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Chlorophyll a and phycocyanin synthesis in the cyanobacterium Calothrix Crus
tacea Schousboe (ecophene Rivularia bullata) have been studied in white light after
the application of red and green light pulses. The light quality produces a comple
mentary pattern in the pigment synthesis. Chlorophyll synthesis is stimulated by
red light pulses whereas phycocyanin synthesis is by green light pulses. Because the
effect of red light on chlorophyll synthesis shows some far-red photoreversibility,
the action of phytochrome is proposed. The green light effect on phycocyanin syn
thesis is only partially reversed by far-red light. This reversion is lost after incu
bation in white light for two hours. The effect of green light on phycocyanin syn
thesis could not only be due to phytochrome since theoretically in green light the
level of the active form of phytochrome is lower than in red light. Thus, the action
of a specific green light photoreceptor is proposed.

Key words: Calothrix Crustacea, Chlorophyll a, Green-light photoreceptor,
Photoregulation, Phycocyanin, Phytochrome.

La sintesis de pigmentos fotosinteticos
es un proceso fotorregulado (24, 27). El
tamano de la antena fotosintetica se ve
afectado por la intensidad de luz (25). En
cianobacterias a baja intensidad de luz au- 

* A quien debe dirigirse toda la correspondencia.

menta el contenido tanto de clorofila
como de ficobiliproteinas y a alta inten
sidad decrece. Ademas, es conocido que la
sintesis de biliproteinas, las cuales pueden
representar un 50 % de las proteinas to-
tales, esta regulada por la clase espectral de
la luz incidente (5, 18, 24). La luz roja es- 
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timula la sintesis de ficocianina y la luz
verde de ficoeritrina (5). Este fendmeno
conocido como adaptacion cromatica ha
sido observado en algunas cianobacterias
(24) y, recientemente, en algas rojas (14).
Se desconoce con exactitud el mecanismo
de accion de la luz, pero en Fremyella di-
plosiphon se ha demostrado que fos cam-
oios en la composicion de biliproteinas se
deben a distintos niveles de transcripcion
de los genes que las codifican y no a cam
bios en la velocidad de recambio (17).

Aun no se han aislado los fotorrecep-
tores que controlan la sintesis de bilipro
teinas y de clorofila en cianobacterias. En
algas rojas y verdes, la sintesis de clorofila
a parece estar regulada por un fotorrecep-
tor de luz azul (7, 8) y por un fotorrecep-
tor reversible de luz roja y roja lejana de-
nominado fitocromo, actuando de forma
independiente (11, 13) o conectado con un
fotorreceptor de luz azul (10, 11). El fi
tocromo na sido detectado espectro e in-
munoquimicamente en varias algas (12,
26), pero aun no en cianobacterias. Por
otro lado, la sintesis de biliproteinas en
cianobacterias esta controlada por un sis-
tema fotorreversible rojo/verde (17, 25).
Bjorn (1) aislo unos pigmentos fotorre-
versibles que denomino ficocromos y pro-
puso que estos controlaban varias res-
puestas fotomorfogenicas en cianobacte
rias. Sin embargo se ha cuestionado la re-
lacion entre estos fotorreceptores y las
respuestas fotorreguladas (3). Murakami
y Fujita (16) han propuesto que los fi
cocromos son estados de agregacion bien
definidos de las mismas biliproteinas. En
algas rojas, L6pez-Figueroa et al. (13)
han demostrado la accion del fitocromo en
la sintesis de biliproteinas, pero se des
conoce si este fotorreceptor actua tambien
en cianobacterias.

En este trabajo se describe el efecto de
la luz roja y verde en la sintesis de pig-
ipentos fotosinteticos en la cianobacteria
Calothrix Crustacea. Se aplican pulsos de
luz roja lejana con el fin de estudiar la po-
sible accion del fitocromo.

Material y Metodos

La cianobacteria Calothrix Crustacea,
morfotipo Rivularia bullata, carente de fi
coeritrina, fue recolectada en el interma
real de Calaburras (Malaga). El material se
mantenia en el laboratorio como ya se ha
descrito (10).

Fuentes de luz y medidas de radiation.
— El material fue irradiado con tubos
fluorescentes Silvania de luz roja (R) (F
20W/R), luz verde (V) (F 20W/G) y luz
blanca (LB) (F 20W/CW). La luz roja le
jana (RL) se obtuvo con una lampara ha-
logena tubular de 300 W situada detras de
una cubeta de agua de 10 cm de ancho,
empleada como filtro de calor, y de un fil-
tro RL (Schott SFK, X max 720 nm, ancho
de banda = 55 nm). En la fig. 1 se muestra
el flujo fotonico espectral relative de las
cuatro fuentes de luz utilizadas. Los es-
pectros se realizaron con un espectrorra-
diometro modelo Li-Cor 1800 UW. El
flujo fotonico en luz blanca continua fue
de 60 jimol m'V1, el de los pulsos R y V
fue de 120 pmol m’2s‘* y el de los pulsos
RL de 60 pmol m'V1.

Diseno experimental. — Los ensayos se
realizaron con suspension de cianobacte
rias (5 g p.f. X I'1) en agua de mar filtrada
a traves de un filtro Whatman GF/C de

Fig. 1. Flujo fotonico espectral relativo en las di-
ferentes fuentes de luz empleadas.

N = verde, LB = blanca, R = roja y RL = roja
lejana.
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1,2 |im de diametro de poro a la que se
anadia 5 |1M NO3K (11). Las suspensiones
se sometian a pulsos de luz R y V de 30
min de duracion. Para determinar la po-
sible accion del fitocromo, se aplicaban
despues pulsos de luz RL de 10 min de
duracion. Luego, se mantenian en oscu-
ridad durante una hora y finalmente, se
iluminaban durante 3 h con luz blanca
(11). Paralelamente, se realizaba un con
trol en la oscuridad (Cose), por incuba-
cion durante 4 h en oscuridad sin aplica-
cion previa de pulsos de luz. La concen-
tracion de clorofila (Cl a) y ficocianina
(FC) se estimaba antes de la aplicacion de
los pulsos, tras una hora en oscuridad y
despues de iluminar 15, 30, 60, 120 y 180
min con luz blanca. A cada tiempo indi-
cado se tomaron al menos 3 muestras, cal-
culandose la media y la desviacion tipica.
La desviacion tipica se encuentra entre 10-
14 % (figs. 2, 3, 4).

Determinacion de la concentracion de
pigmentos. —La Cl a se extrajo en acetona
neutralizada con CO3Na2 como ya se ha
descrito (11). La concentracion (mg Cl a
jor gramo de peso seco) se determind es-
>ectrofotometricamente de acuerdo con
as ecuaciones de Tailling y Driver (23).
£1 ensayo no discrimina entre Cl a y clo-
rofilida a. La FC se extrajo a 4 °C en un
tampon fosfato 0,1 M a pH 6,5. La con
centracion (mg FC por gramo de peso
seco) fue determinada espectrofotometri-
camente usando las ecuaciones dicroma-
ticas de Kursar y Alberte (9) con ma-
ximo para la FC a X = 615 nm. La X =
750 nm fue utilizada como linea de base.

Resultados

La sintesis de Cl a en Calothrix Crus
tacea es fuertemente inducida por luz roja
(fig 2a). Tras el pulso de 30 min R y 1 h
de oscuridad se produce un increment© de
mas de 3 veces respecto al contenido ini-
cial. La concentracion de Cl a es 2 veces

Fig. 2. Variacion de la concentracion de clorofila
a (Cla) en la oscuridad (Ih) y en luz blanca (LB)
tras la aplicacion de pulsos de: (a) luz roja (R) o
luz roja mas luz roja lejana (R + RL) o (b) luz
verde (V) o de luz verde mas luz roja lejana

(V + RL).
Se representa la variacion de la concentracion de
clorofila en un control en la oscuridad (Cose). Se
indica mediante una flecha el momento en que co-

mienza la iluminacion con luz blanca.

mas alta que en el control en la oscuridad.
Tras encender la luz blanca se produce una
ligera perdida de pigmentos para incre-
mentar de nuevo a las 3 h de iluminacion.
La luz RL revierte la respuesta estimula-
dora de la luz R incluso despues de 1 h en
luz blanca (fig. 2a). Los pulsos de luz ver
de no estimulan la sintesis de Cl a pro-
duciendose una destruccion neta de pig
mentos durante la incubacion en LB (fig.
2b). El efecto de la luz verde se revierte
por luz roja lejana (fig. 2b).

La sintesis de FC, al contrario que la de
clorofila, apenas se incrementa en luz
blanca al aplicar pulsos de luz R (fig. 3a),
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Fig. 3. Variation de la concentration de ficotia-
nina (FC) bajo los mismos tratamientos indicados

en la fig. 2.

pero es mayor que en el control en la os
curidad. El efecto de la luz roja no se re-
vierte por luz roja lejana. La sintesis de
FC, en cambio, se estimula fuertemente
tras pulsos de luz V (fig. 3b). La concen-
tracion de FC tras 30 min V y 1 h en os-
curidad es aproximadamente 3 veces ma
yor que la del control en oscuridad. Al
iluminar con luz blanca se produce una
perdida clara de pigmentos. A las 3 h se
observa en LB un ligero incremento, man-
teniendose la concentracion 2 veces mas
alta que en el control en oscuridad (fig.
3b). La luz RL revierte la respuesta in-
ductiva de la luz V solo parcialmente, anu-
landose tras incubar durante 2 h en LB.

La relacion FC/C1 a decrece a lo largo
del tiempo cuando se aplican pulsos de luz
R y aumenta cuando estos son de luz V
(fig. 4). La relacion es mucho mayor tras
pulsos de luz V (fig. 4b) que tras pulsos
de luz R (fig. 4a). Los pulsos de luz RL

Fig. 4. Variation de la relation Ficotiani-
na:Clorofila a (FC/Cl a).

Los tratamientos lunnnicos como en la fig. 2.

tras R o V aumentan el valor de la relacion
FC/Cl a. En el control en la oscuridad, la
relacion FC/Cl a es similar a la de los tra
tamientos R, pero mucho mas baja que la
de los tratamientos V.

Discusion

La sintesis de clorofila en Calothrix
Crustacea esta claramente estimulada por
luz roja. Debido a que este efecto induc
tive fue parcialmente revertido por luz
roja lejana, se propone la accion del fito-
cromo. No obstante, solo mediante un es-
pectro de accion tanto de la estimulacion
como de la reversion del efecto se podria
determinar de forma inequivoca la accion
de este fotorreceptor. La accion conjunta 
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del fitocromo y de un fotorreceptor azul
(criptocromo) en la sintesis de clorofila ha
side detectada en varias plantas (15). En
algas verdes se demuestra la accion espe-
cifica de luz azul via criptocromo (6, 7, 21)
y L6pez-Figueroa y Niell (11) propo-
nen la accion del fitocromo en el alga roja
Porphyra umbilicalis y la accion conjunta
de fitocromo y criptocromo en el alga ver-
de Ulva rigiaa (11) y en el alga roja Co-
rallina elongata (10). En cianobacterias se
han descrito otras respuestas controladas
por el fitocromo como la germinacion de
esporas en Anabaena fertilissima (19).

Por otro lado, la sintesis de FC parece
estar controlada por luz verde a traves de
un sistema parcialmente reversible por luz
RL. La luz R, en cambio, no induce la sin
tesis de FC. Estos resultados contrastan
con los obtenidos en otras cianobacterias
(5, 24) donde la luz estimuladora de la sin
tesis de FC es la luz R y la inhibidora, la
luz V. Esta aparente contradiccion puede
explicarse como una adaptacion original
del equipo pigmentario de Calothrix Crus
tacea a la clase de luz. Esta cianobacteria
carece de ficoeritrina por lo que no se pue
de hablar de adaptacion cromatica com
plementaria en sentido estricto. En este
trabajo se demuestra, en cambio, la exis-
tencia de una respuesta complementaria de
la Cl a y de la FC: estimulacion de la sin
tesis de Cl a en luz roja y estimulacion de
la sintesis de FC en luz verde. En terminos
de respuesta a la clase espectral de la luz
incidente, la Cl a lo harla como la FC de
otras cianobacterias y la FC como la fi
coeritrina. La ficocianina aunque presenta
su maxima absorcion en luz roja (615 nm)
posee mayor absorcion que la Cl a en luz
verde, con lo cual el incremento de FC
frente a Cl a en luz verde tendrla un sen
tido adaptativo. Calothrix Crustacea po-
drla modular su equipo pigmentario en
funcion de la clase ae luz en el sistema li
toral. Asl, en aguas turbias donde predo-
mina la luz verde (4) se produciria un in
cremento de FC optimizandose probable-
mente la capacidad fotosintetica. Por otro 
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lado, la rapida respuesta a la luz roja ob-
servada en el laboratorio podrla producir-
se en la naturaleza al amanecer y al atar-
decer cuando se observan drasticos cam
bios en la relacion de luz R:RL (2). Ade-
mas, una adaptacion complementaria po
drla producirse en las diversas celulas de
Calothrix'. las celulas expuestas a la irra-
diacion solar directa presentarlan un con-
tenido en FC menor que las celulas de las
partes internas, donde predominaria la luz
verde y roja lejana debido a la absorcion
de luz roja y azul por las clorofilas de las
celulas expuestas. El campo lumlnico serla
similar al descrito bajo doseles vegetales en
sistemas terrestres (22). Esta estrategia se
ha demostrado en Calothrix ya que se al-
canza una relacion FC/C1 a mas alta en luz
verde que en luz roja y ademas mas alta
cuando se aplica luz RL tras R o V.

Debido a que en luz verde el nivel de
fitocromo en su forma activa Pfr es mas
bajo que en luz roja (15, 20), la fuerte in-
duccion de la sintesis de FC en luz verde
no puede explicarse solo por la posible ac
cion del fitocromo. Se propone asi la par-
ticipacion de un fotorreceptor especifico
de luz verde.

La respuesta a la clase espectral de la luz
incidente es relativamente rapida como
previamente se ha observado en macroal-
gas (11, 14). La luz blanca aplicada tras la
hora de oscuridad no modifica la respuesta
cualitativa a los pulsos de luz pero si la
cuantitativa. El mecanismo de fotorrecep-
cion inducido por pulsos no necesita de
luz continua como se demostro en ma-
croalgas (10, 11). La luz continua podria
ejercer un efecto modulador alterando la
velocidad de renovacion pigmentaria,
como ya se ha observado en el alga roja
Corallina elongata (10).

En resumen, se propone que la sintesis
de Cl a esta bajo el control del fitocromo
y la de FC, regulada por un fotorreceptor
verde. Se describe una estrategia comple
mentaria original del equipo pigmentario:
la cantidad de Cl a aumenta tras pulsos de
luz R y la de FC tras pulsos de luz verde.
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Como resultado, la relacion FC/C1 a au- 5.
menta en luz verde lo que optimizaria
probablemente la capacidad fotosintetica y
el crecimiento de Calothrix Crustacea en 7
esas condiciones luminicas.
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Resumen 10.

Se estudia la smtesis de clorofila a y de fi- IL
cocianina en la cianobacteria Calothrix Crus
tacea en luz blanca tras la aplicacion de pulsos
de luz roja y verde. La clase especcral de la luz
incidente determina un patron complementario
en la sintesis pigmentaria. La smtesis de clo- 13.
rofila es estimulada por luz roja mientras que
la de ficocianina por luz verde. Debido a que 14.
el efecto de luz roja sobre la smtesis de clorofila
muestra una reversion parcial tras aplicar luz 15.
roja lejana, se propone la accion del fitocromo.
El efecto de la luz verde sobre la smtesis de
ficocianina, en cambio, se revierte solo par-
cialmente por luz roja lejana, manteniendose
solo hasta un periodo de 2 horas en luz blanca.
El efecto de la luz verde sobre la smtesis de 18.
ficocianina no puede ser debido al fitocromo ya
que teoricamente el nivel de fitocromo activo 19.
es menor en luz verde que en luz roja. Asi, se
propone la accion de un fotorreceptor especi- 20,
fico de luz verde.

21.
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Fotorregulacion.
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