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• Chlorophyll a synthesis in the red alga Corallina elongata is controlled by phytochrome
and by a specific blue light photoreceptor. Although the estimated photoequilibrium of phy­
tochrome is similar in blue and red light, the amount of chlorophyll accumulated is greater in
blue light, which implies the action of cryptochrome, according to the criteria for the specific
blue light photoreceptor involvement. The amount of chlorophyll synthesized is greater when
the level of photoequilibrium approaches 65 % (in blue and red light) than with higher levels
(72.7 % in white light and 70.8 % in green light). The action of phytochrome is demonstrated
by the induction of chlorophyll synthesis after red pulses and the reversion after far red pulses.
The reversion is not complete but the percentage of reversibility is high (85-90 %). The
amount of chlorophyll accumulated is greater in darkness after the application of red light
pulses than in white light after the same light pulses. The induction of chlorophyll synthesis
is greater after red pulses than after continuous red light. The existence of a fast destruction
of chlorophyll in continuous light is observed. This destruction is greater in the high photoequilib­
rium of phytochrome (70-72 %). The turnover times and the induction mechanism of
chlorophyll synthesis must be very fast. This indicates the existence of a possible rapid adap­
tation to the change in light quality and intensity in the marine system.

Key words: Phytochrome, Cryptochrome, Chlorophyll synthesis, Red algae, Corallina
elongata.

La fotorregulacion de la sintesis de clo­
rofila ha sido estudiada principalmente en
plantas superiores (22). Se han propues-
to dos niveles de control, primero a nivel
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de la sintesis del acido aminolevulinico
(ALA), controlada por el fitocromo (19)
y, en segundo lugar, en angiospermas
etioladas, a nivel de la reduccion de pro-
toclorofilida a clorofilida (11). Asi, el con­
trol de la sintesis de clorofila lo realiza el
fitocromo (21). El fitocromo es una cro-
moproteina de 124 KDa con dos formas 
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interconvertibles, la forma Pr con maximo
de absorcion en la banda roja del espectro
(Amax = 665 nm) y la forma Pfr con ma­
ximo de absorcion en la banda roja lejana
(Amax = 730 nm). La forma Pfr es la mo-
lecula activa que controla multitud de res-
puestas fisiologicas en vegetales superio-
res, entre ellas la sintesis de clorofila (17,
20). En Sorghum vulgare Sawhney et al.
(30) proponen la accion conjunta del fi-
tocromo y de un fotorreceptor especifico
de luz azul (criptocromo).

En plantas inferiores, concretamente en
algas verdes, Kowallick y Schurmann
(16) han determinado que la luz azul in­
duce la sintesis de clorofila. En Euglena
gracilis Kaufman y Lyman (15) han ob-
servado que ademas de la luz azul, la luz
roja y la amarilla determinan un incre-
mento en la tasa de sintesis de clorofila,
proponen por ello la existencia de un nue-
vo fotorreceptor con actividad a 600 nm
Jeffrey (13) y Senger (31) indican ade­
mas que la mayoria de los procesos foto-
rregulados en algas (entre ellos la sintesis
pigmentaria) estan bajo control de un fo­
torreceptor especifico de luz azul (crip­
tocromo). Se desconoce la naturaleza de
este fotorreceptor, que se ha identificado
como un carotenoide (34), pero la mayoria
de los autores consideran que tiene natu­
raleza flavoproteica (26).

Debido a que el fitocromo absorbe tam-
bien en luz azul (4) debe quedar estable-
cido cuando una determinada respuesta
esta bajo control del fitocromo, criptocro­
mo o de ambos fotorreceptores a la vez
(33). Mohr (21) sugirio varios modelos de
interaccion entre el fitocromo y criptocro­
mo y Schafer (32) propuso un criterio
para separar la accion del fitocromo y
criptocromo basado en «el principio de
fotoequivalencia». Si una respuesta esta
mediada unicamente por el fitocromo de-
pende del nivel de fotoequilibrio estacio-
nario, si este es identico en luz azul y en
luz roja la respuesta deberia ser la misma;
en cambio si es mayor en luz azul indicaria
la presencia del criptocromo.

Por otro lado Dring (6) resalta que en
la mayoria de las plantas verdes (incluidas
las cloroficeas) se ha demostrado la exis­
tencia del fitocromo, pero el criptocromo
es el que tiene un papel mas importante
en el control de las respuestas fotomor-
fogenicas. Sin embargo, en algunas algas
se ha podido demostrar una accion clara
del fitocromo, como en la induccion de la
sintesis de clorofila en Scenedesmus (3) y
en algunas respuestas fotoperiodicas en
Porphyra tenera (6).

En este trabajo se estudia si la sintesis
de clorofila a (Cla) en Corallina elongata
esta inducida por la luz y se determina el
fotorreceptor que controla su sintesis. Se
aplican los criterios de Mohr (20) y
Schafer (32), empleados hasta ahora uni­
camente en plantas superiores, con el fin
de demostrar de forma inequivoca el papel
de ambos fotorreceptores en el control de
la sintesis pigmentaria en algas.

Material y Metodos

El alga roja Corallina elongata Ellis et
Soland fue recolectada durante el periodo
invernal sobre superficies rocosas en el li­
toral de Maro (Malaga). Se tomaron plan­
tas de tamaho similar (mismo estado de
desarrollo). Para determinar la homoge-
neidad del material se estimaba la concen-
tracion de clorofila en 10 muestras, no ob-
servando diferencias significativas (F <
0,1). Las algas eran mantenidas en el labo­
ratorio durante 24 horas en oscuridad a la
temperatura de 16 °C antes de la aplica-
cion de los tratamientos luminicos.

Fuentes de luz y medidas de radiation.
Por medio de 4 juegos de los tubos fluo-
rescentes Silvania, de 20 W cada uno, se
obtuvieron la luz blanca (B) (Silvania, F
20W/CW), la luz roja (R) (F 20W/R), la
luz azul (A) (F 20W/B) y la luz verde (V)
(F 20W/G). La luz roja lejana (FR) se ob-
tuvo con una lampara halogena tubular de
300 W situada detras de una cubeta de
agua de 10 cm de ancho, empleada como 
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filtro de calor, y de un filtro FR (Schott,
SFK, X max = 720 nm). En la fig. 1 se
muestran los espectros de flujo cuantico
de las diferentes fuentes de luz empleadas.
El flujo fotonico (FF) entre 400-700 nm
(PAR) en luz blanca, azul y verde fue de
120 pmol m-2 s“’, en luz roja de 100 umol
m~2 s-1 y en luz FR de 60 pmol m~2 s-’.
El FF fue medido con un espectrorradio-
metro modelo Li-1800 UW.

Calculo del fotoequilibrio del fitocromo.
Se aplico el metodo de Gardner y Gra­
ceffo (9). Se emplearon las eficiencias
cuanticas relativas obtenidas por Pratt y
Briggs (25) al estudiar la fototransfor-
macion del fitocromo in vivo. El espectro
del flujo fotonico en cada fuente de luz se
realize con un espectrorradiometro mo­
delo Li Cor 1800 UW conectado con una
computadora IBM. El producto de los
rendimientos cuanticos y flujo fotonico se
realizo cada 5 nm en la banda de longi­
tudes de onda de 360 a 800 nm.

Diseiio experimental. Las algas (2,5 g de
peso fresco), despues del tratamiento pre-
vio, se introducian en botes de experi-
mentacion con 500 ml de agua de mar fil-
trada a traves de un filtro Whatman GF/
C de 1,2 pm de diametro de poro y debido
a que un agotamiento de nutrientes du­
rante el periodo de experimentacion puede
causar un decrecimiento en la concentra­
cion de pigmento (1), se ariadia NO^ 5 pM.

A continuacion se aplicaban los diferen­
tes tratamientos de luz: 1) Exposicion en
luz continua de diferente calidad espectral
(A, V, R y FR) durante 6 h. Se tomaban
muestras para la estimacion de la concen­
tracion de Cla a los 30 min y 1, 2, 3, 4, 5
y 6 h respecto al tiempo inicial, ti (antes
de la aplicacion de los tratamientos de
luz). 2) Determinacion del control de la
sintesis de clorofila por el fitocromo, por
aplicacion de pulsos de luz R y FR: Des­
pues de la aplicacion de pulsos de luz R
durante 30 min se mantenian las algas du­
rante 1 hora en oscuridad y se expoman

LONGITUD DE ONDA (nm) LONGITUDDE ONDAlnm)

Fig. 1. Flujo fotonico espectral en ftmol m~2 s~l
nm"' en las diferentes fuentes de luz empleadas.

durante cuatro horas en la luz blanca con­
tinua o bien permanecian cuatro horas mas
en oscuridad. Para determinar si se pro-
ducia reversion de la respuesta se aplicaron
pulsos de 30 min de luz R seguidos de pul­
sos de 8 min de luz FR. Tambien se apli­
caron independientemente pulsos de 8 min
de FR. Una muestra en oscuridad a la que
no se aplicaba ningun pulso de luz servia
de control. La concentracion de clorofila
se estimaba antes de todos los tratamientos
(en el tiempo inicial, ti), a los 15 min en
oscuridad tras los pulsos y en luz blanca
continua a los 5, 15, 30, 60, 120 y 240 min
respecto a to (final del periodo de 1 h en
oscuridad), o a los 5, 30, 60, 120, 180 y
240 min si las plantas permanecian en os­
curidad. En cada tiempo indicado se to-
maron al menos 3 muestras de algas cor-
tadas longitudinalmente y se estimaba la
concentracion de clorofila.

La cantidad de clorofila acumulada (Cla
A) era valorada de acuerdo con la siguiente
expresion:
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Cla A =
[Cla]x>tx - [Cla]d.tt - [Cla]d / [Cla]d

Siendo [Cla]Xitx la concentracion de clo­
rofila despues de los pulsos R, 1 h en os-
curidad y un tiempo aeterminado tx en luz
blanca, en oscuridad o un tiempo en luz
continua de una determinada calidad es-
pectral. [Cla]dtx es la concentracion de clo­
rofila en el control oscuro tras un mismo
periodo. [Cla]t; es la concentracion de clo-
rofila en el periodo inicial antes de los tra-
tamientos luminicos. Se divide por [Cla]j
ya que la concentracion inicial de clorofila
no era identica en los diferentes experi-
mentos realizados. La acumulacion de
clorofila se refiere asi a la concentracion
existente antes de aplicar los tratamientos
de luz. La concentracion de clorofila ini­
cial se estimaba a partir de 10 muestras,
calculando la media y desviacion tipica; en
ningun caso las diferencias en la concen­
tracion de Cla en estas muestras fue sig-
nificativa.

Determination de la concentration de
clorofila.— Fue determinada espectrofo-
tometricamente por el metodo de Jeffrey
y Humphrey (14), ensayo que no discri-
mina entre la clorofila a y la clorofilida-a.
La extraccion se realizo en tejido fresco
con acetona (90 %), neutralizada con
Na2CO3, en un mortero.

Estadistica.— En cada punto ti y tx se
estimaba, sobre las replicas tomadas, la
media y la desviacion tipica estandar. Se
aplico un analisis de la varianza (ANO-
VA) para determinar si existian diferencias
significativas entre los diferentes trata­
mientos aplicados.

Resultados

Exposition en luz continua de diferente
calidad espectral.— La mayor cantidad de
clorofila acumulada se alcanza en luz azul
(fig. 2). En luz roja durante las dos pri-

Fig. 2. Cantidad de clorofila acumulada (Cla A)
a lo largo del tiempo bajo iluminacion continua
con luz azul (A), verde (V), roja (R) y roja lejana

(FR).
El flujo fotonico (FF) en A y V es de 120 pmol
m-2s-1, en R de 100 gmol m-2s-1 y en FR de 60

Hmol m-2s-1.

meras horas la Cla A es menor que en luz
azul, aunque en las tres ultimas horas los
valores se aproximan. En luz azul la in-
duccion es sumamente rapida. En luz ver­
de y FR la cantidad de Cla A es similar y
mucho mas baja que en los tratamientos
con luz azul y roja (fig. 2). Las cineticas
de acumulacion varian en relacion con la
calidad espectral. Los tratamientos azul y
rojo presentan cineticas aproximadamente
complementarias, mientras que en las pri-
meras horas de exposicion la Cla A au-
menta en luz R, en luz A disminuye pro-
gresivamente tras el aumento que se pro­
duce en la primera hora.

En la tabla I se representan los niveles
de fotoequilibrio del fitocromo que se al-
canzan en las diferentes luces. La cantidad

Tabla I. Niveles de fotoequilibrio (%) del fitocromo
que se alcanzan con diferentes luces.

Luz Fotoequilibrio (%)

Azul 64,7
Verde 70,8
Roja 65,6
Roja lejana 0,12
Blanca 72,7
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Fig. 3. Cantidad de clorofila acumulada (Cla A) a lo largo del tiempo en oscuridad (A) y en luz. blanca
(B) tras la aplicacion de pulsos de 30 min R (9), pulsos 30 min R + 8 min FR (O) y de 8 min FR (k).
El flujo fotonico (FF) de los pulsos R es de 100 pmol m-2s-1, de los pulsos FR de 60 pmol m-2s-1 y

en luz blanca continua de 120 pmol m-2s-1.

de Cla A menor corresponde con los va-
lores mas altos de fotoequilibrio (luz ver-
de) y en los mas bajos (luz FR).

Al aplicar un ANOVA se observo que
existian diferencias significativas en la Cla
A en los tratamientos Azul y Rojo res-
pecto a los tratamientos Verde y FR (F <
0,05), en cambio no existian dierencias
significativas entre los tratamientos V y
FR.

Pulsos de luz.— Para demostrar la ac­
cion del fitocromo es necesaria la aplica­
cion de pulsos R y determinar la existencia
de reversion de la respuesta (sintesis de
Cla) tras pulsos R + FR. En la fig. 3 se
representa la cantidad de clorofila acu­
mulada tras la aplicacion de pulsos R, FR
y R + FR en luz blanca continua o en os-
curidad. En primer lugar, la Cla A es ma­
yor tras pulsos R que tras pulsos R + FR,
tanto en luz blanca como en oscuridad. La
Cla A tras pulsos FR es menor que tras R
y R + FR. No se produce asi una rever­
sion completa, pero el porcentaje de re-
versibilidad calculado, ae acuerdo con la
formula propuesta por Oelze-Karow et
al. (23), es no obstante alto (80-90 %). La
induccion tras pulsos de luz R es muy ra- 

pida. En oscuridad la Cla A es mayor que
en luz blanca en donde se produce una
destruccion de parte de los pigmentos sin-
tetizados en la primera media hora y es
probable tambien que la tasa de sintesis
disminuya al prolongar el periodo de ex-
posicion. En oscuridad, en cambio, se
produce un aumento progresivo en la Cla
A a lo largo del tiempo.

Al aplicar un ANOVA se han deter-
minado diferencias significativas (F < 0,
05) entre los valores de Cla A en los tra­
tamientos R y R + FR.

Discusion

Se demuestra la accion del fitocromo en
el control de la sintesis de clorofila en el
alga roja Corallina elongata mediante la
aplicacion del criterio de Mohr (22). La
induccion de la sintesis de clorofila en luz
roja esta mediada por el fitocromo, ya que
se produce reversion de la respuesta al
aplicar pulsos R + FR aunque esta no sea
completa; se produce la induccion mayor
en luz azul continua. Esta resultado plan­
tea el problema de determinar si la res­
puesta se debe a la accion de un fotorre- 
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ceptor especifico de luz azul (criptocro-
mo), a la accion del fitocromo o a la de
ambos a la vez. En primer lugar se observa
que la induccion es mas rapida en luz azul

3ue en luz roja; esto indirectamente in-
icaria la presencia del criptocromo (8).

En segundo lugar, al aplicar «el principio
de fotoequivalencia* de Schafer (32) se
observa como a pesar de alcanzarse niveles
de fotoequilibrio del fitocromo en luz azul
y rojo similares (64,7 % y 65,8 % respec-
tivamente) la cantidad de Cla A es signi-
ficativamente mayor en luz azul. Este re-
sultado indica la presencia del criptocro­
mo actuando junto al fitocromo (33).

Kowallick y Schurmann (16) obser-
varon que en algas verdes la sintesis de
clorofila es mayor en luz azul que en luz
roja, pero debido al diseno experimental
empleado no determinaron que fotorre-
ceptor actua. En Corallina elongata se
produce una accion conjunta del fitocro­
mo y criptocromo como en las plantas su­
periores Sorghum vulgare (30), Sorghum
tricolor (28) y Sinapis alba (23). En Co­
rallina, al contrario que en plantas supe-
riores la accion de la luz azul mediada por
el criptocromo es mas importante que la
accion de la luz roja mediada por el fito­
cromo. Dring (6) llego a estas mismas
conclusiones al hacer una revision de la ca-
lidad de luz que induce mas la sintesis de
clorofila en diferentes algas. En el alga roja
Porphyra umbilicalis y en el alga verde
Ulva rigida se ha demostrado igualmente
la accion del fitocromo en la sintesis de
clorofila, ademas se ha detectado fitocro­
mo mediante el metodo propuesto por
Tokuhisa et al. (35) en Ulva, Corallina y
Porphyra (18).

Otro resultado importante es la existen-
cia de una fotoinduccion de la sintesis de
clorofila muy rapida. En la primera hora
tanto tras pulsos de luz roja como en luz
roja y azul continua se alcanza un nivel de
induccion alto. La sintesis de Cla es mayor
en oscuridad que en luz blanca tras la apli-
cacion de los pulsos. En realizacion con
este resultado se propone la existencia de 

fotodescomposicion de Cla durante el pe­
riodo de iluminacion continua. Ademas,
se observa que donde se alcanza un fotoe­
quilibrio del fitocromo mas alto la Cla A
es menor, por lo que se propone una re-
lacion entre nivel de fotoequilibrio y fo­
todescomposicion y tasa de renovacion de
la Cla. La existencia de una aka tasa de
renovacion de Cla en Corallina ya obser-
vada por Algarra (1), podria tener un
significado ecologico: la adaptacion rapida
a los cambios en la calidad e intensidad de
luz que se producen en el medio marino.
Cushman y Price (5) indicaron que una
sintesis rapida de Cla en las algas permite
una adaptacion eficaz a los cambios en la
intensidad de luz en el medio marino y,
por o tanto, permitiria mantener un nivel
adecuado de fotosintesis. En otras algas se
han estimado, igualmente, tiempos de re­
novacion de la sintesis de Cla mucho mas
rapidos que en plantas superiores, como
en Chlorella pyrenoidosa (12), en Skele-
tonema costatum (24) y en Euglena gracilis
(5)- • . . , ,

Las oscilaciones de corto periodo en la
sintesis de clorofila en Corallina produ-
cidas tras la aplicacion de pulsos de luz es
el resultado de una alta tasa de renovacion
pigmentaria y tendrian un claro sentido
adaptativo. Estas oscilaciones reflejarian la
accion de sistemas autocataliticos o de sis-
temas de retroalimentacion negativa. Al-
gunos autores han detectado ritmos de pe-
riodos cortos en la fluorescencia de clo­
rofila en organismos fitoplanctonicos ma­
rines (7, 27) y Ramus et al. (29) ha obser-
vado igualmente en algas macrofitas cam­
bios muy rapidos en la sintesis de clorofila
frente a las variaciones luminicas (29). Es­
tas oscilaciones son de periodo mas corto
que las observadas en plantas superiores
terrestres (2, 10).

Se puede concluir que en Corallina
elongata la sintesis de clorofila esta bajo
control de dos fotorreceptores (Fitocromo
y Criptocromo) y que los sistemas de fo-
torrecepcion responden muy rapido a los
tratamientos luminicos, por lo que, al pa- 
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recer, la propuesta de Mohr (22) en re-
lacion con los fotorreceptores que regulan
respuestas fotomorfogenicas en algas y en
plantas superiores queda invalidada.
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Resumen

Se demuestra en el alga roja Corallina elongata el
control de la sintesis de clorofila a (Cla) por el fi-
tocromo y un fotorreceptor especifico de luz azul
(Criptocromo). La induccion de la sintesis de Cla
bajo iluminacion continua, es mas alta en luz azul
que en luz roja, a pesar de alcanzarse un nivel similar
de fotoequilibrio del fitocromo con ambas luces, lo
que demuestra la presencia del criptocromo. La can-
tidad de clorofila sintetizada es mayor en las cali-
dades de luz donde se alcanza un nivel de fotoequi­
librio del fitocromo proximo al 65 % (azul y roja)
que en luces donde el fotoequilibro es mayor: blanca
(72,7 %) y verde (70,8 %). Se demuestra la accion
del fitocromo al observar la induccion de la sintesis
de clorofila a tras pulsos de luz roja y reversion del
efecto tras la aplicacion de pulsos de luz roja lejana.
La reversion no es completa, aunque el porcentaje de
reversion obtenido es alto (85-90 %). La cantidad de
clorofila a sintetizada es mayor en oscuridad que en
luz blanca, tras la aplicacion de pulsos de luz roja y
que en luz roja continua. Se plantea la existencia de
fotodescomposicion de clorofila a lo largo del perio­
do en luz continua. Esta destruccion es mayor en las
luces donde se alcanza un fotoequilibrio del fitocro­
mo mayor. La tasa de renovacion y mecanismos de
induccion de la sintesis de clorofila son muy rapidos,
lo que supone una ventaja selectiva ya que permitiria
una adaptacion rapida a los cambios en calidad e in-
tensidad de luz que se producen en el medio marino.

Palabras clave: Fitocromo, Criptocromo, Sintess de
Clorofila a, Algas rojas, Corallina elongata.
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