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Introduccién general - 3

esarrollo es el término polivalente empleado para describir los cambios en la
estructura y funciéon de un organismo a lo largo de su’ génesis, crecimiento, maduracién y
senectud de forma individual (ontogenia) y en la sucesion de generaciones (filogenia). El
desarrollo de un organismo implica la multiplicacién de sus células (crecimiento por division),
aumento en el tamafio (crecimiento por elongacion) y la diferenciacion de ciertas células para
funciones especificas. Las diferentes fases que comprende el desarrollo tienen lugar de acuerdo a
un programa genético, inducido y modificado por los factores ambientales. Cada una de las fases
se lleva a cabo en una porcion del tiempo de vida, y tienen su forma externa y caracteristicas
“funcionales particulares, regulados no sélo por la actividad génica sino por los efectos del
medio. En cada una de las etapas o estadios, el organismo puede tener unas caracteristicas
ﬁsiolégicés. y requerimientos especiales y responderd de forma diferente a las influencias
externas.

El talo de un alga roja rara vez se forma directamente a partir de la espora, existiendo
estadios intermedios en el desarrollo. La secuencia de transicion usual para las algas benténicas
incluye los estadios basicos de cigotos o esporas, germlings, sporelings, juveniles y adultos
(Vadas y col., 1992), siendo los caracteres morfologicos fundamentalmente como la longitud del
talo (cm) el criterio de clasificacion entre estadios. Los aspectos fisiologicos o genéticos han sido
menos abordados, por lo que es logico fa controversia al detectarse rangos de tamafio muy
amplio para definir el mismo estadio en diferentes especies. De esta forma por ejemplo, una
laminaria juvenil puede pasar de 1 cm en verano a 2-3 m en primavera (Dayton y col., 1984),
mientras que la rhayofia de las clorofitas y rodofitas raramente superan los 5 cm de longitud. Se
hace necesaria por tanto la caracterizacion de estadios siguiendo o acompafiando la morfologia

con aspectos fisiologicos y/o genéticos, estructurales, de diferenciacion celular o incluso de
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expresion génica diferencial.

1. PROPAGACION IN VITRO DE CARPOSPORAS DE G ; doryphora Y
CARACTERIZACION DE LOS ESTADIOS DE CRECIMIENTO.

FEl alga Grateloupia doryphora (Montagne) Howe, pertenece a la division Rhodophyta,
clase Florideophyceae y dentro del orden Cryptonemial a la familia Cryptonemiaceae (Abbot y
Hollenberg, 1976). Se encuentra en las zonas rocosas del intermareal medio en el NE de Gran
Canaria, a menudo cubiertas de arena en su fondo, como plantas solitarias o formando matas de
aproximadamente 4-5 cm de longitud (en raras ocasiones alcanzando 8 cm). Presenta una
coloracion entre violeta-ptrpura y rojiza, que en los meses de mayor intensidad luminica torna a
blanquecino o verde en las partes superiores. Las ramiﬁcaciqnes que miden de 5 a 20 mm de
ancho, son simples o con pocas divisiones hacia la base, presentando a veces proliferaciones
hacia los mérgenes (Alfonso-Carrillo y col., 1984). Posee un ciclo de vida trifasico del tipo
Polysiphonia que incluye tetrasporofitos, carposporofitos, y gametofitos. Las fases del
gametofito y tetrasporofito son independientes y viven libres, mientras que el carposporofito esta
adosado al gametofito femenino. Los gametofitos haploides masculinos y femeninos son
vegetativamente parecidos, con una morfologia idéntica a la del tetrasporofito diploide

isomoérfico (Figura 1).
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Figura 1. Ciclo de vida tipo Polysiphoniade Grateloupia doryphora (Montagne) Howe (Cryptonemiales,
Rhodophyta).

GAMETOFITO MASCULINO (n)

ESPERMAGIO

CARPOGONIO

CARPOSPOROFITO (2n)
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Introduccién general 7

Para la propagacion in vitro de carposporas, seguimos los métodés habituales en nuestro
laboratorio y que ya describieron en detalle Robaina (1988) y Garcia-Jiménez (1994). Se
recogen talos carposporofiticos de G. doryphora en los charcos del intermareal alto de la zona
de San Cﬁsfébal v Melenara (NE de Gran Canaria) y de ellos se obtienen explantos circulares
feértiles (con cistocarpos). Tras incubar durante una semana estos explantos en una solucién dé
antibidticos, se siembran en placas medio PES (Provasoli Enriched Seawater, Provasoli, 1968)
solido (0,8 % agar) entre 25 y 30 dias hasta que las carposporas se liberan espontineamente y
germinan: Estadio 0.

Estas carposporas germinadas son recogidas y cultivadas en placas con 20 mL de medio
PES liquido durante 30-40 dias en los que desarrollaron 3-4 ejes de crecimiento. Posteriormente
se recultivan en botellas de Pyrex de 300 mL con PES liquido y aireacion no aséptica. Al no
fijarse el material a sustrato alguno y debido a la agitacién (moderada, pero suficiente para
voltear las algaé), el crecimiento tiene lugar en todas las direcciones dando lugar a formas
esféricas, técnicamente llamadas aggagropilous y morfologicamente distintas a sus homologas
fijadas en la naturaleza (Norton y Mathieson, 1983).

El seguimiento de su peso fresco y la representacion a lo largo del tiempo dio lugar a una
curva (Figura 2) que se ajusta bien al modelo de la curva logistica. Sobre esta curva establecimos
empiricamente tres fases o estadios de cultivo coincidiendo con las distintas tendencias de la

curva: El Estadio I Estadio II y Estadio I
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Introduccién general 9

El Estadio I (Figura 3A, 3B) lo constituyen los individuos dei 30-40 dias de cultivo con
3-4 gjes de crecimiento y que presentan un crecimiento (incremento de biomasa ﬁ'ente_al tiempo)
moderado. El Estadio III coincide con la tendencia estacionaria de la curva de crecimiento y esta
constituido por talos bien pigmentados con ejes de crecimiento de mas de 5 cm que presentan
ramificacion apical, y cultivados-durante mas de 80 dias en PES liquido (Figura 3C).

El Estadio II lo consideramos como una fase de transicién entre el crecimiento
moderado del Estadio I, y la disminucion del crecimiento (previa a la fase estacionaria) del
Estadio ITl. Se trata de una fase que ocurrirfa entre 40 y 60 dias de propagacion, aunque dificil
de concretar, y también dificil de diferenciar morfolégicamente, ya que los individuos de este
Estadio II presentan una morfologia intermedia entre el I y el III.

Los analisis y ajustes matematicos no revelan los mecanismos del crecimiento y
desarrollo, aunque reflejan algo la naturaleza del proceso de crecimiento permitiendo realizar
comparaciones entre las diferentes condiciones. La cinética del crecimiento es una manera de
resumir los datos de crecimiento muy comun en la fisiologia vegetal para describir e interpretar
las respuestas fisioldgicas.

A o largo de este trabajo para designar a los talos tetrasporofiticos jovenes incluido el
Estadio 0, y ante la dificultad de encontrar un término adecuado en castellano, nos remitimos a la
unica clasificacion de las fases de post-fijacion encontrada en la bibliografia (Vadas y col., 1992),
y emplearemos el término anglosajon sporeling, seguido del Estadio de crecimiento al que nos
refiramos (0, I, II 6 III). Esta forma de caracterizar el material de cultivo permite conocer en
todo momento la fase y el grado de desarrollo del material empleado en los distintos ensayos que

constituyen el grueso de este trabajo.
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Figura 3. (A),(B) Estadio | de Grateloupia doryphora en cultivo, constituido por carposporas germinadas
cultivadas en medio liquido durante aproximadamente 30 dias y que presentan 3-4 ejes de crecimiento. () Estadio
Wl del cultivo de G doryphora, correspondiente a talos adultos que llevan més de 60 dias en cultivo.
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Introduccion general 13

2. CONTENIDOS DEL TRABAJO.

2.1 Capitulo I: Control del crecimiento por auxinas, citoquininas, giberelinas y poliaminas

en el Estadio 0. (J ournal of Applied Phycology, (1998). En prensa)

La bibliografia muestra que las respuestas de las algas frente a los reguladores de
crecimiento son muy variables. Para un mismo material, estas susténcias pueden aumentar,
reducir e incluso inhibir la respuesta del crecimiento y la morfogénesis. El efecto causado
también varia en funcion de las condiciones de cultivo, el tamafio y la edad del material vegetal
(Bradley, 1991; Evans y Trewavas, 1991).

Los reguladores de crecimiento tienen escaso efecto en el tejido bien desarrollado de las
rodofitas. En estudios preliminares realizados con explahtos_ de talos desarrollados (Estadio )
de G. doryphora (Robaina, 1988), los reguladores no resultaron efectivos. A partir de estos
resultados, consideramos la hipotesis de que el Estadio 0 podria representar el "estadio de
competencia" capaz de reconocer la sefial morfogénica de los reguladores, que condiciona una
determinada variacion en el desarrollo (Christianson y Warnick, 1983). Son ml;ly escasas las
referencias del-uso de los reguladores de crecimiento en las fases mas tempranas de desarrollo,
de ahi gran parte del interés de este trabajo.

Por otra parte, conociamos tambi¢n los efectos del glicerol como fuente de carbono
externa esﬁirnuladora del crecimiento vegetativo y morfogénesis en explantos y sporelings
(Robaina y col., 1990 a,b,1995; Garcia-Jiménez y col., 1996).

Llevamos a cabo un estudio de los efectos de los reguladores de crecimiento y de las
poliaminas combinados con el glicerol en el Estadio 0 de G. doryphora. El trabajo comprendia
un seguimiento completo del material sometido é los diferentes tratamientos con técnicas
histologicas e histoquimicas y de valoracion de dos indices de desarrollo v morfogénesis

respectivamente.
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2.2 Capitulo II: Diferencias fotosintéticas y tolerancia al estrés salino y de temperatura

entre los Estadios I y ITL (Marine Biology (1997) 128: 689-694).

El desarrollo de cualquier individuo, y concretamente de las algas, comprende una
sucesion coordinada de cambios morfologicos y fisiologicos. El desarrollo hacia una fase adulta
implica un aumento en el numero de células que adquieren caracteristicas fisiologicas y
bioquimicas diferentes. Cada una de las fases del ciclo de vida tiene diferentes requerimientos. En

este sentido Correa y col. (1985) recogieron que los talos adultos requerian un fotoperiodo con

mas horas de luz que los sporelings. La susceptibilidad de los propagulos de las algas puede .

variar también con la edad o el crecimiento (Hruby y Norton, 1979; Thelin, 1981; Johnson,
1989). Los talos adultos deberan adaptar su fisiologia al que se supone estado final de desarrollo,
en el que ademés de mantener tejido no fotosintético, tendran que asumir €l coste energético que
supone la formacion de estructuras reproductoras.

La respuesta marcadamente diferentf’:‘ del Estadio O, obtenida en el primer trabajo frente a
los reguladores de crecimiento, apuntaba la posibilidad de que hubiese comportamientos
biolégicos y fisiologicos diferentes entre los estadios de G. doryphora. Para corroborar esta
hipétesis se planted un ensayo en el que se eligieron dos estadios del cultivo claramente
diferenciados entre si (el Ly el IIT) y se llevd a cabo un estudio comparativo de su fotofisiologia
(contenido pigmentario y tasas fotosintéticas), asi como de la tolerancia fotosintética al estrés
salino y de temperatura.

Para su realizacidon fue necesario la puesta a punto de la técnica del Hansatech'™, que
nos permitié obtener las curvas P-I (Fotosintesis-Irradiancia) a partir de las que medir y
comparar la actividad fotosintética en ambos estadios de crecimiento antes y después de

someterlos a los tratamientos estresantes.
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2.3 Capitulo III: Alteraciones morfolégicas y fotofisiologicas en el Estadio III por el efecto

del fotoperiodo.

Apenas existen en la bibliografia referencias acerca del fotoperiodo que no hagan
mencion a la induccion y diferenciacion de estructuras reproductoras, v que se centren en los
efectos del fotoperiodo en el crecimiento y desarrollo como una componente mas de la luz. De la
misma manera que las algas se aclimatan a las distintas irradiancias (fotoaclimatacion) y calidades
espectrales (adaptacion cromatica) mediante cambios en su fotofisiologia (contenido pigmentario
y actividad fotosintética), forma y capacidad de crecimiento, queriamos estudiar si el desarrollo
en los distintos fotoperiodos provocaba cambios similares en G. doryphora, tanto en su
fotofisiologia como en la tasa de crecimiento y el patron de desarrollo en general, mediante un
seguimiento de las algas en cultivo desde el Estadio I hasta el III en tres fotoperiodos distintos
(16:8 confrél, 12:12 y 8:16).

Sabemos ademés de la existencia de modificaciones ligadas al desarrollo entre los
Estadios 1 y III, por lo que el fotoperiodo y su efecto podria interpretarse incluso como
"modulador” del desarrollo vy de la expresién génica resultante. Un componente que podria
revelamnos los cambios a este nivel es la composicion y estructura, genéticamente controlada, del
ficobilisoma (Bemard y col, 1996). Para ello fue necesario poner a punto las técnicas de
aislamiento del ficobilisoma y de electroforesis que permitieran observar las diferencias en sus

polipéptidos estructurales tras el crecimiento y desarrollo en los distintos fotoperiodos.

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



16

2.4. Capitulo IV: Induccién y seguimiento de la diferenciacion celular durante la

tetrasporogénesis en el Estadio L

Este trabajo se basé en el uso del fotoperiodo, un parametro de cultivo muy extendido
en la literatura, para favorecer la induccién y formacién de estructuras reproductoras
(tetrasporas) en las algas (Dring, 1988; Lewis y col., 1991; Guiry y Dawes, 1992; Cunningham y
col., 1993).

En un primer experimento con controles bajo el microscopio optico, el tratamiento de
fotoperiodo corto parecia inducir la tetrasporogénesis en el Estadio I de G. doryphora.
Posteriormente mediante el disefio de experimentos basados en transferencias de los sporelings
cultivados desde un fotoperiodo control (16:8) al fotoperiodo inductor (8:16), queriamos
conocer el tiempo necesario en uno y otro fotoperiodo y el grado de desarrollo de la planta,
necesario para la induccion en un mayor nimero de estructuras y mejor diferenciadas, asi como,
su seguimiento desde las primeras etapas de este proceso de tetrasporogénesis.

Combinando estas técnicas de cultivo en el laboratorio y las técnicas de microscopia
Optica y electronica, se realizé un seguimiento que permiti6é la descripcion en profundidad, a
nivel tisular v subcelular, de los eventos aparentes de diferenciacion celular hasta la

tetrasporogénesis, asi como su comparacion con material procedente de la naturaleza.
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Capitulo I: Control del crecimiento por auxinas, citoquininas, giberelinas
y poliaminas en el Estadio 0.
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L1. INTRODUCCION.

Existen numerosas sustancias quimicas, naturales y sintéticas, capaces d¢ vcontz'olar el
crecimiento y diferenciacion de las plantas. Los términos que se emplean para denominar a los
reguladores del crecimiento (o sustancias de crecimiento) han generado mucho debate seméantico
entre los autores (Bradley, 1991; Evans y Trewavas, 1991). El término hormona, originalmente
empleado para sustancias morfogénicas de los animales, engloba a las sustancias organicas
producidas de forma natural y que a baja concentracion ejercen un gran efecto en los procesos
fisiologicos. A diferencia de las hormonas animales, en las plantas superiores, los reguladores de
crecimiento se producen en tejidos no especializados e influyen conjuntamente en varios
aspectos de la morfogénesis (Davies, 1987). Por ello, el término de reguladores de crecimiento
es el preferido, junto al hecho de que algunas de las sustancias son sintéticas.

Se reconocen cinco grupos de sustancias de crecimiento de. plantas: las auxinas, las
giberelinas, las citoquininas, el 4cido abscisico y el etileno. Ademas de estos grupos principales,
existen otros dos grupos que son también activos en la regulacion del crecimiento de las plantas:

las poliaminas y los brasinoesteroides (Azcon-Bieto y Talon, 1993; Hopkins, 1995). (Tabla 1.1)

Las auxinas fueron las primeras hormonas descubiertas en plantas. La principal auxina es
el 4cido indol-3-acético (IAA), del que se derivan otros compuestos que también actiian como
auxinas. El descubrimiento de su papel como estimuladoras del crecimiento y desarrollo hizo que
se mvestigaran otros compuestos con una actividad similar, obteniéndose las auxinas sintéticas,

como el 2.4-D.

La aplicacién de citoquininas produce una gran diversidad de respuestas en las plantas,
entre las que destaca la induccion de la morfogénesis. La mayor parte de las citoquininas

endogenas descritas son derivados de la purina, que presentan una cadena lateral de 5 carbonos
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en posicion N°. La kinetina fue la primera citoquinina descubierta, aunque sintética. La

citoquinina natural mas extendida en las plantas superiores es la zeatina.

Las giberelinas se producen, tanto en hongos como en plantas superiores, como
compuestos organicos naturales. Su aplicacién exdgena produce una amplia variedad de
respuestas en el desarrollo. Son el tmico grupo de hormonas que se pueden definir sobre la base
de su estructura, mas que por su actividad bioldgica. Se conocen mas de 80 y cada afio aumenta
su namero. Todas las giberelinas poseen un esqueleto de ent-giberelano, y las demostradas
naturales se caracterizan con una "A" y un nimero asignado por orden de descubrimiento
(MacMillan y Takahasi, 1968). La mas importante es el GAs conocido como acido giberélico.
Las giberelinas son muy abundantes pero muchas de ellas no parecen tener actividad bioldgica, y
se consideran intermediarios en la sintesis de otras formas activas o productos metabolicos que

todavia mantienen la estructura basica sin ser activos.
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Tabla L.I. Principales sustancias reguladoras del crecimiento en plantas superiores. (N: sintesis natural; S: sintesis sintética), (Continda)

Grupo Compuestos principales Funciones
Auxinas TAA (indol-3-acido acético) (N) Principalmente estimulan la elongacion celular. También
IBA (indol-acido butirico) (N) estimulan la iniciacion de la raiz, diferenciacion vascular,
PAA (4cido fenilacético) (N) respuestas tropicas y el desarrollo de yemas auxiliares, flores y
NA (4cido naftalenacético) (S) frutos.
2,4-D (Ac. diclorofenoxiacético) (S)
2,4,5-T (Ac. 2,4,5-triclorofenoxiacético) (S)
Citoquininas Kinetina (N*-furfurilaminopurina) (S) Estimulan la division celular y también la diferenciacion de raices
2iP (N6-2-isopentiladenina) (S) y yemas, el desarrollo de los cloroplastos y la senescencia de las
Zeatina (N) hojas.
BA (N°-benciladenina) (S)
Su aplicacion exdgena causa hiperelongacion de los tallos.
Giberelinas GAs (&cido Giberélico) (N) También relacionadas con la germinacion de las semillas.

Acido Abscisico

Etileno

ABA (acido Abscisico) (N)

Etileno (N)

Regula la germinacion de la semilla, induciendo la sintesis de
proteinas almacenables.

Aparentemente no requerido para el crecimiento vegetativo
normal aunque puede tener efecto en el desarrollo de las raices y
yemas.
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Tabla LI. (continuacién). Principales sustancias reguladoras del crecimiento en plantas superiores. (N: sintesis natural; S: sintesis sintética).

Grupo Compuestos principales Funciones
Poliaminas Put (Putrescina) (N) Actian a nivel de la membrana celular y tienen la capacidad de
Spm (Espermina) (N) inducir cambios en la sintesis macromolecular.

Spd (Espermidina) (N)

Su actividad se cuestiona en tanto sus efectos se deberian a
) ) o efectos "solapados"” de las hormonas clasicas: Estimulacion del
Brasinoesteroides ~ Brasinolida (N) desenrollamiento de las hojas, diferenciacion del xilema,

inhibicion de la elongacion de la raiz.
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Las poliaminas son sustancias bioactivas que se encuentraﬁ en todos los organismos,
~ incluyendo microorganismos, animales, plantas y también en las algas (Cohen y col., 1983;
Dondini y col., 1993). El término poliamina se refiere a un grupo polivalente de compuestos que
contienen dos o mé§ grupos amina (-NHz). Biosintéticamente derivan de los aminoacidos
arginina y ornitina. A un pH intracelular normal, las poliaminas son policationicas, por Io que se
unen facilmente con los acidos nucleicos (ADN, ARN) que son polianiénicos, y con los
fosfolipidos de la membrana plasmatica. Estas asociaciones caracteristicas afectan no sélo a la
sintesis y/o a la actividad de estas macromoléculas (Feuerstein y col., 1988), sino también, a la
permeabilidad de las membranas (Scoccianti y col, 1989). Diversos estudios con plantas
superiores (Smith, 1985; Evans y Malmberg, 1989; Tiburcio y col., 1993) y algas (Cohen y col.,
1984; Scoccianti y Bagni, 1992; Badini y col., 1994) han demostrado que las poliaminas tienen
un efecto probado sobre la division celular, mientras due existe gran controversia sobre su efecto
en procesos como la embriogénesis, el desarrollo de la flor, etc.

Otras sustancias quimicas suministradas de forma exogena necesarias para el
crecimiento, tales como las vitaminas, no se consideran reguladores de crecimiento, aunque al
igual que lés n;mientes y la luz, pueden afectar al crecimiento. Ademas, las concentraciones de
reguladores no deben exceder los 10° M, ya que podrian actuar como fuente de carbono en

culttvo (Bradley y Cheney, 1990).

En los estudios realizados con algas, mediante la combinacién de las técnicas de
cromatografia de gases y espectroscopia de masas, se han extraido y caracterizado numerosos
reguladores de crecimiento sintetizados por las propias algas, ya reconocidas en plantas
vasculares y otras criptogamas (revision realizada por Bradley, 1991). De forma paralela, existen

numerosos trabajos que demuestran que la aplicacion exdgena de algunos de estos reguladores
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provoca efectos sobre el crecimiento y desarrollo de las algas (Tabla 1.2); no obstante, estos
resultados deben ser tratados cuidadosamente, ya que también se han probado sin éxito el efecto
de estas sustancias en diferentes algas (Buggeln, 1976, Robaina, 1988), o sin obtener

reproducibilidad en los resultados.
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Tabla 1.2. Cuadro resumen de los principales trabajos sobre el efecto de los reguladores de crecimiento en las algas. (C= Chlorohyta; P= Phacophyta; R= Rhodophyta.

Kin=Kinetina; |AA=indol-3-4cido acético; 2iP= isopentiladenina; GA,= 4cido giberélico; OH-PAA= 4cido (hidroxi) fenilacético; IPA= 4cido indol-3-propidnico). (Contintia)

Efecto

Tipo de Regulador Especie Referencia
Auxina Fucus y Ascophyllum (P) Increment6 el crecimiento de los apices Davison (1950)
KineIAA Ulva lactuta (C) Aument? la longitud del filamento Provasoli (1958)
Kin Ecklonia e Hyphea (R) Estimul6 el crecimiento Jennings (1969)
IAA Caulerpa prolifera (C) Estimulo el crecimiento Dawes (1971)

Dilophus fasciola (C) Estimulo el crecimiento Augier (1974 a,b)
Kin Stypocaulon scoparium (P) Estimul6 el crecimiento

Ceramium ciliatum (R) Retraso la senescencia

Porphyra leucosticta (R) Retrasé la senescencia
Kin Ectocarpus fasciculatus (P) Los rizoides indujeron filamentos erectos Pedersén (1973)
Kin, 2iP, IAA, GAs fase conchocelis de Porphyra fenera (R)  Estimuld el crecimiento Fries (1977)
OH-PAA y PAA Fucus spiralis (P) Indujo la ramificacion y estimuld el crecimiento  Fries (1977)
Kin Sphacelaria furcigera (P) Estimul6 el crecimiento y la division celular Dworetzky y col. (1980)
GA; +Kin ! .
Kin Sargassum heterophyllum (P) Estimul6 el crecimiento y la division celular Mooney (1983)
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Tabla 1.2. (continuacién) Cuadro resumen de los principales trabajos sobre el efecto de los reguladores de crecimiento en las algas. ((= Cholorphyta; P= Phaeophyta; R=
Rhodophyta. Kin= Kinetina; IAA=indol-3-Acido acético; 2iP= isopentiladenina; G = acido giberélico; (OH)-PAA= 4cido (hidroxi) fenilacético; IPA= 4cido indol-3-propidnico).

Tipo de Regulador Especie Efecto Referencia
Evans (1984)
Giberelinas (GAs) Ulothrix y Ulva (C) Induccidn de la division celular
Citoquininas Fucus vesiculosus (P) Indujo la ramificacion Evans (1984)
IAA, PAA, OH-PAA  Fucus spiralis (P) Estimulé el crecimiento y la formacion de Fries (1984)
Kin Gracilaria verrucosa y Furcellaria plantulas Gusev y col. (1987)
fastigiata (R) Estimulé la formacion de callo
IAA, 2iP, Zeatina Ascophyllum nodosum (P) Estimul6 el crecimiento Fries (1988)
IAA, OH-PAA Enteromorpha compressa (C) Indujo la formacién de tubos en el talo Fries (1988)
Auxina + citoquinina Agardhiella subulata (R) Estimuld la division celular Bradley y Cheney (1990)
Zeatina, 2iP Macrocystis pyrifera (P) Estimul0 el crecimiento como sustancias de Nys y col. (1991)
endogenas _
TAAHIPA+2iP+ Gracilaria verrucosa (R) Estimulé la division celular Kaczyna 'y Megnet (1993)

glicerol
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La mayoria de los estudios en los que los reguladores son .descritos como efectivos,
carecen de una descripcion microsbépica -detallada de la estructura inducida que resulta
imprescindible para diferenciar los efectos propios de los reguladores de otros efectos externos.
En este sentido por ejemplo, Dawes v Koch (1990) publicaron la formacion de callos en dos
especies de Gracilaria sin considerar el efecto de la condicion fisica del medio (% agar); Gusev
y col. (1987) atribuyeron a la temperatura el efecto morfogénico que mostraron 7 especies de
agarofitas marinas, sin considerar el cambio de osmolalidad del medio de cultivo que
provocaban con la adicion de NaCl. El resultado final es que en todos se producen callos o
estructuras del tipo de los callos (callus-like structures) pero no necesariamente provocados por
el efecto de los reguladores en si, sino por 6trd§ efectos externos como son por ejemplo los
compuestos fendlicos (Fries, 1976,1977), o las condiciones fisicas del medio de cultivo
(agarizado o liquido) (Polne-Fuller y Gibor, 1987; Robaina y col. 1990 a, b; Robaina y col.,
1992).

Es necesario ademés tener en cuenta en los estudios con algas, tanto en los de
caracterizacion como en los de aplicacion exdgena, que las bacterias epifitas marinas y los
hongos producen también sustancias estimuladoras del crecimiento (Fries, 1984; Maruyama y
col., 1986) por lo que los ensayos realizados, partiendo de material natural o que no hayan
utilizado cultivos axénicos, pueden plantear ciertas dudas.

Son cada vez més los autores que insisten en la necesidad de que todos los
experimentos se lleven a cabo bajo condiciones controladas en el laboratorio con un cultivo
axénico, incluyendo el uso de vidrio y medios de cultivo esterilizados, asi como una descripcion
detallada de las condiciones experimentales (Cheney, 1986; Bradley, 1991; Evans y Trewavas,

1991).

Existen muy pocas referencias en la bibliografia acerca de las fuentes de carbono en
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relacion a la actividad heterotrofica de las macroalgas (Neilson y Lewin, 1974; Markager y Sand-
Jensen, 1990). La adicién de una fuente de carbono al medio de cultivo ha permitido el
desarrollo de unma metodologia para la propagacion por cultivo de tejido;s' del alga roja
multicelular Grateloupia doyphora en la que el glicerol actia como una fuente de carbono eficaz
para el crecimiento y la morfogénesis del alga, aumentando la tasa de crecimiento hasta un 400
% superior a la normal en medios no enriquecidos con fuente de carbono (Robaina y col., 1990
a, b). Estos efectos estan mediatizados por la osmolalidad del medio (concentracién de glicerol,
concentracion de agar) y por la presencia-ausencia de luz (Robaina, 1988, Robaina y col., 1990
a, b). Robaina y col. (1990 b) describieron para explantos de talos de G. doryphora que el
glicerol estimulaba la morfogénesis (produccion de yemas). Posteriormente, Garcia-Jiménez
(1994) describi6 que el glicerol, ademas de la morfogénesis, estimulaba el crecimiento (alta tasa
de division celular) en sporelings de 30 dias de G. doryphora, originando las masas celulares
morfogénicas.

A pesar de que las fuentes de carbono y los reguladores de crecimiento de las plantas son
dos herramientas basicas para la propagacion in vitro de las macroalgas, hasta la fecha no existen
referencias de estudios que empleen la combinacion de ambos. Se espera que la fuente de
carbono orgéanica satisfaga los requerimientos de carbono para el crecimiento y el desarrollo, y el
regulador de crecimiento dirija el patrén de crecimiento y de desarrolio de las células y los

tejidos.

Atendiendo a la bibliografia, el material de partida elegido para establecer cultivos
celulares o probar los efectos de los reguladores de crecimiento en macroalgas es en general el
explanto de individuos completamente desarrollados y casi nunca se emplean las fases mas
tempranas como los sporelings. En un estudio previo realizado con explantos axénicos de talos

desarrollados (Estadio III) de Grateloupia doryphora (Robaina, 1988), no se obtuvieron
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resultados efectivos con los reguladores de crecimiento, pero nunca se habia probado con fases

de desarrollo més jovenes. Basandonos en las experiencias anteriores con estos compuestos y

conociendo los efectos del glicerol como fuente de carbono externa estimuladora del crecimiento

y morfogénesis en G.doryphora, se llevd a cabo un estudio, combinando los efectos de los
reguladores de crecimiento (auxinas, citoquininas, giberelinas) y poliaminas, y del glicerol,
utilizando para ello los sporelings (Estadio 0) del cultivo de G. doryphora como material vegetal
de partida. El estudio comprendia un seguimiento completo del material sometido a los
diferentes tratamientos con técnicas histologicas e histoquimicas para-poder realizar una
descripcién precisa y una valoracién mediante indices, del crecimiento celular y de la

morfogénesis nducida.
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12. MATERIAL Y METODOS.
Material vegetal.

Se emplearon sporelings de Grateloupia doryphora obtenidos por pfoﬁ)agacién in vitro
de explantos provementes de una poblacion natural siguiendo las mismas directrices ya
explicadas en el capitulo introductorio. Estos sporelings tras 30 dias de cultivo en condiciones
control (medio PES solido, 16 horas de luz:8 h de oscuridad, 19 = 2 °C y 30 pumol de fotones m”
s™), constituian el llamado Estadio 0 de la curva de crecimiento establecida en el cultivo para G.
doryphora. Los experimentos se llevaron a cabo con sporelings del Estadio 0 de 1 mes de

cultivo.

Medios de cultivo.

Ademas de los medios con reguladores de crecimiento (2,4-D (4cido
diclorofenoxiacético, Kin (kinetina), BA (N6 -benciladenina), GAs (4cido giberélico), poliaminas
(Put (putrescina), Spm (espermina) y Spd (espermidina)) en concentraciones 10° M y 10° M, y
glicerol (0,1 M), se prepararon medios control con/sin glicerol en ausencia de reguladores. El
medio base fue el PES soldificado con 0,8 % agar. Los medios que contenian glicerol se
prepararon en base al medio PES al que se afiadia 0,1 M de glicerol+ 0,8 % de agar, en agua de
mar diluida al 90 % con agua destilada para alcanzar 1 Osmol Kg'' (PES90-glicerol, Robaina y
col, 1990a, b, 1995).

Para preparar los medios que contenian los reguladores de crecimiento partimos de las

siguientes soluciones stock (Tabla 1.3):
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Tabla 1.3. Cantidades (g) y procedimiento para preparar 5 mL de las soluciones stock de los distintos reguladores
de crecimiento: 2,4-D (4cido 2,4-diclorofenoxiacético); Kin (kinetina); BA (N'-benciladenina); - GA; (4cido
giberdlico); Put (putrescina); Spm (espermina); Spd (espermidina). Todos los produictos proceden de la compafiia
quimica Sigma.

Regulador Cantidad (g) Concentracion

2,4-D 0,221 Disolver previamente en 1 mL de etanol con agitacion y
llevar a 5 mL con agua destilada.

 Kin 0,215 !

BA 0,225 "

GAs 0,346 "
Put 0,161 Disolver previamente en 1mL de HCI (0,1N) con
agitacion y llevar a 5 mL de con agua destilada.

Spm 0,202 "

Spd 0,145 "

Los distintos reguladores de crecimiento se afiadieron por separado a los medios PES y
PES-90, después del paso por el autoclavé, como “soluciones stock” esterilizadas mediante
filtrado. Para conseguir una concentracion final de regulador de 10> M, se afiadian 0,5 mL de
“solucién stock” a 100mL de medio. Para la concentracién de 10° se diluia previamente el stock
(50 uL en 5 mL de agua destilada) y de la nueva dilucion se afiadian 50 yLL en 100 mL de medio

de cultivo.

Histologia e histoquimica.

Se eligieron tres sporelings por cada placa y tratamiento que se fijaron sumergiéndolos,
durante 4 h a temperatura ambiente, en una disolucion al 2,5% de glutaraldehido (v/v) en
tampo6n cacodilato sodico 0,1 M en 0,3 M NaCl a pH 7,4, seguido de dos lavados de 30 min

cada uno, y agitacion periddica de las muestras en la misma solucion sin glutaraldehido. Las
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muestras se almacenaron a 4 °C en tampén cacodilato 0,1 M, 0,3M NaCl.

La solucién de infiltracion se prepar6 disolviendo 0,5 g de activador en 50 mL de Basic
Resin (HistoresinMR Embedding Kit). El material vegetal, sumergido en esta disolucion, se tratd
durante 10 min con vacio y se mantuvo en el desecador durante toda la noche a temperatura
ambiente.

El material fue incluido posteriormente en Glicol-Metacrilato (GMA, Historesin™,
Gerrids y Smid, 1983). La solucion de inclusion polimerizo a los 60-70 min a 60 °C.

Para su observacion al microscopio optico, se obtuvieron secciones seriadas de 5 pm
cortadas con cuchilla de tugsteno, en un microtomo marca Reichter-Jung, modelo 2050. Los
cortes se depositaban en un bafio de agua destilada, a temperatura ambiente para su estiramiento
y se recogieron en portas desengrasados manteniéndose a 60 °C durante 20 min. Una vez
adheridos, los cortes se tefilan directamente con hematoxilina-eosina o azul de toluidina para
revelar el estado genéral de la célula (Garcia-Jiménez, 1994). Para la tincion de hematoxilina-
eosina los cortes se tifieron con la solucidén descrita en la Tabla 1.4 durante 15 min, para

posteriormente lavarlos durante 10 min con agua corriente y finalmente con agua destilada.

Tabla 1.4. Composicion de la solucion de tincion de hematoxilina-eosina para un control general del tejido
(Garcia-Jiménez, 1994).

Tincion de hematoxilina

Hematoxilina 60¢g
Iodato sédico 06¢g
Sulfato de aluminio - 528¢
Etilen glicol 250 mL
Acido Glacial Acético 60 mL
Agua destilada o 690 mL

La tincidn con azul de toluidina se preparéd con una solucion de azul de toluidina al 1%
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en borax al 1%. Las secciones se tifieron duranfe 1 min con esta Solucic’m y se lavaron con
abundante agua destilada.

El revelado de los polisacaridos neutros y sulfatados se realizo con el reactivo de Schiff'y

el alcian blue (AB) pH 1,0. La composicién de ambas soluciones se describe en las Tablas L5 y

L6.

Tabla 1..5. Composicion del reactivo de Schiff para la tincién de polisacaridos neutros (Tomasi, 1936).

Reactivo de Schiff

Fucsina basica 10g
Metabisulfito sodico 1,0g
Carbon activo 20g
Acido clorhidrico 20 mL

Agua destilada 200 mL

Tabla 1.6. Composicion de la solucion de tincion alcian blue (AB) para revelar la presencia de polisacaridos
sulfatados (Parker y Diboll, 1966).

Tincion Alcian Blue
Alcian Blue 10g
Acido clorhidrico 100 mL

Para ello, las secciones semifinas se tifieron con AB (pH 1,0) durante 30 min y se lavaron con
agua destilada. A continuaciéon se sumergieron en una solucion acuosa de 0,5% de acido

periddico durante 20 min y transcurrida la oxidacion, se volvi a lavar con agua destilada. Tras
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ello se tifieron con el reactivo de Schiff durante 20 min y se enjuagaron en una Qolucién al 2% de
bisulfito sodico, seguido de un lavado en agua destilada. Se secaron a temperatura ambiente.

Para verificar que la reaccion quimica entre el tinte y el grupo funcional ténia lugar de
forma adecuada, se tomaron secciones alternativas de la serie obtenida y se sometieron a las
siguientes reacciones control: (Tabla 1.7)

Grupos funcionales PAS.

1. Tincién con reactivo de Schiff sin oxidar con HIO4. Este control sirvi6 para eliminar el
posible efecto de fijacion con gluteraldehido (Kiernan, 1990). En ninglin caso se present0 alguna
reaccion como consecuencia de ello.

2. Reduccién con borohidruro de sodio, de los grupos aldehidos (Cole y col., 1985,
Kiernan, 1990). La reaccion fue reversible.

Esta solucién control se prepard disolviendo 0,5 g de hidrogeno fosfato de disodio
(Na;HPQ:) en agua destilada y afiadiéndose 25 mg de borohidruro de sodio (NaBHs). Los
portas se sumergieron en esta disolucion durante 10 min, con agitacion ocasional para liberar las
burbujas de hidrogeno.

Grupos funcionales: AB pH 1.0.

Metilacion, produciendo un bloqueo de los grupos carboxilos y extraccion de ésteres-
sulfatados (Kiernan, 1990).

La metilacion se llevo a cabo en cubetas de tincion modelo Hellendhall, conteniendo
metanol absoluto y 1% de HCI concentrado, se mantuvieron los portas durante 48 horas a 58-60
°C. Transcurrido este periodo, los portas se enjuagaron en metanol absoluto y seguidamente en

una solucion acuosa de alcohol al 70 %..
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Tabla 1.7. Tinciones histoquimicas empleadas, detallandose la especificidad, grupo funcional sobre el que acttia el tinte, y los controles utilizados.

Tincion Especificidad Grupo funcional Reaccion bloqueadora Referencia
Schiff-Ac.Peridédico  polisacaridos neutros -OH (Hidroxi) después Reduccion  R-COH + Mec Cully (1966)
(PAS) oxidacion COH aldehido Na2BH4 — R-CH20OH +

(.)

Alcian Blue (AB) polisacaridos sulfatados  -OSOsH (Ester sulfatado) Metilacion R-OSOs3H + Parker y Diboll (1966)

CH;0H— R-OH + (...)
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Indices y estadisticos.

Los experimentos se llevaron a cabo utilizando 45 sporelings por cada uno de los
tratamientos, repartidos en 3 placas de petri. Los experimentos se repitieron 2 veces.

Se utilizaron dos indices cuantitativos para averiguar si el efecto de un regulador de
crecimiento en particular contribuia en mayor medida con el efecto del glicerol (formacion de
masas celulares y emisiéon de yemas). Estos indices fueron (1) el indice de crecimiento de la masa
celular (CM) entendido como el didmetro de la masa celular en mm, que se determiné
empleando un pie de rey electronico (Mitutoyo Digimatic Caliper, Mitutoyo Co.) y (2) el indice
morfogénico (IM), expresado como el niimero de protuberancias o yemas regeneradas por cada
sporeling (Robaina y col., 1990a, b; Robaina y col., 1992). El valor medio de los indices en los
distintos tratamientos se compararon con el control (PES90-glicerol) utilizando para ello el test

de Student del programa informético Sigma Plot (Jandel Corporation, Chicago, U.S.A.).
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L 3. RESULTADOS.

En medios PES, las esporas .liberadas yﬁgerminadas dieron lugar 2 sporelings con 1-2
protuberancias (Figura 1.1A). Se observé a mivel del nﬁcroscopio:éf)tico (Figura 1.1B), la
presencia de un cortex y una medula compactas. Las yemas se originaban a partir de una
pequefia protuberancia en una zona restringida del sporeling (Figura 1.1C), que se elongaba para
dar lugar a un eje de crecimiento con lineas de células medulares y corticales bien definidas
(Figura 1.1D). Los tratamientos con BA y 2,4-D a la menor concentracion (10“5 M)y GAs a
ambas concentraciones (10'3 y 10° M), tuvieron un patrén similar al de los medios control.

Se observé la formacién de callos en los tratamientos de 2,4-D a 10° M, y Spma 10°M
y 10° M respectivamente. Los callos se extendian desde la superficie del sporeling, cubriéndolo
casi en su totalidad (Figura 1.2A). A nivel microscopico, se observd que el callo estaba formado
por una densa y desorganizada masa celular (Figuras 1.2B, 1.2C). El indice CM alcanzé el
maximo valor observado (0,5 mm) en la masa celular del callo formado en el tratamiento de 2, 4-
Dal0®M

El tratamiento de BA en su mayor concentracion (10'3 M), y la Kin en ambas
concentraciones (10° My 10° M) resultaron inhibitorios, no permitiendo el desarrollo de los
sporelings incluso meses después de acabar el experimento.

Los sporelings del Estadio O crecieron y se transformaron en pequefias masas
morfogénicas en los tratamientos con Put y Spd a las dos concentraciones probadas (Figura
L3A). El indice morfogénico (IM) observado en las poliaminas vario entre 1,70 y 6,83 yemas
por sporeling morfogénico. A nivel microscopico, las masas celulares observadas en los
tratamientos con Put y Spd estan conformadas a partir de células que rapidamente se dispusieron
de forma concéntrica y compacta en tomo a las células del interior. A los 3 dias se emitieron
protuberancias constituidas por lineas de pequefias células redondas alineadas y concéntricas a la

masa celular (Figuras 1.3B, C).
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Figura LI: Sporelings del Estadio 0 de G.doryphora. (A) sporelings en medio PES, mostrando entre |-2
protuberancias (Escala= 0,6mm). (B) seccion transversal (5 yum) de un sporafing, mostrando cértex (c) y médula
(m)(Escala= 0,1 mm). (C) corte semifino longitudinal de un sporefing germinado en el que se observa células
corticales (c) y medulares (m) diferenciadas (Escala= 0,2 mm). (D) seccidn longitudinal (5 um) de una yema bien
formada, mostrando cdrtex (c) y células medulares estrelladas y filamentosas (flechas) (Escala= 0,2 mm).

Figura 1.2: (A) Callos generados por sporelingsde G. doryphora cultivados en PES+ 10° M 2,4-D (Escala= 0,6
mm). (B) corte transversal de un calfo creciendo en fas mismas condiciones de (A)(Escala= 0,2 mm). (C) Detalle de
la disposicion desorganizada de las células del callo. Secciones (5 m) en PAS+AB (Escala= 0,06 mm).

Figura 1.3: (A) Masas morfogénicas generadas en PES +- 10° M de putrescina (Escala= 0,5 mm). (B)Detalle de la
disposicion celular en un corte transversal. Notese la disposicion concéntrica y organizada de las células corticales
(flechas) con respecto a la médula (m) (Escala= 0,08 mm). (C) Seccion longitudinal de sporefings creciendo en 10?
M putrescina. Secciones (5 pm) en azul de toluidina y hematoxilina respectivamente(Escala= 0,4 mm).
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En la Tabla 1.8 se muestra la cuantificacion del crecimiento- celular y la morfogénesis
derivada de la combinacion de la fuente de.carbono (glicerol) y los reguladores de crectmiento.
En general, el cultivo con glicerol+reguladores de crecimiento ésﬁrﬁularon, 0 aumentaron el
crecimiento celular y/o la morfogénesis, tal y como se refleja en los valores de los indices de CM

e IM, comparados con los valores medios del control.

El mayor valor de CM e IM entre todos los tratamientos (incluyendo las poliaminas), se
observo en el tratamiento de glicerol 0,1 M+2.4-D a 10° M. En este tratamiento las masas
celulares aparecian completamente cubtertas de yemas incipientes.

La adicién de Kin 10° M y GAs en ambas concentraciones a los medios con glicerol,
provocd una inhibicién de la morfogénesis. La Kiny la BA a 10° M inhibieron el crecimiento y

la morfogénesis.

Los tratamientos con Put, Spd y Spm en combinaciéon con el glicerol provocaron un
aumento tanto en el crecimiento celular (CM) debido al incremento de la division celular, como
en la morfogénesis de las masas celulares (IM) (Tabla 1.9). A excepcion de la Put 10° M y el
ligero aumento observado en CM para la Spd 10° M, todos los tratamientos con poliaminas
aumentaron significativamente el crecimiento celular y la morfogénesis en comparacion con el
control en glicerol. En combinacién con el glicerol, la Spm no provocd un crecimiento

desorganizado como el observado cuando se probo sola.
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Tabla 1.8. Efecto de los reguladores de crecimiento combinados con glicerol en los sporelings (Estadio 0) de
Grateloupia doryphora. Valores de los indices de crecimiento. Datos de la media (== desviacion estandar) de dos
experimentos con tres replicados cada uno. (*)= P < 0,001 comparado con el control. Inhibitorio= los sporelings
permanecieron igual que al principio del experimento. 2,4-D=4cido 24-diclorofenoxiacético, BA= N

benciladenina, Kin= kinetina, GA;= acido giberélico).

Tratamiento Diametro de las masas Yemas por sporeling
celulares (CM, mm) morfogénico (IM)

Glicerol 0,1 M (control) 0.72 £0,08 9,83 +1.25

Glicerol 0,1 M+2,4D 10°M 0,90 % 0,15 (*) 9,50 +4,34

Glicerol 0,1 M+ 24D 10° M 1,36 + 031 (¥) 2350 + 4,68 (*)

Glicerol 0, M+BA 10°M 0,75 + 0,13 10 £49

Glicerol 0,1 M +BA 10°M Inhibitorio Inhibitorio

Glicerol 0,1 M+Kin 10°M 0,72 £ 0,09
Glicerol 0,1 M+Kin 10°M  Inhibitorio

Glicerol 0,1 M+ GAs 10°M 0,74 0,07
Glicerol 0,1 M + GAs 10° M 0,64 0,05

No morfogénico
Inhibitorio
No morfogénico

No morfogénico
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Tabla 1.9. Efecto de las poliaminas combinadas con glicerol en los sporelings (Estadio 0) de Grateloupia
doryphora. Datos de la media (== desviacion estandar) de dos experimentos con tres replicados cada uno. (¥)= P
< 0,001 -comparado con el control. (Put=putrescina, Spd= espermidina, Spm= espermina). (— = masa
celular en la que resulté dificil | a cuantificacion de las yemas). )

Tratamientos Diémeti'o de las masas Yemas por sporeling
celulares (CM, mm) morfogénico (IM)

Glicerol 0,1 M (control) 0,72 £0,08 9,83 £1,25

Glicerol 0,1 M+Put 10°M 0,63 £0,10 —

Glicerol 0,1 M+Put 10°M 0,91 £0,15 (*¥) 14,7 £4,65 (%)

Glicerol 0,1 M+ Spd 10°M 1,05 £0,32 (¥) 16 £3,51 (%)

Glicerol 0,1 M+ Spd 10°M 0,83 +0,13 12 + 1,86 (%)

Glicerol 0,1 M+ Spm 10°M 1,21 £0,17 (¥) 18 +£4,14 (%)

Glicerol 0,1 M+ Spm 10° M 1,18 0,21 (%) 18,5 2,20 (¥)
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1. 4. DISCUSION,

Existen evidencias sobre la existencia y participacion de los reguladores de crecimiento
en los procesos algales, que son anélogos a los que ocurren en las plantas supéﬁdrés (Featonby-
Smith y Van Staden, 1984; Bradley, 1991; Bradley y Cheney, 1990; Evans y Trewavas, 1991, de
Nys y col., 1991). No obstante, aplicados de forma exdgena, no parecen estar muy claros los
efectos que causan estos reguladores naturales y sintéticos. La bibliografia reciente muestra la
efectividad de los reguladores de crecimiento en macroalgas cultivadas in vifro, induciendo y
manteniendo los callos, el cultivo de células libres o regenerando nuevos talos (Bradley y
Cheney, 1990; Kaczyna y Megnet, 1993; Aguirre-Lipperheide y col., 1995; Yokoya y Handro,
1996). Estos mismos resultados (induccion de callos, o formas parecidas a callos (callus-like)
y/o regeneracién) se obtuvieron, sin embargo, sin la adicion de reguladores de crecimiento
(Dawes y Koch, 1990; Robaina y col., 1992; Aguirre-Lipperheide y col., 1995).

Las diferencias en la procedencia del explanto pueden originar resultados distintos para
una misma especie y un mismo tratamiento (Bradley y Cheney, 1990). Ademas, la alteracion del
estado fisico del medio, como por ejemplo una exposicion de los explantos al aire (Kaczyna y
Megnet, 1993), o no controlar la osmolalidad del medio (Gusev y col., 1987), puede originar los
mismos patrones de crecimiento y hacernos considerar que los efectos han sido provocados solo
por la adicion de los reguladores. Por tanto, ante la confusion presente en la bibliografia y la
escasa reproducibilidad de muchos de los resultados, no se puede asegurar a priori si una
especie en particular responde a los reguladores de crecimiento, o si estos reguladores son
indispensables para provocar tal respuesta; en este sentido, los resultados obtenidos en este

trabajo pueden aportar un poco més de luz.

En los ensayos planteados en este trabajo, se cumplieron los requisitos necesarios sobre

el control de las condiciones axénicas de cultivo, para probar el papel funcional de los
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reguladores de crecimiento y poliaminas en el desarrollo de las algas. (Buggeln, 1976; Evans y
Trewavas, 1991): El efecto de la sustancia probada no ocurre en ausencia de dichg sug’;ancia,
como demuestran los controles. Descartamos la idea que los reguladores de crecimiento en las
concentraciones de 10° My 10® M estén actuando como fuente de carbono externa, a pesar de
que la mayor concentracion rebase los 10° M, si se tiene en cuenta que las fuentes de carbono
como el glicerol, no actian por debajo de una concentracion de 107 M (Robaina, 1988; Robaina
y col, a, b). La mayoria de los estudios que se realizan sobre la efectividad de los reguladores de
crecimiento en algas, utilizan como material de ensayo explantos provenientes de talos adultos
(Gusev y col., 1987; Bradley y Cheney, 1990; Dawes y Koch, 1990; Kaczyna y Megnet, 1993).
En un estudio previo realizado con sporelings del Estadio I y explantos de talos desarrollados
(Estadio III) de Grateloupia doryphora (Robaina, 1988), los reguladores no resultaron
efectivos. Considerando estos preliminares, destaca el hecho de que todos los tratamientos con
reguladores, poliaminas y glicerol provocaran distintos efectos, peré reproducibles, sobre el
crecimiento y desarrollo de los sporelings del Estadio 0.

En las plantas, células y tejidos en los que tiene lugar la organogénesis, se ha descrito la
existencia de tres estados experimentalmente distinguibles: el estado de competencia
morfogénica, el de determinaciéon del desarrollo v el estado de diferenciacion morfogénica
(Christianson y Warnick, 1983). Por definicion, el estado de competencia presenta la habilidad
para reconocer la sefial morfogénica que conduce a una via particular de desarrollo (Hicks,
1994). Lakshmanan y col. (1997) estudiaron los diferentes estados de desarrollo asociandolos
con la regeneracion de las yemas en tejidos de hoja de mangosto (Garcinia mangonstanta 1..), y
con el papel de los reguladores de crecimiento en varios estados de desarrollo. Observaron que
la edad de la hoja tenia una gran influencia en la expresion de la competencia morfogénica. Las
hojas adquirian dicha competencia en uﬁa edad temprana y alcanzaban su maximo a los 10-12

dias. En otro trabajo con alfalfa (Finstad y col., 1993) observaron que los explantos tan sélo
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adquirian la competencia morfogénica en presencia de varias auxinas. En la misma 1dea pero
antes del uso del término estado de competehcia, Trewavas (1982) con plantas superiores y
posteriormente Mooney y Van Staden (1986) con algas, ya sefialaron en sus respectivos estudios
que el efecto de los distintos reguladores ademés de depender del lugar de accion y de su
concentracion, dependia también de la “sensibilidad” que presentara el tejido algal, muy
probablemente sinénimo de estado de competencia. Haciendo extensibles estos estados de
desarrollo v su nomenclatura a las algas y teniendo en cuenta el hecho de que ni €l talo, ni
incluso en el Estadio I respondieron a los distintos reguladores de crecimiento, cabe pensar que

en el caso de G. doryphora en cultivo, el Estadio O represente el estado competente o sensible.

El tratamiento de 2,4-D a 10° M provoco en el Estadio 0 de G. doryphora la formacion
de callo (Figura 1.2). Esta potente auxina sintética es capaz de inducir la division y crecimiento
celular incluso en los tejidos y especies mas recalcitrantes (Evans y col., 1983); el 2.4-D fue
capaz de inducir el crecimiento de los filamentos en Ascophyllum (Fries, 1991) y el crecimiento
de estructuras similares al callo en Grateloupia dichotoma (Y okoya y Handro, 1996).

Kackzyna y Megnet (1993) publicaron que para inducir el crecimiento y la formacion de
callo en Gracilaria verrucosa era necesaria la combinacion de los reguladores de crecimiento
con glicerol. Entre los reguladores que emplearon incluian las auxinas naturales IAA (acido
indol-3-acético) e IPA (acido indol-3-propionico), aunque el 2,4-D también probado, no
provocara efecto alguno. Sin embargo, cuando los sporelings de G. doryphora se cultivan en
glicerol+2,4-D 10” M (Tabla 1.8), se estimulaba considerablemente el crecimiento organizado y
la morfogénesis, siendo precisamente la auxina 2,4-D el regulador de crecimiento mas efectivo
entre todos los probados.

Los resultados de la Tabla 1.8 indican que los reguladores de crecimiento también

influyeron sobre los efectos del glicerol en el crecimiento y la morfogénesis de los sporelings.
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Sabemos que cuando se cultivan los sporelings del Estadio 0 de G. doryphora en un medio que
contiene glicerol, este primeramenté estimula la division celular, generando masa celular, y
después se generan las yemas (Garcia-Jiménez, 1994; Garcia-Jiménez y éol., 1996). Ademas del
efecto sinergistico del 2,4-D y el glicerol ya discutido, los tratamientos de Kin a 10°My el GA
en sus dos concentraciones probadas inhibieron el efecto morfogénico del glicerol. La BA y la
Kin en su mayor concentracion de 10° M inhibieron la divisién celular y la morfogénesis. Al
combinar ambos (reguladores +glicerol), el glicerol también afectd a las respuestas de los
reguladores en comparacion con su actividad aislada. De esta forma, no se observaron callos
cuando se combin6é el 2,4-D con el glicerol, sino que los sporelings del Estadio 0 se

transformaron en masas celulares organizadas. -

Las causas de la interaccion de los reguladores de crecimiento (incluidas las poliaminas,
discutidas posteriormente) y el glicerol necesitan mas investigacién. No obstante, desde el
descubrimiento de sustancias como la oligosacarina, cada vez esta mas claro que la funcién de la
fuente de carbono no es solamente la de proporcionar energia y esqueletos carbonados.
Precisamente éste constituye uno de los campos punteros de la fisiologia vegetal actual. La
glucosilacion representa uno de los mecanismos de control de la actividad de los reguladores de
crecimiento (p.e. glucosilado permanece activo, no glucosilado se torna inactivo) por los que es
facilmente deducible el efecto que pudieraﬁ téner en los niveles end6genos de carbono sobre la
cantidad endogena de reguladores y su actividad. Ademas en un reciente articulo, Coenen y
Lomax (1997) sugieren la glucosilacion de citoquininas y su control por auxinas, como
mecanismo interactivo entre ambos grupos de reguladores.

Los cambios observados en las algas ante el suministro de sustratos organicos (cambios
en las tasas fotosintéticas y respiratorias, acumulacion de clorofila y almidén, etc.; Dubinsky y

col., 1986; Falkowski y col., 1985; Antia, 1980; Robaina y col., 1995) revelan que el carbono
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organico altera las caracteristicas metabolicas basicas y las reconduce hacia diférentes productos
finales. Concretamente, los sporelings de G. doryphora cultivados en glicerol acumulan almidon,
y otros compuestos fenélicos no identificados en grandes vesiculas electrodensas (Garcia-
Jiménez y col., 1996). Puede sospecharse que estas diferencias metabolicas observadas cuando
crecen con o sin glicerol afectan a los niveles endogenos de reguladores; por ello una misma
concentracion de reguladores suministrada de forma exdgena produciria distintos efectos si se
tienen distintos niveles endogenos, lo que explicaria la diferencia de resultados entre reguladores
solos v combinados con glicerol. Mooney y Van Staden (1986) argumentaron que la kinetina
suministrada de forma exdgena inhibia el crecimiento en las algas debido a las concentraciones

supradptimas que se alcanzaban, dado los niveles endGgenos.

Existen muy pocas referencias en la bibliografia del efecto de las poliaminas en las algas.
Se ha descrito la asimilacion y transporte de poliaminas en talos de Uha rigidé (Badini y col.,
1994). El alga unicelular Porphyridium también parece adsorber poliaminas mediante los
polisacaridos de la pared celular (Scoccianti y col., 1989; Scoccianti y Bagm, 1992). Cohen y
col. (1984) encontraron evidencias de que las poliaminas promovian la division celular en
Chiorella. La presencia en el medio de cultivo de Put y Spd respectivamente provocaron en los
sporelings de G. doryphora la formacioén de masas celulares (Figura 1.3A-C) similares a las ya
observadas para el glicerol (Garcia-Jiménez y col., 1996). El mayor efecto se obtuvo con la Spm,
que indujo Ia formacién de callo similar al inducido por la auxina 2,4-D.

De la misma forma que los reguladores de crecimiento, la adicidén de poliaminas al medio
con glicerol también influyod en los efectos del glicerol. La combinacion de ambos aumenta
significativamente el crecimiento y la morfogénesis de los sporelings (Tabla 1.9). La poliamina
mas potente fue la Spm, con la que se obtuvo el mayor aumento de los indices de CM e IM. De

hecho, los resuitados obtenidos con la potente auxina 2,4-D y la poliamina Spm son similares, si
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se considera que ambas sustancias por si solas inducen- callo y estifmﬂan el crecimiento y la
" morfogénesis cuando se combinan con el glicerol.

Varios autores (Seraffini-Fracassini, 1991; Kotzabasis, 1996) han descrito los efectos de
las poliaminas relacionéﬁdolos con su contribucion al carbono y al nitrogeno celular. Aunque no
se puede descartar esta posibilidad en los resultados obtenidos, debemos considerar que por
ejemplo el glicerol por si solo no resulta efectivo estimulando el crecimiento de G. doryphora en
una concentraciéon menor a 10”7 M (Robaina, 1988; Robaina y col., 1990 a, b), por lo que es
dudosa la contribucién en carbono y nitrégeno cuando se usa 10° M regulador o poliamina y
10" M glicerol para producir los resultados de las Tablas 1.8 y 1.9; parece en este caso, que las
poliaminas estén actuando como sustancias estimuladoras del crecimiento en los sporelings de
G. doryphora, de forma similar a los reguladores de crecimiento.

Las poliaminas son productos metabolicos p.roducidos por la descarboxilacion de los
aminoacidos ormitina (via ornitinadescarboxilasa, odc) y/o arginina (Vi.a argininadeséarboxilasa,
adc) que dan lugar a la putrescina. Las células utilizan esta putrescina para sintetizar Spd, que a
su vez es una precursora de la Spm (Smith, 1985; Flores, 1990).. Cohen y col. (1984)
describieron la presencia de polimaminas en el alga Chorella sintetizadas via odc, en las que al
aumentar sur acfi\ddad, daba lugar a la acumulacién de putrescina v Spd, induciendo la division
celular durante el ciclo de la célula. Parece que es la concentracion vy el balance respectivo de las
poliaminas (normalmente en tejidos de planta la mayor concentracién corresponde a la Put y la
menor a la Spm) lo que provoca una gama de respuestas en las células que afectan al crecimiento
de una manera similar a las fitohormonas, cuyos efectos son bien conocidos (Galston y Kaur-
Sawhney, 1982; Smith, 1982, 1985; Tiburcio y col, 1993). Los resultados obtenidos con
sporelings de G. .doryphom sugieren que los mayores efectos se obtienen cuando se favorece la
acumulaciéon de Spm (Tabla 1.9), bien por la adicion directa de esta poliamina, o bien por la

adicion de Put y Spd en una respuesta dependiente de la concentracion (cuanto mas Put y Spd,
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mas Spm se sintetiza), asumiendo que en los sporelings operan las mismas via§ metabdlicas que
en Chlorella.

Los efectos provocados en G. doryphora por los distintos reguladores combinados o no
con el glicerol, pueden resultar muy interesantes en su aplicacion a la micropropagacion. En la
propagacion posterior en medio PES de los callos inducidos por el 24-D y de las masas
celulares obtenidas en su combinacién con el glicerol (2,4-D+glicerol) por ejemplo, se
obtuvieron yemas y talos aparentemente normales; en 4 meses de cultivo, 26 callos de 20 mg de
peso fresco aproximadamente produjeron 200 mg de talos. Estos resulfados sugieren ademas,
que en el futuro puede explotarse la habilidad del 2,4-D para inducir el crecimiento
desorganizado en sporelings, combinandolo con los efectos del glicerol sobre el crecimiento, y
dependiendo del objetivo, inhibir la morfogénesis con la adicion de cierta cantidad de kinetina.

Estas posibilidades resultan muy interesantes si se considera la escasez de herramientas
apropiadas existentes para el control del crecimiento y desarrollo de las algas in vifro (Aguirre-

Lipperhide y col., 1995).

En conclusién:

1) Queda demostrado el efecto tanto de los reguladores de crecimiento como de las poliaminas
en el Estadio 0 de Grateloupia doryphora cultivado en condiciones axénicas.

2) Se establece el Estadio 0 como estado competente o sensible a los efectos de los distintos
reguladores y poliaminas probadas.

3) El glicerol interactia con los reguladores de crecimiento, alterando el efecto de estos:
reorganiza el crecimiento al combinarse con el 2,4-D (10'3 M) y anula los efectos inhibitorios
de la Kin (10° M),

4) La combinacién del glicerol y las poliaminas aumenta significativamente el crecimiento y la

morfogénesis de los sporelings.
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Capitulo II: Diferencias fotosintéticas y tolerancia al estrés salino y
de temperatura entre los Estadios 1y IIL
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IL1. INTRODUCCION.

El medio fisico-quimico de un organismo estd compuesto por todos los factores

abidticos que influyen en dicho organismo, es extremadamente complejo, y se encuentra en .

permanente variacion. Las diversas condiciones desfavorables, no necesariamente letales, que
tienen lugar de forma permanente o esporadica en el medio, someten al organismo a situaciones
estresantes.

Lobban y Harrison (1994) definieron un factor estresante fisiologicamente, como un
nivel subdptimo o supradptimo de cualquier vaniable ambiental. Tanto en esta como en la
mayoria de las definiciones, el estrés se considera una desviacion significativa de las condiciones
Optimas de vida que provocan respuestas y cambios a todos los niveles funcionales del
organismo. Para amortiguar o evitar que estos factores externos puedan alterar todo el equilibrio
quimico y termodinamico del interior de la célula, los organismos poseen varios mecanismos
protectivoé, ‘por lo que no todos los factores (o su intensidad) logran provocar un estado de
estrés. Esta habilidad que muestra la célula para resistir el estrés representa lo que se denomina
tolerancia (Larcher, 1995).

Las algas que viven dentro de la zona del intermareal se encuentran expuestas a
condiciones particularmente variables durante el ciclo de marea. La habilidad de competir y
crecer en esta zona dependerd de las respuestas fisiologicas especificas de cada alga a estos
factores abioticos (Parker, 1982), desarrollando mecanismos que les confieran cierta tolerancia al

estrés, o les permitan recuperarse de los efectos de este.

En los trabajos de ecofisiologia consultados sobre algas, es muy comun la comparacién
de diferentes especies de algas del intermareal, o diferentes estadios reproductivos de una misma

especie, en funcion de su respuesta a los factores estresantes clave. Estos factores son: la
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irradiancia, la temperatura, la salinidad y la desecacion (que combina todos los factores).

- El aparato fotosintético de las algas es capaz de absorber y utilizar eficientemente la luz
visible, sin embargo, una irradiaﬁcia extremadamente alta supone més energia fotoquimica de la
que puede utilizar el alga para la fotosintesis, dafiando los pigmentos fotosintéticos y la
estructura de los tilacoides. Para contrarrestar estos efectos, las algas desarrollan mecanismos
para tolerar o protegerse de estos altos niveles de irradiancia como la fotoproteccion (Hanelt y
col,, 1992), mediante la sintesis de pigmentos fotoprotectores que disipen parte de la energia

(Gantt, 1990).

La temperatura, es otro parametro abidtico importante que afecta a las tasas de las
distintas reacciones quimicas englobadas en las rutas metab()iicas, limitando el crecimiento y
la distribucién de las algas (Luning, 1990). En general, las algas toleran un rango de
temperatura que va desde -1,5 °C hasta aproximadamente los 30 °C (Lobban y Harrison,
1994). Este rango de temperatura viene determinado por su adaptacion genética y por su
capacidad de aclimatacion a los cambios en la temperatura.

En general, la adaptaci()n se entiende como un proceso evolutivo, con cambios en el
genoma, que permite expandir el rango geografico de las especies (Pakker y col,, 1995). La
aclimatacién, sin embargo, implica cambios fenotipicos que afectan a los procesos
fisiologicos, permitiendo que las algas optimicen la fotosintesis y el crecimiento en respuesta
a los cambios estacionales (Falkowski y LaRoche, 1991). Tanto la adaptacién como la
aclimatacion de procesos como la fqtosintesis parecen jugar un papel fundamental en las
respuestas a la temperatura en macroalgas marinas (Kubler y col., 1991).

La bibliografia revisada sobre el tema se centra basicamente en la respuesta metabolica

del alga frente a los cambios estacionales en la temperatura del agua (Davison, 1987; Davison y
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col,, 1991; Kiibler y Davison, 1993), conociéndose mucho menos sobre las respuestas a cambios
térmicos repentinos que tienen Iugaf, por gjemplo, en los charcos del intermareal durante la

bajamar en la estacion calida.

La salinidad es un parametro mas local que global, muy variable en las regiones costeras,
especialmente en la franja intermareal, estuarios y zonas rocosas. De la misma manera que con la
temperatura, existe también una salinidad 6ptima para los procesos de fotosintesis, respiracion y
crecimiento. Las algas intermareales generalmente toleran mejor que el resto, salinidades del
agua de mar entre el 10 y el 100 % (Kain y Norton, 1990).

La salinidad es un factor complejo, cuyos principales componentes son el potencial
osmotico del agua y la composicion iénica. Los cambios en la salinidad pueden afectar al alga de
tres formas: (1) provocando un estrés osmético con efecto directo en el potencial hidrico celular,
(2) causando estrés i6nico (salino) por la pérdida o toma de iones, y (3) afectando al cambio en
las relaciones de iones celulares debidos a la permeabilidad selectiva de la membrana. Todos
estos procesos mencionados forman a su vez parte de los mecanismos de aclimatacion que
tienen lugar simultaneamente en respuesta a las condiciones estresantes de salinidad, y, tanto la

reaccién como la respuesta son dificilmente separables (Kirst, 1989).

Durante muchos afios se han Hevadé a cabo experimentos para averiguar la tolerancia
que mostraban las algas a la salinidad y a la temperatura, y poder- comparar los resultados con
los limites de distribucion. Son ademas muchos los autores que han considerado el efecto de la
temperatura y la salinidad en el estudio de la fisiologia de las algas.

La habilidad o capacidad de fotosintetizar bajo condiciones extremas de salinidad y

temperatura es una de las adaptaciones frente al estrés, y su importancia radica en que permite
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que la produccién primaria continiie en un medio variable (Gatusso y Jaubeﬁ, 1985; Smith y
Berry, 1986; Russell, 1987; Zupan y West, 1990; Davison, 1991; Davison y col., 1991; Henley,
1992, 1993; Kiibler y Davison, 1993; Einav y col. 1995). Dentro de las mismas especies se han
observado variaciones genotipicas considerables en respuesta a la temperatura y la salinidad
(McLachlan y Bird, 1984; Bird y McLachlan, 1986).

Llama la atencion sin embargo, que apenas se conozca nada sobre las variaciones de
comportamiento frente el estrés térmico o salino que puedan existir dentro de una misma especie
durante su crecimiento y desarrollo. Generalmente para este tipo de estudios se han empleado
individuos recogidos de la naturaleza y completamente desarrollados (adultos), sin que haya un
conocimiento previo de las fases mas tempranas del ciclo de vida de las algas, y de los efectos de
la temperatura y la salinidad en la supervivencia y desarrollo de las esporas y sporelings, tal y
como se pone de manifiesto en la extensa revision de Santelices (1990). Posteriormente, trabajos
como los de Yokoya y Oliveira (1993) con Gracilaria sp. han mostrado que la salinidad y la
temperatura actian como factores criticos en la germinacion de esporas y desarrollo de los
sporelings. Resulta 16gico pensar que la viabilidad de las fases de post-fijacién dependa de la
capacidad fisiologica que presenten para adaptarse a condiciones variables de luz, temperatura y

salinidad que ocurren frecuentemente en los charcos del intermareal.

Las esporas fotosintetizan, respiran y fijan carbono de forma tal que les permita mantener
una tasa de crecimiento acorde a su estadio de desarrollo (Correa y col., 1985; Amsler y
Neushul, 1991; Clayton, 1992; Fletcher y Callow, 1992). En este sentido, Amsler y Neushul
(1991) observaron la existencia de diferencias interespecificas en la capacidad fotosintética y
respiratoria de esporas recién liberadas de Laminaria, obteniendo los valores de estos y otros
parametros fisiologicos bajo condiciones ambientaies bien definidas pero no los compararon con

los estadios adultos. Por el contrario, Beach y col. (1995) trabajando con Ulva fasciata 'y
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Enteromorpha  flexuosa (Chlorophyta), publicaron tasas fotosintéticas y una relacion

fotosintesis/respiracion més altas en talos gametofiticos, que en los gametos de estas especies.

La fotosintesis como medida fisiologica del estrés.

Exisjcen varios criterios fisiologicos para estudiar el alcance del estrés en el metabolismo.
Los mas utilizados han sido la fotosintesis y la respiracién y en menor medida el metabolismo
del carbono y el nitrogeno, la asimilacién de nutrientes y las -actividades enzimaticas (Ramus,
1990).

La fotosintesis es un proceso metabolico relevante, facilmente medible y empleado de
forma rutinaria como un indicador o medida del efecto del medio en las algas. Los métodos mas
usados para medir la actividad fotosintética son la medida del COz incorporado en el proceso,
bien mediante el método IRGA (Infra Red Gas Analysis), o bien utilizando el marcaje radiactivo
del carbono (14C). El método IRGA se emplea cada vez mas para la medida del intercambio de
CO: en el aire pero resulta complicado de usar e interpretar en fases acuosas, por Io que su uso
no esta muy extendido en el campo de las algas (Surif y Raven, 1990). El método radiactivo del
*C requiere de unas instalaciones y de un equipamiento especifico para su medida, ademas de
presentar €] inconveniente propio de la radiactividad.

La actividad fotosintética también se puede medir cuantificando el oxigeno liberado. Los
metodos mas usuales para medir las concentraciones de oxigeno disuelto son los de Winkler y
los electrodos de oxigeno basados en la polarografia.

Para medidas puntuales e instantaneas a distintas intensidades de luz, el método Winkler
resulta poco practico porque necesita de prolongadas incubaciones para su resolucion. Este
hecho conlleva ademés problemas de saturacion de oxigeno y de contaminacion de endéfitos y

bacteriana (Amold y Littler, 1985). Los electrodos de oxigeno tienen la ventaja de suministrar
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lecturas instantaneas y continuas, y lo que es mas importante, proporcionan médidas lineales de
liberacién de oxigeno frente a distintas intensidades de luz, lo que permite el calculo posterior de
la tasa de actividad fotosintética con precision.

Las algas muestran diferencias en la fotosintesis en funcién de la edad (Wheeler, 1980;
Ramus y Rosenberg, 1980; Prince, 1980) o de la morfologia (Littler y Littler, 1983; Hanisak y
col., 1988), que se han medido mediante las curvas fotosintesis-irradiancia, tambien llamadas
curvas P-1.

La curva P-I se construye representando la tasa de fotosintesis de una biomasa o area
especifica de un alga, frente a la densidad del flujo de fotones (PFD, Photon Flux Density o
namero de fotones de radiacion fotosintéticamente activa recibidos por unidad de superficie).
Estas curvas son modelos matematicos de las tasas fotosintéticas (Madsen y Maberly, 1990) y de
la interpretacion de sus parametros se obtiene informacion de varios componentes del aparato
fotosintético y su respuesta a la irradiancia (Ramus, 1981). Estos parametros son:

(1) La pendiente inicial a irradiancias limitantes, denominada alfa, que es funcion tanto
de la eficiencia captadora de la luz como de la eficiencia fotosintética de conservacion
energética.

(2) La tasa de respiracion en la oscuridad, Ry, es el parametro de la curva P-I cuyo valor
es el de la ordenada en el origen y no coincide necesariamente con la actividad fisiologica
de la respiracion mitocondrial.

(3) La tasa fotosintética méxima a luz saturante, abreviada como Pmax (fotosintesis
méxima), que est4 principalmente limitada por la tasa de disponibilidad de carbono y por
las reacciones enzimaticas del ciclo de Calvin.

Las modificaciones de estos parametros marcan alteraciones fisiologicas utiles para la

cuantificacién del grado de perturbacion causado por una variable ambiental (Geider y Osborne,

1992).
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Son muchos y muy distintos los disefios experimentales preseﬁtes en la bibliografia sobre
aspectos relacionados con la tolerancia y aclimatacion fotosintética a la salinidad y fémperatura.
En general, en los distintos trabajos, las algas se obtienen o bien de cultivo en condicioﬁes
estables y conocidas (Lapointe y col, 1984; Davison y col, 1991), o bien se recogen
directamente de la naturaleza (Zupan y West, 1990; Bell, 1993), partiendo de condiciones
ambientales no definidas. Previamente a las medidas de la actividad fotosintética, estas algas

-permanecen durante un tiempo variable (desde horas a dias) aclimatandose a temperaturas o
salimidades més o menos extremas respecto a las condiciones iniciales. Dependiendo de los
trabajos, las medidas de fotosintesis se realizan en las mismas condiciones control del cultivo
(Smith y Berry, 1986; Henley, 1992; Kiibler y Davison, 1995), o a distintas temperaturas y
salinidades que no coinciden ni con las de cultivo ni con las de aclimatacion (Davison y col.,
1991, Kiibler y Davison, 1993).

Tomando como referencia los trabajos anteriores, y teniendo en cuenta la importancia
del disefio experimental en este tipo de estudios, es conveniente plantear un disefio detallado del
ensayo, cuidando aspectos como el origen del material de partida, el tiempo y las condiciones de
incubacién de las muestras, y la estandarizacién del proceso de medida de actividad fotosintética.
De esta manera, se evitan las alteraciones continuas que pueden afectar a los resultados y a su

interpretacion.

Respecto al material de partida, cada vez son mas los autores que consideran que el
material recogido de la naturaleza no es el méas adecuado para los estudios fisiologicos (Lining v
Freshwater, 1988; Macler y Zupan, 1991). La adaptacién a condiciones de laboratorio o
definidas puede requerir dias o semanas (Macler, 1988). A no ser de que los experimentos sean

de larga duracion y se produzca la aclimatacién en su transcurso, resulta més adecuado el uso de
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plantas cultivadas i vitro en condiciones de crecimiento controladas. Si ademas, lo que se
pretende es analizar las variaciones durante el crecimiento y desarrollo, es importante partir de
un material del que se conozcan sus requerimientos nutritivos y de luz, los estadios en la historia
de vida del alga y la fase de desarrollo en la que se encuentra. En definitiva, es conveniente que
el material de partida sea homogéneo, con una historia de vida fisioldgica previa conocida y muy
similar entre todos los individuos del estudio. Es dificil que el material recogido en la naturaleza
cumpla estas caracteristicas y de ahi la necesidad de contar con cultivos de laboratorio, que
ofrecen en este tipo de estudios una ventaja considerable. Los cultivos permiten ademas trabajar
con una misma poblacién y controlar asi la variabilidad genética, que en ocasiones puede
interferir o ser un inconveniente a la hora de interpretar los resultados.

Otro aspecto a tener en cuenta es el tiempo de incubacion del alga a las distintas
condiciones; la respuesta fotosintética frente a un factor estresante como pueda ser la salinidad y
temperatura, puede éstudiarse como un efecto a corto o a largo plazo. Se considera efecto a
corto plazo, cuando previamente a la medicion de fotosintesis se realiza una mcubacion breve
(de horas) en condiciones diferentes, alterando alguna variable de las habituales del cultivo del
alga. Cuando el tiempo de permanencia en la nueva condicion es mayor (dias), se habla de
aclimatacion, (Prézelin, 1981; Ramus, 1981; Richardson y col, 1983; Neale, 1987)
entendiéndose como un efecto a largo plazo. Por tanto, dependiendo del objetivo del trabajo, se

‘tendra que considerar tanto la duracién, como las condiciones de las incubaciones (distintas
salinidades y temperaturas), que podran variar en un rango similar a las de la naturaleza, o probar
condiciones arbitrarias extremas.

Es ademas imprescindible en este tipo de estudios, estandarizar el procedimiento de
medida para obtener las curva;s P-I; indicando para ello las condiciones de medida, el mimero de
PFD usados y la duracion de cada uno, y tras los calculos, presentar los datos de los parametros

estimados (Henley, 1993).
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Este estudio se realiz6 a partir del cultivo de Grateloupia doryphom en el que ya se
habian establecido distintas etapas durante su crecimiento (Introduccion general). Se eligieron
para su comparacion, los denominados Estadios I y III, bien caracterizados y diferenciados en su
desarrollo. La hipotesis de partida se baso en la creencia de que los individuos adultos del
Estadio TII presentarian una respuesta homogénea ante condiciones estresantes de salinidad y
temperatura, ya que debido a su grado de desarrollo, contarfan con mecanismos fisioldgicos
capaces de contrarrestar las perturbaciones. En el Estadio I por el contrario, constituido por
individuos con menor grado de desarrollo, cabria esperar un mayor efecto de las condiciones
estresantes reflejado en una mayor perturbacion de la actividad fotosintética.

Para refutar o desmentir esta hipotesis se plantearon ensayos en los que se pudiera
analizar la capacidad fisiologica de los dos Estadios en condiciones normales de cultivo tras

someterlos a periodos de incubacion cortos en diferentes temperaturas y salinidades.
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IL2. MATERIAL Y METODOS.
Material vegetal.

Todas las algas que se utilizaron en este trabajo se obtuvieron por propagacion in vitro
de esporas provenientes de una poblacion natural siguiendo las mismas directrices ya explicadas
anteriormente y se mantuvieron en cultivo en condiciones normales, (medio PES, 19+2 °C, y 30
pmol de fotones m’ s‘l) hasta que completaron las distintas fases del desarrollo establecidas en la
curva de crecimiento (Introduccion General, Figura 2).

Para llevar a cabo los experimentos se eligieron dos fases bien caracterizadas y
diferenciadas: Los Estadios I y 1. El Estadio I lo constituian sporelings con varios ejes de
crecimiento en regeneracion, y que permanecian en medio liquido PES un tiempo aproximado de
entre 1y 35 dias. Los talos del Estadio Il permanecian durante mas de 70 dias en medio liquido
(PES), estaban bien pigmentados y presentaban numerosos ejes de crecimiento de 2,5-3 cm de
longitud con dicotomia apical.

Para las medidas de actividad fotosintética, debido a la diferente morfologia y tamafio del
material entre los dos Estadios, se llevaron a cabo diversas pruebas para determinar el numero de
sporelings (Estadio I) o el peso del alga (Estadio IIT) que debian ser colocados en el volumen de
la camara de incubacion (4 mL) para que el oxigeno liberado fuera detectable y diera una sefial
clara. Se encontraron buenas respuestas utilizando una media de peso fresco de 6 mg,
correspondiente a 20 sporelings del Estadio I, y a las partes terminales de 2 cm de longitud de

individuos del Estadio III.

Contenido pigmentario.
El analisis del contenido de pigmentos en nuestro estudio consistio en la determinacion
de clorofila a y ficobiliproteinas en las dos fases del desarrollo. Para la clorofila a se realizaron

dos repeticiones partiendo de 4 muestras para cada Estadio, con un peso fresco de 6 mg,
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correspondiente a 20 sporelings del Estadio I y un fragmento de talo ‘de aproximadamente 2 cm
del Estadio III. Para cada muestra se realizaron 3 extracciones consecutivas con 0,5 mL
dimetilsulfoxido (DMSO) en fiio y baja intensidad luminica. De acuerdo a Seely y col. (1972) la
absorbancia del extracto total (1,5 mL) se midid en un espectrofotometro a una longitud de onda

de 665 nm, y se procedio al calculo de la concentracion de clorofila con la siguiente relacion:
Clorofilaa = Asss / 72.8 (gL7).

Para la determinacién de la concentracion de las ficobiliproteinas (R-FE y R-FC, R-
ficoeritrina y R-ficocianina respectivamente) se partid de 3 muestras para cada Estadio, con un
peso fresco de 20 mg, correspondiente a 60 sporelings del Estadio 1y a 2-3 fragmentos de talos
de aproximadamente 2 cm del Estadio III. Para cada muestra se realizo una extraccion con arena
de mar lavada y“en morteros de porcelana, en 1 mL de tamp6n fosfato 6,1 My pH=6,8 paralos
sporelings, y 2,5 mL del mismo tampén para los talos adultos. Todo el procedimiento se llevo a
cabo en frio y a baja intensidad luminica. Previamente a las medidas en el espectrofotometro, las
muestras se centrifugaron durante 15 min y 5.000 rpm en una centrifuga Beckman J-25. Las
medidas espectrofotométricas y los calculos posteriores para determinar la concentracion  (mg
L) se realizaron de acuerdo a las siguientes formulas de Beer y Eshel (1985):

R-FE (mg L) = [( Asss— Ass2) — (Auss — Asez) . 0,201 . 0,12

R-FC (mg L) = [( Asis— Asss) — (Asoz ~ Asss) . 0,511 0,15

El cociente peso fresco/peso seco para el Estadio I es 9,16 y para el Estadio III de 8,26.
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Medidas fotosintéticas.
En este ensayo, las medidas de fotosintesis (oxigeno liberado) se realizaron mediante un
electrodo de oxigeno tipo Clark computarizado (Hansatech, Norfolk, UK.) que funciona segun

el principio de polarografia y su sensibilidad permite detectar concentraciones de oxigeno del

orden de 0,001 mM (Figura I1.1).

Figura ILL () Aspecto general del Hansatech™, con los monitores de control del electrodo y de las luces (B)
Detalle de fa cmara de incubacion con su soporte magnético. (C) Vista del electrodo previo al montaje (p) y listo
para su funcionamiento (f). (D) Diodos emisores de luz suministrados por e Hansatech™
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El electrodo tipo-Clark del Hansatech se fundamenta en un disefio dé Deliu y Walker (1972) y
consta basicamente de un catodo de platino y un anodo de plata unidos o conectados mediante
un electrolito. Ambos electrodos estan engarzados en un disco de plastico: el catodo en el centro
del domo y el 4nodo de plata en una ranura circular que sirve a su vez como recipiente del
electrolito. El electrodo para su funcionamiento, esta protegido por una membrana de teflon o
polietileno, permeable al oxigeno, que mantiene una fina capa del electrélito sobre la superficie
de los electrodos. Se utiliza un papel fino debajo de la membrana para mantener una capa
uniforme y continua de electrodlito entre el anodo y el catodo.

Cuando se aplica un voltaje eficaz entre los electrodos, el platino se vuelve negativo (se
convierte en el catodo) y la plata (el anodo) se toma positiva. El oxigeno se difunde a través de
la membrana y se reduce en la superficie del catodo, inicialmente en forma de perdxido de
hidrégeno (H202) de tal forma que la polaridad tiende a descargarse a medida que se donan
electrones al oxigeno, que acta como aceptor de electrones. La plata se oxida y se deposita
como cloruro de plata en el 4nodo. La corriente generada es directamente proporcional al
oxigeno reducido y se registra como voltaje en un registrador o se convierte en un registro de
salida digital si se emplea el control de lectura que dispone el Hansatech.

El equipo de Hansatech est4 provisto de un juego de tres lamparas denominados LED
(Light Emitting Diodes: Diodos Emisores de Luz) que representan una fuente de luz muy {til
para aplicaciones fotosintéticas. Son pequeﬁaé, manejables y capaces de emitir altas intensidades
sin producir mucho calor. Son ademas relativamente baratas, estables y tienen una duracion
bastante larga. Los tres diodos (modelo: LH 36 U) usados en nuestro estudio emitian en una
longitud de onda de 660 nm (luz roja), muy cercana al pico de absorcién de la clorofila @y con
un maximo (100 %) de 900 PFD (Photon Flux Density o densidad de flujo de fotones). Las

unidades normalmente empleadas para expresar el PFD son los moles de fotones por unidad de
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superficie y tiempo (umol foton m” s7). Los PFD a los que se realizaron las medidas de
liberacion de oxigeno fueron 0, 18, 36, 54, 72, 90, 108, 126, 144, 162, 180, 198, 216, 234 y 252
pmol fotones m”s.

Para llevar a cabo las medidas se utiliz6 la camara de incubacion de fase acuosa DW1
(Hansatech). Esta camara consta de un cilindro central a modo de columna de cristal de 4 mL de
capacidad donde se coloca el alga. La columna esta rodeada por un espacio en el que fluye un
circuito cerrado de agua termostatizado, que permite que durante todas las medidas y ensayos la
temperatura en el interior de la camara no varie. Esto es importante ya que, €l valor del
contenido de oxigeno en el agua es funciéon de la temperatura. La temperatura del bafio
termostatizado y por tanto la de las medidas, se ajustd para que coincidiera con la temperatura
de cultivo (19-20 °C) de las algas.

La difusion del oxigeno en la columna de agua es tres ordenes de magnitud menor que
en el aire. Es necesario por tanto el uso de una agitacion continua de la solucién mediante un
agitador magnético que a su vez sirve de soporte de la camara, y un iméan de reducidas
dimensiones que se introduce en la cdmara de incubacion al comienzo de la medida.

Todas las mediciones de la actividad fotosintética se realizaron de 8 a.m. a las 14.00 p.m.
para evitar la variacion diuma de la fotosintesis (Coutinho y Zingmark, 1987). Las medidas se
iniciaban con agua de mar desgasificada con N: para evitar niveles de saturacion de oxigeno. En
el caso de los individuos del Estadio III, dado que los fragmentos del alga intercedian con el
imén, fue necesario incluir dentro de la camara una malla de plastico también desgasificada. Los
sporelings del Estadio I por sus reducidas dimensiones no interferian con €l iman y permanecian
libres en la columna de incubacion mientras se procedia a las medidas. Una vez establecidos los
niveles de oxigeno se colocaba el material vegetal dentro de la camara, esta se sellaba y se
mantenia en oscuridad.

Utilizando el propio soporte informatico del Hansatech, tras 8 min de registro en
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oscuridad, se obtenia la primera tasa de liberacion de oxigeno y un minuto después una
segunda también en oscuridad. Estas primeras tasas negativas representan los valores del
parametro Rg de respiracion en la oscuridad. A continuacién se procedia a medir en
presencia de luz, comenzando con un equivalente a 18 umol de fotones m” 5" (2% del
total). Cadg vez el PFD se incrementaba un 2% mas. Cada uno de los PFD se mantenia
durante 4 min en los que se registran 3 tasas consecutivas, para posteriormente calcular la
media. Asi sucesivamente, hasta que llegado a un determinado PFD, las tasas obtenidas no
superaban las anteriores, o incluso disminuian. En este momento finalizaba la medida.

Las tasas obtenidas (umol Oz liberado h'l) se normalizaron a cantidad de clorofila a (Cl
a) (umol Oz liberado mg' Clah")y se répresentaron frente a los PFD correspondientes,
obteniéndose de esta forma las curvas P-I. Pafa cada una de las curvas se calcularon los
parametros fotosintéticos de respiracion en la oscuridad (R4, pmol Oz liberado mg’ Clahh),
eficiencia fotosintética (alfa, pmol O liberado mg” Clah/ umol fotdn m” ") y fotosintesis
méxima (Prax, wmol O liberado mg” Cl a h™). El valor de Ra coincidia con el valor de la
ordenada en el origen. Para calcular alfa, se traz una recta de regresion de los cuatro primeros
puntos de la curva, tomando alfa el valor de la pendiente. Pmax coincide con los valores maximos
de las tasas obtenidas a determinados PFD.

Las incubaciones para ver el efecto a corto plazo de las distintas condiciones de
temperatura y salinidad se realizaron previamente a las medidas en el Hansatech con muestras
pertenecientes al mismo estadio elegidas al azar. El tiempo de incubacion fue siempre de 30 min
para cada una de las muestras y tratamiento. Las condiciones control fueron 19 °C y agua de
mar 35 %o (1,1 osmolKg™). - -

Para los tratamientos de temperatura se realizaron las incubaciones a 25 y 30 °C

respectivamente, en erlenmeyers, en un bafio termostatizado y en agua de mar (salinidad
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control). Para el shock salino, el tratamiento hiposalino se obtuvo diluyendo al 50 % agua de
mar con agua bidestilada, consiguiendo asi una salinidad final de 18 %o (0,5 osmol; Kg'l;
Robaina, 1988, Robaina y col., 1990). Las condiciones hipersalinas (65 %o; 1,75 'osmolKg'1 ) se
obtuvieron afiadiendo 24 g L ' de NaCl. Las incubaciones en los dos tratamientos salinos se
llevaron a cabo en erlenmeyers a la temperatura control (19+ 2 °C) mantenida mediante un bafio
termostatizado. Todos los experimentos y medidas, incluidas las control, se realizaron seis veces

con 3-4 medidas para cada uno de los tratamientos.

Estadistica.

Los experimentos se realizaron con 3 medidas por tratamiento y con muestras de cada
Estadio, obteniéndose los valores medios y la varianza en cada tratamiento.

Para ver si la respuesta provocada por las distintas condiciones de salinidad y
temperatura en cada Estadio y reflejadas en los valores medios de los pardmetros fotosintéticos
(Prax, alfa y Ra), eran significativamente diferentes respecto a los valores medios del control, se
realizo un test de comparacion de medias empleando el programa SPSS 5.1 (SPSS Inc. San
Rafael, CA, USA). Independientemente de st el tratamiento habia provocado como respuesta
una alteracion significativa en el valor medio de los parametros, se queria analizar también la
forma de respuesta en si. Una varianza pequefia en tomo a la media, reflejaria una respuesta
homogénea, entendiéndose que existe un comportamiento uniforme y comin de los organismos,
a modo de estrategia de respuesta frente las condiciones estresantes. Por el contrario, a una
varianza grande, se asimilaria a un tipo de respuesta heterogénea, propia de organismos sin un
mecanismo definido de respuesta, en la que cada organismo responde de una manera diferente a
la perturbacion. Para poder comparar la mayor o menor heterogeneidad de las varianzas sobre
las medias de Pmax, alfa y Ra dentro y en cada uno de los Estadios, se realizé una comparacion de

las varianzas, aplicando para ello el test de Cochran (Sachs, 1982).
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IL3. RESULTADOS.

La cuantificacion de los pigméntos demostro la existencia de una diferencia significativa
en el contenido pigmentario entre los dos Estadios (Tabla IL1). Los individuos del Estadio I
contienen mayor cantidad de clorofila a que los del Estadio III. Estos wltimos por el contrario,
mostraron mayor contenido en pigmentos accesorios, como son la ficoeritrina y la ficocianina.

La Figura I1.2 muestra las curvas P-I obtenidas para los Estadios I y III en condiciones
control. En ella se observa que la actividad fotosintética del Estadio I es mayor, presentando
valores mas altos de alfa y Pmax. Estas diferencias se mantuvieron en los experimentos con las
diferentes salinidades y temperaturas.

Las tablas .2 v IL.3 muestran la comparacion estadistica de los valores medios y las
diferencias en la varianza de Pmax, alfa y Ra del Estadio I y III respectivamente, tras las
incubaciones en las distintas temperaturas y salinidades. En la Tabla I1.2 no se observan
diferencias' sigxﬁﬁcativas entre las condiciones control y los tratamientos de temperatura, ni el
hiposalino (18 %oS). Tan sélo el tratamiento hipersalino alterd los parametros fotosintéticos,
reduciendo significativamente Pmax v alfa frente al control. En este Estadio I, Pmax v Ra variaron
de forma similar con todos los tratamientos, mientras que alfa vari6 significativamente entre
tratamientos.

Para el Estadio III, la Tabla II.3 muestra que todos los tratamientos redujeron
significativamente el parametro Pmax, excepto el tratamiento hipersalino, que lo increment6. Este
" mismo tratamiento hipersalino provocéd también un aumento significativo en alfa. Ra tan solo
mostro una disminucion significativa con el tratamiento de 30 °C. En el Estadio III se observaron

diferencias significativas en la varianza en los parametro Pmax v Ra. .
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Tabla IL1. Grateloupia doryphora. Concentracion en pig pigmento mg" peso seco de alga (media + error
estandar de 6 replicados) de clorofila 4, R-ficoeritrina (R-FE) y R-ficocianina (R-FC)). Comparacién estadistica de la

media entre el Estadio | y el I (¥*%) =P <0,001).

Estadio Clorofila a R-FE R-FC

I 70107425 100 4,69 107+0,327 107 7,31 10°+3,27 10°

I 40107:6,0510" 90107993 107 100 107°+7,26 107
(*’k*) (***) (***)
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Figura I1.2. Curvas P-I correspondientes a los Estadios | y Il (valores medios de 6 replicados.
‘La barra vertical representa el error estandar de la media). '
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Tabla 11.2. Estadio | (sparelings) de Grateloupia doryphora. Parametros fotosintéticos (medias + error estandar
de 6 replicados de los experimentos con 3-4 medidas cada una) P, (umol 0, liberado mg' clorofila 2h'), alfa
(umol 0, mg’ clorofila 2 h’ /umol foton m”s") y Ry (umol 0, liberado mg" clorofila 21"). Las condiciones

control fueron 20 °C, 35 %o § (1,1 osmol kg ). (Comparacion estadistica de la media : (*) P < 0,05; ns= no

varianza

significativo).
Tratamiento Proax alfa Ra
Control 4040+ 471" 3,68+ 055™ 41,7+951™
25°C 360,3+ 70,9 ™ 454+ 0,66™ 238+ 13,33 ™
30 °C 4248+ 102,0™ 485+ 126™ 4220+ 1441™
18 %0 S 398,0+ 782 ™ 3,68+ 0,55™ 20,7+ 10,89 ™
65 %o S 2643+ 10,0 3,25+ 046 -18,7+ 5,45 ™
Diferencia en la No significativa Significativa No significativa
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Tabla 11.3. Estadio 1l (talo adulto) de Grateloupia dorypliora. Parametros fotosintéticos (medias + error estandar

de 6 replicados de los experimentos con 3-4 medidas cada uno) Py, (umol 0, liberado mg' dorofila 2h™), alfa (a,

pmol 0, mg" clorofila ah"/umol foton m™s") y Ry (umol O, liberado mg clorofila 2h"). Las condiciones control

fueron de 20 °C , 35 %o § (1,1 osmol kg ). (Comparaci6n estadistica de la media : (** )= 0,0l < P < 0,05 ;

ns= no significativo).

Tratamiento Proax alfa Ra
Control 648+ 19" 0,99+ 0,08 ™ 847+ 115"
25°C 372+7,0" 1,10+ 0,40 ™ 89,5+ 26,7 "™
30°C 18,8+ 6,0 0,60+ 0,33 ™ | 36,7+ 63
18 %o S 36,0: 72" 1,08+ 032™ 90,0+ 11,0™
65 %o S 171,7+ 41,7 1,76 0,17 -117,6+ 12,4 ™
Diferencia en la | Significativa No significativa Significativa

varianza
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1L4. DISCUSION.

Las diferencias observadas en el contenido pigmentario entre los dos Estadios podrian
tener varias explicaciones, algunas de las cuales son descartables. De esta forma, no es posible
considerar una fotoaclimatacion (alteraciones fenotipicas y fisiologicas frente al cambio de un
parametro ambiental) de los sporelings, ya que las condiciones de cultivo para todas las algas
durante el crecimiento y desarrollo fueron las mismas (medio de cultivo, fotoperiodo,
temperatura, cantidad y calidad de luz).

Las diferencias pigmentarias tampoco pueden explicarse por la heterogeneidad genética;
todos los individuos provienen desde el inicio del cultivo, de las carposporas liberadas por los
mismos explantos y seleccionadas al azar. Por tanto, solamente cabe interpretar estas diferencias
pigmentarias (Tabla II.1) como resultado del propio grado de desarrollo desde el sporeling
(Estadio I) hasta el adulto (Estadio IIT), es decir, un cambio ontogénico.

La consecuencia fotoquimica derivada de la diferente composicion pigmentaria entre los
dos Estadios se refleja en la Figura 11.2. Las diferencias obtenidas en las tasas méaximas de
fotosintesis entre los dos Estadios se deben, al tipo de luz suministrada con el Hansatech que
emite un espectro de luz centrado en el rojo (660 nm), y al contenido pigmentario del Estadio
II. Esta longitud de onda coincide con un pico de absorcion de la clorofila a, que permite
alcanzar tasas maximas de fotosintesis en plantas C3 (Walker y Osmond, 1986), pero que no
permite la participacion de los pigmentos fotosintéticos accesorios, la ficoeritrina en particular. A
pesar de que el sistema Hansatech esté pensado para dar méaximas tasas en plantas C3, se debe
utilizar con cautela con algas rojas, siendo preferible la utilizacion de luz de amplio espectro.

No obstante, se realizaron medidas de fotosintesis maxima en el Estadio III utilizando
una fuente de luz de amplio espectro (lampara de un proyector de diapositivas) con el objetivo
de que intervinieran en el proceso fotosintético otros pigmentos como las ficobiliproteinas. Las

ficobiliproteinas son pigmentos accesorios situados en los ficobilisomas, cuyo rango de absorcion
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méaximo se encuentra entre 500 y 650 nm. Su funcion- consiste enfransferir la luz hacia los
Gentros de reaccién de los fotosistemas I y II, ensanchando el rango de absorcion de luz hacia el
verde y- contribuyendo de esta manera a aumentar el potencial de absorcion en la radiacién
electromagnética dispoﬁible por el alga (Gantt, 1981; Glazer, 1984). Los valores de actividad
fotosintética obtenido con la luz de amplio espectro fueron superiores a los previamente
obtenidos, aunque nunca superaron los valores del Estadio 1.

Se puede concluir por tanto que una mayor cantidad de ficobiliproteinas, en detrimento
de la cantidad de clorofila @, no contribuye en el Estadio Il a una mejor actividad fotosintética;
la presencia de los pigmentos accesorios resulta necesaria para igualar la actividad fotosintética
del Estadio I, pero no para superarla. |

En macroalgas se ha demostrado que la ficoeritrina puede acumularse en exceso a su
requerimiento como pigmento fotosintético. Ramué y Van der Meer (1983) demostraron,
utilizando mutantes de Gracilaria tikvahiae deficientes en R—ﬁcoeritﬁna y comparandolos con
las algas de tipo salvaje, que el contenido en ficoeritrina no esté estrictamente relacionado con la
fotoasimilacion. Los mutantes deficientes en R-ficoeritrina presentaban una actividad
fotosintética tan efectiva como la de las de tipo salvaje. Parece que estas ultimas, en los que la
ficoeritrina se ehcuentra en exceso, no completan, ni utilizan al 100% su potencial fotosintético,
en concordancia con Dring (1981), que incluso lo hace extensivo a la mayoria de las algas rojas.

La sintesis y acumulacién de pigmentos ocurre en funcién de la disponibilidad de
nutrientes, en particular de nitrégeno, y toda la ficoeritrina disponible no contribuye a la
optimizacion de la actividad fotosintética (Lopez-Figueroa, 1991; Vergara y Niell, 1993). De
acuerdo a esto, el maximo contenido pigmentario no necesariamente se traducira siempre en una
actividad fotosintética maxima como podria pensarse a priori.

Las diferencias fotofisiologicas observadas entre los dos Estadios obedecen ademas de al
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tipo de luz empleada, a posibles diferencias fisiologicas y estructurales entreilos Estadios. En
este sentido, se han descrito la existencia de cambios en la actividad fotosintética en funcion de la
edad (Ramus y Rosenberg, 1980; Wheeler, 1980), asi como, del estadio de crecimiento (Prince,
1980). La organizacion celular estrechamente empacada de las macroalgas incrementa la
posibilidad de la dispersion “multiple” de la luz e intensifica su absorcion. Las algas en su estado
adulto (Estadio IIT) estan compuestas por células mas pequefias en su parte externa que
gradualmente se agrandan hacia el interior. Las células fotosintéticamente mas activas se
localizan fundamentalmente en las capas celulares més externas (el céﬁex), mientras que los
sporelings del Estadio I no tienen todavia una clara definicion de estos tipos celulares (Garcia-
Jiménez, 1994).

El Estadio III presenta una alta relacion Ra:Pmax motivada por un aumento de R4 y una
disminucion de Pmax. La ganancia de tejido no fotosintético con el desarrollo (Correa y col,,
1985) explicaria la alta tasa de Ra observada para el Estadio Il en comparacion con la del
Estadio 1. Paralelamente el mismo hecho de que se acumule ficobiliproteinas sin una contribucién
clara a aumentar la fotosintesis, incrementa mas ain dicha relacidn, ya que esta reserva proteica

se traduce normalmente en un elevado coste metabolico para el alga.

Los tratamientos de salinidad y temperatura capaces de alterar la actividad fotosintética,
son diferentes para uno y otro Estadio segiin se deduce de los resultados de las Tablas 1.2 y I1.3.
Tan solo el tratamiento hipersalino afecté a ambos, aunque de diferente manera: con una
disminucién de la Prax, alfa y Rq en el Estadio I y un incremento en el Estadio II1.

Pocos estudios sobre algas han demostrado de manera inequivoca, las relaciones
existentes entre la salinidad y las distintas respuestas fisioldgicas. Los resultados de las
incubaciones en medios hipo o hipersalinos (Nellen, 1966; Reed, 1979; Lapointe y col., 1984;

Smith y Berry, 1986; Kirst, 1989) son controvertidos y dispares dependiendo de las especies,
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del incremento o disminucion de la salinidad, del tiempo de incubaéién, etc. En la revision de
Kirst '(1989) la mayorfa de las 34 especies de rodofitas estudiadas respondierorl ~a los
tratamientos tanto hipo como hipersalinos, inhibiendo la fotosintesis dado que la transferencia a
aguas concentradas o diluidas puede tener efectos adversos en el metabolismo debido a los
cambios en el turgor y volumen, o por la interrupcion de los procesos de transporte y gradientes
de iones transmembrana. Estos efectos son imposibles de diferenciar en la mayoria de los casos.

A salinidades extremas generalmente también se reduce la tasa respiratoria, debido a la
inhibicion de la actividad metabolica. La primera fase de la respuesta osmotica implica un cambio
en el turgor de la célula y en su volumen y no tiene control intracelular; los cambios siguientes
en la presidn osmética interna pueden tener lugar como respuesta directa de la actividad
metabolica (osmoaclimatacion) (Kirst, 1989).

Las condiciones hiposalinas son normalmente obtenidas por dilucién del agua de mar
con agua destilada y desionizada. Reed (1990) apunta que mediante este procedimiento se
reduce la concentracién de carbono inorganico, pudiendo afectar a la interpretacién de los
resultados. En nuestro trabajo, todas las medidas se realizaron en condiciones control (35 %o, n§
hiposalinas) después de la incubacion o shock hiposalino, por lo que descartamos esta
posibilidad.

Resulta dificil explicar las diferencias en la tendencia de la respuesta entre los dos
Estadios de la misma especie, ya que apenas hay datos en la literatura de variaciones
intraespecificas en las tasas fisiologicas frente a estos factores estresantes. En la bibliografia
revisada, solo Lehnberg (1978) trabajando con Delesseria sanguinea (Rodofita) observod
diferentes respuestas de los talos juveniles y adultos a los cambios de salinidad. La fotosintesis en
talos adultos a bajas salinidades se restringia a un rango de temperatura muy estrecho, limitando

de esta manera la actividad fotosintética. Los resultados de este estudio muestran que los
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mismos cambios de salinidad provocan diferentes respuestas en el estadio joven donde aumenta,

mientras que en el adulto dismimnuye.

Con respecto a los tratamientos de temperatura y a las diferencias significativas
observadas en el Estadio III, varios autores (Gatusso y Jaubert, 1985; Smith y Berry, 1986;
Kiibler y Davison, 1993) coinciden en que la fotosintesis se incrementa progresivamente con el
aumento de la temperatura hasta un limite o umbral de temperatura a partir del cual se produce
una disminucidon de la Pmax. Para el Estadio Il de Grateloupia doryphora este limite puede
rondar los 25 °C, aunque para otras especies se han determinado valores mayores en torno a los
30-35 °C (Limning y Freshwater, 1988; Pakker y col, 1995). A pesar de que las medidas
instantaneas de fotosintesis-temperatura son utiles para comparar las tolerancias térmicas
relativas, tienen un valor limitado para predecir los limites superiores e inferiores reales para el
crecimiento v supervivencia a largo plazo. De esta forma, nuestros resultados no se pueden
relacionar facilmente con los efectos a largo plazo de las plantas de la naturaleza (Davison,1991;
Kibler y col., 1991).

De acuerdo con Davison (1991), la disminucion de la Pmax que se observa en el
tratamiento de temperatura en el Estadio III puede deberse, por una parte, al dafio del calor que
afecta al Fotosistema II y que est4 controlado por el grado de saturacion de los lipidos de los
tilacoides, v por otra, al fallo de alguna enzima termolabil. Se cree que existe un constante
reciclado (fwrm-over) de moléculas de proteinas que permite una aclimatacion gradual de la
maquinaria enzimatica a las temperaturas cambiantes. Kiibler y col. (1991) también sugieren que
la inactivacion térmica de la fotosintesis se debe a una ruptura de transferencia de energia entre la
ficoeritrina y Ia clorofila.

A pesar de que generalmente se relaciona un aumento de la temperatura con una tasa

mayor de respiracion en la oscuridad (parametro Ra) (Davison, 1991; Henley, 1993), en el caso
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del Estadio III se obtuvo un valor menor de Ra en el tratamiento de 3‘0 °C. En trabajos similares
consultados, el valor de Rq suele aumentar con la temperatura hasta un limite que ronda los 30-
35 °C, a partir del cual la tasa de respiracion en la oscuridad disminuye debido a la sensibilidad
térmica de las enzimas (Gattuso y Jaubert, 1985; Kiibler y col., 1991; Kiibler y Davison, 1993).
Segun los resultados, también para el Estadio III parece que esta temperatura critica sea en
torno a los 30 °C.

La comparacion de la varianza en los Estadios muestra que las diferencias son mayores
en el Estadio III, lo que indica que este Estadio III no s6lo cambia més (diferencia de la media)
sino de una forma aparentemente incontrolada (diferencia de la varianza). Por lo que concluimos,
que el Estadio I poseen mayor tolerancia a la temperatura y salinidad que la de los del Estadio
III. En este sentido, los resultados coinciden con Correa y col. (1985) que sefialan que el efecto

de los factores fisicos se hacen mas evidentes a medida que progresa el crecimiento.

Los resultados de este trabajo ponen de manifiesto la importancia del comportamiento
de los estadios mas jovenes, y aunque obtenidos en el laboratorio, no dejan de tener cierta
relevancia ecologica al demostrar que las esporas recientemente establecidas presentan una
actividad fotosintética igual o incluso mas eficiente que el Estadio adulto. Resulta l6gico pensar
que los sporelings con una Optima relacién entre actividad fotosintética y demanda respiratoria,
tendran la ventaja de permanecer viables dﬁrante mas tiempo siendo capaces de germinar y
establecerse’ mas rapidamente (Clayton, 1990; Amsler y Neushul, 1991), e incluso que la
seleccion en las fases puede ocurrir a nivel sporeling tal y como sugieren Lindgren y Aberg
(1996).

Littler y Littler (1980) baséndose en un estudio simultaneo en la naturaleza y en el

laboratorio con varias algas, habian sugerido que durante el crecimiento y desarrollo de un alga,
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desde los sporelings hasta el talo maduro (grande y diferenciado), las estrategias de vida
cambiaban. En la misma idea, comparando la fotofisiologia de los sporelings y de los estadios
adultos de distintas macroalgas, Beach y col. (1995) concluyeron que las diferencias observadas
respondian a estrategias ecologicas diferentes: una estrategia oportunista en los sporelings, con
actividad fotosmtética alta que les permitiera alcanzar la fotofisiologia de individuo adulto en

poco tiempo.

En conclusion:

1) Existe una diferencia significativa en el contenido pigmentario ligada al desarrollo y
cultivo: Los sporelings del Estadio I contienen mayor cantidad de clorofila a que los del
Estadio III. Estos ultimos por el contrario, muestran mayor contenido en pigmentos

“accesorios” como son la ficoeritrina y la ficocianina.

2) Las diferencias pigmentarias y estructurales ocasionan diferencias fotofisiologicas entre
los dos Estadios, que se traducen a su vez en diferencias en los parametros
fotosintéticos. La presencia de los pigmentos “accesorios” en el Estadio III resulta

necesaria para al menos igualar la actividad fotosintética del Estadio 1.

3) Los sporeling del Estadio I presentan una respuesta fotosintética mas estable y
homogénea frente a las variaciones de temperatura y salinidad. Por el contrario, los del
Estadio III se muestran mas sensibles a estos cambios, que causan fuertes oscilaciones

en la respuesta fotosintética, sin un comportamiento de respuesta homogéneo.
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Capitulo III: Alteraciones morfologicas y fotofisiolégicas en el Estadio III
por el efecto del fotoperiodo.
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IIL1. INTRODUCCION.
i Se ha demostrado que el fotoperiodo induce cambios genéticos que se traducen en
cambios fenotipicos (morfologicos, fenologicos y fisiologicos) (debVel y Talarico, 1979
Rietema, 1984; Ekman y Pedersén, 1990; Liining, 1992). El fotoperiodo es el régimen de horas
de luz:oscuridad que recibe un vegetal y constituye, junto a la irradiacion y la calidad espectral,
una caracteristica fundamental de la luz.

La aclimatacion fisioldgica es la expresion de los ajustes que un organismo puede realizar
en funcién de los cambios del medio, pero siempre dentro de los limites de su genoma (Levy y
Gantt, 1988) v que ocurre en una escala de tiempo comparable a la generacién de una célula
(Falkowski y LaRoche, 1991). Se diferencia de la adaptacion, en que esta tiltima implica cambios
en el genoma (Ramus, 1981).

Muchas especies de fitoplancton muestran uﬁa plasticidad ﬁsiol()gica importante y son
capaces de responder a grandes variaciones en el régimen de luz: la'.irradiancia, composicién
espectral (adaptacion cromatica) y el fotoperiodo (Wyman y col., 1985; Johnsen y Sakshaug,
1996). En macroalgas, la fotoaclimatacion se ha estudiado a nivel estructural y ultraestructural
(Post y col., 1984, Bemer y col., 1989), y fisiologico (contenido de pigmentos y lipidos, Sukenik
y col., 1990; fovtosintesisiy tasa de crecimiento, Falkowski y col., 1985), pero siempre referidos a
los cambios en la calidad espectral e intensidad de la luz. Apenas existen trabajos que consideren
el ciclo de luz:oscuridad como factor causante de fotoaclimatacion.

La aclimatacidn a la luz o fotoaclimatacion generalmente se caracteriza por: (1) Cambios
en la cantidad y ratios de los pigmentos fotosintéticos y fotoprotectivos, y (2) Cambios en los
parametros fotosintéticos que a su vez incluyen alteraciones en la actividad enzimatica implicada
enla fOtosintesié y la respiracion y cambios en el volumen de la célula, tasa de respiracion y
composicion quimica.

Las algas cuentan con tres grupos de pigmentos capaces de captar el rango completo de
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longitudes de onda en el espectro visible: las clorofilas, los carotenoides y las ficobiliproteinas
(Tabla T.1). Este Gltimo grupo de pigmentos es caracteristico de las algas rojas y

clanobacterias.

Tabla HI.I. Principales pigmentos encontrados en algas rojas.

Pigmentos Referencias
Clorofilas: clorofila a (Jeffrey, 1980)
Carotenos:  ¢-caroteno (Sagert y Schubert, 1995)
p-caroteno (Bjornald y col., 1984)
Xantofilas:
luteina (Bjornald y col., 1984)
zeaxantina (Bjornald y col., 1984)
Ficobiliproteinas:

R-ficoeritrina -
B-ficoeritrina (Larkum y Barret, 1983)
R-ficocianina
C-ficocianina

aloficocianina (II1
y III)

La clorofila a es esencial para captar luz para la fotosintesis y se encuentra en todas las
algas. La mayoria de los otros pigmentos forman parte de las antenas captadoras de luz, y
conducen la energia a los centros de reaccion fotosintéticos. Los tipos de ficobiliproteinas mas
importantes son la ficocianina, la ficoeritrina y la aloficocianina. Su rango de absorcidén méxima

se encuentra entre 500-650 nm. Este hecho permite a las algas rojas llenar o completar la
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"ventana verde" entre los picos de absorcion de la clorofila a.

Las ficobiliproteinas (o biliproteinas) son proteinas coloreadas formadas por grupos
tetrapirrolicos de cadena abierta, constituidos por el croméforo (bilinas), unidos
covalentemente a apoproteinas (polipéptidos). Las ficobiliproteinas son una familia de
proteinas homologas formadas, en general, por dos cadenas polipeptidicas diferentes, las
subunidades ot y B (de 17 a 22 Kdaltons), y en el caso de la B-ficoeritrina y R-ficoeritriina,
ademas aparece una tercera subunidad,y. A diferencia de los otros pigmentos, las
ficobiliproteinas no se disponen dentro de las membranas de los tilacoides, sino que forman
complejos supramoleculares, fuertemente agregados, que pueden observarse en la superficie
de los tilacoides al microscopio electronico y reciben el nombre de ficobilisomas. Son estos
ficobilisomas los que principalmente realizan la captacion de luz y la dirigen
mayoritariamente al fotosistema II (Gantt, 1980).

En élgas rojas, no estd clara la contribucion de caroteﬁoides especificos a la
fotosintesis, exceptuando el B-caroteno, que es activo en el fotosistema I y probablemente
también en el II. Parece que el papel principal de los carotenoides sea el de agentes
fotoprotectores de factores como la luz y el oxigeno, evitando asi la fotooxidacion (Larkum

y Barret, 1983).

Las algas son capaces de regular su composicién pigmentaria en respuesta a la
calidad y la intensidad de la luz natural (Kirk, 1983; Lopez-Figueroa y Niell, 1991). La
respuesta a una disminucidén en la irradiancia generalmente se corresponde con un
incremento en la proporcidon de los pigmentos fotosintéticos. Todos los pigmentos no se
mcrementan del mi-srr;o modo y normalmente son los pigmentos accesorios captadores de
luz, las ficobiliproteinas en el caso de las rodofitas, las que aumentan su contenido con

respecto a la clorofila a, que permanece relativamente constante. En condiciones de alta
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irradiancia, por el contrario, el contenido de - pigmentos fotosintéticoé es mas bajo,
eliminandose el riesgo de los procesos de fotodestruccion (inhibicion irreversible del aparato
fotqsintético) y - fotoinhibicion. De forma general, en intensidades luminicas bajas, la
“planta” invierte mayor energia en la sintesis de pigmentos captadores de luz; en
condiciones de irradiancias altas sin embargo, esta energia se reconduce a la sintesis de

enzimas fotosintéticas y componentes de la cadena de electrones (Liining, 1990).

Entre los autores que han estudiado el efecto de la intensidad luminica sobre el
numero y composicion de los ficobilisomas (Sukenik y col., 1990; revision de Falkowski y
LaRoche, 1991), son muy pocos los que lo han trabajado con rodofitas. Los ficobilisomas
son variables en tamafio, nimero y composicion y en general, se han descrito dos tipos de
respuestas a la intensidad luminica en las algas rojas. En la primera respuesta, a bajas
irradiancias, el tamafio del ficobilisoma aumenta, seguido por un incremento en el nimero
de ficobilisomas, pero sin modificacion alguna en su estructura; En la segunda, tanto el
numero como la estructura de los ficobilisomas se modifica, con una pérdida especifica de la
ficoeritrina en altas irradiancias (Levy y Gantt, 1988; Cunningham y col., 1989; Algarra v

Niell, 1990; Algarra y Riidiger, 1993).

Las algas también responden a cambios en la composicion espectral de la luz
mediante la alteracién tanto del contenido total, como del balance entre los diferentes
pigmentos fotosintéticos.

Esta demostrado que la aclimatacion a diferentes calidades espectrales ocurre en
numerosas especies de algas y cianobacterias que contienen ficobilisomas. Generalmente, el
crecimiento con luz roja y naranja estimula la produccion de ficobiliproteinas que absorben
longitudes de onda largas (principalmente ficociamina), mientras que bajo luz verde,

aumenta el contenido de ficoeritrina (FE), que absorbe longitudes menores, en detrimento
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de la ficocianina (FC). Como resultado, se pueden observar cambios en la relacion FE/FC
(Tandeau de Marsac y col., 1988; Ohki y Fujita, 1994).

Respecto al fotoperiodo o longitud del dia, son muy escasas las referencias que citan
el fotoperiodo como una componente de la luz capaz de provocar una aclimatacion.
Falkowski y LaRoche en su revision sobre la aclimatacion en las algas (1991) no consideran
que ¢l ciclo luz-oscuridad provoque aclimatacion fisiologica alguna; basandose uUnicamente
en las conclusiones del articulo de Post y col. (1984). En este trabajo realizado con la
diatomea Thalassiosira weisflogii, las células sometidas a un ciclo de 12 h luz:12 h
oscuridad, adquirieron una periodicidad en el contenido clorofilico celular, que se interpreto
no como una aclimatacién a un ciclo de luz-oscuridad, sino como un comportamiento
oscilatorio en torno a la irradiancia media durante el fotoperiodo.

Sin embargo, otros trabajos demuestran que el fotopen'odb puede provocar cambios
a niveles fisiologicos, tales como, diferencias en la composicién de los acidos grasos
(Floreto y col., 1993) vy en la composicion de agar (Ekman y Pedersén, 1990) .

Diferentes estudios bioquimicos y fisiologicos han demostrado que, en la
modulacion del contenido de pigmentos fotosintéticos estan implicados fotorreceptores
especificos. Un fotorreceptor en un pigmento que ademas de absorber la luz, puede también
transducir la sefial de la luz (Rudiger y Lopez-Figueroa, 1992). Los fotorreceptores ademas,
regulan la respuesta al fotoperiodo (Breeman y ten Hoopen, 1987) y afectan al crecimiento

y desarrollo (Dring, 1988; Liining, 1992; Figueroa y col., 1995).

Estructura y aclimatacion del ficobilisoma.
Los casos mencionados anteriormente, hacen referencia al contenido en
ficobiliproteinas de la célula. No obstante, la organizacién o estructuracidn del ficobilisoma

responde también a cambios en la luz.
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Los ficobilisomas (FBS) se componen exclusivamente de proteinas: .ﬁcobiliproteinas
y polipéptidos de enlace, linkers, que sirven de union entre las distintas biliproteinas,
manteniendo una estructura ordenada y anclada a las lamelas fotosintéticas (Gantt, 1981,
Bryant, 1991, Grossman y col., 1994)

De las distintas observaciones realizadas sobre la morfologia de los FBS destaca la
existencia de dos tipos: uno de tipo hemidiscoidal, mas frecuente en cianobacterias (Bryant
y col., 1979) y en algunas algas rojas (Rhodella violacea, Bernard y col., 1996), y el tipo
elipsoidal, que parece ser mas comun en la mayoria de las rodofitas (Algarra y col., 1990,
Talarico, 1996). No ha sido posible hasta la fecha, establecer mediante la microscopia
electronica un modelo detallado, debido a la compleja estructura de numerosas biliproteinas
superpuestas.

Los cilindros del ficobilisoma estan compuestos por diferentes proporciones de
ficocianina (FC), ficoeritrina (FE) que estan apilados en discos hexarﬁéricos y que
constituyen las unidades funcionales. La aloficocianina (AFC), que forma el nicleo, es el
unico componente estable de los ficobilisomas (Algarra y Ridiger, 1993) mientras que la
FC y sobre todo la FE varia considerablemente tanto a corto como a largo plazo,
dependiendo de las condiciones de crecimiento. Estas condiciones incluyen la calidad y
cantidad de luz (Algarra y col., 1990; Talarico y Cortese, 1993), la disponibilidad de
nutrientes (Bird y col.,, 1982; Vergara y Niell, 1993), la presencia de contaminantes y la

estacionalidad en el ciclo anual (Talarico y Kosovel, 1983).

En los ficobilisomas de diversa composicion biliproteica, como los de las rodofitas,
sus componentes siempre se organizan en orden de absorcidn maxima. Es decir, FE en la
periferia, FC en el centro y los complejos de AFC muy cerca de los centros de reaccion, en

la membrana del tilacoide. La energia siempre se transfiere via FE = FC™ AFC a través de
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los cromoforos. La energia de cualquier fotén absorbido es fransferida a unos pocos
aceptores terminales con muy pocas pérdidas en el proceso (Glazer, 1985, 1989).

La R-ficoeritrina (R-FE) esta compuesta por monémeros (cp), trimeros (ep)s,
tetrameros ()4 , hexameros («f8)s y dobles hexameros (af)s y+ (¢f)sy”. La R-FE, debido
a su localizacion (formando los discos hexaméricos periféricos del ficobilisoma), pérece
jugar un importante papel en las respuestas de las algas a la luz. Algarra y col (1991)
sugieren un papel fisioecolégico para este pigmento como resultado de su rapida capacidad
de asociacion y disociacion, que permite una sencilla aclimataci(')n del ficobilisoma. Las
distintas ficoeritrinas de las diferentes especies de rodofitas, analizadas tanto por métodos
bioquimicos (cromatografia y electroforesis) como estructuralmente (microscopia
electronica de transmision), no mostraron diferencias sustanciales entre ellas (Honsell y col.,
1984).

Se ha demostrado que la FE se puede acumular en exceso a su requerimiento como
pigmento captador de luz (Ramus y Van der Meer, 1983). La sintesis y acumulacion de
pigmentos ocurre en funcion de la disponibilidad de nutrientes (Lopez-Figueroa, 1991;
Vergara y Niell, 1993) y no toda la FE disponible tiene como funcién la optimizacién de la
fotosintesis. Un contenido maximo de pigmentos no se traduce siempre en una actividad
fotosintética méxima como podria pensarse a priori. Ademas de las concentraciones de
pigmentos y sus ratios medidas a corto y largo plazo, tampoco existe una relacion directa
entre el contenido pigmentario y la tasa fotosintética, ya que se debe tener en cuenta que los
ficobilisomas estén bien ensamblados (Talarico, 1996). Tras mas de tres afios de muestreo
con Gracilaria, Kosovel y Talarico (1979) demostraron que el contenido mayor en
biliproteinas no correspéndia con un ficobilisoma bien estructurado. Las relaciones entre el
contenido pigmentario, la tasa fotosintética y la cantidad y calidad de luz son todavia hoy en

dia motivo de discusion.

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



120

Mediante la clonacién y secuenciacion de genes se ha demostradoi, que la mayoria
de los genes del FBS, en las algas rojas, se localizan en el genoma del cloroplasto y por ello
se transcriben y traducen en él (Reith y Munholland, 1993; Apt y Grossman, 1993a, b; Roell
y Morse, 1993). En cambio, los genes que codifican los /inkers de la FE se localizan en el
genoma nuclear v se traducen en los ribosomas 80 S en el citoplasma (Apt y Grossman,
1993a, b).

En general, se conoce muy poco acerca de los aspectos dinamicos de las estructuras
elipsoidales de los ficobilisomas, en relacion al contenido pigmentario y a los factores que
favorecen el ensamblaje de los ficobilisomas. La mayoria de los estudios se han llevado a
cabo con los ficobilisomas hemidiscoidales de las cianofitas (Tandeu de Marsac, 1983;
Glazer, 1985; Sidler, 1994; Grossman y col., 1994) y abarcan aspectos como el detalle de
su estructura, forma, tamaflo, contenido pigmentario y acumulacion de nitrégeno y azufre
bajo la adaptacion cromatica y a mivel de expresion génica. Se conoce mucho menos sobre
su formacion y ensamblaje como respuesta a la luz y en relacion a la tasa fotosintética, y
nada sobre el efecto del fotoperiodo como factor causante de variaciones en estas
estructuras.

Son muy pocos los estudios llevados a cabo con algas rojas, siendo muy comuin el
uso de algas rojas unicelulares como Porphyridium cruentum o Rhodella violoacea,
mantenidas o crecidas en cultivo y adaptadas a condiciones especificas de calidad e
intensidad de luz, sin haber experimentado nunca con el fotoperiodo (Algarra y Riidiger,
1993; Sagert y Schubert, 1995). De la misma forma, los trabajos realizados con
Porphyridium cruentum tienen una validez relativa para la comparaciéon con macroalgas
rojas, porque es un organismo unicelular con una relacidon filogenética desconocida vy
dificilmente comparable a un alga macréfita (Garbary y Gabrielson, 1990; Sagert v

Schubert, 1995).
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Sabiamos por experiencias anteriores (Capitulo II) qﬁe los  sporelings de
Grateloupia doryphora cultivados en las condiciones control de la cimara, presentaban
ademéas- de cambios fisiologicos, alteraciones en el contenido 'pi;g'rhentario ligados é su
desarrollo. Basandonos en el conocimiento de estos cambios, nos planteamos partiendo de
sporelings del Estadio I, proBar si el desarrollo en los diferentes fotoperiodos provocaria
una reconduccion en el patron de la expresion génica “normal” en la sintesis de pigmentos
y a nivel de estructuracion del ficobilisoma. Al mismo tiempo, desedbamos estudiar si el
efecto de la temporizacién de la luz (fotoperiodo) puede considerarse como una
componente de la luz causante de aclimatacion. Para ello, se realizo6 un seguimiento del
contenido pigmentario, de la actividad fotosintética y de las modificaciones en la estructura
y ensamblaje de los ficobilisomas, acompafian a los cambios morfoldgicos en talos adultos

mantenidos durante su desarrollo en diferentes fotoperiodos.
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IIL.2. MATERIAL Y METODOS.

Para este ensayo se emplearon algas bien pigmentadas que se encontraban en el
Estadio I1I de la curva de crecimiento, ya mencionada en los capitulos anteriores (Figura 2),
y que se habian obtenido partiendo del Estadio I cultivados en los fotoperiodos: 8:16 (8
horas luz: 16 oscuridad), 12 h:12 h y 16 h:8 h (control) , en medio PES liquido. Las
condiciones iniciales de cultivo del Estadio I se correspondian con las del control: medio
PES, fotoperiodo 16:8, 192 °C, 30 umol fotones m’s’.

Para acometer este experimento fue necesario acondicionar la camara -de cultivo,
instalandose para ello temporizadores programables en cada una de las bandejas que permitian
controlar el encendido y apagado de las luces de forma automatica. Con el fin de evitar
interferencias de luz entre los distintos fotoperiodos, se aislé cada una de las bandejas de la
camara con una doble malla de invernadero y se controld la temperatura interna en cada bandeja.
De esta manera, se aéeguré que la refrigeracion central de la camara era adecuada v que en el
interior de las bandejas cubiertas no se acumulaba calor, permaneciendo la temperatura constante
(19 = 2°C).

Durante el desarrollo de los sporelings desde el Estadio I hasta el III en los distintos
fotoperiodos, se llevé a cabo un seguimiento de su tasa de crecimiento, y de caracteﬁgticas
morfoldgicas como son el indice longitud de los ejes de crecimiento y la presencia o no de
ramificacion dicotoémica y ramificaciones laterales.

La tasa de crecimiento especifica se calculé en base a una serie temporal de cambios
en el peso fresco semanal y se expresé como el porcentaje del incremento del parametro
biomasa fresca por dia. El indice longitud de los ejes de crecimiento (cm) representa el
promedio de las longitudesA dé 5-6 ramas de diferentes matas esféricas cultivadas en los
distintos fotoperiodos. La longitud se tomaba desde el inicio del eje (en el centro de la mata

esférica) hasta el apice del mismo.
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Analisis del contenido pigmentario.

Para conocer en detalle las diferencias entre el contenido pigmentaﬁo entre el
Estadio Iy el III tras permanecer este Gltimo en los distintos fotopériodos, se llevd a cabo,
por una parte, la extraccién de clorofilas y carotenos que se identificaron y cuantificaron
por medio de la cromatografia liquida (HPLC) y por otra, la extraccion y cuantificacion de
las ficobiliproteinas por métodos espectrofotométricos.

Para la extraccion de clorofilas y carotenos se tomaron, de los individuos del
Estadio I, 3 muestras de 500 mg de peso fresco por cada uno de los fotoperiodos
probados (8 h luz: 16 h oscuridad, 12:12 y 16:8) y dos muestras de 26 mg (peso fresco) de
individuos pertenecientes al Estadio I. La extraccion se llevé con ayuda de un mortero y
arena de mar esterilizada, en metanol al 90 %. Como precaucion para evitar la degradacién
de los pigmentos, todas las operaciones se realizaron en frio y bajo luz tenue. Tras clarificar
los extractos mediante centrifugacion (Beckman, rotor JA 20.1 a 3.-000 rpm y 0 °C durante
5 min), se inyectaron directamente 500 pyL de cada muestra en el cromatografo y se

procedié segin lo descrito por Van Lenning (1995).

La extraccion y cuantificacion espectrofotométrica de las ficobiliprotetnas (R-
ficoeritrina, R-ficocianina) en el Estadio I y en los diferentes tratamientos de fotoperiodo

del Estadio III se llevé tal y como se explicod detalladamente en el Capitulo anterior.

Medidas de las tasas fotosintéticas.

Para ver si la actividad fotosintética entre los individuos del Estadio III crecidos bajo
los diferentes fotoperiodos variaba, se realizaron 7 curvas P-I por cada tratamiento. Para
ello, se utilizd el electrodo de oxigeﬁo computarizado Hansatech, de la misma manera y

condiciones estandar ya explicadas en el Capitulo II. Todas las medidas se realizaron
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utilizando 10 mg (peso fresco) de talos escogidos al azar de cada uno de los tratamientos.

Para cada una de las curvas obtenidas, se calcul6 el parametro fotosintético de

Fotosintesis maxima (Prax).

Aislamiento de ficobilisomas.

Los ficobilisomas pueden separarse de las lamelas fotosintéticas mediante un
tratamiento con un detergente suave, y aislarse sin perturbar su estructura y funcion. El
aislamiento de los ficobilisomas se llevé a cabo a partir de los procedimientos descritos por
Gray y Gantt (1975) y Wyman (1992), v adaptados a la infraestructura técnica disponible
en nuestro laboratorio.

El aislamiento de los ficobilisomas comenzé con la homogeneizacién, en frio, de
cada una de las muestras (300 mg de peso fresco) en un mortero de porcelana con arena de
mar lavada y 10 mL de tampén fosfato 0,65 M y pH=7, a los que se afiadia 1 mL de la
solucién de NaNs 10 mM, 100 pL de la solucién de PMSF (fenilmetilsulfonilfluoruro) y 100
pL del detergente Triton X-100. La pasta resultante se transferia a erlenmeyers que
permanecian en constante agitacion, en oscuridad y a temperatura ambiente durante 45 min.
Las preparaciones se clarificaban primeramente con una centrifugacién moderada a 3.000
rpm a 4 °C durante 5 min, para retirar el precipitado formado por las particulas mas
grandes, y otra posterior, de 13.000 g a 4 °C durante 10 min.

Por cada muestra, se recogian 8 mL de sobrenenadante, volumen que se disponia en
el gradiente de densidad de sacarosa en tampon fosfato 0,65 M (pH=7) formado por las
siguientes fracciones: 6mL de 0,25 M, 6 mL de 0,5 M, 6 mL de 0,75 M,6mLdelM, 6
mL de 1,5 M y 4 mL de 2M. El gradiente, una vez cargado, se dejaba en la centrifugadora

(Beckman J-25, rotor JA 20.50) durante toda la noche (21-22h) 2 40.000 g y 4 °C.
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Las soluciones stock necesarias para el aislamiento de estas estructuras fueron:

NaNs 10 mM: 0,033 g de NaNs en 50 mL de agua destilada’

10 mM PMSEF: 0,0087 g de PMSF en 50 mL de agua destilada

Gradiente de sacarosa para 50 mL de tampén fosfato 0.65 M

Molaridad (M) Sacarosa (g)
0,25 428
0,50 8,55
0,75 12,84
1,00 17,12
1,50 25.67
2,00 34,23

En el gradiente ya formado (Figura III.1), la ficoeritrina libre conformaba una banda
de color rosa intenso y se recobro en la fraccion de 0,5 M de sacarosa. Los ficobilisomas
agregados se recuperaron en forma de sedimento pegado a la pared del tubo en la fraccion
de 1,5 M de sacarosa. Tras recoger cuidadosamente los precipitados de ficobilisomas de
todas las muestras del gradiente, se resuspendieron en eppendorfs con ayuda de un vortex,
en 1 mL del mismo tampon fosfato, para realizar posteriormente la electroforesis.

 Para cada una de las repeticiones, partimos de 300 mg de peso fresco por cada uno

de los fotoperiodos estudiados con 3 réplicas y tres repeticiones cada uno.
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Figurallll. Resultado de la centrifugacion (22 horas) del extracto del alga en gradiente de sacarosa
(0,25-2 M). Notese la banda de ficoeritrina libre en la fraccion de 0,5 M de sacarosa (FE,) y el sedimento
pegado ala pared del tubo constituido por agregados de ficobilisomas en la fraccion 1,5 M (FBS)
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Determinacion de proteina total y del contenido de ficoeritrina.

Se llevaron a cabo determinaciones tanto de proteina total como de ficoeritrina con
el fin de comprobar la cantidad de proteina y ficoeritrina contenida en cada una de las
fracciones del gradiente.

La proteina total se cuantificé mediante el kit y el método propuesto por Sigma Co.

(Sigma Procedure n° TPRO-562, producto n® B-9643), que consiste en afiadir a 50 pL de
muestra 2 mL de un reactivo compuesto por 1 parte de sulfato de cobre (II) pentahidratado
(C-2284) por 50 partes de una solucién de acido bicinconinico (B-9643).
Tras incubar la mezcla durante 30 min a 37 °C, las muestras adquirian un color parpura y
se median en el espectrofotometro a una longitud de onda de 562 nm. Con el valor de la
absorbancia, se calculaba la concentracion de proteina total (ug) en una curva de calibrado
que se habia realizado previamente con el estandar de proteina que adjunta el kit.

Las determinaciones de ficoeritrina se realizaron segun el procedimiento expuesto
anteriormente en el Capitulo I1.

Al representar la relacion ficoeritrina libre media y proteina total media (FE/PT) de
las distintas fracciones obtenidas a partir de gradientes de densidad de sacarosa, se obtuvo
la gréfica del perfil (Figura II1.2) donde se muestra que la mayor parte de la ficoeritrina y
proteina total se acumulan en las fracciones 2 y 6 correspondientes a las fracciones de 0,5
My 1,5 M de sacarosa respectivamenté; en la de 0,5 M se acumula ficoeritrina libre (no
asociada al ficobilisoma) que aparece a modo de una banda rosa intenso en el gradiente,

mientras que en la de 1,5 M se obtiene un precipitado de ficobilisomas.
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Figura 111.2. Relacion de ficoeritrina y proteina total (FE/PT) cada 6 mi a lo largo del
gradiente de sacarosa,desde |a superficie (fraccion 1) hasta el fondo del tubo (fraccién 7).
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Electroforesis en condiciones desn_gtura}izantes

La precipitacion del sedimento del ficobilisomas, resuspendido en tampoén fosfato, se
realiz6 -afiadiendo TCA (4cido tricloroacético) al 15% a -20 °C en una relacién de 1
volumen de muestra: 3 volumenes TCA, durante 1 h. Tras descongelar las muestras, se
centrifugaron (Beckman microfuge Lite) durante 15 min a 20.000 rpm. Se desecho el
sobrenadante, y el precipitado se resuspendié en 60 pL de una solucion de Tris 0,2M (pH=
8,8) al 15% sacarosa, 3% SDS (dodecil sulfato sodico, p/v) y ImM de B-mercaptoetanol.
Las muestras si no eran inmediatamente sometidas a la electroforesis, se etiquetaban y
guardaban en un congelador a —20 °C.

La separacion de los polipéptidos de los ficobilisomas se llevo a cabo mediante una
electroforesis en condiciones desnaturalizantes,- con el detergente idnico SDS como agente
disociador, y discontinua, (gel de separacion = 12%; gel de concentracion = 5 %) en gel de
acrilamida de 0,3-0,4 mm de espesor.

Para la realizacién de los geles fue necesario preparar las siguientes soluciones
stock:

Tampdn de concentracion: (Tris HCI 0,5 M, pH= 6,8)

6 g de TRIS (Trishidroximetilaminoetano) en 40 mL de agua destilada, 40 mL de
HCI 1 M. Llevarlo a 100 mL con agua destilada y ajustar el pH a 6,8

Tampoén de resolucion o separacion: (Tris HCl 3 M, pH= 8,8)

36,3 g de TRIS en 40 mL de HCl 1 M. Llevarlo a 100 mL con agua destilada y
ajustar el pH a 8,8

Acrilamida-bisacrilamida: (30:0,8)

Mezclar 30 g de acrilamida y 0,8 g de bisacrilamida en 100 mL de agua destilada.
Esta solucion, por su neurotoxicidad requiere mucha cautela en su preparacion y

manipulacion y, se conserva en la nevera a4 °C durante 1-2 meses.
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Persulfato_amonico al 15 %: 1,5 g en 10 mL de agua destilada. Es conveniente

preparar esta solucién cada vez que se realice un gel nuevo.

Previamente a la realizacion del gel, se limpi6 todo el material de la electroforesis
con etanol, insistiendo en los cristales, para luego montar con las varillas y la vaselina la
cubeta donde se vertian los geles. Para delimitar la dltura del gel de separacion, se dibujo
una raya sobre el cristal a 1,5 cm del borde inferior del peine.

Los geles de concentracion (5%) y de resolucion (12%) se realizaron mezclando en

vasos de precipitados los siguientes volimenes de soluciones:

Gel de concentracion al § %

Sol. Acrilamida-bisacrilamida 30:0,8 2,5mL
Sol. Tampon de concentracion S5 mL
Agua destilada 11,5 mL
Persulfato amonico (15%) 1 mL
Catalizador TEMED 15 ul

(Tetrametiletilendiamina)

Gel de resolucion al 12 %

Sol. Acrilamida-bisacrilamida 30:0,8 17 mL
Sol. Tampon de resolucién 5mL
Agua destilada 18 mL
Persulfato amoénico (15%) 2 mlL
Catalizador TEMED 20 uL

Una vez preparadas las dos soluciones del gel, se vertia entre los cristales; en

primer lugar se prepard y vertid el gel de resolucion hasta la marca del cristal, evitando la
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formacion de burbujas, y se enrasé con agua destilada. Tras 10;15 min, una vez que se
observaba el frente formado, se retiraba el agua y se procedia de la misma manéfa_ con el gel
de concentracion. El peine se colocaba antes de que este ultimo endureciera y se sacaba
cuidadosamente tras 15 min. Los pocillos formados se llenaban con agua destilada para
evitar su deformacion.

Para preparar las soluciones tampdén de las bandeja superior e inferior de la

electroforesis, se partid de las siguientes soluciones stock:

SDS al 20 %: 10 g de SDS en 50 mL de agua destilada.
Esta solucion conviene renovarla mensualmente.

Solucion de TRIS-Glicina: 144 g de glicina y 30,3 g de TRIS llevados a 1L de

disolucién con agua destilada.

Se diluye 1/10 (v/v) la solucién de TRIS-Glicina (100 mL) en agua destilada (1L) y
se ajusta el pH a 8,3. La mitad del volumen de esta nueva solucién (500 mL) se vierten en
la bandeja inferior de la cubeta de electroforesis, mientras que a los 500 mL restantes se les

aflade 8 mL de la disolucion de SDS al 20 % y se coloca en la cubeta superior.

Las muestras (60 pl), previas a ser colocadas en los pocillos del gel, se tifieron con
10 pl de azul de bromofenol al 1%. Con la ayuda de una microjeringa, se inyectaron 30 pyL
por pocillo. Cada muestra estaba representada en dos pocillos. Para poder estirﬁar las masas
moleculares aparentes de los polipéptidos se emplearon los estandares de proteinas
Seroalbumina Bovina 66.000 Da; Fumarasa 48.500 Da y Anhidrasa carbonica 29.000 Da
(Sigma Co.).

Una vez cargado el gel, se aplicaba una corriente continua de 25 mA y 100-150 V
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durante 6-7 horas, tiempo suficiente para que las proteinas migraran \}erticalmente sin
difundir. A continuacién se recuperd el gel y se llevd a cabo su tincion y posterior
destincion, siguiendo el protocolo comtin descrito por Hammes y Rickwood (1981).

La solucion de tincion se realizé con 0,5 g de azul de Coomasie disueltos en 250
mL de agua destilada, 250 mL de metanol y 100 mL de é4cido glacial acético. Esta solucién
se filtro y se puso en contacto con el gel, permaneciendo en agitacion constante y cubierta
con papel de aluminio durante toda la noche. Para su destincion, se utilizd la misma
solucion pero sin azul de Coomasie, la cual se renovaba a medida que destefiia el gel y hasta
que las bandas aparecian claras, cuidando de no perder resolucidon por una excesiva
destincton.

Las bandas resueltas se observaron y fotografiaron en un transiluminador.
Posteriormente y para su conservacion, se procedid al secado de los geles, utilizando papel
de filtro como soporf,e, en un secador de geles Drygel Sr. SE-1160, conectado a una bomba
de vacio durante 1 hora, a 60 °C.

Los experimentos de aislamiento de los ficobilisomas y electroforesis se repitieron 5

veces con los mismos resultados.
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L3. RESULTADOS

-~ Tras 3 meses de cultivo en los distintos fotoperiodos, las algas presentaron entre
ellas diferencias apreciables en aspectos como la longitud de Jos ejes de crecimiento,
presencia de ejes secundarios y ramificacion (Figura II1.3; Tabla II1.2). Las cultivadas en el
fotoperiodo control (16:8) presentaban ejes de crecimiento mayores y ramificacion
dicotomica. Las algas bajo menos horas de luz (fotoperiodo corto, 8:16) mostraron los ejes
de crecimiento més pequefios. A diferencia de los otros fotoperiodos (12:12, 16:8),
unicamente las algas cultivadas en el corto no desarrollaron ramificaciones laterales.

A los 5 meses, las diferencias en la longitud de los ejes de crecimiento, entre las
algas de los distintos tratamientos, disminuyeron mostrandose tan so6lo ejes de crecimiento
ligeramente mayores en el fotoperiodo control. La ramificacion dicotémica se mantuvo en el
fotoperiodo largo, mientras que, las ramificaciones laterales continuaron ausentes en el
corto (8:16) y fueron mas numerosas en el fotoperiodo medio (12:12)

Las tasas de crecimiento de todas las algas del Estadio III no mostraron diferencias

significativas durante el crecimiento en todos los fotoperiodos (Tabla IIL.2; Figura IIL.3).
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Tabla I11.2. Caracteristicas morfoldgicas de G. doryphora a los 3 y 5 meses de cultivo en distintos
fotoperiodos. Tasas de crecimiento expresadas como el porcentaje del incremento del peso fresco por dia.
Longitud de los ejes de crecimiento (cm). Valores semicuantitativos de la ramificacion dicotémica y
ramificaciones laterales: (-)= no observado nunca, (4 + +)= méximo observado.

cultivo Caracteristicas 8:16 12:12 16:8
Tasa de crecimiento 0,031 = 0,007 0,036=0,013 0,038 =0,02
gjes de crecimiento 0,75 cm 2 cm 2,5 cm

3 meses  ramificacion dicotomica  (-) () (+++)
ramificaciones laterales () (+) (+)
ejes de crecimiento 2,5 cm 2,5cm 3 cm

5 meses  ramificacion dicotomica () -) (+++)
ramificaciones laterales () (+++)

)
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Figuralll.3. Sporelings del Estadio Ilf cultivados durante 3y 5 meses en los fotoperiodos 8:16, 12:12 y
16:8. Nétese la ramificacién dicotomica (puntas de flecha) y la presencia de ramificaciones laterales

(flechas).
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Andlisis del contenido pigmentario.

El analisis cuantitativo y éualitativo de los distintos pigmentos mostré también
diferencias significativas tanto entre los Estadios I y III, como deht;é .del mismo Estadio III
entre los individuos cultivados en los distintos fotoperiodos (Tabla II1.3). En los
tratamientos control (fotoberiodo 16:8) de los Estadios I y III se observaron diferencias
significativas en todos los pigmentos analizados: el Estadio I contenia mayor cantidad de
clorofila @, B-caroteno y zeaxantina y menor cantidad de ficobiliproteinas y luteina que
cualquiera de los tratamientos del Estadio III.

Dentro del Estadio III, el contenido pigmentvario varid dependiendo del régimen de
luz durante el crecimiento (Tabla II.3). Tomando el fotoperiodo largo (16:8) como
condiciones estandar, el desarrollo en el fotoperiodo 12:12. con menos horas de luz y mas
de oscuridad, provocé un aumento en la clorofila a y en los carotenoides, y una disminucién
en las ficobiliproteinas. El fotoperiodo corto 8:16 sin embargo no causd diferencias
significativas en la clorofila @, aunque si en los carotenoides, que aumentaron, y en las

ficobiliproteinas, que disminuyeron.

Tasas fotosintéticas.

La actividad fotosintética, representada por el parametro de fotosintesis maxima
(Pmax) mostré un aumento significativo en el tratamiento de fotoperiodo corto (8:16) dentro

del Estadio III.
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Tabla 111.3. Concentracitn (
seco) y del parametro fotosintético Py (1ol de Oiberado mg" peso fresco h')

media == error estindar) de clorofila 4, carotenoides ([3-carotenos, luteina, zeaxantina) y ficobiliproteinas (R-FE, R-FC) (ug mg" de peso
del Estadio | y del Estadio 11l desarrollados en tres fotoperiodos diferentes (8 h fuz: 16 h

oscuridad, 12:12 y 16:8 (control)). Comparacién estadistica de fa media respecto al control con el Test de Student: (*)= 0,01 <p<0,05; (n.d. =no detectado).

Estadio | Fotoperiodo Clorofila a B-caroteno Luteina Zeaxantina R-FE R-FC Prnax
16:8 9205+ 031 | 0,058+3.10* | 0,330,001 | 0,014+3.10" | 0,47£0,03 | 0,07£0,03 | ----=-
I () (*) () () () (*)
8:16 5,94£0,75 | 0.003£4.10" | 0,09+0,01 n.d. 6,34+ 0,14 | 1,09+ 0,06 | 0,08+ 0,01 (*)
() *) (*) (™)
111 12:12 16,11£3,98 | 0,030,011 | 2,62+ 0,44 n.d. 6,13£ 0,87 | 0,94+0,12 | 0,04510°
™) *) ) ) ()
16:8 .
(control) 7.06+ 1,27 n.d. 0,41+ 0,26 n.d. 7394011 | 1,26+£0,08 | 0,03 510
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Proteina total y estructura del ficobilisoma.

La concentracion inicial de proteina total (PT) presente en todas las muestras de los
diferentes fotoperiodos era la misma (Tabla IIL4). Sin embargo, como resultado del
gradiente de densidad de sacarosa, se pudieron observar diferencias significativas entre las
muestras de los distintos fotoperiodos: en la banda de ficoeritrina libre (FEr) de la fraccion
de 0,5 M del gradiente de sacarosa, la cantidad de proteina total asociada a esta fraccion
(PTv) es significativamente menor en el tratamiento de 12:12, mientras que la cantidad de
ficoeritrina libre (FEL) en esta misma fraccion, permanece constante. Esta diferencia en la
proteina total del fotoperiodo 12:12 también se manifiesta en el sedimento de ficobilisomas
(1,5 M del gradiente) con una cantidad significativamente menor de proteina total en los

ficobilisomas (PTrgs).

Tabla 111.4. Concentracin de protefna total (PT, g mg" peso seco) del extracto de ficobiliosmas, Proteina
total y ficoeritrina libre (PT, y FE,, ug mg" peso seco) presentes en la banda de ficoeritrina libre que aparece
en la fraccion de 0,5 M del gradiente de sacarosa, y el valor de proteina total (PTgs, g mg” peso seco)
obtenido a partir de la resuspension del precipitado de ficobilisomas recogido en fa fraccion de 1,5 M (media
= error estandar). (Comparacion estadistica del Test de Student respecto al control: (*): 0,01 <p<0,05).

Fotoperiodo 8:16 12:12 16:8

PT 175,62 + 27,63 170,37 + 32,52 170,29 + 23,10
PT. 66,03 + 19,69 44,18 £ 11,64 (*) 65,25 + 16,72
FEL 3,63 +0,69 3,69 + 0,73 4,55 +0,7

PTrss 46,70 + 12,23 22,08 + 10,27 (*) 46,55 + 13,94
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La electroforesis en el gel de acrilamida y su posterior tincion (Figufa II1.4A) reveld
que las muestras del fotoperiodo 12:12 provocaron un bandeado mas tenue que las
muestras de los otros dos fotoperiodos. Los patrones utilizados y la bibliografia (Glazer,
1985; Algarra 'y col,, 1990 Algarra y Rudiger, 1993; D'Agnolo y col., 1994; Bernard y col,,
1996) permitieron identificar las distintas bandas (Figura II1.4B). Todas las muestras de los
distintos fotoperiodos mostraron el polimorfismo “normal” en las bandas correspondientes a

los linkers de la ficoeritrina.
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Figura 111.4: (A) Gel de electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS) de muestras provenientes de
ficobilisomas extraidas de algas (n=2) cultivadas en los distintos fotoperiodos. Nétese la disposicion de las
bandas en comparacién con el esquema (B). BSA= seroalbiimina bovina; Fum= fumarasa; Ac= anhidrasa
carbénica; FBS-ancla (+degrad)= polipéptidos de anclaje del ficobilisoma+-productos de degradacion;
RUBISCO-grande= unidad grande de la rubisco; RFE-linkers= /inkers de la R-ficoeritrina; gamma-FE=
subunidad vyde la ficoeritrina; FBS-Pigmentos= subunidades de la ficoeritrina, ficocianina y aloficocianina
que constituyen los ficobilisomas. (Algarra y Riidiger, 1993; D “ Agnoloy col., 1994; Bermard y col., 1996).
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IIL4. DISCUSION.

La respuesta de G. doryphbra a los distintos fotoperiodos implica cambios en la
morfologia y en el patron de crecimiento; las algas desarrolladas durante 3 meses en los tres
fotoperiodos presentaban diferencias apreciables entre €llas (Figura II1.3; Tabla I11.2). La
longitud de los ejes de crecimiento aumenté en funcién del nimero de horas de luz. De esta
forma, las algas cultivadas en el fotoperiodo largo (16:8) presentaban mayor longitud de los
ejes de crecimiento. La ramificacion dicotémica solo apareci6 en las algas desarrolladas en
el fotoperiodo control, mientras que, las del corto, a diferencia de los otros fotoperiodos, no
desarrollaron ni dicotomia ni ramificacion lateral.

A medida que transcurrié el tiempo en cultivo (5 meses) en los distintos
fotoperiodos, las diferencias en el tamafio disminuyeron, haciéndose la longitud de los ejes
de crecimiento similar. La dicotomia apical y las ramificaciones laterales se mantuvieron
para el césé del fotoperiodo largo. Sin embargo, en el caso del fotoperiodo medio (12.12)
aumento la presencia de ramificaciones laterales. La tasa de crecimiento permanecié
constante durante el tiempo de cultivo en los tres fotoperiodos.

Todos los datos indican que las diferencias observadas no se deben a una menor
capacidad de crecimiento provocada por el fotoperiodo, de hecho, la tasa de crecimiento,
llegado al Estadio I, ya no varia y el tamafio se homogeneiza. Parece que cada uno de los
fotoperiodos determina una morfologia y un patrén de crecimiento distinto: el fotoperiodo
largo (16:8) determina que el alga presente una ramificacién dicotémica, el 12:12 que
desarrolle proliferaciones laterales, y el corto (8:16) que no presente ramificaciones,
independientemente del grado de desarrollo en el que se encuentre.

Son escasa-s iés referencias sobre algas que relacionen el fotoperiodo con eventos
concretos del crecimiento y desarrollo, que no sean la diferenciacién de estructuras

reproductoras. Se demostré por ejemplo, que en el alga roja Dumontia contorta
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(Cryptonemiales), la formacion de los “meristemos” (inicios de macrotaloé) y su posterior
desarrollé como talos erectos estaba controlada por el fotoperiodo, requiriéndose dias
cortos (Rietema 1982, 1984). En plantas superiores sin embargo, esta constatado que
eventos del desarrollo como la-ramiﬁcacién, la division celular, la elongacion de las yemas,
etc, estan controlados a nivel genético, y se activan o desactivan en funcién del fotoperiodo
(Weller y col,, 1997). En Grateloupia doryphora, y por los resultados observados, el
fotoperiodo parece controlar el patron de ramificacion, que varia desde la ausencia
completa de ramificacion hasta la dicotomia apical, atendiendo al régimen de luz en el que
se haya desarrollado el alga. Esta modificacion del patron de ramificacion segin el
fotoperiodo representa un modelo experimental para comprobar si existe también una base
genética de accidén del fotoperiodo en las algas.

Por otra parte, la interaccion y el balance de conceﬁtracién entre las auxinas y las
citoquininas determinan en las plantas superiores la division y el crecimiento celular,
provocando la dicotomia en las ramas o el crecimiento con dominancia apical. El
fotoperiodo puede afectar a la sintesis y degradacién de estas hormonas, alterando el
balance de concentraciéon y provocando un patron de desarrollo distinto (Coenen y Lomax,
1997). Quizas en el caso de las algas también la concentracion endogena de los reguladores
de crecimiento pueda provocar diversas respuestas de tipo morfolégico. Los patrones
observados en el caso de G. doryphora, sugieren que los diferentes fotoperiodos
controlarian el balance entre las sustancias, provocando una dicotomia apical en el caso del
fotoperiodo largo, o ramificacién lateral en el caso del medio. Es un campo muy interesante

que necesita de mas estudio, sobre todo teniendo en cuenta los resultados del Capitulo I.

El cultivo en los distintos fotoperiodos provocd la variacion, (cualitativa y

cuantitativa), en el contenido de los pigmentos de las algas del Estadio III (Tabla II1.3). No
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se puede sin embargo, establecer a priori una relacion directé entre la sintesis de los
diferentes pigmentos y las horas de luz o de oscuridad del régimen de luz. El“f(_)toperiodo
12:12 (4 horas menos de luz y 4 mas de oscuridad respecto al control, 16:8) céusé
incrementos significativos en la clorofila @, B-caroteno, y luteina, y una disminucién en el
contenido de las ﬁcobiliprotéinas. El fotoperiodo 8:16 que representa muchas menos de
horas de luz respecto al control, tan sélo provocé un aumento en los carotenos y una
disminucion en las ficobiliproteinas. El aumento en el contenido pigmentario no confirié a
las algas del fotoperiodo 12:12 ventajas en su actividad fotosintética. No parece por tanto
que el comportamiento sea similar al que ocurre normalmente en el proceso de
aclimatacion, en el que el contenido de pigmentos guarda una relacion con las dosis de luz
recibidas, y las algas responden a las bajas intensidades de luz sintetizando una mayor
concentracion de pigmentos, particularmente clorofila a y ficobiliproteinas con el fin de
optimizar la actividad fotosintética (Markager, 1993; Fillit, 1995; Bernard, 1996). -

Tan solo las algas desarrolladas en el fotoperiodo corto, con menos horas de luz y
con un contenido pigmentario menor repartido entre la clorofila a y las ficobiliproteinas,
mostraron un valor de Pmax mayor. Este aumento en la actividad fotosintética puede deberse
a que la tasa de fijacion de carbono esta controlada por el balance interno de carbohidratos
determinado a su vez por los procesos de respiracion y fotosintesis, balance que tiende a
permanecer constante (Azcon-Bieto y Osmond, 1983). Las algas del fotoperiodo corto
cuentan con menor numero de horas de luz que les limita la actividad fotosintética, por lo
que tienen que fijar carbono a una tasa mayor, que les permita mantener ese balance interno
de carbohidratos constantes, y que se refleja en una mayor Prux.

La disponibilidad de nitrégeno es otro factor que podria explicar la alteracion de los
niveles de pigmentos en algas (Lapointe, 1981; Levy y Gantt, 1990; Turpin, 1991; Vergara

y Niell, 1993). Sin embargo en este caso, tampoco parece ser esta la razon que explique la
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diferencia en el contenido pigmentario, ya que todas las algas de todos Vlos fotoperiodos
fueron cultivadas en medio PES (70 mg I de NaNOs) asegurando que el nitrégeno no fuera
limitante para el crecimiento, y todas ellas se recultivaban semanalmente.

Teniendo en cuenta que Grateloupia doryphora, como ya se discutid extensamente
en el Capitulo II, presenta durante su desarrollo desde el Estadio I al III, un cambio en sus
contenidos pigmentarios, se podria pensar que los distintos fotoperiodos estén afectando al
grado de desarrollo del alga (adquisicién de las caracteristicas fisiologicas del adulto) que a
su vez determina la dotacién pigmentaria. Esta hipotesis pierde consistencia, considerando
que las algas, al igual que las plantas superiores completan su desarrollo acomodéndose a
las distintas condiciones ambientales, pudiendo variar su morfologia y patron de
crecimiento, como ya se observé también para G. doryphora en la Figura IIL3, pero
adquiriendo toda las funciones de los organismos adultos (Weller y col. 1997). Ademas,
tanto en el fotopeﬁodo medio (12:12) como en el corto (8:16), los pigmentos no se
encuentran en valores intermedios entre uno y otro Estadio (I y IlII) como cabria esperar
para un estado de desarrollo intermedio.

Considerando todo lo anteriormente expuesto, cabe pensar que como en la
morfologia (Tabla IIL.2, Figura II1.3), los cambios pigmentarios “ontogénicos normales”
(Tabla II.1) observados durante el crecimiento del sporeling entre el Estadio Iy III, puedan
variar como consecuencia de un factor externo como es el fotoperiodo (en este caso el
12:12 y 8:16).

El desarrollo de un alga, como de cualquier organismo, es un proceso critico y una
variedad de estimulos ambientales externos puede hacer variar ese desarrollo. El alga tiene
que tener algin modo de p'er-cibir la sefial y convertirla, o traducir la informacion en un
cambio metabolico o bioquimico. La expresion génica engloba toda la sintesis de proteinas

especificas codificadas por genes especificos. No todos los genes son activos al mismo
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tiempo, muchos pueden activarse y desactivarse dependiendo de los requerimientos del
programa de desarrollo o en respuésta a las condiciones ambientales. La expresion génica
diferencial es el mecanismo principal para alterar el complemento dé las enzimas en la célula
y consecuentemente el curso del metabolismo y diferenciacién de la célula, que engloba
también la sintesis pigmentaria. El entender la naturaleza de la sefial, en este caso la rﬂedida
del tiempo de luz y oscuridad es uno de los primeros pasos para entender la cadena de
sucesos que dan lugar a la Gltima respuesta. Quizés en el caso de las algas, al igual que en el
caso de las plantas superiores, también estén implicados fotorreceptores y balances de los
reguladores de crecimiento especificos, (Breeman y ten Hoopen, 1987; Liining, 1992;
Figueroa y col., 1995; Coenen y Lomax, 1997; Weller y col., 1997) capaces de medir el

tiempo de luz y de oscuridad.

Las algas desarrolladas en el fotoperiodo 12:12 a pesar de presentar mayor
contenido pigmentario, mostrafgn una Pmax similar al control. Una buena actividad
fotosintética ademas de las concentraciones de pigmentos y sus relaciones, depende también
de la presencia de un ficobilisoma bien estructurado (Talarico, 1996). Como ya se discutio
en el Capitulo II, no toda la ficobiliproteina disponible tiene que ser fotosintéticamente
activa (no toda esta estructurada dentro del ficobilisoma), por lo que no siempre existe una
relacion directa entre el contenido pigmentario y la tasa fotosintética.

En las algas rojas, la presencia del ficobilisoma en funcién de la luz y la actividad
fotosintética no esta suficientemente bien documentada, ni en condiciones naturales ni en
cultivo. Los aspectos dinamicos de las estructuras de los ficobilisomas elipsoidales con
relacion al contenido vde pigmentos y los factores que favorecen el ensamblaje del

ficobilisoma son muy poco conocidos (Gantt, 1981; Zilinkas y Greenwald, 1986; Algarra y

Riidiger, 1993). De hecho, la mayoria de los estudios se ha llevado a cabo con ficobilisomas
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de cianofitas vy algas rojas unicelulares (Tandgu de Marsac, 1983; Glazer, .1985; Algarra y
col. 1990; Sidler, 1994; Bernard y col. 1996).

La sintesis de biliproteinas y la estructuracion de los ficobilisomas parecen ser dos
procesos regulados por diferentes factores: La sintesis de pigmentos esta modulada por la
disponibilidad de nitrogeno e irradiancia y la calidad de luz (Lopez-Figueroa y Niell, 1991
Algarra y Ridiger, 1993; Talarico, 1996), parametros que en nuestro vestudio se
mantuvieron constantes en todos los tratamientos, mientras que la estructuracion o
ensamblaje parece depender de la mayor o menor concentracién de unidades funcionales de
R-FE dentro del espacio intratilacoidal (Cunningham y col., 1989; Bernard y col., 1996;
Talarico, 1996).

La proporcion de ficobiliproteinas, el tamafio y su forma parecen ser caracteristicas
especificas del ficobilisoma en cada especie de alga (Gantt y Lipschultz, 1980). El Estadio
111 de G. doryphora cultivada en los diferentes fotoperiodos presenta una cantidad similar
de proteina total de partida (Tabla IIL.4), y sin embargo en el fotoperiodo 12:12, a nivel de
la banda de ficoeritrina libre, la proteina total disminuye respecto a los otros. tratamientos,
mientras que la ficoeritrina libre es similar. Este hecho podria explicarse por la diferente
metodologia empleada en la determinacion de ambos compuestos; al cuantificar la proteina
total, se esta tifiendo toda la proteina presente en la muestra, mientras que en la
determinacién de la ficoeritrina se estd midiendo la absorcion de los cromoforos. Podria
pensarse que en el fotoperido 12:12 existen mas cromdforos libres no unidos a
apoproteinas que no son funcionales como pigmento, pero que contribuyen a la cantidad de
FE. medida por espectofotometria. Sin embargo, estas diferencias también se manifiestan a
nivel del ficobilisoma, y las muestras cultivadas en el 12:12 presentan menor cantidad de
proteina total asociada al ficobilisoma (PTrss). Partiendo de cantidades de PT similares, la

diferencia (lo que falta de PTrrs) tendria que aparecer en forma de proteina libre (PTy), que
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sin embargo, también es menor para el 12:12. Por tanto, parte de la proteina de las muestras

- ~del fotoperiodo 12:12 tiene que estar en otra fraccion del gradiente que no se haya

considerado ni recogido. Algarra y Riidiger (1993) durante el aislamiento del ficobilisoma
de Porphyridium purbureum detectaron dos tipos de ficobilisomas: una fraccion soluble que
recogieron en la banda de 1 M del gradiente de sacarosa y una fraccion insoluble recogida
como un precipitado en el fondo de la capa de 2 M del gradiente, consistente en agregados
de FBS, y que coincide con nuestro precipitado. Quizas, la diferencia de proteina asociada a
los ficobilisomas detectada, se encuentre presente en el caso del 12:12, en forma de fraccion
soluble en una de las capas del gradiente de sacarosa sin que se haya considerado. De ser
asi, el fotoperiodo estaria ocasionando un cambio estructural en los ficobilisomas (Algarra y
.Rudiger, 1993).
En las electroforesis llevada a cabo en céndiciones desnaturalizantes (Figura II1.4
A), las bandas correspondientes a la fracciéon de ficobilisomas de las muestras del
fotoperiodo 12:12 aparecieron mas tenues que el resto debido a la menor concentracion o
numero de ficobilisomas. El cultivo en los diferentes fotoperiodos no provocé cambios
estructurales aparentes en los ficobilisomas, no observandose cambios funcionales su
ﬁcoeritn'né in’;egrada‘ La organizacion funcional de los ficobilisomas depende estrictamente
de la composicion y presencia de los linkers, que juegan un papel esencial en la
transferencia de energia (Glazer, 1984; Zilinkas y Greenwald 1986; Algarra y Riidiger,
1993). En'los tres fotoperiodos, el linker asociado del hexamero intermedio de la FE estaba
siempre presente (Figura III.4). A este hexamero y sobre todo su /inker asociado
desaparecen cuando el alga se aclimata a altas intensidades de luz, explicando su ausencia
mediante un mecanismo de retroalimentacién entre el nivel de FE vy la sintesis del linker:
cuando el nivel de FE baja por debajo de un determinado valor por el efecto de la luz en el

cloroplasto, una sefial proveniente del cloroplasto alcanza el nicleo v la sintesis del linker se
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reprime (Algarra y Rudiger 1993; Bernard y col. 1996).

En definitiva, el crecimiento y desarrollo de las algas en los distintos fotoperiodos
(16:8, 12:12 y 8:16) provoca alteraciones tanto en la morfologia como en el contenido
pigmentario, semejantes a una aclimatacion. Estos cambios no confieren al alga ventaja
fotofisiologica alguna. Las respuestas de las algas a la temporizacion del régimen
luz:oscuridad no son comparables a las causadas por las distintas intensidades de luz
(fotoaclimatacion) ni por las distintas calidades espectrales (adaptaéic’m cromética) por lo
que parece que el alga interpreta de forma distinta las sefiales de los distintos componentes

de la luz.

En conclusion:

1) El fotoperiodo condiciona la morfologia y tipo de ramificacion del alga.

2) Los contenidos pigmentarios ademas de depender del desarrollo, varian por el efecto
del fotoperiodo, sin que se aprecien ventajas fotofisiologicas similares a las que ocurren

con la cantidad y calidad de luz.

3) El fotoperiodo 12:12 causa alteraciones en la estructura del ficobilisoma, en términos de

numero e incluso de forma.
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Capitulo IV: Induccion y seguimiento de la diferenciacion celular
durante la tetrasporogénesis en el Estadio L.

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003






Diferenciacién celular: Tetrasporogénesis 165

IV.1. INTRODUCCION.

Las algas se caracterizan Vpor su siinpleza en cuanto a la éxistencig de_tejidos
diferenciados en la construccion de los talos. La esporogénesis es uno de los procesos de
diferenciacion celular en los talos que determina la formacion de tetrasporas en el tetrasporofito
y carposporas en el carposporofito.

El conocimiento del proceso de la tetrasporogénesis en rodofitas esta limitado por los
escasos trabajos a nivel ultraestructural que se han llevado a cabo, careciendo la mayoria de los
ordenes de un estudio de este proceso. El mayor nimero de especies estudiadas pertenece al
orden Ceramiales, mientras que en los otros, apenas se¢ ha estudiado la formacion de las
tetrasporas (Tabla IV.1).

Otros trabajos a nivel ultraestuctural no estudian el proceso general de la
tetrasporogénesis, sino que, se centran en orgéanulos citoplasmaticos concretos o en procesos
determinados tales como el desarrollo de los dictiosomas y de sus vesiculas (Chamberlain y
Evans, 1973; Konrad-Hawkins, 1974; Alley y Scott, 1977), el sistema endomembrana (Peel y
vcol., 1973; Scott y Thomas, 1975; Duckett v Peel, 1978) o en el citoesqueleto (Avazini y

Honsell, 1984).
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Tabla IV.I. Estudios ultraestructurales sobre I tetrasporogénesis en la division Rhodophyta.

Orden Especie y género Referencia

Ceramiales Griffithsia flosculosa (Peyriére 1970)
Levringiella gardneri (Krugens y West, 1972)
Pilota hyponoides (Scott y Dixon 1973)
Erytrocystic montagnei (Santisi y De Masi, 1981)
Chondlria tenuissima (Tsekos y col. 19853)

Rodimeniales Gastroclonuim clavatum (Gori, 1982)
Lamentaria baileyana (Davis y Scott, 1986)

Palmariales Palmaria palmata (Pueschel, 1978,1979)

Hildelbrandiales Hildelbrandia rubra (Pueschel, 1982)
Hildelbrandia occidentalis

Cryptonemiales Haliptilon curveri (Vesk y Borowitzka, 1984)

La tetrasporogénesis es un proceso asincronico, siendo frecuente encontrar en
un mismo talo diferentes grados de desarrollo del mismo. Por tanto, es posible llevar a cabo un
estudio a nivel microscopico de los diferentes eventos de la tetrasporogénesis a partir de material
fértil recogido en la naturaleza (Pueschel 1982; Tsekos y col., 1985; Gargiulo y col., 1992). Los
trabajos basados en este tipo de material sin embargo, no permiten por si solos conocer en
detalle todos los eventos de la tetrasporogénesis. Generalmente estos estudios parten de

estructuras mas desarrolladas y omiten o suponen lo que acontece en los primeros estadios del
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proceso.

Otros trabajos, aunque parten de material de cultivo en laboratorio, se limitan a
reproducir mediante ilustraciones los esporangios en diferentes fases dé maduracion sin describir
el proceso completo de la tetrasporogénesis (Guiry y Maggs, 1982; Brodie y Guiry, 1988 ab;

Mairh y col., 1990).

La estructura y la funcién de los esporangios, asi como su terminologia, fue revisada en
detalle por Dixon (1973), Guiry (1978) v Maggs (1988). A pesar de ello, no existe en la
bibliografia un tnico crterio, y la terminologia o nomenclatura varia de autor a autor. Como
consecuencia, las discusiones en este campo, a menudo, se complican por problemas semanticos.
La célula que se diferencia y que da lugar al tetrasporangio, por ejemplo, se denomina
primordium (Dixon, 1973), tetrasporangial initial (Chamberlain y Evans, 1973; Maggs, 1988),
mother cell (Pueschel, 1982; Tsekos y col, 1985) o la traducciéﬁ al castellano de célula
tetrasporogena (Pérez-Cirera y col., 1989).

Los esporangios de las algas rojas se pueden dividir en dos grupos basandose en la
presencia (meiosporangia) o ausencia (mitosporangia) de la meiosis. La mitosis ocurre en los
tetrasporangios de algunas especies, dando lugar a esporas diploides que al germinar forman
individuos diploides (West y Hommersand, 1981) o sufren una meiosis en el estadio inicial del
desarrollo para formar individuos haploides. La mayoria de los tetrasporangios sufren meiosis en
la formacion de tetrasporas siendo demostrada por Yamanouchi (1906) vy posteriormente
confirmada por otros estudios (Guiry, 1978), porque forman parte de un ciclo haplodiploide.

La clasificacion de los esporangios entre meiosporangios y mitosporangios resulta poco
practica y el sistema de nomenclatura més aceptado esta basado en el origen, modo de formacion
y nimero de esporas de los esporangios.

Dentro de la division Rhodophyta, la clase Florideophyceae tienen méas tipos de
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esporangios y mejor estudiados, frente a las Bangiophyceae. El meiosporangio méas comtn entre

las Florideophyceae es el tetrasporangio. Los tetrasporangios generalmente se forman en talos de ~

vida libre diploides y dan lugar a cuatro esporas uninucleadas. Los esporangibs con cuatro
esporas se forman por dos o tres divisiones, cuya orientacion da lugar a los tres tipos basicos de

tetrasporangios: cruciados, zonados y tetraédricos (Figura IV.1):

En la forma de division cruciada (Figura IV.1A) la primera division generalmente
siempre tiene lugar a lo largo del eje menor. Las siguientes divisiones a lo largo del eje mayor
suelen ser mas irregulares, pero frecuentemente perpendiculares a la primera. Cuando una de las
divisiones longitudinales no esta en el plano de vision, el esporangio parece estar constituido por
una célula grande y Unica y dos esporas menores. En este caso el tipo de divisién se denomina
decusada-cruciada. La division cruciada en general es muy comun en los drdenes Nemaliales,
Cryptonemiales y en algunas Gigartinales.

La divistén zonal (Figura IV.1B) se puede producir de forma sucesiva o de forma
simultanea. La primera es la mas comun y las divisiones tienen lugar sucesivamente: inicialmente
se produce la division mediana seguida por las otras dos divisiones. En el segundo tipo, todas las
divisiones comienizan simultdneamente. La division zonal en general es muy comin en el orden
Gigartinales.

En los tetrasporangios divididos tetraédriéamente (Figura IV.1C), y a diferencia de los

cruciados, las divisiones ocurren simultaneamente. La division tetraédrica es muy comun en las
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Rhodimeniales y Ceramiales. Ambos tipos (cruciados y tetraédricos) pueden ocurrir en especies
“de un mismo género (Guiry, 1978), 'aunque es posible que debido al poco rigor y detalle de

ciertos trabajos, se hayan confundido ambos tetrasporangios.

Es numerosa la bibliografia en la que se utiliza el fotoperiodo como herramienta de
induccién de estructuras reproductoras (tetrasporangios) en algas rojas pero con objetivos y un
enfoque de los resultados distintos. La respuesta al fotoperiodo, tanto en plantas superiores
como en los vegetales marinos, se ha considerado como un mecanismo fisioldgico que coordina
la reproduccién de un organismo con una estacion del afio apropiada. Las algas presentan esta
respuesta al fotoperiodo, aunque no fue demostrado hasta 1967 con la fase conchocelis de
Porphyra (Dring, 1967; Rentschler, 1967). Las primeras respuestas investigadas en detalle
resultaron similares a las de las plantas vasculares reépecto al control de su floracion, pero desde
entonces, ha quedado claro que las algas no comparten todas las caracteristicas propias del
control de la reproduccion por el fotoperiodo. En la tltima revision de Dring (1988), se
contabilizan 55 respuestas al fotoperiodo en especies macroscopicas de las tres divisiones algales
y en la actualidad se siguen sumando trabajos con otras especies.

En.los afios 70 y 80, el interés por elucidar las historias de vida de muchas algas rojas, de
las que no se conocia su fase tetrasporofitica, dio lugar a la idea errénea de que las respuestas al
fotoperiodo eran exclusivas de las especies con historias de vida heteromorficas o de especies
con ciclos anuales de aparicion y desaparicion. En la actualidad, son cada dia més los trabajos
que muestran control fotoperiodico de la reproduccion en algas con fases de vida isomorficas.
(Murray y Dixon, 1992; Brodie y col,, 1994). La mayoria de las respuestas en las algas
comprenden un cambio en la historia de vida, generalmente a través de 12; formacion y liberacion
de esporas por la generacién esporofitica, como se refleja en los trabajos con Monostroma sp.

(Chlorophyta) (Lining, 1981), Botryocladia sp. (Brodie y Guiry, 1988 b) y Chondrus sp
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(Rhodophyta) (Brodie y col., 1993) entre otros muchos. En menor medida, se obtiene como
respuesta la formacion y liberacidn de los gametos por la generacion gametofitica tales como en
Sphacelaria rigidula (Phacophyta) (ten Hoopen y col, 1983), y en Audouniella. aloriae

(Rhodophyta) (Lee y Kurogi, 1983).

Muchos estudios sobre la induccién de la tetrasporogénesis mediante el fotoperiodo se
realizan, tan solo, con fines taxonomicos buscando similitudes o diferencias filogenéticas. El
tetrasporangio constituye una caracteristica basica y universal de las Florideophyceae y la forma
de disposicion de las esporas parece tener un valor taxonomico significativo. En este tipo de
trabajos, se describen detalladamente los cambios anatémicos de la estructura reproductora,
tanto a nivel estructural (De Cew y col, 1992; Gargiulo y col., 1992) como ultraestructural
(Krugens y Koslowsky, 1981; Pueschel, 1979; Vesk y Borowitzka, 1984).

Otros trabajos sin embargo, se centran en la determinacion de los tratamientos mas
favorables para la induccion de estas estructuras estudiando la respuesta en si (cuantitativa o
cualitativa) y la causa que la produce, pero sin realizar seguimiento anatomico alguno (Mairh y
col., 1990; Guiry y Dawes, 1992; Brodie y col.,, 1993; Cunningham y col., 1993; Molenaar y
Breeman, 1994). La mayoria de estos trabajos carecen de un control histolégico del material
previo a la induccién, por lo que no es posible asegurar que la aparicién de las estructuras
reproductoras sea consecuencia directa de los diferentes fotoperiodos. Aunque menos
frecuentes, se han llevado a cabo estudios completos que abarcan tanto el tratamiento inductor
como el tipo de respuesta y el seguimiento de las estructuras reproductoras (West and Guiry,
1982; Brodie y Guiry, 1988 b). Estos trabajos incluyen la descripcion detallada de las
condiciones de cultivo y de los tratamientos inductores, asi como, seguimientos al microscopio
optico en los que se puede ver la formacion de las tetrasporas.

Muchas algas requieren para el desarrollo de sus estructuras reproductoras de una
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exposicion continua a un determinado fotoperiodo corto o largo, incluso la combinacion del
fotoperiodo con otro factor ambiental como es la temperatura (Lewis y col, 1991; Guiry y
Dawes,  1992; Cunningham y 'co'l., 1993; Molenaar y Breemaxi, :1994). Otras en cambio
desarrollan las estructuras incluso si, una vez expuestds a un fotoperiodo adecuado, se
transfieren a otros fotoperiodos. En este caso, se habla de formacién de las estructuras
reproductoras mediante el fotoperiodo como tratamiento inductor. El fenomeno de la induccién
implica el planteamiento de ciertas cuestiones sobre las condiciones fisiologicas del momento
inductor, que requieren de més trabajos para su aclaracion. El tratamiento inductor mas efectivo
descrito para las algas es el fotoperido corto (es decir, cuando los dias son cortos y las noches
largas). En estos casos, los cultivos se mantienen en condiciones de dia largo, para asegurar un
buen crecimiento, y cuando no es posible completar el ciclo de vida en estas condiciones, se
transfieren a un fotoperiodo de dia corto. Ejemplo de ello son los trabajos con las algas rojas
G)mnogoﬁgms (Lewis y col., 1991), Helminthora (Cunningham y col., 1993) y Chondrus

(Brodie y col., 1994).

Las experiencias anteriores con talos tetrasporofiticos indicaban que G. doryphora
cultivada en las condiciones control de la camara (fotoperiodo 16 h luz:8 h oscuridad y 19 2
°C), no generaban tetrasporangios durante meses (Garcia-Jiménez, 1994). El estudio fenologico
realizado entre los afios 93 y 94 en la poblacion natural de G. doryphora en Jinamar (NE de
Gran Canaria) reveld la presencia durante todo el afio de talos tetrasporofiticos con
tetrasporangios divididos de forma cruciada y/o decusada-cruciada en diferentes grados de
desarrollo (Rodrigo y col., 1995).

Baséxndonos~ eI; el conocimiento del desarrollo en cultivo in vitro de G. doryphoray enla
literatura nos planteamos, partiendo de sporelings del Estadio 1 cultivados en el laboratorio,

llevar a cabo un trabajo que tenia como objetivo el estudio estructural y ultraesturctural de la
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diferenciacion celular en la induccion de tetrasporangios durante el crecimiento y desarrollo de
los talos por efecto del fotoperiodo. Pretendiamos inducir la tetrasporogenesis, caracterizando el
Estadio del desarrollo en el que se produce la diferenciacion, mediante el cultivo en los diferentes
fotoperiodos. Asimismo se redﬁé una descripcion ultraestuctural de los eventos durante la

tetrasporogénesis y se compard con el material de la naturaleza.
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IV.2. MATERIAL Y METODOS.
Material vegetal.

La induccién vy el seguimiento de la diferenciacion celular (fdrrhaéién de tetrasporas) por
efecto del fotoperiodo durante el crecimiento y desarrollo del alga roja G. doryphora en cultivo
invitro, se nevé a cabo con sporelings del Estadio I.

El estudio de la tetrasporogénesis a partir de material de la naturaleza, se realizo con

algas recogidas en la localidad de Jindmar que se trasladaron inmediatamente al laboratorio.

Estudio estructural y ultraestructural.

El estudio de la diferenciacion celular y el seguimiento de la tetrasporogénesis se realizd
mediante la aplicacion de las técnicas histolégicés e histoquimicas. La descripcion morfolégica
se realizo con secciones semifinas (Spum) tefiidas con azul de toluidina o hematoxilina segiin se
describi6 en el Capitulo I. La caracterizacion de los componentes celulafes (polisacaridos neutros
y sulfatados) se realizé también atendiendo a los protocolos descritos en el Material y Métodos

del mismo Capitulo.

Para el estudio bajo el microscopio electronico, al procedimiento general de fijacion
(Material y Métodos del Capitulo I) se afiadié un paso de postfijacion en una solucion al 1% de
tetréxido de osmio en tampon cacodilato sodico 0,1 M a pH 7,4. La fijacion finalizo con tres
Javados, de 10 min cada uno, en el mismo tampdn. La infiltracion de las muestras comenzé con
la deshidratacion del tejido en una serie alcoholica en grado creciente, con bafios de 10 mm en
etanol al 20%, 50%, 70%, 90%, 96% vy dos bafios de 20 min en etanol al 100% (20 min x 2). A
continuacion el material se sumergio en Oxido de propileno durante 40 min (20 min x 2) y
posteriormente en 6xido de propileno-Epon (1:1) durante 3 horas. La inclusion se realizé con un

bafio de 12 a 24 horas en Epon y el endurecimiento de la resina durante 24 horas a 40 °C y otras
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tantas a 60 °C.

Los cortes ultrafinos (400 A) se obtuvieron con un ultramicrotomo marca Reichert
Ultracut’s o Reicher Jung Ultracut E. Las secciones fueron recogidas en rejillas de cobre y tras
un bafio al 2% de acetato de uranilo en solucion alcohdlica y al 2% de citrato de plomo en
solucion acuosa, se observaron en un microscopio electrénico de transmision marca Zeiss

modelo EM 9 S-2. La pelicula empleada fue Scientia film (Agfa).

Induccion de la tetrasporogénesis.

Se cultivaron aproximadamente 60 sporelings (Estadio I) repartidos en 5 placas con
medio PES liquido en cada uno de los siguientes fotoperiodos: 8 h luz:16 h oscuridad
(fotoperiodo corto), 12:12 (medio) y 16:8 (fotoperiodo largo o control).

El estudio histologico de las diferentes muestras se realizd semanalmente con
sporelings cultivados en los distintos fotoperiodos elegidos al azar, asegurandose la utilizacion
del total de placas por cada tratamiento. El experimento fue repetido dos veces.

Previo a los tratamientos de fotoperiodo, se realizo un control histologico para verificar
que los sporelings no presentaban ni tetrasporangios ni estructuras asociadas a la

tetrasporogénesis descritas en la bibliografia como tales.

Dependencia del estadio de crecimiento y desarrollo en el estudio y seguimiento de Ia
tetrasporogénesis.

Considerando los resultados del primer experimento, se disefi6 un segundo ensayo
basado en transferencias semanales desde el fotoperiodo control (16:8) al fotoperiodo inductor
(tres semanas en ¢l corto, 8:16), de tal forma que, permitiera conocer si existia una dependencia
entre el grado de desarrollo en cultivo del sporeling (previo al tratamiento de induccion) y la

presencia de una mayor cantidad y una mejor diferenciacion de las estructuras reproductoras.
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Asi, a lo largo del periodo de estudio, semanalmente se transferian al fotoperiodo inductor, 4
placas con cinco sporelings cada una. Antes de la transferencia, se realizaban controles para
ratificar la ausencia de estructuras asociadas con la tetrasporogénesis; -

Tras el tratamiento inductor, se realizO un estudio . estructural y ultraestructural
simultaneo, atendiendo a los protocolos expuestos anteriormente, para realizar el seguimiento de
la tetrasporogénesis y estructuras ligadas a ella. Para ello se eligieron al azar 8 ejes de
crecimiento entre los diferentes sporelings de cada transferencia, de los cuales 5 eran postfijados
en osmio para la microscopia electronica, y las restantes para la microscopia optica.

Paralelamente, se realizaron cortes a mano alzada bajo lupa de talos de G. doryphora de
la naturaleza para verificar la presencia de tetrasporangios. Los cortes fueron montados en portas
para su observacion al microscopio Optico y posteriormente procesados para microscopia
electronica, sirviendo como referencia para los eventos y estructuras relacionadas con la

tetrasporogénesis inducida en los talos de cultivo.
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IV. 3. RESULTADOS
Induccién y dependencia del estadio de crecimiento y desarrollo en el estudio de la

tetrasporogénesis.

Los sporelz‘ngs cultivados en las condiciones control (16:8) no presentaron
tetrasporangios. Las secciones seriadas de sporelings procesadas para el microscopio Optico
mostraron un cértex y médula bien definidos (Figura IV.2). La capa cortical o cortex estaba
constituida por células elongadas y fuertemente empaquetadas, formando tres o cuatro lineas,
con un tamafio aproximado de 4x6 pm. La médula esta constituida por células estrelladas y
filamentosas (Figura IV.3). Histoquimicamente el reactivo de Schiff (PAS) puso de manifiesto la
presencia de polisacaridos neutros en la pared celular y contenido intracelular, mientras que el
alcian blue (AB, pH=1,0) revel6 un espacio intercelular compuesto por polisacaridos sulfatados.

El estudio histologico de los sporelings del Estadio I (10 dias en medio liquido) crecidos
bajo los diferentes tratamientos de induccion de la tetrasporogénesis mostrd que el dia corto
(8:16) favorecié en un menor periodo de tiempo (2-3 semanas) la formacién de estructuras
uregulares similares a los tetrasporangios, en la zona cortical (Figura IV.4) . Las yemas de los
sporelings creciendo en el fotoperiodo 12:12, mostraron evidencia de estas estructuras entre las
5y 8 semanas de cultivo pero no aparecieron como una estructura bien definida hasta las doce

semanas. (FiguraIV.5)

El seguimiento de los t_alos en 8:16 puso de manifiesto la existencia de tres zonas
celulares bien diferenciadas: cortex, zona de transicidn y zona medular. Se observé un cortex
laxo y compuesto por una o dos filas de células, intercalandose algunas de mayor tamafio.
Histoquimicamente, estas células reaccionaron con el reactivo de Schiff y el alcian blue

poniendo de manifiesto la presencia de polisacaridos neutros en las paredes y espacio
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intracelulares, v sulfatados en los espacios inter-celulares respectivamente.

La zona intermedia o de transicion se caracterizd por la presencia de filamentos
perpendiculares al cortex, ramificados de 1 a 3 veces, dispersos a lo largo de todo el talo,
constituidos por células isodiamétricas encadenadas a modo de cuentas. Estas células se
evidenciaron positivamente con' la hematoxilina, como control del estado general de la célula, y
se tifieron intensamente con el reactivo de Schiff, revelando la existencia de compuestos
polisacaridicos. En la zona terminal de muchos de los filamentos se observaron estructuras de
formas irregulares. Su presencia fue posterior o simult4nea a la de estos filamentos.
Histoquimicamente también reaccionaron positivamente con la tincion de PAS.

La capa medular o médula estaba constituida por células filamentosas y/o estrelladas mas
delgadas pero con una histoquimica similar a las descritas previamente para el fotoperiodo

control. (Figura IV .4)

El estudio de la dependencia entre el grado de desarrollo y la formacién de una mayor
gantidad de tetrasporangios mostrd que los sporelings de 4 6 5 semanas en el fotoperiodo
control, y cultivados posteriormente durante 3 semanas en el tratamiento inductor, presentaban
un mayor numero y una mejor diferenciacion de los tetrasporangios. Por el contrario, aquellos
cultivados durante un menor nimero de semanas en el fotoperiodo control, presentaron
estructuras irregulares similares a los tetrasporangios y cadenas de células encadenadas no bien
definidas, dejando entrever solo indicios de los tetrasporangios (Figura IV.6). Los talos que
permanecieron durante mas tiempo en las condiciones control (6-7 semanas) presentaron a nivel
histolégico un cortex y médula altamente compactados, con ausencia de estas estructuras y
filamentos asociados, a pesar de que macroscopicamente no existian diferencias.

Consecuentemente, el seguimiento de la tetrasporogénesis se realizd con sporelings

cultivados durante 4 semanas en el fotoperiodo control y 3 semanas en el corto. Este estudio
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puso de manifiesto los mismos eventos estructurales descritos durante la induccién, (cortex laxo
y formacién de filamentos), a excepcién de la formacién de una estructura claramente definida
como el tetrasporangio (Figuras IV.7, IV .8).

Los tetrasporangios, ahora mejor definidos que en el experimento preliminar, se
localizaron en la parte terminal de los filamentos anticlinales, intercalados entre las células del
cortex y dispersos a lo largo de €1, configurandose como células alargadas de mayor tamafio. Al
microscopio Optico estas células presentaron una aparente division transversal completa y una
division longitudinal dando lugar a tres células: una basal y otras dos exteriores (Figura IV.7,
IV.8).

No se obtuvieron evidencias macroscopicas de la liberacion de tetrasporas, ni
microscopicas en el sentido de que, los tetrasporangios no sufrieron ningun tipo de alteracion
posterior a lo largo del tiempo de cultivo.

Los cortes realizados con matenial fértil procedente de la naturaleza presentaron
abundantes tetrasporangios idénticos a los inducidos en cultivo. Por contra, las tetrasporas si
eran liberadas y presentaron diferentes patrones de division, indicando diferentes estadios de

desarrollo (Figura, IV.9).

Eventos celulares durante la tetrasporogénesis.

Ultraestructuralmente la tetrasporogénesis se inicid con la elongacion de una de las
células localizadas en el cortex mas externo, diferenciandose de las restantes en contenido celular
y por la degeneracion de las c€lulas vecinas colaterales. Hasta ese momento, la zona cortical la
constituyen lineas de celulas no diferenciables entre ellas. En estas células elongadas se observan
evidencias de invaginacion 0 formacién de canales transversales en la pared, e indicios de
deposicion de compuestos de pared a la altura de las invaginaciones, en forma de irregularidades

sinuosas en el citoplasma, que tiene como fin la separacion de las dos células (Figura IV.10 A,
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B). El citoplasma contiene vesiculas mucilaginosas y cloroplastos sitﬁados en la periferia con un
sistema tilacoidal bien organizado. No se observa acumulacién de almidén. B

Una vez que el esporangio se ha elongado v sufrido la priinérd divisién transversal, tiene
lugar la divisién longitudinal, que comienza desde el interior con la deposicion de material
mucilaginoso que acaba tabicando la célula (Figura IV.11). La naturaleza osmofilica y amorfa de
las vesiculas localizadas cerca de estos canales dan idea de su colaboracion en la formacion de
nueva pared. En todas las secciones procesadas, se observan 3 de las 4 células que constituyen el
tetrasporangio: dos distales conectadas mediante pii-conmections (puntuaciones) a otra célula
basal (Figura IV.11 y IV.12). Las dos células distales son alargadas presentando una apariencia
similar entre ellas, con un cloroplasto periférico en el que se distinguen los tilacoides ordenados.
En el citoplama, en ocasiones reticulado, se encuentran numerosas vesiculas y cuerpos de
material denso rodeados de membranas, que se asocian entre si formando agregados
concéntricos de mayor tamafio que aparentemente originan vesiculas fibrilares (Figura IV.14).
Asimismo se han reconocido cerca de la pared celular dictiosomas con cisternas aplanadas
(Figura IV.13). La célula basal es mas isodiamétrica y muestra caracteristicas subcelulares
distintas a las dos distales, con un citoplasma mas electro-denso y menos vacuolizado, un
cloroplasto ocupando mayor superficie y con el sistema tilacoidal ordenado y presencia de
algunos granos de almidon (Figuras IV.11 y IV.12).

Las células de la zona de transicién aparecen formando asociaciones de 3-4 células
unidas entre si mediante pit-connections (Figura IV.15), y que presentan en su interior
numerosos granos de almidon de forma redondeada o lenticular, frecuentemente asociados al
cloroplasto. En las cercanias de los pit connections se observa el reticulo endoplasmatico
empaquetado (Figura IV.16). Los cloroplastos, que rodean practicamente todo el perimetro
celular presentan, plastogldbulos, zonaé de replicacion de ADN vy tilacoides bien ordenados en

numero de 8 a 10 con ficobilisomas asociados (Figura IV.17). A diferencia de las células del
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esporangio, el citoplasma de las células de la zona de transicién es menos den;so, observandose
gran cantidad de mucilago vacuolizado. Gran parte de este mucilago se deposita en la pared
celular, de apariencia sinuosa, formando grandes pliegues (Figura IV.18).

Las células medulares, presentan caracteristicas similares a las de las células de transicion
pero donde abundan los granos de alnﬁdén. Los plastidios aparecen también bien organizados y

formando asociaciones con el almiddn y las mitocondrias (Figura IV.19).

Figura IV.2. Corte longitudinal de un sporafing desarrollado en el fotoperiodo 16:8 (control) durante 10 dias en
medio liquido. (Tincion azul de toluidina, escala= 0,4 mm)

Figura IV.3. Detalle del eje de crecimiento de un sporefingen el que se observan las células medulares estrelladas y
un cdrtex compacto. (Tincion PAS+AB, escala= 0,2 mm)

Figura IV 4. Corte longitudinal de un sporefing cultivado durante 16 dias en 8:16. Notese las estructuras similares
a los tetrasporangios (punta de flecha), las célufas encadenadas (flecha) y la médula constituida por células
filamentosas (m). (Tincion PAS+AB, escala= 0,06mm)

Figura IV.5. Seccion longitudinal de un sporefing cultivado durante 40 dias en 12:12. Destaca la presencia de las

células encadenadas (flecha) y algunas estructuras que recuerdan a los tetrasporangios (punta de flecha). (Tincién
AB +PAS, escala= 0,06mm)
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Figura IV.6. Corte longitudinal de un sporefing cultivado durante 21 dias en 16: 8 y 3 semanas en el tratamiento
inductor. Nétese la presencia de las células encadenadas (flechas) y posibles tetrasporangios (puntas de flecha).
(Tincion hematoxilina, escala= 0,06 mm).

Figura IV.7 y IV.8. (IV.7) Seccidn longitudinal de un sporefing cultivado durante 4 semanas en ¢l 16:8 y tres
semanas en el 8:16. (Tincion PAS+AB). (IV.8) (Tincion hematoxilina). Destaca la presencia de tetrasporangios

(puntas de flecha) y las células encadenadas (flechas). Escala= 0,06 mm

Figura IV.9. Tetrasporas liberadas del talo de 6. doryphoraprocedente de |a naturaleza. (Escala= 40 pum)
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Figura IV.10. (A) Célula tetraspordgena elongada en la que se aprecian los canales de invaginacion (puntas de
flecha) e indicios de deposicién de compuestos de pared a modo de irregularidades sinuosas en el citoplasma
(flechas). (Escala=0,7 jam)

(B) Detalle de uno de los canales transversales en la pared. (n niicleo; CE cortex externo) (Escala= 0,2 jum)

Figura IV.II. Detalle de 3 de las 4 céiulas del tetrasporangio, procedente de la naturaleza, tras completar las
divisiones transversal y longitudinal. Notese la presencia de vesiculas osmofilicas (vo) localizadas en las células
distales cerca de los canales, y el citoplasma reticulado. En la célula basal destaca el citoplasma denso y la presencia
de granos de almidon (a). (c cloroplasto; t tilacoides; v vesiculas fibrilares; PC pared celular; CE cortex externo).
(Escala= 0,8 pm)
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Figura IV.12. Seccion que muestra 3 de las 4 células que constituyen el tetrasporangio. Notese las puntuaciones o
pit-connections (pc) que unen la célula basal con las dos distales, en las que se puede observar numerosas vacuolas y
cuerpos de material denso rodeados de membranas que se asocian entre sf para dar agregados concéntricos de mayor
tamafio. Cerca de fa pared celular se distinguen dictiosomas con las cisternas aplanadas (d). La célula basal
presenta un citoplasma més denso, con la presencia de granos de almidén (a) y un cloroplasto (c) que ocupa mayor
superficie en ¢l que se distinguen los tilacoides ordenados (t). (vf vesiculas fibrilares; vo vesiculas osmofilicas; PC
pared celular). (Escala= 0,4 j1m)

Figura IV.I3. Detalle de los dictiosomas que presentan las cisternas aplanadas y que se localizan en las
células distales del tetrasporangio, cerca de la pared celular. (Escala= 0,1 pm)

Figura IV.I4. Detalle de los agregados concéntricos generados por la asociacion de vesiculas (vf) y que se
encuentran en el citoplasma de las células distales del tetrasporangio. (Escala= 1,4 um)
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Figura IV.I5. Campo celular de [a zona de transicién en el que se observala asociacion de tres células unidas entre
si mediante pit-connections. En su interior se observan numerosos granos de almidon (a) de forma lenticular y
redondeada frecuentemente asociados al cloroplasto (c). Cercano a los piz-conmections (pc) se distingue el reticulo
endoplasmético (re) empaquetado. (Escala= 1,2 pm)

Figura IV.16. Detalle del reticulo endoplasmético (re) empaquetado en las cercanias de un prz-connection (pc)
en una de fas células de ka zona de transicion. (Escala= 0,5 pum)

Figura IV.17. Detalle de una célula de la zona de transicion donde se observa alta actividad en la pared celular
(puntas de flecha). En el cloroplasto se observan fos plastoglobulos (flecha), las zonas de replicacion de ADN (*)y
los ficobilisomas (pequefias flechas) asociados a los tifacoides. (PC pared celular). (Escala= 0,8 pum)
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Figura IV.I8. Detalle de la deposicion de vesiculas (v), en las células de la zona de transicion, previas a la

excrecion. Notese la abundante deposicion de mucilago en la pared celular (PC) originando grandes pliegues.
(Escala= 0,3 pm)

Figura IV.19. (&lulas medulares unidas mediante piz-comnections (pc) en las que se observa la abundandia de
los granos de almidan (a) asociados a los cloroplastos (c) y mitocondrias (m). (Escala= 0,9 jum)
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IV.4. DISCUSION.

La bibliografia sefiala al fofoperiodo como una de las herramientas rﬁé_s efectivas
utilizadas para la induccion de estructuras reproductoras en cultivo (Dnng, 1984). Numerosds
trabajos emplean el fotoperiodo corto (8:16) como el tratamiento més adecuado para favorecer
o estimular la tetrasporogénesié en las algas rojas (Maggs y Guiry, 1982; Brodie y Guiry, 1988

a,b; Mairh y col., 1990; De Cew y col,, 1992; Brodie y col., 1993).

S1 bien anteriores estudios con G. doryphora (Garcia-Jiménez, 1994) habian demostrado
que en condiciones control (medio PES liquido, 18 °C, fotoperiodo16:8, 30 yumol de fotones m”
s7), los sporelings no diferenciaban tetrasporangios, el cultivo bajo los fotoperiodos 12:12 y
8:16 permitieron el desarrollo de las estructuras reproductoras, siendo el tltimo fotoperiodo el
que, en un menor periodo de tiempo (3 semanas), revelo la presencia de tetrasporangios
irregulares y estructuras asociadas a la tetrasporogénesis.

Este tratamiento inductor, es decir cultivo bajo fotoperiodo corto durante tres semanas
consecutivas, resulto ser eficaz y reproducible para la diferenciacion celular de sporelings en el
Estadio .

El tiempo de respueSta obtenido para Grateloupia doryphora fue similar al observado
para otras rodofitas, como la Cryptonemiaceae Acrosymphyton purpuriferum (20 dias, Cortel-
Breeman, 1975), y la Rhodymeniaceae Bofryocladia ardreana (15 dias, Brodie y Guiry, 1988

b).

El establecimiento de los Estadios de crecimiento de Grateloupia doryphora permitid
seleccionar sporelings con diferentes, pero conocidos, grados de desarrollo y probar el efecto del
fotoperiodo inductor. Comprobamos que partiendo de sporelings del Estadio 0 vy transferidos
posteriormente a medio liquido, tras 4-5 semanas en estas condiciones, en el que alcanzaban un

determinado tamafio (Estadio I-II), el tratamiento inductor en el fotoperiodo corto resultaba mas
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efectivo, con la presencia de un mayor nimero de tetrasporangios bien definidos.

A pesar de su importancia, la idea de alcanzar una talla (supuestamente asociada a un
grado de desarrollo minimo) para ser reproductivamente maduro, aparece Unicamente reflejada
en algunos trabajos, pero sin concretar ni tiempos de cultivo, ni tallas, ni edad v limitdndose a
emplear el término "maduro” sin mayores especificaciones. Para llevar a cabo este tipo de
estudios con algas de la naturaleza, es necesario realizar el seguimiento de una cohorte a través
del tiempo para conocer la edad de los talos, y, obviamente se plantean numerosos problemas
técnicos que explicarian la ausencia de trabajos con este material. Por otra parte, el paso del
estado vegetativo a la reproduccion en la mayoria de las algas conlleva muy poco crecimiento,
siendo generalmente dependiente de los factores ambientales, como son la temperatura y la luz.
Los gametofitos de las laminarias, por ejemplo, pueden reproducirse cuando tienen un tamafio de
pocos centimetros o pueden seguir creciendo indefinidamente dependiendo de la calidad o
cantidad de luz (Lining y tom Dieck, 1989; Liining, 1990).

Diversos autores, trabajando con material vegetal cultivado en el laboratorio, sin
embargo relacionan la edad o el tamafio del talo con la formacién de estructuras reproductoras.
Cunningham y col, (1993) afirman que la formacién de tetrasporangios no ocurre en
Helminthora stackhousei con talos menores de 3-4 semanas de cultivo. West y Calumpong
(1988), a pesar de no mencionar el tiempo de cultivo, hacen referencia a que la diferenciacion

- reproductiva no ocurre generalmente hasta que los sporelings de Spyridia filamentosa alcanzan
1,0 cm de longitud. West y Guiry (1982) fijan este tamafio de diferenciacion para Gigartina
Johnstonii en 1,5-2 cm. Brodie y Guiry (1988b) citan sin concretar, que la reproduccion en
cultivo de Bofryocladia ardreana parece ser funcion de la edad y no del tamafio del talo y no
creen que el fotoperiodo tenga ‘efecto sobre ello.

En el caso de los sporelings de Grateloupia doryphora cultivados in vitro, el

tratamiento inductor es mas efectivo sobre aquellos individuos entre el Estadio Iy II, con 4-5
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semanas en las condiciones control de cultivo. En este tiempo de culﬁvo los sporelings de este
Estadio desarrollan ejes de crecimiento de unos 0,5 cm. Sin embargo, si el sporeling permanece
creciendo mucho tiempo en el fotoperiodo control, alcanzando el Estadio I, el tejido se va
configurando y compactando en una médula y un cortex bien definidos (Figura IV.3) y a pesar
del tratamiento posterior de las tres semanas en el fotoperiodo corto, no es posible Qbservaf una
diferenciacién de estructuras. Este hecho parece indicar que la capacidad de respuesta al
tratamiento inductor implica la necesidad de unas caracteristicas tisulares concrétas, tejido laxo
con pocas células. Un experimento paralelo mostrd que si cortabamos parte de los ejes de
crecimiento de los sporelings del Estadio II1, los cuales no habian desarroliado filamentos fértiles
y, esos sporelings se transferian al fotoperiodo corto, el nuevo tejido desarrollado en estas
condiciones inductoras, presentaba las mismas estructuras caracteristicas de los inicios de la
tetrasporogénesis.

En definitiva, parece por tanto que, mas que la edad, entendida como tiempo en cultivo,
son las caracteristicas o el grado d? diferenciacion del tejido, laxitud o compactacion del cortex,
_las que favorecen o no la respuesta a los tratamientos de induccion de las estructuras

reproductoras.

Paralelamente este trabajo pretendia ya no sdlo aportar datos sobre el tamafio o grado de
desarrollo minimo del alga necesario para la formacion de estas estructuras reproductoras, sino
también avanzar en el conocimiento de los eventos previos y posteriores a la diferenciacion
celular. Los estudios sobre el proceso de la tetrasporogénesis suelen partir de muestreos escasos,
basados en material fértil proveniente de la naturaleza (Pueschel, 1982; Tsekos y col.,, 1985;
Gargiulo y col., 1992), cbn el inconveniente adicional de que las diferencias ecologicas pueden

ser responsables de la variacion citoldgica (Pueschel, 1979). Por ello la herramienta del cultivo

resulta imprescindible para llevar a cabo un estudio detallado de la tetrasporogénesis de un alga
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desde los primeros estadios del proceso.

El origen y patrén de formacion de la célula tetraspordgena es muy variable entre las
rodofitas. Brodie y col. (1993) tras inducir su formacion en cultivo mediante el fotoperiodo
corto, describieron para dos morfotipos de la especie Chondrus ocellatus (Gigartinales,
Rhodophyta) dos patrones distintos de formacion del tetrasporangio; uno a partir de las
células medulares y otro a partir de las células del cortex. Otras rodofitas como
Gloisiphonia (Cryptonemiales), Gymmnogongrus furcellatus y Opuntiella californica
(Gigartinales) sin embargo, originan su tetrasporangios en filamentos peritélicos (DeCew y
col, 1981; Lewis y col, 1991; De Cew y col, 1992). En ocasiones las células
tetrasporogenas aun existiendo, son tan pequefias, que incluso se obvian (Brodie y Guiry,
1988a, b), lo que implica que los estudios en este campo deben ser rigurosos, empleando
para ello las técnicas microscopicas.

En el caso de los sporelings de G. doryphora vy tras el tratamiento inductor observamos
al microscopio Optico la presencia de un cortex muy laxo compuesto por 2-3 lineas de células
(Figuras IV.7 y IV.8). En la zona subcortical aparecieron de forma bien definida filamentos
ramificados perpendiculares al cortex, constituido por células encadenadas, con estructuras en su
zona terminal a modo de tetrasporangios en division. Los tests histoquimicos que revelan la
presencia de polisacaridos neutros y sulfatados ponen de manifiesto que estas células reaccionan
positivamente con el reactivo de Schiff y alcian blue, asi como, con la hematoxilina dando Ilugar
a celulas marcadamente tefiidas (Figuras IV.7 y IV.8). Este patr6n es similar al de otras especies
de rodofitas; Pueschel (1979) describe para Palmaria palmata  a las células tetrasporégenas
como aquellas células apicales de los filamentos corticales o fértiles que se elongan y se
diferencian del resto de las células del cortex exterior, a su vez constituido por pocas células.
West y Guiry (1982) observaron que los tetrasporangios de Gigartina johstonii se formaban

siguiendo un patrén parecido, a partir de filamentos subcorticales que posteriormente daban
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lugar a tetrasporas divididas de forma cruciada o decusada. Tambiéﬂ de forma similar, Guiry y
“Maggs (1982) describieron para el alga Dermocorynus montagnei (Halymeniaceae) que la célula
tetrasporogena o célula madre se originaba a partir de las ramas laterales de unos filamentos
anticlinales. |
Las dos unicas referencias acerca del patron de desarrollo de la tetrasporogénesis del
género Grateloupia, encontradas en la bibliografia, también se basan en observaciones realizadas
a partir de material recolectado en la naturaleza y cultivado en el laboratorio e igualmente
carecen de un seguimiento microscopico riguroso presentando los resultados con ilustraciones.
Kraft (1977) se limita a describir para Grateloupia intestinalis el tamafio y patron de division de
las tetrasporas, que puede ser cruciado o decusado y no aporta informacién sobre el modo de
-formacion del tetrasporangio. Pérez-Cirera y col. (1989) observaron para Grateloupia lanceola
estructuras similares a las descritas en nuestro estudio: las células tetraspordgenas se originan
lateralmente de forma secundaria a partir de las células basales de los filamentos anticlinales
externos. Posteriormente estas células tetrasporégenas se dividen transversalmente, se separan
»del filamento cortical y cada una de las células originadas en esta primera divisién sufre una
nueva division longitudinal, dando lugar a tetrasporangios elipsoidales cruciados o decusados.
Pafalelamente, e_studios realizados con otras rodofitas cultivadas tales como Chondrus
ocellatus y Halymenia latifolia, han mostrado que para las mismas especies, los tetrasporangios
de cultivo suelen tener un tamafio menor (Brodie y col., 1993; Maggs y Guiry, 1982). Esto
explicaria que los tetrasporangios descritos para G. lanceola procedentes de la naturaleza midan
aproximadamente 20x35 pm, mientras que los inducidos en G. doryphora en cultivo son de

aproximadamente (5-7) x (12-20) pm.

Atendiendo a nuestros estudios, los tetrasporangios de G. doryphora son decusados-

cruciados con dos esporas grandes y dos mas pequefias, una de las cuales estaria en distinto
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plano. Por esta razon explicariamos que a nivel del microscopio optico y con cortes realizados a
mano alzada, sea posible visualizar 4 esporas (Figura IV.9), mientras que, con cortes semifinos y
ultrafinos en los que se trabaja en dos dimensiones estrictamente, solo sea visibie estructuras de
3 células (Figuras IV.11, TV.12). Este hecho ademas, aparece refutado en la bibliografia (revision
de Guiry, 1978) que sefiala que todos los ordenes de las Florideophyceae presentan
tetrasporangios con division cruciada, siendo ademéas las familias Cryptonemiaceae,
Kallymeniaceae y Chloreocolacaceae las que con cierta consistencia pueden enmarcarse dentro
de estas divisiones, ya que las restantes incluyen mezclas de diferentes tipos de division.
Descartamos el tipo tetraédrico, a pesar de que su procedencia deriva de las cruciadas puesto
que, las esporas resultantes son del mismo tamafio entre si. Ademas, los tetrasporangios
divididos tetraédricamente sufren divisiones simultaneas y solo se presentan en Ceramiales,
Nemaliales (Gelidiaceae) y Rhodymeniales, mientras que, las cruciadas tienen dos divisiones

sucesivas o separadas.

El estudio ultraestructural nos confirmé que los patrones in vitro y de la naturaleza eran
iguales. Comparando el modelo desarrollado por G. doryphora frente a las estructuras celulares
descritas en algunas rodofitas por otros autores, como en Haliptilon curveri (Vesk y
Borowitzka, 1984), Harveyella sp. (Krugens y Kolowski, 1981), Palmaria palmata (Pueschel,
1979), Hildenbrandia (Pueschel, 1982) y Chondria tenuissima (Tsekos y col., 1985), respecto a
la division nuclear, no se observaron complejos sinaptonemales, los cuales son indicadores
fundamentales de la existencia de meiosis (Pueschel, 1979; Tsekos y col,, 1985), ya que, no se
realizé6 un seguimiento de la divisiéon nuclear. Si se observaron 2 nucleos con forma irregular
claramente diferenciados en cada una de las células ya divididas longitudinalmente y uno en la
célula basal, dificil de entrever (Figura IV.10A). La presencia de nicleos de forma irregular ha

sido recogida en células reproductivas de muchas algas rojas (Scott & Dixon, 1973),
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probablemente tanto por la presion citoplasmatica ejercida por los restantes componentes
celulares (Krugens y West, 1972) como por la deformacién intrinseca que sufren a lo largo del
proceso de division, y como consecuencia de la sintesis de elementos nucleares (Pueschel, 1979).

Como se ha comentado, la mayoria de los trabajos emplean el proceso de la meiosis
como referencia temporal de la tetrasporogénesis pero en general, se ha llevado a cabo
sobre tetrasporangios que conllevan una c€lula base o de soporte (stalk cell) de las
tetrasporas (Krugens y Kolowsky, 1981; Pueschel, 1982; Vesk y Borowitzka, 1984; Tsekos
y col, 1985). Son incompletos o inexistentes los estudios en los que se describe la
tetrasporogénesis sobre células con . division cruzada o zonada. En ninguna de las
observaciones ultraestructurales de G. doryphora se recogieron imagenes de los 4 nucleos
presentes previa a la division.

Observamos también un aumento de la actividad del sistema de endomembrana. Al
microscopio electronico existen evidencias de la deposicion de una nueva pared celular externa
que no parece tener continuidad a lo largo del perimetro del tetrasporangio (Figuras IV.11
IV.12). La aparente no continuidad de esta nueva pared en las células tetrasporangiales de G.
doryphora puede ser explicada por la enorme deposicion de contenido de pared que tiene lugar y
que llega a convulsionar el contorno de la célula, destacando vesiculas mucilaginosas y fibrilares
diferenciadas, e inclusiones electrodensas en las que no se distingue una membrana que las
englobe (Figuras IV.11 y IV.12).

Durante la tetrasporogénesis de G. doryphora es destacable el desarrollo y actividad del
sistema de endomembrana. Asi, se obtuvieron imagenes de agregados de reticulo
endoplasmatico (Figura IV.16) localizado en la  periferia celular, y que parecen ser
caracteristicos de células que segregan lipidos, sustancias hidrofilicas y proteinas (Schneff, 1969;
Galatis y Apostolakos, 1977) y que podrian estar colaborando en la formacion de nueva pared

(Tsekos y col., 1985). También se observé la presencia de dictiosomas (Figura IV.13), los

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



210

cuales modificaban su estructura a medida que avanzaba el proceso. Durénte los estadios
tempranos de la tetrasporogénesis, el aparato de Golgi produce vesiculas que contribuyen a la
secrecion mucilaginosa (Chamberlain y Evans, 1973; Krugens y West, 1974; Pueschel, 1979,
1982; Tsekos y col., 1985). El contenido de estas vesiculas se descarga por exocitosis 0 puede
ser afiadido a sacos mayores de mucilago para una secrecion posterior. La abundancia de estas
vesiculas disminuye en el citoplasma a medida que avanza la tetrasporogénesis. Existe otro tipo
de vesiculas fibrilares formadas por “aparentemente” membranas dispuestas concéntricamente
que se sithan también en el citoplasma (Figura IV.14). Al final del proceso son también evidentes
vesiculas con un centro opaco a los electrones, o cored vesicles, también observadas durante la
carposporogénesis de G. doryphora (Garcia-Jiménez, 1994). Todas estas vesiculas contribuyen a
la adhesién y proteccion de las esporas tras su liberacion (Tsekos y col., 1985; Garcia-Jiménez,
1994).

La formacién de canales de division (Figura IV.10AB) desde el interior del
tetrasporangio ha sido recogida también en los estadios postmeidticos de Haliptilon cuvieri. En
este caso, el lugar donde comienza la division esta predeterminado por la deposicién de un
material de naturaleza desconocida, pero que recuerda al contenido de las vesiculas procedentes
del Golgi (Vesk y Borowitzka, 1984).

Al final de la tetrasporogénesis, el conjunto de esporas, independientemente del tipo de
division sufrida por el tetrasporangio, se mantiene unido, aunque las esporas que lo conforman
mantienen entre ellas una zona diferenciada mas clara segin la tincion con azul de toluidina y/o
menos electrodensa atendiendo a las observaciones al microscopio electrénico (Figuras V.11 y
IV.12) (Tsekos y col., 1985; este trabajo).

La existencia de esta separacion entre las células del tetrasporangio puede ser un
mecanismo que evite interferencias durante la fijacion y posterior desarrollo de las esporas, por

ejemplo debidas a cambios en la composicién idnica del medio que, resultaria en la mviabilidad
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de algunas de las cuatro esporas, en vez de todas. La formacién de esporas es también un

proceso asincrénico incluso dentro del mismo esporangio (Pueschel, 1979).

El hecho de que no existan evidencias de liberacion de las tetrasporas de los sporelings
en cultivo in vifro nos hace pensar que el final de la tetrasporogénesis se aborta en alguna de sus
etapas. Atendiendo a la bibliografia parece que a partir del proceso meidtico, el tetrasporangio
puede dejar de ser viable y se "reorganiza" incorporandose al cortex. En rodofitas, se han
observado casos de reabsorcion de tetrasporangios. Asi, en el alga roja Opuntiella californica,
por ejemplo, no se produjo liberacién de esporas y los esporangios no liberados penetraron y se
reabsorbieron en los filamentos pentalicos adyacentes (De Cew y col.,, 1992). Eventos similares
estan descritos en procarpos vigjos de Mastocarpus (West, 1972) y en tetrasporangios de

Gigartina johnstonii (West y Guiry, 1982).

En conclusion:
1) El cultivo bajo fotoperiodo corto durante tres semanas consecutivas, resultd ser un
tratamiento eficaz y reproducible para la diferenciacion celular de los tetrasporangios en los

sporelings del Estadio I-I1.

2) Partiendo de sporelings del Estadio O y transferidos posteriormente a medio liquido, tras 4-5
semanas en estas condiciones, en el que alcanzaban un determinado tamafio (Estadio I-IT), el
tratamiento inductor en el fotoperiodo corto resultaba mas efectivo, con la presencia de un

mayor numero de tetrasporangios bien definidos.

3) Parece que més que la edad, entendida como tiempo en cultivo, son las caracteristicas o el

grado de diferenciacion del tejido, laxitud o compactacion del cortex, las que favorecen o no la
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respuesta a los tratamientos de induccidn de las estructuras reproductoras.

4) Los eventos estructurales relacionados con la tetrasporogénesis son la preéericié del cortex
laxo y de los filamentos fértiles que originan los tetrasporangios. Ultraestructuralmente, este
proceso se caracteriza por la elongacion y division de la célula cortical mas distal del filamento,
y la adquisicion de caracteristicas celulares propias de la tetrasporogénesis (secrecion de

componentes de pared celular, actividad dictiosomal, acumulacién de vesiculas).

5) La tetrasporogénesis inducida en cultivo no finaliza con la maduracion y la liberacion de

tetrasporas. Estos procesos parecen depender de factores adicionales al inductor.
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