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ABSTRACT: Aguilera, A.; Gonzalez-Gil, 5.; Lépez-Rodas, V.; Mendoza, H. & E. Costas
1994, Fitohormone effects on the proliferation of Tefraselmis sp. (Praxinophyceae).
Revista de Biologia Marina, Valparaiso 29(1):47-55.

The effect of five phytohormones (Indol-3-Acetic Acid, Zeatin, Kinetin, Gibberellic
Acid and Abscisic chd) were analyzed on the marine Praxinophyceae Tetraselmis sp.
proliferation. A statistically significant increase in the growth rate of Tetraselmis sp.
was observed when the media is supplemented with Zeatin, Abscisic Acid, Gibberellic
Acid and Kinetin, but, when the media is supplemented with Indol-3-Acetic Acid the

rowth rate decreased. This mitogenic effect exhibited by some phytohormones on

etraselntis sp. growth, seems to confirm that many microalgae species, as well as most
of mammalian cells, need this kind of growth factors to proliferate. This fact is in
agreement with the hypothesis concerning to a universal mechanism which controls
the cell division cycle in all the eukaryotic cells.
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RESUMEN: Aguilera, A.; Gonzalez-Gil, 5.; Lopez-Rodas, V.; Mendoza, H. & E. Costas
1994 Efecto biclégico de las fitohormonas sobre los mecanismos de control biclégico
de la proliferacién de Tetraselis sp. (Praxinophyceae). Revista de Biologfa Marina,
Valparaiso 29(1):47-55.

Se analizan los efectos de cinco fitohormonas SA:CidO Indol-3-Acético), Zeatina,
Kinetina, Acido Giberélico y Acido Abcfsico) sobre roliferacién de la Praxinoficea
marina Tetraselmis sp. Se observa un incremento estadisticamente significativo de la
tasa de divisién de esta especie cuando el medio de cultivo es suplementado con
Zeatina, Acido Abctsico, Acido Giberélico y Kinetina, observandose una disminucion
en su crecimiento cuando el cultivo crece en presencia de Acido Indol-3-Acético. Este
efecto mitégeno que exhiben algunas fitohormonas frente a Tetraselmis sp. parece
confirmar la necesidad de este tipo de factores de crecimiento para la proliferacion
celular, al igual que ocurre en lineas celulares de mamifero y en ciertas especies de
microalgas. Este%echo concuerda con la hipétesis que supone la existencia de un
mecanismo universal que controla el ciclo de division celular en todas las lineas
eucariotas.

Palabras claves: Ciclo de division celular, tasa de reproduccion, fitohormonas,
Tetraselmis sp.
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INTRODUCCION

Durante la tiltima década se ha dedicado
un gran esfuerzo a estudiar los mecanis-
mos que controlan la proliferacién celu-
lar de numerosas especies de microalgas.

Quizas esto sea debido a la enorme im-
portancia que dichos organismos pre-
sentan en los ecosistemas marinos, a la
toxicidad que tienen algunas de sus es-
pecies, principalmente los dinoflagelados
(Yasumoto 1990) 6 a su elevado interés
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mental, son basicamente similares a los
desarrollados en nuestro reciente trabajo
sobre los efectos de factores de creci-
miento y mitégenos en la protiferacién
de dinoflagelados (Lépez-Rodas et al.
1992), Costas et al. 1993), por lo que se
comentan de forma resumida.

MATERIAL BIOLOGICO:

Un clon de Tetraselmis sp. (Te 40, de la
coleccién de la Universidad Complutense
de Madrid), previamente bien caracteri-
zado en su biologla (Gonzilez de
Chavarri 1991) y procedente de la bahia
de La Coruiia, fue aislado a partir de una
sola célula vegetativa haploide y culti-
vado en placas de Petri con 20 ml de
agua de mar enriquecida con medio f/2
sin silicatos (Guillard 1975) El clon se

5 el
mantuvo en cdmaras de cultivo a tempe-

ratura constante de 20 + 1°C y una inten-
sidad lumifnica de 50 pEins m2 sg?t. El
clon se conservé en el tiempo mediante
transferencias seriadas de un in6culo a
medio fresco cada 15 dfas. Fué cultivado
en condiciones de asepsia rigurosa com-
probandose la ausencia de bacterias me-
diantes chequeos periédicos del cultivo
con técnicas de epifluorescencia, previa
tincién con naranja de acridina.

DESARROLL.O EXPERIMENTAL:

Para comprobar el posible efecto mité-
geno de la fitohormona sobre el cultivo
de Tetraselmis sp., replicados del clon Te
40 fueron cultivados en placas multien-
sayo con agua de mar artificial ASPM f/2
(Guillard 1975) suplementandose el me-
dio con las siguientes fitohormonas.

-Acido Indol 3 Acético (AIA, SERVA) 3 mg i1
-Zeatina (SERVA) 5 mg 11
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Kinetina (SERVA) 5 mg I'1
-Acido Giberélico (SERVA) 5 mg I
-Acido Abscisico (SERVA) 10 mg It

Las concentraciones 6ptimas de
cada una de las fitbhormonas son las
concentraciones minimas a las que son
activas y en las que no pueden, por tanto
actuar como una fuente de carbono adi-
cional en el medio, lo que sin duda fal-
searia los resultados (Bradley & Cheney
1990). Ademds dispusimos de un control
no suplementado con fitochormonas.

Los replicados se mantuvieron a lo
largo de toda la experiencia en cdmaras
de cultivo bajo las mismas condiciones
ambientales mencionadas anteriormente,
El nimero total de replicados del expe-
rimento fué de 6.

Para estimar el efecto de las dife-
rentes fitohormonas se realizaron re-
cuentos celulares diarios durante seis
dfas consecutivos durante la fase de
méximo crecimiento exponencial en un
microscopio invertido. El namero de re-
cuentos fue estimado mediante la técnica
de las medias progresivas de Williams
(1977) para obtener un error inferior al
5% en todos los casos.

Como método para estimar la tasa
de reproducci6n, utilizamos el modelo de
Crow & Kimura (1970) para determinar
la proliferaciéon de una poblacién celular
como divisiones y muertes distribuidas
aleatoriamente de forma continua, cal-
culando el parimetro de crecimiento
maltusiano m en divisiones por dia
usando la expresiéon: Nt= No e™ donde,
Nt es el niimero de células en el tiempo t,
No es el nimero de células en el tiempo
0y t, el iempo en dias.
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Determinamos las maximas tasas
de reproduccién aclimatadas en la fase
de mayor crecimiento exponencial.
Experimentos previos en los que filma-
mos en video y visualizamos a camara
rapida la cinética de crecimiento de este
clon, nos llevaron a elegir este modelo
que ajustaba perfectamente a las caracte-
risticas del crecimiento de este cultivo.

Previamente a la realizacion del
experimento, €l clon crecié en medio arti-
ficial ASPM /2 (Guillard 1975) para
eliminar cualquier posible traza de mi-
togenos procedentes del agua de mar.
Antes de empezar las valoraciones expe-
rimentales, se esper6 a que los cultivos
estuviesen aclimatados a las nuevas con-
diciones experimentales.

Las comparaciones estadisticas se
realizaron comparando las tasas de re-
produccién obtenidas en cada una de las
fitohormonas con las obtenidas en los
controles no sometidos a fitohormonas,
utilizando para ello las pruebas no pa-
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raméticas de la U de Man-Whitney y la H
de Kruskall-Wallis (Siegel 1956).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 1 quedan reflejadas las tasas
de reproduccién méximas aclimatadas de
Tetraselmis sp. tanto en medios suple-
mentados con fitchormonas como en los
controles.

Podemos observar que se produce
un incremento estadfsticamente signifi-
cativo en la tasa de division de esta espe-
cie cuando el medio de cultivo es suple-
mentado con Zeatina (p<0.05), Acido
Abscisico  (p<0.01), Acido Giberélico
{p<0.01) y con Kinetina (p<0.01). De igual
manera se observan diferencias estadisti-
camente significativas con respecto a la
tasa de division del control cuando el
clon creci6 en presencia de Acido Indol 3
acético (p<0.01), observindose en este
caso, una disminucién del 11% en el me-
dio suplementado con esta hormona res-
pecto del control.

CONTROL
ZEATINA
AlA

ABA
GIBERELICO
KINETINA

EONEEN

Fig. 1. Tasas de crecimiento maximas acli

replicados).

das de Tefraselmi ZPA en cultivos suplementados con
distintas fitohormonas y en el control no suplementado

(barras=error standard de los
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Ademads, las cuatro fitohormonas
que incrementan las tasas de divisién de
Tetraselmis sp. lo hacen de manera se-
mejante. Las que presentan un efecto
mitégeno mas acusado son la Kinetina y
el Acido Abcisico, que incrementan 1.5
veces la tasa de divisién del control, les
sigue el Acido Giberélico el cual presenta
una tasa de divisién 1.4 veces mayor que
la del control. En dltimo lugar se en-
cuentra la Zeatina, capaz de incrementar
1.2 veces la tasa de divisién que presenta
el replicado control.

El efecto mas importante que ejer-
cen las fitohormonas sobre las células es
una accién mitégena, al inducir prolife-
racién celular. Hasta ahora este efecto
solo habfa sido descrito en lineas celula-
res de vegetales superiores, sin embargo,
también parecen ser capaces de modifi-
car el ciclo de divisién celular en micro-
algas, organismos filogenéticamente an-
teriores, siendo capaces de producir di-
versas respuestas en su proliferacién. De
esta forma, mientras que la mayor parte
de las fitohormonas ensayadas presentan
un efecto mit6égenico acusado, existe una
(el Acido Indol Acético) que parece ser
extrernadamente citotéxica.

En la actualidad, el mecanismo
molecular por el que actiian las fitohor-
monas no se conoce en su totalidad.
Estudios sobre sistemas biolégicos sim-
plificados, sugieren que este tipo de mo-
léculas tienen un efecto importante sobre
el ciclo de divisién celular, afectando, es-
pecialmente, a la fase S de sintesis de
DNA e incrementando la transcripcién
de determinados genes, al igual que ha-
rfan los factores de crecimiento en células
de mamifero. Asi, recientemente se ha
descrito la dependencia de factores de
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crecimiento tipicos de mamiferos supe-
riores en varios grupos de microalgas
(Gonzalez de Chavarri 1991, Costas et al.
1993, Lépez-Rodas et al. 1992). Esta acti-
vacion en la sintesis y transcripcién del
DNA podria ser la base molecular de los
numerosos cambios fisiolégicos que in-
ducen las fitohormonas, incluyendo el
disparc de la mitosis (Peaud-Leonel
1977).

De todas las fitohormonas ensaya-
das, llama la atencién el efecto estimu-
lante de la proliferacién celular que pro-
duce e} 4cido abcisico sobre Tetraselmis
sp. Hasta ahora esta fitohormona ha sido
reconocida como un inhibidor del
crecimiento, aunque sus efectos podrian
ser contrarrestados por otras fitohormo-
nas como la giberelina (Raven & Curtis
1975). Sin embargo, trabajos recientes in-
dican que el 4cido abcfsico podrfa inducir
la sintesis de nuevas proteinas implica-
das en la ruta de los inositol fosfato
(Parmar & Brearley 1993, Lee ef al. 1993),
lo cual explicaria su efecto mitogénico en
este organismo y, aunque muchos estu-
dios apuntan hacia una regulacién nega-
tiva de la transcripcion de muchos genes
en presencia del acido abcisico (Bray
1988, Deng 1987) otros estudios mas re-
cientes indican que el 4cido abcfsico tiene
un efecto positivo en la transcripcién, es-
pecialmente durante el desarrollo em-
brionario de algunas plantas
(Bartholomew et al. 1991).

Por otro lado, el Acido Indol
Acético actia inhibiendo drésticamente
la divisién celular de Tetraselmis sp.
disminuyendo, por tanto, su tasa de divi-
sién de forma estadfsticamente significa-
tiva al compararla con la del control. Las
auxinas, entre las que se encuentra el
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Acido Indol Acético, actian indirecta o
directamente en la fase S del ciclo celular
de formas muy diversas. Asf, per ejem-
plo, la misma cantidad de auxina que
promueve el crecimiento de determina-
das lineas celulares en plantas tiene
efectos inhibitorios en otros tipos celula-
res (Raven & Curtis 1975, Peaud-Leonel
1977).

Este tipo de efectos citotéxicos han
sido ampliamente descrifos, existiendo
numerosas sustancias que, bien por tener
un efecto antagénico al de las fitohormo-
nas o bien, al aparecer en concentraciones
elevadas en el medio, reducen el creci-
miento celular (Matsunami et al. 1990,
Reuse et al. 1990, Traxler et al. 1991).

Fl hecho de que al suplementar los
medios de cultivo con fitohormonas
Tetraselmis sp. incremente su tasa de di-
visi6n de forma estadfsticamente signifi-
cativa, parece confirmar que, al menos en
esta especie, 'son necesarios este tipo de
factores de crecimiento especificos para
su proliferacion, tal como ocurre en otras
lineas celulares eucariotas y en ciertas
especies de microalgas.

Este comportamiento concuerda
con la hip6tesis de un mecanismo uni-
versal comin a todos los eucariotas, al-
tamente conservado durante la evolucién
y ya desarrollado por el antecesor comtin
de los primeros eucariotas (Cantley ef al.
1991, Costas & Lopez-Rodas 1991, Nurse
1990).

Esta aparente dependencia en el
crecimiento celular por determinados
mitdgenos especificos como factores de
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crecimiento o fitohormonas podria tener
importantes consecuencias a nivel ecolé-
gico, pudiendo ser la ausencia de este
tipo de factores la principal causa limi-
tante en cuanto al crecimiento de los me-
dios de cultivo artificiales, sugiriendo
este hecho que, en el agua de mar natu-
ral, podrian existir de forma libre estas
sustancias mitégenas. Su origen no se
conoce en la actualidad. Nuestra hipéte-
sis es que las microalgas podrfan produ-
cir de forma enddgena sus propias fito-
hormonas o factores de crecimiento al
igual que lo hacen otras lineas celulares
eucariotas. Esta produccién autocrina
explicaria el porqué este tipo de orga-
nismos son capaces de crecer en medios
artificiales, como el ASPM, en total au-
sencia de mitégenos especificos En este
sentido se han descrito especies de dino-
flagelados capaces de llevar a cabo una
elevada produccién de factores de creci-
miento (Soong 1980, Lopez-Rodas ef al.
1992) o de diatomeas que excretan al me-
dio inhibidores del crecimiento que
afectan a determinadas especies de mi-
croalgas que compiten con ellas (Gentien
& Arzul 1990), asf como de determinadas
bacterias que son capaces de sintetizar y
excretar al medio diacilglicerol, un im-
portante mensajero en la ruta de los ino-
sitol fosfolfpidos (Morotomi ef al. 1990).

En la actualidad quedan todavia
muchas cuestiones por resolver respecto
al papel que desempefian los mecanis-
mos internos que controlan la divisién
celular en este tipo de organismos, sin
embargo, un mejor conocimiento de ellos
constituirfa un interesante complemento
de los tradicionales estudios sobre los
efectos de las condiciones ambientales.
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