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1.1.- Concepto de dosel,

El desarrollo de una fisiologfa de la planta circuns
crito al laboratorio ha proporcionado uno de los avances mas eg
pectaculares de las ciencias bioldgicas y es imprescindible el pa
so por esta metodologfa de cualquier investigador que pretenda -
especializarse en cualquier rama de este quehacer cientifico. Pe
ro la reproductibilidad de las condiciones amblentales, o bien no
se consideraba al reducir un problema fistoldgico a sus aspectos
meramente qufmicos, o bien solo se consegufa parcialmente,

Sin embargo, la variacibn de una Unica condicién -
ambiental muy pronto puso de manifiesto los fallos que tales sim-
plificaciones Implicaban, Baste recordar que la validez plena del
ciclo de Calvin se demostrd para planta, o células, sometidas a
muy altas concentraciones de didxido de carbono., Sin embargo,
si en algas se disminufa la concentracion de dioxido de carbono
hasta que la velocidad de la fotosintesis fue proporcional a dicha
concentracibn, aparecid el ciclo glicblico como producto de fa fo
tosfntesis (WHITTINGHAM vy PRITCHARD, 1963); algo que ya ha-
bfa sido indicado por ZELITCH (1959) para hojas de tabaco. Cla-
ro es que la concentracidon de dibxido de carbono solo es uno de
los factores ambientales a considerar. Esta situaciéon tendria que
sufrir la complicacidn de unas condiciones de temperatura, régi-

men hfdrico, humedad, luz en UGltimo término.’
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Y alin en este punto, no se puede reducir el proble~
ma a un simple juego de intensidades luminosas incidentes, ya que
la saturacion en la fotosfntesis primaria puede lograrse a bajas
intensidades e incluso con diversas fuentes, luz continua, deste-
llos e incluso lasers. (BARBER, 1979). La influencia de la cua-
lidad de la luz es algo que ya fue puesto de manifiesto en los co
mienzos del moderno conocimiento de la fotosfntesis (EMERSON vy
ARNOLD, 1933; EMERSON et al., 1957).

Nuestro trabajo versa sobre la reproductibilidad de
las condiciones luminicas ambientales y su utilizacién, para lo
que vamos a partir de los ejemplos, que no inciden directamente
sobre el proceso fotosintético,

La produccion de filtros protectores de las células
fotosintéticas sometidas a intensidades saturantes de luz es un
hecho perfectamente conocido. En Ifquenes, como, Xanthoria pa-
rietina, puede ser puesto de manifiesto una gran simplicidad. Un
talo liquénico expuesto a la luz directa del sol sintetiza alta can-
tidad de parietina que es excretada al cortex donde cristaliza,
formando un filtro que retiene las luces de menor longitud de on-
da. El mismo talo, sometido a sombra, muestra una coloracidn
mucho mas débil (SCOTT, 1971). En este caso, estamos definien
de un efecto de intensidad.

Nuestro segundo ejemplo ha sido puesto de mani-
fiesto por GORSKI (1975) al demostrar que la germinacion de se-

millas de lechuga disminuye dristicamente cuando estas semillas



son pasadas de una iluminaciéon difusa a una misma intensidad de
iluminacidon filtrada a través de hojas de mibarbs, Sabiendo que
estas semillas regulan su regulacidon por fitocromo, es sintomé-
tico notar que la disminucidon descrita es idéntica a la que se -
consigue cuando las semillas son iluminadas con luz roja segui-
da de infrarroja,’

Con esto volvemos a centrar el problema bajo los
dos aspectos de intensidad y cualidad, aunque no podemos pen-
sar que tal separacidon sea absolutamente pura.

En ausencia de sombras y sin considerar la filtra
cidén por el aire y los cuerpos en &l suspendidos, la variacion
de la intensidad vendra dada exclusivamente por la altura de! sol
con respecto al cenit,’ En estas condiclones, la variacidon con la
altura es un problema primariamente de intensidad (RIPLEY y -
REDMANN, 1976) aunque pueden observarse ciertas variaciones
espectrales, més concretamente en la zona del azul, lo que con-
ducirfa a un cierto porcentaje de cualidad, (CURTIS y CLARK, -
1950).

Si asumimos la existencia de interposiciones de -
cuerpos absorbentes entre el sol y la planta, preferentemente o
tra planta, tendremos una clara situacidon en la que se mezclan
intensidad y cualidad en unos términos muy dificilmente separa-
bles (GATES, 1965),' Si la luz solar incide sobre una planta de
gran desarrollo vertical, parte de ella ser& absorbida, parte re

flejada y parte transmitida. Por tanto, la intensidad de la luz -
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filtrada que llegarfa a una planta de desarrollo vertical inferior
que crece a {a sombra de la primera., Pero, al mismo tiempo, -
la luz absorbida no lo ha sido uniformemente, sino en la distri-
bucidbn espectral que venga marcada por los componentes foliares
de la planta mas alta,’ Casi se podrfa vulgarizar este hecho di-
ciendo que la sombra que da una planta serfa una sombra verde,'
En estas condiciones, la eficiencla en la conversidn de la ener—
gfa absorbida darfa una respuesta fotosintética (HUGHES, 1965),
la eficiencia en la absorcién de determinados A dar& una res-
puesta fotomorfogenésica, Estos hechos nos introducen al con-
cepto del término dosel que definiremos como aquella masa de -
trganos vegetales que filtran la luz sobre otras plantas que cre
cen bajo ella,

Antes de iniclar su estudio bajo un punto de vis_
ta fisioldgico, y la posibilidad de su sustitucidon experimental -
por doseles Qmulados, vamos a introduclr los mfnimos concep-
tos fisicos necesarios para su exacta comprensibn,’

Si representamos por S la cantidad de energfa -
radiante recibida por unidad de &rea y unidad de tiempo, la i-

rradiacion distribuida en el espectro para una A seré

( dS/ dA )A

IE] contenido cuintico de una radiacidn por unidad de / ser&

Q= (ds/d )y (A /he )

La densidad del grupo cuéntico para dos A determinadas,
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Ay = 660nm A5 = 730nm, en términos de Q, y Q, seré
Q

Q

por lo que = (A1 / A2) W@s/dA )/ (ds/h),

donde /A3 = 660/730 = 0,90 (MONTEITH, 1976).’

Esta forma de expresar el flujo culntico en fun-
cibn de la distribucidn espectral tiene su antecedente en HOLMES
y SMITH (1975) que definen la razbén 5660/5730" Sin embargo lo -
méas Interesante de este parametro es su posible relacién con la -
forma infrarroja del fitocromo, En efecto, cuando se utiliza un do
sel experimental, o simpiemente, una fuente artificial de luz, el -
contenido energético, el contenido energético correspondiente a -
Ay = 660nm y A, = 730nm proporcionara un fotoequilibrio O defi-

nido por

que estar& tanto més desplazado hacia Pfr cuanto mayor sea la frac-
cién de energfa correspondiente a la fraccidon de ,(z = 730nm,” Como
ejemplo, bastarfa aducir el expuesto por HOLMES y SMITH (1975):
una fuente de luz "preferentemente! roja proporciona un \S’ = 20,1
que, a su vez, proporciona un fotoequilibrio ¢ = 0,80, entendiendo
)5 = Pf"/ptotaﬁ una fuente de luz "preferentemente" infrarroja pro

porciona un :f = 0,002 que, a su vez, propicia ¢ = 0,04’
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1. 2.'-Efecto_dosel y fotoequilibrio_en las formas de fi~

tocromo.*

La relacibn antes expuesta puede ser cuantificada con
vistas a la interpretacidon de experimentos de una manera simple.’
Aunque las medidas directas del fotoequilibrio no son en ninglin -
caso sencillas, siempre resultan més faciles de hacer en un teji-
do blanco que en uno verde ya que en aquel caso, no existen so-
lapamientos de absorcibn en la zona 660-730 nm entre fitocromo y
clorofilas.’ L.a relacibén entre 3 y }5 para estos brganos ha sido es
timada por SMITH y HOLMES (1977) para hipocbtilos de Cucurbita
pepo y Chenopodium album,” En ambos casos, para un rango de 3’
que va desde o a 16, }2{ describe una cinética hiperbdlica que se -
puede asimilar facilmente a sus dos tangentes, de tal manera que,
con un margen de error minimo, se puede establecer una relacion
lineal entre jy ¢ en margenes de 0-1 y 1-16 de }’.‘ Esto propor
cionarfa un f&cil método de estimacidn de ¢ en aquellos tejidos -
verdes en los que la medida directa de Pfr no es posible por las
razones expuestas anteriormente,'

Pero este método de enfocar la medida del fotoequili
brio presenta, ademfs, la ventaja de establecer una relacibén di-
recta entre el estado de fotoequilibrio y la respuesta fisiolbgica.'
MORGAN y SMITH (1976) demuestran que, para pléntuias de Che-
nopodium _album mantenidas en condiciones de iluminacibén constan-

tes y distribuciones espectrales de flujo diferentes, es posible es
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tablecer una relacidn perfectamente lineal entre los diferentes va
lores de )Z‘, calculados a partir de S s ¥ la velocidad de exten-
sidn del tallo,'Esto harfa que, practicamente, todas las respues-
tas fisioldgicas que se sospeche puedan estar controladas por fi-
tocromo sean evaluables facilmente mediante la aplicacién de do-
seles simulados, cuyos valores S hayan sido previamente esta-

blecidos.!

1.3.'- Accibn de los doseles_simulados sobre el cre-

cimiento vegetativo.'

Los niveles de actuacidbn del fitocromo en la conduc
ta general de desarrollio de una planta son muy variados, afectan-
do a muy diversos par&metros.’ Por su importancia, y por la aten
cidon que se les ha prestado en el presente trabajo experimental,

se harb referencia especfficamente a dos de ellos.’

1.'3,'1.°= Formacidn del aparato fotosintético y su -

control por fitocromo,’

La formacidn del aparato fotosintético depende de -
la luz tanto para la conversibn de protoclorofilida en clorofilida
como para la sfntesis y ensamblamiento de varios factores cloro-
plésticos.’ Si bien aquella es una reaccidn fotoquimica, indepen-
diente en sl misma del fitocromo, estos parecen estar bajo con-

trol directo de Pfr,’
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L_a sfntesis de clorofilas es controlada por fitocromo en
muchas plantas.’ Este control ha sido descrito para Glycline, Lupi-
nus v Cannabis (SIRONVAL, 1958), Lolium multiflorum (REYSS vy

BOURDU, 1971), cebada AUGUSTINUSSEN y MADSEN, 1965) etc.’
La razbn clorofila a/ clorofila b estd también controlada por fi-
tocromo (SIRONVAL et al’;, 1961; REYSS y BOURDU, 1971; MCL A
REN y SMITH, 1978).7

Las acciones del fitocromo sobre la sintesis de cloro-
filas son todavia discuﬁdas.i VIRGIN (1958) sugiere que el fitocro-
mo regula preferentamente la sintesis de protoclorofilida en hojas
de plantulas etioladas de trigo.’ Mas tarde, MOHR (1972) afirma -
que, en plantuias de mostaza, Pfr controla tanto la sintesis de -
protoclorofilida como el tamafio del conjunto de la misma FOWDE
VILLE (1975) puntualiza que Pfr controla la sintesis de la protef-
na holocromo siendo el pigmento sintetizado en oscuridad, median-
te suplemento de &cido §-aminolevulfnico exbgeno (GRANICK, 1967)
como una forma no holocrdmica la cual ho es fotoconvertible.' La
irradiacibn de las plantulas con luz roja induce la formacidon de la
protefna holocromo, lo cual permite la fotoconversidn,' Por otra -
parte, MASONER y KASEMIR (1975) han demostrado que la acumu_
lacibn de clorofilas en plantulas de mostaza es regulada por Pfr a
nivel de la formacibén de 5-aminolevutinato.'

Un caso algo controvertido ha sido descrito por SUND-
QUIST (1978) al demostrar que la acumulacién de protoclorofilida

en hojas de trigo creciendo en obscuridad y suplementadas con AIA
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incrementa después de una corta irradiacidon con luz roja, aun-
que tal estimulacibn no era revertida por infrarroja.

Otros aspectos de la fotomorfogénesis de los cloro-
plastos han sido también estudiados. BOARDMAN et al,,{1971) han
demostrado que la reaccion de HILL en plastidios de guisante se
consigue desarrollar mediante un régimen de luz roja continua.Pa
ralelamente, los cuerpos prolamelares se transforman en lamelas
constituidas. La luz roja también incrementa el contenido en gra-
na de los cloroplastos de cebada (BUSCHMANN et al,, 1978). No
obstante, BRADBEER y MONTES (1976) afirman que tanto la trans
formacidn como la dispersidn de los cuerpos prolamelares no es-
tdn controlados por fitocromo; antes bien, Pfr lleva a cabo su -
accidn previniendo la recondensacidn de tales cuerpos asi como
controlando la transcripcidn de SHIBATA,

Quizh sea la sfntesis de enzimas el aspecto de la -
fotodiferenciacidn de los cloroplastos que mas atencidn ha recibi-
do por parte de los investigadores. La nitrato reductasa (VILLA-
LOBOS, 1974) y nitrito reductasa (RAMIREZ y VICENTE, 1979)
son controladas positivamente por Pfr en cotiledones de Citrullus
vulgaris, asf como en plantulas de arroz (GANDHI y NAIR, 1974),
La ferredoxin—NADPJ‘—reductasa, alternativa fisiolbgica de la ni-
trito reductasa, también es controlada positivamente por Pfr en
cloroplastos de cotiledones de sandfla (RAMIREZ, et al. 1979), En
zimas cruciales en el ciclo de Calvin, como son la ribulosa t, 5~

—~diP-carboxilasa y la gliceraldehido-P-deshidrogenasa (MOHR vy
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KASEMIR, 1976) o enzimas cloroplésticos de sfntesis de amino-
&cidos, como serfan la giutamato deshidrogenasa {WEL ANDER,
1974; VICENTE et al,, 1975) y algunas transaminasas (HED-

LEY y STODDART, 1971; WELANDER, 1974) son también re-

gulados por Pfr,

1.3, 2."- Fotocontrol de la elongacibén de tallos,

La elongaciéon de tallos estd sometida a un control
hormonal que ha sido estudiado de una forma suficiente, Sin -
embargo, los datos que se conocen respecto a su fotocontrol -
son la mayor parte de las veces fracclonarios. Una primera in
dicacidon sobre la existencia de una regulaciéon por Pfr fue su-
ministrada por DOWNS y BORTHWICK (1956) al deomostrar que
la elongacibn de los internodos de Weigela florida, asf como su
nOmero, aumentaba la longitud del fotoperiodo al que las plan-
tas eran sometidas, variando aquella entre 8 y 16 horas de luz
diarla,

Este tratamiento puede ser substituido vor breves
exposiciones a veces roja o infrarroja seguidos de un periodo
de obscuridad. Asf, DOWNS et al.,(1957) encuentran que la e~

longaclén internodal de Phaseolus vulgaris disminuye de una ma_

nera paralela al aumento en el nlmero de horas de obscuridad
que siguen a una irradiacidn inicial de 5 minutos con luz infra-
rroja, mientras que tal longitud aumenta cuando la irradiacibén

inicial ha constido en 5 minutos de luz infrarroja seguidos de 5



-1 1=

minutos de luz roja.

Estos datos no son, en modo alguno, suficientemente de
finitorios para decidirse por un control de la elongacidon por fito-
cromo, sea en sentido positivo ( esto serfa lo indicado por las ex
periencias hasta aqui descritas) como en sentido negativo.

Méas definitivos son los datos aportados por HARTMANN
(1966 y 1967) al demostrar que luces de 720nm muestran efectos
inhibitorios sobre el desarrollo del hipocbtilo de lechuga mientras
que longitudes de onda superiores o inferiores no muestran efec-
tos apreciables. Se tratarfa, posiblemente, de un control nega-
tivo por Pfr, existente en baja proporcidon de fotoequilibrio en las
condiciones descritas. La pequefia proporcibdn de Pfr, biolbgica-
mente activo y estable durante tiempos prolongados, patentizaria
el efecto inhibitorio sobre la elongacién,

En los mismos términos se expresan MOHR (1972) en
un detallado resumen bibliogré&fico, y mas tarde VINCE-PRUE -
(1975), aportando sus propias experiencias sobre la especie Fus-—
chia hybrida, por no recordar los datos descritos por HOLMES

y SMITH (1976) para Chenopodium_album, que han sido comenta-

dos en el apartado 1,2 de esta misma irtroduccion,”

HOLMES y SMITH (1977) han estudiado las condicio-
nes de irradiacidn que promueven la elongacion del hipocotilo de
Cucurbita pepo. Estos autores describen que dos tipos de luces,
luorescente o incandescente, promueven tanta més elongaciébn hi-

pocotilar cuanto més bajo es el valor de ¢ en esas condicliones,
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L.os mismos resultados obtienen cuando simulan luz solar con l&am
para incandescente y alin una mas acentuada elongacidn cuando se
simula una filtracidn a través de dosel utilizando lamparas incan-
descentes a las que se les suma una fuente de luz infrarroja.No
solo la longitud del hipocbtilo se ve afectada por estos tratamien
tos, sino también su peso seco y su peso fresco, el desarrollo
de los cotiledones en peso y en superficie, el contenido de los -
cotiledones en clorofilas tanto a como b, y la razbn clorofita a/b.’
M&as recientemente ha sido estudiado el fotocontrol del

crecimiento del tallo de una planta caulescente de dfa largo Fuch-

sia hybrida.' Segln VINCE-PRUE, (1977) F, hybrida muestra dos
tipos de respuesta a la luz.' En la primera, la longitud del inter-
nodo aumenta por irradiacién infrarroja dada al final de un foto-
periodo de 5 horas, siendo este efecto revertido por un tratamien
to de luz roja. La longitud del internodo era inversamente propor
cional a @, cuando P se establece antes de pasar al periodo de
obscuridad, sin que se hayan podido detectar pérdidas de Pfr du-
~ante las 16 horas del nictoperiodo.’ Con el desarrollo de los su-
cesivos internodos aparece un segundo tipo de respuesta por la
cual los tallos elongan después de prolongadas exposiciones dia-
rias a luz roja o infrarroja o a una mezcla de los dos tipos de
luces.' La longitud del internodo aumenta en cuanto aumenta el “(.1.
mero de horas diarlas de luz,*

En algunos casos, como ha sido descrito para hipo

cbtilos de lechuga ( STUART et al.’, 1977), la inhibicibn de la
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elongacibn por luz puede ser revertido por el tratamiento con aci-
do gibereélico.
E! fitocromo también conirola la elongacidén de hipo-

cdtilo de Brassica oleracea var. capitata. En efecto, OTTO (1978)

demuestra que el efecto relativo sobre el crecimiento del hipocdti
lo de esta planta muestra un comportamiento relativamente comple-
jo. Asf, mientras que cortos tiempos de irradiacidn con luz roja
son mucho més efectivos que con infrarroja, largos tiempos de
irradiacidén infrarroja son més efectivos que los equivalentes con

fuz roja.

1.3.3.- Fotoequilibrio y destruccion de fitocromo.

La utilizacidén de doseles experimentales proporcio-
na dos tipos cinéticos de respuesta en cuanto al estado fotoesta-
cionario se refiere.

a) Respuestas de orden cero, aquellas que se dan res
pondiendo a '"concentraciones" mfnimas de Pfr. En este contexto pue
den integrarse précticamente todas las inducciones enzimiticas por
Pfr. Por no hacer un sinnlmero de referencias, una buena canti-
dad de éstas han sido recopiladas por MOHR (1972). En resumen,
un régimen de iluminacidon que proporciona un estado fotoestaciona-
rio bajo ( ® = 0,03 ) puede provocar una respuesta de sintesis mé-
xima de un enzima,

b) Respuestas de orden uno, aquellas que se dan en

paralelo a las '"concentraciones! diferentes de Pfr en funcidon del
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tiempo, Un ejemplo muy concreto ha sido descrito por MORGAN
y SMITH (1976) para la velocidad de elongacién caular de Cheno-
podium_album.

No es facil reconciliar ambos tipos de respuesta en
un modelo Unico. Puede que ambos sean ciertos, aunque lo més pro
bable es que se trate de un problema de concentraciones relativas
de fitocromo. Un ¢§ = 0,03 al que se ha aludido puede llevar empa
rejado, y de hecho lo lleva, una progresiva disminucién de Ptot,'

BUTL.ER et al, (1963), trabajando con Zea, y més
tarde CHORNEY y GORDON (1966) con Avena , demostraron que
una exposicidn continua de los tejidos a luz infrarroja continua da
como resiltado una apreciable velocidad de destruccion de Pfr,

CLARKSON y HILLMAN (1967a) demostraron, no abstante que ni

en pléantulas intactas de Pisum sativum , Phaseolus aureus y Si -

napis alba , ni en tejidos escindidos se observaba disminucidn en
la cantidad de fitocromo como resultado de la exposicidon a luz in-
frarroja, aunque confirmaron su destruccidn para Zea mays. Se-
glin estos autores, la estabilizacidon observada para las primeras
especies podria ser debida a un mecanismo de reversidon lo bas-
tante activo como para hacer desaparecer todo el Pfr antes de
que el mecanismo de destruccidn pueda atacarlo.

Todos estos hechos experimentales dan por sentit.do
que Pfr es una forma 1&bil e inestable, datos que se han confirma-
do para un buen nUmero de plantas. En Amaranthus la desaparicidon

de la forma inestable Pfr no envuelve reversibén de Pr. La constan-



te de velocidad de descenso en la cantidad de fitocromo tatal es-
td directamente relacionada con la proporcion de la forma Pfr
( KENDRICK y FRANKL.AND, 1968)., Por esto, la utilizacion de
la luz roja en los programas de irradiacidbn provocaban el mayor
descenso en la cantidad de fitocromo total para Amaranthus.

Normalmente, esta destruccidén de fitocromo lleva a-
parejado un proceso de neosintesis con caracteristicas de autoca-
télisis. Hasta donde hoy sabemos, la sintesis de novo del fitocro-
mo es una funcidn compleja dependiente de tres parimetros: can-
tidad de Pr Inicial, Ptot susceptible de ser sintetizado y la con-
centracién de un precursor que, en principio, podria identificar-
se con el producto de degradacidon de i”fr. (BOISARD y BALAWGE,
1972),

Seglin estos datos, es posible explicar la aparente

paradoja descrita para cotiledones de Citrullus vulgaris por RAMI-

REZ y VICENTE (1976), Segln estos autores, la més rapida des-
truccién del fitocromo, seguida de su mas rapida neosintesis, se
lograba para programas de irradiacion roja continua o de oscuridad
continua, mientras que la méas lenta destruccion era propiciada por
pcr programas de iluminacibn infrarroja continua, t_a paradoja sur-
ge si se piensa que el sometimiento de las plantulas a oscuridad
continua debe proporcionar los mas bajos valores de @}, Esto es
cierto. Lo que sucedia era que se partfa de pléntulas cuyo @ era
de 0,48, La reversidn oscura, en el periodo de medida rebajaba

este nivel a 0,33 mientras que la irradiacion infrarroja proporcio



-16-

na répidamente un valor @ = 0,05, Este hecho, con el plantea-
miento realizado por BOISARD, explicaba la répida destruccién en
oscuridad,

Poco se conoce, realmente, del mecanismo de des-
truccién, SCHAFFER (1978) demuestra, para Cuclrbita pepo, que
el proceso puede ser dependiente de la edad, FURUYA y HILLMAN
(1966) demostraron, en Pisum sativum , la existencia de un com-
puesto de bajo peso molecular, que destrufa répidamente Pfr en ex
tractos celulares, incluso a 02, Méas tarde, CLARKSON y HILL -
MAN (1967b) encontraron, para la misma planta, que el proceso
de destruccidn era irreversiblemente inhibido por cicloheximida y
actinomicina D asf como por fenoles de tipo auxfnico. Estos hechos,
junto con el absoluto requerimiento de oxfgeno, parecen indicar que
el proceso de destruccidon podrfa ser unha oxidacion enzimética que
utitizara cofactores (; fenoles?) de bajo peso molecular,

Asi pues, todo programa de irradiacidn propicia un
fotoequilibrio constante y al mismo tiempo, unas variaciones en el
contenido en fitocromo total, que, si no se controlan, pueden dar

lugar a diffciles interpretaciones de los datos experimentales.



2. MATERIALES Y METODOS



-17-

2.1.- Organismo utilizado y condiciones de cultivo.

E1 organismo utilizado ha sido Trifolium repens R.

B. prod. n2 2,

Las semillas se esterilizaron en superficie por la-
vado durante medio minuto con cloruro merclrico al 1% y, a con
tinuacidn, con alcohol absoluto durante un minuto. Inmediatamente
eran lavadas con abundante agua destilada esteril hasta que ésta
no daba reacclidbn de cloruros.

500 mg de estas semillas eran dispersadas sobre un
papel de filtro contenido en una placa Petri, previamente esterili-
zada en autoclave, a | atmbsfera durante 30 minutos y secadas
durante dos horas a 1202C, Las semillas ern entonces regadas
con 6 ml de disolucion nutritiva HOAGLAND (HELLER, 1969) y se

incubaban a 26°C,

2.2, - Condiciones de iluminacibn,

Como fuente de luz blanca se utilizd una bateria de
tubos fluorescentes Philips day light, 40 W, de tal manera que a
nivel de la planta proporcionaban una densidad de flujo de 12. 000
-2 -1
erg. ¢cm , s .,
Como fuente de luz roja se utilizd una baterfa de tu
bos fluorescentes Magda 59, 40 W con un sistema de filtros com-

puestos por una capa de cinemoid N2 1 y otra de cinemoid n214

con Idéntica densidad de flujo (SMITH, 1975). En estas condicio~
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nes se ha calculado el valor de \g como de 13,4 (HOLMES y SMITH,
1975; MONTEITH, 1976).

Como fuente de luz infrarroja se han utilizado 1am-
paras incandescentes Philips HP 3608, 150 W, y como sistema fil~
tro, una capa de 10 cm de agua circulante y debajo una capa de ci
nemoid 20. EIl valor de ¥ calculado en estas condiciones fue de
0, 001.

La luz verde se obtuvo mediante filtracion de luz blan
ca a traves de filtros de gelatina Kodak, n2 61, que presentan una
transmitancia de 39,6% a 530 nm, En este caso, el valor de € era
cero para dos densidades de flujo distintas, 4,000 y 12, 000 erg. cm_

-1
s .
Se ulilizd ademés, un tipo de dosel experimental re-

constituido a partir de un extracto acetdbnico de Cedrus atlantica

var. glauca, preparado por trituracidon en batidora de 30 g de aci-
culas en 500 m! de acetona al B0%. Este dosel tenfa las siguientes
caracteristicas espectrales: mixima absorbancia en la zona 300-500 nm
y 630-690 nm y méxima transmitancia en la zona 500-630 nm., La luz
blanca era filtrada a travées de este dosel, refrigerado durante to-

do el tiempo de iluminacidon mediante agua circulante,

2. 3.- Medida de clorofilas.

L.as plantulas completas se trituraron en un mor-
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tero con arena de cuarzo, disolviendo el triturado en 10 mi de

acetona al 80% y manteniendo en oscuridad hasta que el residuo
aparecia completamente blanco, L.os residuos se separaron por

centrifugacidon a 3,600 x g durante 10 minutos a 4°C, Las den-
sidades bpticas a 649 y 665 nm se midieron en un espectofoto-

metro Zeiss PM 2 DL, calculéndose la cantidad de clorofilas

mediante las formulas

Ctlorofila a ()_Ig/ml) = 11,63 x (A665)"' 2,39 x (Agyo)

)- 5,18 x {A___)

Clorofila b (Lg/mi) = 20,11 x (Ag 665

49

segln describen STRAIN, H.H., COPE, B.T., SVEC, W.A.
(1971).



3. RESULTADOS
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3.1.- Influencia de los doseles sobre la germinacion

de Trifolium repens,

L_otes de 500 mgs. de semillas de Trifollum repeis

esterilizadas fueron sembrados sobre papel de filtro suplementado
con medio Hoagland base como se describe en métodos. El porcen-
tage de ygerminacidn se midid a lo largo de 12 dias en condicliones
de iluminacién continua como se especifica en la figua 1,En ella se
observa que el 100% de germinacion se consigue en el tiempo més
breve, cuando las semillas, desde su slembra, son irradiadas con
luz infrarroja continua. En estas condiciones, al 62 dfa de la siem
bra todas las semillas han germinado. En la irradiacibn de luz ro-
ja desde el principio de la siembra retrasa en un dia la consecu-
cion del 100% de germinacion y en otro dia méas la irradiacién con
luz blanca continua, E! mayor retraso en la germinacibdn se obse-va
para las semillas control que crecen en condiciones de oscuridac
continua, ya que el 100% de germinacidon se logra al 112 dfa de la
siembra,

Se ha estudiado la modificacidon que en esta condic—
ta pudiera aparecer cuando en lugar de un sitema de iluminacidén
continua se utilizan alternancias fotoperiddicas. Para ello se es-
cogido la alternancla fotoperidbdica de 11 horas de luz blanca y 13
horas de oscuridad diarias. En estas condiciones como se obser-
va en la figura 2, el 100% de germinacién se obtiene a un tien-

po aun menor que el dptimo antes descrito. Las semillas someti~
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Figura 1.- Porcentaje de germinacidn de semillas de T, repens bajo
regimenes de iluminacidn continua blanca ( o), roja (&)

e infrarroja (A), y oscuridad continua (® ),
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Figura 2.- Porcentaje de germinacion de semillas de T. repens someti-
das a las siguientes condiciones desde el momento de la siem
bra: luz blanca continua (.— ). Fotoperiodos (A). 1h de luz
filtrada a través del dosel experimental 1 luz blanca conti-

nua ( o) o ¥ fotoperiodos (&),
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das a este fotoperiodo, germinan en su totalidad al 52 dfa de la
siembra,

En este punto se introduce por primera vez, la ini-
ciacion del peiodo con una corta irradiacion filtrada a través de
un dosel experimental constituido por un extracto acetdnico de ho
jas tal como se describe en métodos. En la figura 2 y comparan-
dolos con los resultados obtenidos con irradiacion blanca conti-
nua o alternancia fotoperidodica se muestra la modificacion que en
ambos casos es provocada al iniciar el programa de irradiacidon
con 1 hora de luz filtrada,Cuando a esta hora de luz filtrada a
través del dosel sigue una iluminacibn blanca continua para los
12 dias controlados experimentalmente, la germinacidn se retrasa
ya que el 1007 sbdlo es obtenido en el Ultimo dia de la experien-
cia. Por comparacidon con el tratamiento con luz continua sin irra
diacidén previa, el 1007 de germinacidon ha sufrido un retraso de
5 dias.

Por el contrario, cuando a la irradiacion filtrada si
gue un programa de alternancias fotoperiddicas, la germinacidn se
acelera notablemente ya que el 1007 de germinacidn se consigue
al tercer dia de la siembra.

En este punto se juzgd necesario analizar la distri-
bucion espectral de la luz transmitida por el dosel, para tratar
de simular mediante filtros dichas caracteristicas espectrales.

La figura 3 muestra el espectiro de absorcidn del es

tracto acetdnico en la zona comprendida entre los 380 y 700 nm,



—-26-

Figura 3.- Expectro de absorcidon de un extracto acetdnico de aci-

cules do Cedrus at!ntica var, g'auca.
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La linea continua muestra que dicho dosel absorve principalmente
en la zona del azul, con un pico maximo a los 435 nm, y secun-
dariamente en la zona de! rojo a los 665 nm, Como se ha dicho
anteriormente, este dosel filtra luz banca durante 1 hora de tiem
po en las experiencias descritas. Para verificar si existfa a|gdn
cambio notable en sus caracteristicas de absorcion debido a la
posible fotooxidaciéon de los pigmentos en ausencia de estructuras
celulares, se midid el espectro de absorcion al cabo de esta ho-
ra de iluminacidén, Dicho espectro que se muestra en la figura 2
mediante una linea de puntos, no sufre ninguna modificacién en la
zona del rojo y una pequefia modificacion en !a zona del azul, por
lo que la distribucion espectral de la luz filtrada a lo largo de
la hora de iluminacion se estima como invariante,

La figura 4 muestra el espectro de transmision de
dicho dosel, encontrandose Iolgicamente una transmision minima
(25%) en ta zona del azul y en la zona del rojo (45%), mientras
que la maxima transmision (90%) se logra a 520-630 nm., y en
la zona del infrarrojo superior a los 700 nm.

En estas condiciones se procedid a simular la hora
de preirradiacion mediante las luces monocrométicas, identifica-
das como mayoritariamente filtradas a través del dosel, La figu-
ra 5 muestra que una hora de irradiaciébn roja o infrarroja segui
da de oscuridad continua durante los 12 dfas de experimentacion,
no modifica pra’cticamente ta germinacidn por comparacidén con los

datos obtenidos para las siembras sometidas a oscuridad continua,
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Figura 4, - Espectro de transmitancia de un extracto acetébnico de aci-

culas de Cedrus atléntica var, glauca.
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Figura 5, - Porcentaje de germinacidn de semillas de T, repens en con-
diciones de oscuridad continua ( @ ) y pretratadas durante 1h

con iluminacién roja (&) o infrarroja (8).4 oscuridad,
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asf el pretratamiento con luz roja, provoca un 100% de germina-
cion al 112 dia de la siembra mientras que el pretratamiento con
tuz infrarroja o consigue al 102, Una aceleracion de la germina-
cion es conseguida cuando la preirradiacion es de luz verde de
520 nm. En la figura 6 se observa que el 100% de germinacidn
en estas circunstancias, se consigue al 72 dia de la siembra. En
la misma figura se observa que cuando la preirradiacion es luz
filtrada a través de dosel seguida de oscuridad continua, el 100%
de germinacibon se obtiene al 42 dia de la siembra, de aquf po-
dria concluirse que los efectos del dosel no pueden simularse
por las dos luces filtradas individualmente consideradas., L.a si-
mulacibn més cercana posible se obtiene cuando las semillas son
irradiadas mediante dos focos laterales, uno de luz infrarroja y
otro de luz verde, que se superponen sobre la siembra, en eslas
condiciones la garminacion de la totalidad de las semillas se lo-
gra al 52 dia de la siembra,

Un resumen de estos resultados se ofrede en la ta-

bla 1.

3.2.- Condiciones de elongacion del hipocotilo.

Utitizando los mismos programas de irradiacion des-
critos en el apartado anterior, se ha estimado la elongacion del
hipocotilo como par&metro de crecimiento. En la figura 7 se mues-
tran los resultados obtenidos con tratamientos de oscuridad o ilu

minaciones continuas, La mayor elongacion hipocotilar para los 12
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Figura 6.- Porcentaje de germinacion de semillas de T, repens so-
metidas a las siguientes condiciones desde e! momento de
1h de luz filtrada a través de dosel experi-—

la siembra:

mental § oscuridad (o ). 1h de luz verde de alta inten-

sidad & oscuridad (A) 1h de luz verde de baja intensidad

} oscuridad (A), Oscuridad continua (e ).
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TABLA 1

Efecto de los doseles sobre lagerminacionde Trifoliumrepens .

Tratamiento

Dfaenel que se alcanza el

100% de germinacion.

Oscuridad continua
Luzblanca continua

l_uz roja continua

Luz infrarroja continua
Fotoperiodos

1 h dosel t fotoperiodos

1 h dosel ¥ blanca continua

1 h dosel ! oscuridad

1h luz rojat oscuridad

t h luz infrarroja$ oscuridad
1 h luz verde (a. i)  oscuridad
1 h tuz verde (b. i) + oscuridad

1th(IR$V(a.i))+ oscuridad

EN W o O 4 @

11
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Figura 7.- Longitud del hipocdtilo de plantulas de T, repens sometidas

a las siguienles condiciones desde el momento de la siem-
bra: Luz blanca continua (o), roja continua (&) e infra-

rroja continua (A)y oscuridad continua (® ).



longitud hipocdtilo (mm)

~-38-

1 2 3 4 5 6 7 8 9101 12

dias desde siembra



-39~

dias de experimentacidn se logra en condiciones de oscuridad con-
tinua mientras que la mayor velocidad de crecimiento viene provo-
cada por la iluminacion blanca continua., Las iluminaciones roja e
infrarroja proporcionan resultados muy similares, intermedios en-
tre los dos descritos.
Al contrario de lo que sucedia en la germinacidn,

el sometimiento de las plantas a iluminaciones fotoperibdicas, no
acelera la elongacion del hipocbtilo, ni siquiera la preirradiacidon
durante 1 hora con luz filtrada a través de dosel. La maxima ve
locidad de elongacion se logra cuando se utilizan bien preirradia—
ciones con luz verde o bien con luz filtrada a través de dosel. Pe
ro en este caso, la maxima elongacidon se logra cuando la preirra-
diacidon se realiza con luz verde més infrarroja seguida de oscu-

ridad continua (figuras 8 y 10),

3. 3.~ Crecimiento radicular.

E! crecimiento radicular estimado como la longitud
de la raiz primaria muestra una moderada independencia frente a
cualquiera de los tratamientos anteriores, asi la figura i mues-
tra que las plé&ntulas desarrolladas en condiciones de iluminacion
continua, alcanzan su mayor crecimiento radicular a partir del 4¢
dfa de crecimiento, mostrandose invariable a partir de ese momen
to. La irradiacibn infrarroja continua y més atn la roja, dan va

lores superiores a los obtenidos en oscuridad pero de igual mane
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Figura B8.- Longitud del hipocbdtilo de plantulas de T. repens someti-

das a las siguientes condiciones desde el momento de la

siembra: luz blanca continua ( @ ). Fotoperiodos (&), 1h

de luz filtrada a través del dosel experimental { luz b'an

ca continua ( o) o ¢ fotoperfodos.(A).
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Figura 9,- Longitud del hipocbdtilo de plantulas de T. repens en con-
diciones de oscuridad continua ( @) y pretratadas durante

1h con iluminacién roja (&) o infrarroja (8).4 oscuridad.
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Figura 10.- Longitud del hipocbtilo de pléntulas de T, repens someti-—

das a los siguientes tratamientos desde el momento de la
siembra: th de luz filtrada a través del dosel experimen-—
tal § oscuridad ( o). 1h de tuz verde de alta intensidad

1 oscuridad (A). 1h de luz verde de baja intensidad } os-
curidad (A). Oscuridad continua (e)., 1h de luz ( infrarro

ja + verde de alta intensidad ) } oscuridad (D).
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Figura 11.- Longitud de la raiz primaria de plantulas de T. repens
bajo regimenes de iluminacidn continua blanca (o),

roja (A) e infrarroja (A), y oscuridad continua (e),
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ra que en estas Ultimas condiciones el crecimiento parece detense en
tre el 52 y B2 dia después de la siembra. Variaciones aun menores
se observan cuando en condiciones de oscuridad continua se preirra-
dian las plantas tanto con luz roja como infrarroja, verde o luz fil-
trada a través del dosel como muestran las figuras 12 y 13. Ni aun
la alternancia fotoperibddica muestra incrementos significativos en la

elongacién radicular (figura 14).

3.4, -Evolucidon del peso frente a los diferentes tra-—

tamientos.

La interposicidon de doseles experimentales tanto si son
continuos o iniciales del tratamiento no muestran un efecto marcado so
bre la evolucidon del peso fresco de las plantas, Los tratamientos con
irradiaciones blanca, roja o infrarroja continua a lo largo de los 12
dias de experimentacion dan tanto valores finales como velocidad en
el incremento del peso fresco muy similares al igual que sucede cuan
do a una hora de irradiacidon en sus diferentes variantes sigue un
periodo de oscuridad continua,

Solamente los tratamientos con fotoperfodos, bien sean
simples o bien iniciados a través de dosel experimental muestran una
evolucidén méas lenta en el peso fresco y unos valores finales mas ba-
jos ( figuras 15, 16, 17 y 18).

La evolucidn del peso seco muestra unos resultados
estrictamente paralelos a los descritos para el peso fresco como se

observa en las figuras 19, 20, 21 y 22,
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Figura 12, - Longitud de la raiz primaria de pléntulas de T. repens
en condiciones de oscuridad continua (e ) y pretratadas
durante 1h con iluminacidén roja (&) o infrarroja (8¢ os

curidad.
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Figura 13.- Longitud de la raiz primaria de plantulas de T, repens

en las siguientes condiciones desde el momento de la

siembra: 1h de luz filtrada a través del dose! experi-

mental 3 oscuridad (o). 1h de luz verde de alta inten-

sidad + oscuridad (& ). 1h de luz verde de baja inten-

sidad { oscuridad (A). Oscuridad continua (e). 1h de

luz ( infrarroja + verde de alta intensidad) % oscuri-

dad (O).
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Figura 14, - Longitud de la raiz primaria de plantulas de T. repens

sometidas a las siguientes condiciones desde el momento

de la siembra: luz blanca continua ( @ ). Fotoperiodos (A).

1h de luz filtrada a través del dosel experimental } luz

blanca continua (o) o ¥ fotoperiodos (A&).
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Figura 15.- Peso fresco de pléntulas de T. repens bajo regimenes de
iluminacidn continua blanca ( o), roja (&) e infrarroja (4),

y oscuridad continua (e ).
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Figura 16, - Peso fresco de plantulas de T. repens sometidas a las

siguientes condiciones desde el momento de la siembra:
1h de luz filtrada

luz

blanca continua ( e ). Fotoperiodos (&),
a través del dose! experimental { luz blanca continua (o ).

1h de luz filtrada a través del dose: experimental més fo-

toperfodos (A).
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Figura 17, - Peso fresco de pléntulas de T. repens prrtratadas duran-
te th con iluminacién roja (4) o infrarroja (A) § oscuri-

dad.
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Figura 18.- Peso fresco de plantulas de T. repens sometidas a las si-

guientes condiciones desde el momento de la siembra: 1h de

luz filtrada a través del dosel experimental & oscuridad (o).

1h de luz verde de alta intensidad } oscuridad (A). th de luz

verde de baja intensidad 4 oscuridad (A). 1h de luz ( infra-

rroja 4 verde de alta intensidad ) + oscuridad. (Q)
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Figura 19.- Peso seco de plantulas de T. repens bajo regimenes de
iluminacidn continua blanca ( o), roja (&) e infrarroja (&),

y oscuridad continua ( e ).
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Figura 20.- Peso seco de plantulas de T, repens sometidas a las si-
guientes condiciones desde el momento de la siembra: tuz
blanca continua ( e ). Fotoperfodos (o). th de luz filtrada
a través del dosel experimental & luz blanca continua (&)

o § fotoperiodos (A).
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Figura 21, - Peso seco de plantulas de T, repens en condiciones de os
curidad continua ( @) y pretratadas durante 1h con ilumina-

cidbn roja (M) o infrarroja (A) + oscuridad.
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Figura 22 - Peso seco de plantulas de T. repens sometidas a las siguien
th de luz

tes condiciones desde el momento de la siembra:
filtrada a través del dosel experimental { oscuridad (o).

1h de luz verde de alta intensidad § oscuridad (A)., 1h de

luz verde de baja intensidad t oscuridad (A&). Oscuridad con

th de tuz ( infrarroja + verde de alta intensi-

tinua (e ).

dad ) } oscuridad (O),
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3.5.- Acumulacion de clorofilas y efecto dosel.

El contenido en clorofilas tanto a como b en la plan-
ta completa ha sido estimado en el 122 dia de crecimiento. En todos
los casos se ha utilizado la planta completa dado el pequefio tamafio
de los cotiledones y la dificultad de ser escindidos sin arrastrar par
te del hipocodtilo que reverdece paralelamente, En la tabla 2 se ex-
ponen los resultados obtenidos. Como se puede observar la mayor
acumulacion de clorofilas tanto a como b se da para los tratamientos
que incluyen fotoperfodos y para el tratamiento de luz blanca conti-
nua previamente irradiadas durante una hora con luz filtrada a btra—
vés del dosel! experimental, siendo en este caso en el que se obtie-
nen los valores més altos. Los tratamientos con luces continuas dan
valores medios obteniéndose mis altos cuando la irradiacidbn es con
luz roja, EIl tratamiento con oscuridad que sigue a cualquier tipo

de irradiacion practicamente anula la sintesis de clorofilas.

3.6. - Posibilidad de una reaccion de alta energia.

Como se ha dicho en el apartado 3.2 el pretratamien
to con luces infrarroja y verdes previo al tratamiento con oscuridad
continua da valores de longitud del hipocotilo similares a los obte~
nidos cuando se utilizaba el dosel experimental y en todo caso los
m8s altos por comparacion con el resto de los tratamientos. Por el
contrario las luces infrarrojas, y verde por separado, daban valo-
res més bajos. Aparentemente entonces parecfa existir un efecto coo

perativo similar a los descritos en la bibliograffa como reaccion de
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alta energia donde parecen sumarse las informaciones fotomorfogené-—
sicas debidas al Pfr con la percepcidon de luz verde por el mismo
o distinto fotorreceptor.

Para iratar de resolver esta disyuniiva se utilizd un
lote de semillas que fué irradiado durante una hora simultaneamente
con luces verdes e infrarrcjas e imediatamente después con una ho-
ra de luz roja y posteriormente sometidas a oscuridad continua has-
completar el 72 dia de la siembra. En la tabla 3 se expresan estos
resultados. En ella se observa que el 100% de germinacion se ob-
tiene en ambos casos en el 52 dia de la siembra. La irradiacion
roja no varia la longitud hipocotilar, al menos significativamente aun
que si disminuye significativamente la longitud radicutar, EI contenido
en clorofitas tanto a como b no muestra una diferencia significativa
en ambos tratamientos,

En la tabla 4 se observan los resultados obtenidos al
72 dia de la siembra de semillas que fueron irradiadas con una hora
de luz filtrada a través de! dosel experimental e inmediatamente des-—
pués a una hora de luz roja y posteriormente sometidas a oscuridad
continua. Los resultados no muestran diferencia significativa con res
pecto al mismo tratamiento sin luz roja, salvo en el caso cde la lon-

gitud radicular que resulta significativamente menor.



-72-

_TABLA 11

Contenido en clorofilas a y b de Trifolium repens medidas al do-

ceavo dia desde la siembra,

Tratamiento Clorofilas Ug/g peso fresco
a b
Luz blanca continua 23,42 19,02
Luz roja continua 15,93 13,71
Luz infrarroja continua 5,51 6,42
Fotoperiodos 73,37 43,76
1h dosel { fotoperiodos 56,37 36,82
th dosel } blanca continua 77,76 51,24
1h dosel { oscuridad 0, 5189 1,21
1h tuz roja 4 oscuridad 2,76 2,70
th luz infrarroja § oscuridad V,42 2,98
th luz verde (a.i) $ oscuridad 0,27 0,05
th tuz verde (b.i) { oscuridad 1,91 3, 31

1h (IRt V(a.i)) & oscuridad 0,54 0,83
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TABLA 11l

Efecto de una irradiacidbn roja inmediata a una conjunta infrarroja

mé&s verde sobre el crecimiento de Trifolium repens,

Tratamiento

(IR + V) (IR: V)R

Dia en que se aicanza el

100% de germinacibn 5 5
Peso fresco (g) 4,63 3,98
Peso seco (g) 0,42 0, 44
Longitud hopocbdtilo (mm) 33,80 33,34
Longitud raiz (mm) 15,95 11,56
Clor. a (ug/g peso fresco) 0,67 0,85
Clor. b {ug/g peso fresco) 1,49 1,49

medidas realizadas al 72 dia de la siembra,
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TABLA IV

Efecto de una irradiacidn roja inmediata a una iluminacion a tra-

vés del dosel experimental sobre el crecimiento de Tifolium repens,

Tratamiento

1hD & obs. 1hD + R § obs.
Dia en que se alcanza el
100% de germinacidn. 4 4
Peso fresco (g) 5,20 5,59
Longitud hipocbtilo (mm) 28,8 34
Longitud raices (mm) 15,0 11,5

medidas realizadas al 72 dia de la siembra.



4, DISCUSION
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LLa discusidon de los datos obtenidos es excesiva-
mente compleja al tratar con drganos enverdecidos en los que, con
el equipamiento que se posee, no es posible realizar una medida di
recta del fotoequilibrio para el fitocromo. Por esta razdon, algunos
de los parémetros fisioldogicos estudiados no podran tener una expli

cacion clara.

4,1, - Accion del dosel sobre la germinacidn.

La posible accion del fitocromo como controlador
del proceso de germinacidn es muy discutible. Aparentemente podria
pensarse en una aceleracidon de la germinacion por Pfr, ya que las
semillas irradiadas con luz roja continua germinan en su totalidad
cuatro dias antes que un lote de semillas control sometidas a oscu-
ridad continua. Sin embargo, cuando el tiempo de oscuridad se ini-
cia con una hora de irradiacién roja o infrarroja, no se obtienen
variaciones significativas ccn respecto a las semillas control, Asi,
una hora de irradiacidon roja seguida de oscuridad continua propor-
ciona un 100% de germinacidbn al onceavo dia de la siembra (igual
que si no hubiera habido irradiaciéon previa) mientras que una ho-
ra de irradiacion infrarroja seguida de oscuridad proporciona el
100% de germinacidn al décimo dfa, lo cual no representa una di-
ferencia significativa (Tabla 1),

Mucho més claros son los datos obtenidos utilizando

un dosel experimental. Una hora de irradiacion a través de este do
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sel provoca que el 1007 de germinacidon se obtenga al cuarto dia de
la siembra, si la irradiacion va seguida de oscuridad. La luz filtra
da a través del dosel tiene un componente infrarrojo, pero también
posee un importante componente verde, Este componente acelera la
germinaciéon, pero los mejores resultados se obtienen cuando el do-
sel es simulado por adicidon de luz infrarroja y luz verde, En este
caso, el 100% de germinacidbn se logra al quinto dia de la siembra,
Es interesante notar que este tratamiento no se anu
la por la irradiacion posterior con luz roja, Este hecho podria ser
interpretado en el sentido de una cooperatividad entre fitocromo y
un receptor de alta energia, atribuyendo a éste el papel de desen-
cadenante del proceso (Tabla 3). De otro modo, el efecto deberia
ser revertido por la irradiacidon roja dada inmediatamente después

de la infrarroja mas verde,

4,2, - Accidon del dosel sobre la _elongacidn,

L os resultados obtenidos al estudiar la accidon del
dosel sobre la elongacion del hipocotilo como de la raiz son muy si
milares a los discutidos anteriormente, La longitud del hipocbtilo
aumenta siempre con el tiempo de siembra, pero los tratamientos con
luces infrarroja, roja o blanca siempre dan velocidades de elonga--
cidbn més bajos que los obtenidos para los controles en oscuridad
continua, En principio, esto podria interpretarse, en términos de fi

tocromo, como una inhibicidn de la elongacién por Pfr, tal y como
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se ha mostrado en todas las experiencias descritas en la bibliogra-
ffa (MORGAN y SMITH, 1976; MCLAREN y SMITH, 1978; VINCE —
PRUE, 1977; OTTO, 1978; DUKE et al,, 1977).

Sin embargo, los tratamientos de irradiacidon a tra-
vés de dosel cambian notablemente este punto de vista, En efecto,
la irradiacion con luz verde de dos densidades de flujo distintas,
4.000 y 12,000 erg. cm-2 s_,' durante una hora seguida de oscuri-
dad continua, dan velocidades de elongacidn para el hipocdtitlo no-
tablemente m&s altas que las obtenidas en oscuridad (2,36 mm/dia
para la irradiacidon inicial verde de 4,000 erg. cm-zs~l) 2,49
mm/dia para la irradiacién verde de 12.000 erg. cm"zs—I frente a
1,87 mm/dia en oscuridad continua. La irradiacidén durante una ho-
ra a través de un dosel experimental proporciona una velocidad de
elongacibn atn mas alta, 2,89 mm/dia, y todavia méas alta cuando
la irradiacion se realiza mediante un dosel simulado mediante irra-
diacidén IR$\, siendo su valor en este caso de 3,16 mm/dia. La
velocidad de elnngacidn obtenida cuando las nliantulas se irradian
durante una hora con luz infrarroja seguida de oscuridad fue sblo
de 1,92 mm/dia.

En este caso, (Tabla 3) una irradiacidn roja pos-
terior a la irradiacién infrarroja méas verde, no modifica en nin-
guna extension la elongacion del hipocdtilo. Por ello, para la elon
gacibn de este drgano podria excluirse completamente la coopera-
tividad entre fitocromo y un receptor de alta energfa.

La situacidn es précticamente idéntica por lo que
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concierne a la elongacion radicular, LLa mayor velocidad de elonga-
cibn se obtiene para la irradiacion previa de una hora con luz in-
frarroja més verde y por irradiacidon a través del dosel experimen
tal (1,625 mm/dia y 1,48 mm/dia’ respectivamente ; algo superior
con luz verde de baja densidad de flujo, 1,5 mm/dia). Las irra-
diaciones previas con luces infrarroja o roja seguidas de oscu-
ridad continua dan valores muy similares a los obtenidos para los
controles en oscuridad continua (R= 0,92 mm/dfa; IR= 0,95; oscu-
ridad= 0,88 mm/dfa).

Sin embargo, en este caso, el tratamiento con luz
roja durante una hora, dado ihmediatamente después de la irradia-
cidn compuesta con luces infrarroja y verde, revierte en parte los
resultados obtenidos (véase tabla 3). La disminucidon, en este caso,
se muestra como significativa, por lo que seria presumible una au-
téntica interaccidon entre Pfr y receptor de alta energia.

Una accidon singularizada del fitocromo no estéd cla
ra. Aunque lcs tratamientos con luces vontinuas roja o Infrarroja,
que presumiblemente proporcionan fotoequilibrios inductivos, dan ma
yores velocidades de elongacién radicular, la luz blanca continua
proporciona valores alin mayores. Si esta luz blanca promueve un
fotoequilibrio intermedio a los proporcionados por los dos trata-
mientos anteriores, no seria lbgico el valor hallado para la veloci
dad de elongacidn, Por ello, quiz& una respuesta de este tipo po-
dria entenderse antes como una mayor disponibilidad de fotoasimi-

(los cotiledones enverdecen ya desde el primer dfa de ilumi-
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nacidén) que como un proceso fotomorfogénico. Uia situacidon de este
tipo ha sido descrita para otros procesos fisiologicos en los que
claramente estd involucrado el fitocromo., En efecto, SCHNEIDER y
STIMSON (1971} han sugerido que algunas de las respuestas foto-
morfogénicas a prolongadas irradiaciones con luz infrarroja se lle
van a cabo a través de la activacidbn de, al menos, dos receptores

fotoquimicos, fitocromo y pigmentos fotosintéticos.

L os datos obtenidos, tanto por la evolucidon del pe-
so seco como fresco, no aprtan resultados concluyentes sobre los
fendmenos de fotorregulacidon discutidos hasta ahora. Por el contra
rio, los resultados expuestos en la tabla 2 sobre la evolucidon de
las clorofilas segln los diferentes tratamientos son relativamente f&
ciles de interpretar.

Aunque los mayores rendimientos en clorofilas a y b
se obtienen mediante la aplicacion de alternancias fotoperiddicas, no
cabe ninguna duda acerca de la regulacion positiva por Pfr de la sin
tesis de clorofilas. Asf; los tratamientos con luz blanca continua y
luz roja continua dan valores relativamente altos para el contenido
en clorofilas, siendo menores los encontrados para una irradiacion
con luz infrarroja continua. En otras palabras, los valores mas al
tos en pigmentos se corresponden con los mas altos valores de O,
Esta interpretacidon se veria confirmada por los resultados obteni-
dos cuando el periodo de oscuridad continua se inicia con una ho-
ra de irradiacion roja.

Sin embargo, hay varios puntos que requieren una
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méas amplia discusidn., ¢Por qué el tratamiento fotoperibdico propor-
ciona valores mas altos en la clorofila acumulada que los tratamien-
tos con luces continuas?. ;Por qué una irradiacidn previa a través
del dosel experimental disminuye los valores de clorofila encontra-
dos en los tratamientos fotoperidodicos?. AUn estas dos cuestiones
no tienen una interpretacion relativamente dificil.

La respuesta a la primera pregunta puede ser refe-
rida, exclusivamente, a terminos de disponibilidad de fitocromo total,
Efectivamente, un estado fotoestacionario mantenido en altos porcen-
tajes implica siempre destruccion de fitocromo (BOISARD y BALAN-
GE, 1972; RAMIREZ y VICENTE, 1976; SH'I'\F—‘ER, 1978) lo cual
trae como consecuencia que, aungue F’fr‘/F’t se mantenga invariante,
Pfr en términos absolutos disminuye. Esto proporcionaria niveles de
respuesta menores (RAMIREZ y VICENTE, 1979) aunque un proceso
de neosintesis impediria la aparicion de valores nulos, Serfa una
forma modificada del mantenimiento de la ley de reciprocidad.

La segunda pregunta forinulada requiere un plan-
teamiento previo. De la tabla 2 se puede deducir la serie D} B}
F D> D4F siendo D una hora de irradiacion a través de dosel expe-
rimental, B, luz blanca continua y F alternancias fotoperibddicas.

En otras palabras, el valor de acumuiacidén de clorofilas logrado
por el tratamiento fotoperiddico disminuye por la interposicion de
una irradiacidn a través de dosel y se recupera cuando los foto-

periodos son substituidos por una irradiacion blanca continua,
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LLos fotoperiodos pueden modificar drasticamente el
proceso de destruccidn de fitocromo por establecimiento de los pro
cesos alternativos de fotorreversibilidad, lo cual evitaria el man-
tenimiento de altos valores de ,@’ continuos. L.a accidon del dosel pre
via a los fotoperiodos puede ser interpretada en términos de dos fo
torreceplores para la sintesis de clorofilas, El fitocromo actuari
preferentemente regulando los sistemas de sintesis de g-aminolevu-
linico (MASONER v KASEMIR, 1975; BALANGE y ROLLIN, 1979),
pero la transformacidn protoclorofilida —---> clorofilida vendra me
diatizada por la misma protoclorofilida como fotorreceptor de luz
preferentemente roja. La luz infrarroja, como han descrito KLEIN
et al. (1971) para hojas de plantulas etioladas de maiz, no causan
conversion de protoclorofilida en clorofitida. Como se ha descrito,
el mayor porcentaje de transmisidn a través de dosel estd conhstitui-
~do por luces verde e infrarroja, por lo que el sistema de fototrans-
formacibn quedaria excluido en la primera hora de irradiacion. Un
suplemnento cottinuo de iuz roja (incluida en la luz blanca) reverti-
rfa esta situacion,

El resto de los tratamientos, siempre seguidos de
oscuridad, dan valores de clorofilas muy poco significativos.

Para terminar esta discusidn quedaria por interpre-
tar los efectos de la luz verde, sola o mezclada, sobre fos diferen
tes parametros del crecimiento estudiados. En primer término podria
hablarse de una reaccion de alta energia, Una reaccidén de este tipo

podria implicar al fitocromo como Unico fotorreceptor ( HARTMANN
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1966) seglin el modelo desarrollado por SCH/X\FER { 1976) por el cual
los tratamientos de irradiacién inductiva, al aumentar la reasociacion
del fitocromo, indica que Pfr puede unirse a un recptor X para dar
el complejo PfrX, El tamafio del complejo PfrX, que es transiente y
dependiente de la irradiacion v de la longitud de onda, es el efec-
tor bajo condiciones de HIR, EI tamafio del complejo aumenta cuan-
do la planta es irradiada con luces desde 660-720 nm para descen-
der desde 720-800 nm. Bajo irradiacibn con luces de alto conteni-
do energético, el tamafio de PfrX aumenta desde 350-410 nm para des
cender desde 410-450 nm. Reacciones de alta energia, mediadas por
fitocromo, han sido descritas en mulltiples ocasiones (HARTMANN,
1967; SERRANO et al., 1969; BARCELO, 1972).

Sin embargo, el papel de la luz azul en estos fend-
menos fisioldogicos puede presentar analogias con aquellos que, co-
mo los fototropismos, involucran un fotorreceptor flavinico, eviden-
temente distinto del fitocromo (BRIGGS, 1976}, por lo que, a veces,
podria invoce.'se un procesv cooperativo mediante el cua! un solo
efecto podria ser el resultado de la percepcibn de luz azul por una
flavina y de luz roja por el fitocromo.

De hecho, una hipbtesis de este tipo podria venir
avalada por los resultados obtenidos en el presente trabajo al lograr
restablecer los valores encontrados por irradiacidén a través del dosel
cuando se irradia con luces infrarroja més verde. Una manera de po
ner de manifiesto la posible cooperatividad de los dos sistemas serfa

irradiar a las semillas con luz roja inmediatamente después de la



~82-~

irradiacion con l!uces infrarroja mas verde. Como se observa en la
tabla 3, uno sdlo de los parametros, la longitud radicular, es re-
vertido por la irradiacidén roja en un nivel significative, y otro, el
peso fresco, en un nivel poco significativo, mientras que los demés,
dfa en el que se alcanza el 100% de germinacion, longitud hipoco~
tilar y contenido en clorofilag no se ven afectados. Podrfa tratarse
de que estos fendbmenos muestran una reaccion a longitudes de onda
bajas, independientemente del fitocromo, aunque la luz verde es muy
poco absorbida por los compuestos flavinicos (PRESTI y DELBR(JCK
1978) mientras que el crecimiento radicular sea un efecto cooperati-
vo entre ambos fotorreceptores (la disminuciéon por e! tratmiento ro-
jo corresponderfa al porcentaje de influencia de Pfr), o bien una au-
téntica reaccidn de alta energia, siendo PfrX parcialmente revertido

por una irradiacidon roja, posibilidad apuntada por SCHAFER (1976).
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Se han estudiado los diferentes tratamientos de luz para algunos

par&metros de crecimiento de Trifolium repens . Se ha demosira

do que las semillas sometidas a oscuridad continua durante todo
el periodo de experimentacidn presentan la variacién més lenta
del indice de germinacidon. Esta velocidad no es afectada si el
periodo de oscuridad se inicia con una hora de irradiacion ro-

ja o infrarroja. El fndice de germinacidon se acelera cuando las
semillas son sometidas a iluminaciones continuas blanca, roja o
infrarroja lograndose la méaxima aceleracién para tratamientos fo
toperiodicos.

La oscuridad promueve !a elongacion hipocotilar frente a los tra-
tamientos que incluyen iluminaciones continuas o iluminaciones fo-
toperibdicas, Esta conhclusidn no es modificada si el perfodo de
oscuridad se inicia con una hora de irradiacidn roja o infrarroja.
l_os mayores de elongacidon hipocotilar se obtienen cuando el pe-
riodo de oscuridad es iniciado por una hora de irradiacion a tra

vés de un dosel experimental de Cedrus Atlantica var glauza o

a través de un dosel simulado con irradiacidn infrarroja mas ver-
de.

La elongacidn radicular muestra valores més altos bajo irradiacio
nes continuas que en oscuridad. Al igual que sucedia en hipocoti-
los, la méxima elongacidn se obtiene cuando un periodo de oscu-
ridad continua es precedido por una hora de irradiacibn median-
te un dosel simulado superponiendo luces infrarroja y verde.

La sintesis de clorofilas es maxima bajo regimenes fotoperibddiccs
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o bajo un régimen de una hora de irradiacion a través de dosel
seguido de un tratamiento con luz blanca., Los tratamientos con
luces continuas dan valores moderadamente altos. Por ello pa-

rece que la sintesis de clorofilas en Trifolium repens estaria

dirigida por Pfr siendo una especie particularmente sensible a
la destruccién de fitocromo,

6.~ La sintesis de clorofilas no procede cuando a un periodo de una
hora de irradiacion sea cual sea le sigue un periodo prolongado
de oscuridad continua.

7.~ Una irradiacidn roja posterior a una irradiacion mezcla de infra-
rroja y verde no modifica los valores obtenidos para la germina~
cidén ni para la elongacidn hipocotilar, Sin embargo la elongacidn
cidén radicular es inhibida significativamente por este tratamiento,

8.~ Una hora de irradiacion roja posterior a una irradiaciéon a través
del dosel experimental y seguida de un periodo prolongado de os-
curidad disminuye la elorgacion radicular sin variar sensiblemen-
te el resto de ios parametros considerados,

9. - Se postula una reaccidn de alta energia que utiliza preferentemente
luz verde, reaccidn que puede tener al fitocromo como fotorrecep-
tor al menos por lo que concierne a la elongacion radicular,

10, ~ L.a reaccidén de alta energia postulada podré tener como base coo
peratividad entre e! fitocromo y otro tipo de fotorreceptor por lo
concierne a la elongacidn hipocotilar, posibilidad en la que en la

actualidad se trabaja,
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