crispa (= U. crispula) A Hosokawa & Kubota 1957; Proctor 2001

4. Hookeriales
Hookeria lucens A Dilks & Proctor 1974

5. Hypnales
Anomodon giraldii A Hosokawa & Kubota 1957; Ochi 1952b
Anomodon longifolius A Malta 1921
Anomodon rostratus A M. C. F. Proctor, pers. comm.
Anomodon viticulosus A Hinshiri & Proctor 1971; Proctor 1972
Boulaya mittenii A Hosokawa & Kubota 1957
Brachythecium rivulare A Abdl 1956
Campylium sommerfeltii B (A) Abd 1956
Cirriphyllum cirrosum (B) Abd 1956
Climacium dendroides (B) Abdl 1956
Eurhynchium pumilum (= Rhynchostegiella pallidirostra) B (A) Abel 1956
Eurhynchium speciosum (A) Abd 1956
Eurhynchium striatwn A Abdl 1956
Fabronia ciliaris A M. C. F. Proctor, pers. comm.
Floribundaria floribunda A Proctor 2002
Fontinalis antipyretica A Irmscher 1912
Fontinalis novae-angliae A Glime & Carr 1974
Fontinalis squamosa A Abdl 1956
Forsstroemia cryphacoides A Hosokawa & Kubota 1957
Homalothecium sericeum A Romose 1940
Homaliodendron scapellifolium A Hosokawa & Kubota 1957
Hylocomium cavifolium A Hosokawa & Kubota 1957
Hylocomium splendens B (A) Abdl 1956; Dilks & Proctor 1974
Hypnum cupressiforme A Norm 1974
Isothecium subdiversiforme A Ochi 1952a
Leptodon smithii A Proctor & Tuba 2002
Leucodon sciuroides A Abd 1956; Proctor 2003
Neckera complanata A Abdl 1956
Neckera crispa A Abd 1956; Dilks & Proctor 1974
Neckera yezoana A Hosokawa & Kubota 1957; Ochi 1952b
Macrosporiella scabriesta A Hosokawa & Kubota 1957
Macrosporiella cozyoides A Ochi 1952a
Meteoridium remotifolium A Leon et al. 2006
Meteorium nigrescens A Leon et al. 2006
Phyllogonium viscosum A Leon et al. 2006
Pilotrichella ampullacea A Proctor 2002
Pilotrichella flexilis A Leon et al. 2006
Plagiothecium cavifolium (= P. roeseanum) B(A) Abd 1956
Plagiothecium denticulatum B (A) Abd 1956
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Class/Order/Species DT Category Citation

Plagiothecium nemorale (= P. neglectum & P. sylvaticum) B (A) Abel 1956
Plagiothecium platyphyllum B Abel 1956
Plagiothecium succulentum B (A) Abel 1956
Plagiothecium undulatum A Dilks & Proctor 1974
Pleurozium schreberi A Abel 1956; Norr 1974
Prionodon densus A Leon et al. 2006
Pterobryon arbuscula A Hosokawa & Kubota 1957
Prerogonium gracile A Abel 1956
Rhytidiadelphus loreus A Abel 1956; Dilks & Proctor 1974
Rhytidiadelphus squarrosus A Abel 1956
Rhytidiadelphus triquetrus B Abel 1956
Sanionia uncinata B (A) Abel 1956
Scorpiurium circinatum A Dilks & Proctor 1974
Stereophyllum radiculosum A M. C. F. Proctor, pers. comm. K
Thamnobryum sandei (= Thamnium sander) A Hosokawa & Kubota 1957; Ochi 1952b
Thuidium cymbifolium A Hosokawa & Kubota 1957
Thuidium japonicum A Ochi 1952a
Thuidium tamariscinum A Smirnoff 1992
Thuidium urceolatum B Biebl 1964
Weymouthia mollis A Proctor 2004
Weymouthia cochlearifolia A Proctor 2004

6. Encalyptales
Encalypta streptocarpa (= E. contorta) A Abel 1956

7. Hedwigales
Hedwigia ciliata (= H. albicans) A Abel 1956; Ochi 1952b

8. Pottiales
Anoectangium aestivum (= A. compactum) Malta 1921
Barbula fallax Di Nola et al. 1983
Barbula unguiculata Abel 1956

Bryoerythrophyllum recurvirostrum (= Erythrophyllum rubellum)

Crossidium crassinerve

Didymodon insulanus (= Oxystegus cylindricis)
Didymodon tophaceus (= Barbula tophacea)
Octoblepharum albidum

Pleurochaete squarrosa

Pseudocrossidium crinitum

Syntrichia caninervis (= Tortula caninervis)
Syntrichia intermedia (= Tortula intermedia)
Syntrichia norvegica (= Tortula norvegica)
Syntrichia pagorum (= Tortula pagorum)
Syntrichia ruraliformis (= Tortula ruraliformis)
Syntrichia ruralis (= Tortula ruralis)

Tortula brevissima

Tortella inclinata

Tortula inermis

Tortula lanceola (= Pottia lanceolata)

Tortula muralis (= Barbula muralis)

Tortula revolvens (= Barbula fiorii)

Weissia controversa

HE o E A AR AR AAR T A

Abel 1956; Irmscher 1912
Stark & Delgadillo 2003
Abel 1956

Di Nola et al. 1983
Egunyomi 1979

Deltoro et al. 1998; Proctor 2001
Rundel & Lange 1980
Oliver et al. 1993
Heamshaw & Proctor 1982
Oliver et al. 1993

Alpert 1979

Dilks & Proctor 1974

Abel 1956; Irmscher 1912
Di Nola et al. 1983
Irmscher 1912

Alpert 1979

Irmscher 1912

Irmscher 1912

Irmscher 1912

Alpert 1979

Tabla 3.
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Class/Order/Species DT Category Citation

9. Bryales
Bartramia stricta A Abel 1956
Bryum algovicum (= B. pendulum) A Abel 1956
Bryum argenteum A Irmscher 1912; Malta 1921
Bryum caespiticium A Abel 1956; Irmscher 1912
Bryum capillare A Abel 1956
Mnium hornum B (A) Abel 1956; Norr 1974
Mnium marginatum (A) Abel 1956
Mnium spinosum B (A) Abel 1956
Mnium stellare B (A) Abel 1956
Plagiomnium cinclidoides (= Pseudobryum cinclidoides) B Abel 1956
Plagiomnium cuspidatum (= Mnium cuspidatum) B (A) Abel 1956; Streusand et al. 1986
Plagiomnium elatum (= Mnium seligeri) B (A) Abel 1956
Plagiomnium maximoviczii (= Mnium maximowiczii) A Ochi 1952a
Plagiomnium medium (= Mnium medium) (A) Abel 1956
Plagiomnium rostratum (= Mnium rostratum) (A) Abel 1956
Plagiomnium undulatum (= Mni dulatum) A Abel 1956
Pohlia cruda B (A) Abel 1956
Pohlia elongata (A) Abel 1956
Pohlia ludwigii B Abel 1956
Pohlia rothii A Abel 1956
Rhizomnium punctatum B (A) Abel 1956
10. Splachnales
Splachnum sphaericum (= S. pedunculatum) (B) Abel 1956
11. Rhizogoniales
Pyrrhobryum spiniforme (= Rhizogonium spiniforme) B Biebl 1964
12. Diphysciales
Diphyscium foliosum (A) Abel 1956
13. Timmiales
Timmia austriaca (A) Abel 1956
14. Ptychomniales
No data
15. Buxbaumiales
No data
16. Funariales
No data
17. Scouleriales
No data
18. Archidiales
No data
19. Bryoxiphiales
No data
IV. TAKAKIOPSIDA
1. Takakiales
No data
V. SPHAGNOPSIDA
1. Sphagnales
No data

2. Ambuchananiales
No data




ANEXO 2. Efecto de 4 fitohormonas (ABA, BAP, GA; e IAA) en la apariencia
fenotipica fenotipo de protonemas de P. patens (experimento piloto)

Para cumplir con el objetivo nUmero cuatro, se realizd un primer experimento en donde
se probaron cuatro fitohormonas a 3 concentraciones diferentes. Las concentraciones
para cada hormona fueron seleccionadas en base a la literatura. ABAy BAP: 0.1, 1y 10
UM (Thealander et al.,), GAz 1, 10 100 uM (Yasumura Yuki et al., 2007) y la auxina I1AA
en concentraciones 1,5 y 10 uM como lo mencionan Thealander et al. (2005). Los
fenotipos obtenidos al concluir los 30 dias de monitoreo, evidenciaron que
concentraciones de ABA 0.1, 1 y 10 uM reducen el CE (Fig. A); esta caracteristica es
mas evidente en concentraciones altas de ABA (10 uM) provocando inhibicion casi total
del musgo. Por otro lado, se observéd disminuciéon en el CE de los protonemas de P.
patens sometidos a concentraciones de 0.1, 1y 10 uM de BAP, siendo este efecto mas
pronunciado en la concentracibon mas alta (10 uM BAP) y menos severo en la
concentracion mas baja de BAP 0.1 uM (Fig.B). Al igual que ABA y BAP, GA3 provoco
disminucién en el CE en concentraciones de 1, 10 y 100 uM. En la concentracion mas
alta de GA; (100 uM) este efecto fue més severo y se caracteriz6 por estar
acompafado de obscurecimiento de los tejidos (Fig.C). En cuanto a la auxina IAA en
concentraciones de 1, 5y 10 uM se observo de igual forma disminucion en CE, este
efecto fue mas notorio conforme la concentracién de IAA aumenté (10 uM), ademas que
en esta condicion se observo obscurecimiento del tejido vegetal (Fig. D).
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Control

Fig. A Imagen panorédmica del desarrollo de los protonemas de P. patens sometidos a
los tratamientos con ABA por 30 dias. D= Dias.
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Fig. B Imagen panoramica del desarrollo de los protonemas de P. patens sometidos a
un pre-tratamiento de 24 hrs con la citocinina BAP, después de 30 dias. D= Dias
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Control

Fig. C Imagen panoramica del desarrollo de los protonemas de P. patens sometidos
diferentes concentraciones de GA; por 30 dias. D= Dias
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Fig. D Imagen panoramica del desarrollo de los protonemas de P. patens sometidos a
diferentes concentraciones de IAA después de 30 dias. D=Dias.
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ANEXO 3. Efecto de las concentraciones seleccionadas de ABA, BAP, GAs e IAA
en el CE, nimero y tamafio de gametéforos en protonemas de P. patens

De los resultados del experimento piloto mencionado previamente se eligieron
nuevamente las concentraciones de las 4 fitohormonas que reflejaron los mayores
cambios fenotipicos en los protonemas de P. patens. Se decidi6 utilizar ABA y BAP 0.1
y 10 uM, GA3; 10 uM e IAA 5y 10 uM.

Efecto del ABA en P. patens

Las observaciones fenotipicas al cabo de 30 dias corroboraron que los tratamientos
adicionados con ABA 0.1 y 10 uM provocan disminucion significativa en el CE (Fig. E 'y
G) del musgo al igual que en el numero de gametoéforos (Fig. F). Estas caracteristicas
se acentuan mas conforme la concentracion de ABA aumenta (10 pM) donde el
desarrollo de los protonemas de P. patens se observd significativamente inhibido.
Nuestros resultados coinciden con lo reportado por Thealander et al., (2005) en donde
el tejido protonemal de P. patens de aproximadamente 2 mm de tamafo, fue crecido
bajos las mismas concentraciones de ABA (0.1, 1 y 10 uM) provocando disminucion en
el diametro del musgo e inhibicién total del crecimiento y desarrollo del musgo en ABA
10 puM. Cabe senalar que este efecto negativo en el crecimiento de los protonemas de
P. patens es mas severo en este trabajo a pesar de que utilizamos la misma especie de
briofita. Estas diferencias podrian deberse a que las condiciones de laboratorio en las
que se llevaron a cabo ambos experimentos fueron diferentes, desde el medio de
cultivo en donde se crecieron los protonemas, intensidad luminica, tamafio y edad de

los protonemas y tipo de propagacion de los tejidos.

Con base en tales observaciones se concluyé que concentraciones ABA 0.1 y 10 uM

poseen un efecto neqgativo en P. patens provocando disminucion del crecimiento vy en el

desarrollo del musqo.
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Fig. E CE de los protonemas
de P. patens sometidos a ABA
0.1 y 10 uM durante 30 dias.
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 con otro
tratamiento.

Fig. F Niumero de gametoforos
obtenidos al dia de 30 en las
diferentes concentraciones de
ABA. Se representa la x + ES,
n=6 (membranas s de cada
caja de Petri independiente de

cada experimento). A:
Diferencias significativas
respecto  al control. B:

Diferencia significativa respecto
a otro tratamiento. p= 0.05
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Fig. G Imagen panoramica del
de desarrollo de los protonemas
de P. patens creciendo a
diferentes concentraciones de
ABA durante 30 dias.
0
5
15
30
Fig. H Imagen representativa
5 mm del tamafio y apariencia de los

gametdéforos a las 30 dias en la
condicion control y ABA 0.1 uM

Control

Efecto de la citocinina BAP en P. patens
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En cuanto al pre-tratamiento de 24 horas con la citocinina BAP los fenotipos
observados fueron que BAP 10 uM provoca reduccion significativa en el CE (Fig. | y
Fig. J) siendo esta caracteristica claramente observable a partir del dia 15. Thealander
et al., (2005) también observé que BAP 10 puM causa disminucion en el diametro del
musgo, lo cual corrobora nuestros resultados con esta citocinina en donde el CE de P.
patens disminuyd en presencia de esta citocinina. Asi mismo se observé que BAP
ocasiond disminucién significativa en el nimero y tamafio de gametoforos (Fig. K) en
concentraciones bajas (0.1 pM) e indujo cambios en la morfologia de los filidios en
concentraciones de 10 pM (Fig. L). Nuestros resultados sobre el efecto de la citocinina
BAP en la disminucion en el numero 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 formacion de brotes en P. patens (Ashton et al., 1979), lo
que sugiere que la concentracion de citocinina utilizada en nuestro trabajo no fue la
Optima para una mayor formacién de brotes y por ende para el crecimiento de
gametoforos. Por otro lado se ha reportado que concentraciones entre 5 y 50 uM
provocan un crecimiento anormal en los gametoforos, causando filidios mas pequefios y
tallos mas cortos (Ashton et al., 1979). Estos resultados coinciden con el efecto que

tuvo BAP en los gametoforos de P. patens.

En base a estos resultados se concluye qgue en P. patens, la citocinina BAP 10 uM

reduce el CE, disminuye la formacién de gametdforos vy causa cambios en el tamario v

morfologia de estos.
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Fig. | Imagen panoramica
del dia 0 al 30 de desarrollo
de los protonemas de P.
patens creciendo en
diferentes concentraciones
de BAP. D=Dias.

Fig. J 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
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Fig. L Imagen representativa
de los gametoforos de P.
5mm patens a los 30 dias en los

diferentes tratamientos con la
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citocinina BAP.
Control 0.1 uM 10 um I

Efecto de la GA3 en P. patens

Al igual que ABA y BAP, se observd una disminucion significativa en el CE los
protonemas de P. patens en presencia de GA; 10 pM. (Fig. M y N). Dicha disminucion
del CE, contrasta con lo reportado en el musgo B. argenteum en el cual la giberelina
GA3 a concentraciones de 3 y 10 uM favorece el crecimiento diametral (Sabovljevi¢ et
al., 2010). Por otro lado, se observo una disminucién en el nUmero de gametoforos,
aunque no fue significativa (Fig. N). Cabe mencionar que Sabovljevié et al. (2010)
reportan que el indice de formacion de brotes en B. argenteum aumenta en GA3; 3 uM y
disminuye en concentraciones de 10 uM, lo que coincide con la concepcion general de
que altas concentraciones fitohormonales tienen efecto represor. Existe muy poca
informacion acerca de los efectos de las GAs en musgos ya que no han sido

identificadas quimicamente a diferencia de otras fitohormonas (Decker et al., 2006), lo
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que dificulta el estudio de estas acerca de sus efectos. En cuanto al tamano de los
gametéforos no se observaron diferencias notables en el tamafio de los gametéforos

con respecto al control (Fig. O). Con base en estos resultados se concluye que la

giberelina GA3 posee un efecto negativo en el crecimiento del musgo P. patens.

25 Fig. M CE de los protonemas de P.
patens sometidos a GA; 10 pM

20 durante 30 dias. Se representa la x *
T ES, n=6 (membranas representativas
£ 15 | de cada caja de Petri de cada
o A experimento). A: Diferencias
L significativas respecto al control. p=
g€ 10 -
‘S 0.05
o

0 .

Control 10 uM GA3




Control

Fig. N Imagen panordmica de
desarrollo de los protonemas de P.
patens creciendo en presencia de
GA; 10 pM durante 30 dias. D= Dias.
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~ Fig. N Nomero de gametéforos
116 obtenidos al dia de 30 en GA;
8 114 concentracion 10 uM. Se representa
.g 115 la x * ES, n=3 (membranas
‘aE'S representativas de cada caja de
s 110 Petri de cada experimento). p= 0.05
¢ 108 - 7 —
T o
o
@ 106 - :
£
2 104 - /
102 - .
100 -
Control GA3 10 uM
Fig. O Imagen gameto6foros
representativos crecidos en GA;
5mm 30 uM al dia 30.

Efecto de la auxina IAA en en P. patens

A diferencia de las GAs, las auxinas estan presentes en diferentes etapas de desarrollo
de los musgos. Se sabe que las auxinas son las encargadas de inducir el paso del
cloronema a caulonema en musgos, lo cual dara paso a la formacién de brotes (Johriy
Desai, 1973). Trabajos como el de Johri y Desai (1973) reportan que en el musgo F.
hygrometrica IAA'5 uM incrementa en un 81% el numero de brotes, en contraste IAA 10
MM origina un 62% de brotes en dicho musgo. Lo reportado por Johri y Desai (1973)
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contrasta con nuestros resultados en donde a pesar de que se observé un aumento en
el numero de gametdforos en adicion de 1AA 5 uM, no fue estadisticamente significativo
(Fig. R) pero el tamano de los gametéforos fue mayor (Fig. S). Ademas IAA 5 uM posee
un efecto estimulador, provocando un aumento significativo en el CE de P. patens (Figs.
P y Q). En contraste, IAA 10 puM no tuvo efecto importante en el CE, el nUmero ni

tamafio de gametoforos respecto al control. De estos resultados concluimos que 1AA en

bajas concentraciones (5 uM) promueve el crecimiento y tamafio de los gametéforos de

protonemas del musgo P. patens.

D Control Fig. P Imagen panoramica
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. Q CE de los protonemas
de P. patens sometidos a IAA
5y 10 pM durante 30 dias. Se
representa la x + ES, n=9
(membranas representativas
de cada caja de Petri
independiente de cada
experimento). A: Diferencias
significativas  respecto  al
control. B: Diferencias
significativas respecto a otro
tramiento. p= 0.05

Fig. R NUmero de
gametdéforos obtenidos al dia
30 en protonemas de P.
patens creciendo a IAA 5y 10
UM. Se representa la x + ES,
n=6 (membranas
representativas de cada caja
de Petri independiente de
cada experimento) p= 0.05



Fig. S Imagen representativa de la apariencia de los gametéforos de P. patens en los
diferentes tratamientos con la auxina IAA, transcurridos 30 dias.
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