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Resumen

En algunas especies de algas, existen grupos de
individuos con diferencias fenotipicas gue se conservan
durante afios de propagacién vegetativa, y son probablemente
el resultado de diferencias genéticas. Algunos de estos
morfotipos presentan variaciones en las concentraciones de
algunos pigmentos. El objetivo de este trabajo fue
caracterizar las diferencias en los pigmentos antena en dos
morfotipos de la Rhodophyta K. alvarezii, Yy evaluar la
contribucién de dichos pigmentos a la fisiologia
fotosintética. El morfotipo verde de K. alvarezii presentd
niveles excesivos de ficocianina y aloficocianina. Las altas
concentraciones de ficocianina y aloficocianina le dieron
una coloracidn verde a este morfotipo. Los niveles de
ficoeritrina no fueron significativamente diferentes entre
ambos morfotipos. A pesar de las diferencias en la
pigmentacién, el crecimiento en cultivo en tanques externos
no fue significativamente diferente entre los morfotipos
rojo y verde de K. alvarezii. La fotosintesis maxima {Prax) ;

la eficiencia fotosintética (o) ¥y la respiracidén en luz
blanca no fueron significativamente diferentes entre los
morfotipos rojo y verde de K. alvarezii, en un intervalo de

temperaturas de 8°C a 37°C. Sin embargo, en luz roja, los
valores de Pn.y fueron significativamente menores en el

morfotipo rojo, y o fue significativamente mayor en el
morfotipo verde. La reduccién de P.., de la cepa roja en luz
roja indica que la capacidad de captura de fotones de la
ficocianina y la aloficocianina se puede saturar. Sin
embargo, no se encontraron evidencias de una saturacién de
la ficocianina y la aloficocianina en cuanto al transporte
de fotones absorbidos por la ficoeritrina. Por lo tanto, se
concluye que la capacidad de transporte de fotones de la
ficocianina y de la aloficocianina es superior a su
capacidad de absorcién. La exposicién a intensidades altas
de luz fotosintéticamente activa produjo una reduccién del
rendimiento fotosintético por cuanto absorbido, de igual
magnitud en los morfotipos rojo y verde de K. alvarezii, que
fue reversible en aproximadamente 6 horas. La luz
ultravioleta (UV) no causé un decremento adicional en el
rendimiento cudntico. Sin embargo, la recuperacién de la
cepa verde se redujo por la luz UV-B,
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Introduceidn

La fotosintesis es el principal mecanismo de fijacién
de carbono inorgénico.que realizan los organismos
auldtrofos. En general, el‘procéso se puede separar en dos
rartes principales: los procesos fotoquimicos y los
pProcesos enzimaticos. Durante los procesos fotoquimicos se
sintetizan compuestos con alta energia quinica, como
adenosina trifosfato (ATP) vy nicotinamida adenina
dinucleétido fosfato (NADPH) . La fijacién del CO; se lleva
a cabo mediante procesos enzimaticos (Ciclo de Calvin), que
utilizan la energia almacenada en los productos de los
procesos fotoquimicos, y son dependientes de la temperatura

(Stryer 1995).

La energia utilizada durante la fotosintesis para
producir el ATP y el NADPH proviene de la luz solar. La
energia de la luz es utilizada para producir una separacidn
de cargas entre una molécula ge clorofila a, llamada centro
de reaccidén, y un aceptor de electrones. La separacién de
cargas incrementa el potencial eléctrico del electrén
donado, permitiendo, por medio de una cadena de transporte
de electrones, la reduccién del NADP' Yy la formaciétn de un
gradiente transmembranal de protones, que se utiliza para

la fosforilacién de la adenosina difosfato (Stryer 1995),




Bl ciclo de Calvin consta de una serie de reacciones
catalizadas enzimaticamente, que consisten en formar dos
noléculas de tres carbonos a partir de una molécula de CO,
Y una molécula de cinco carbonos, 1lamada
ribulosa-1, 5~bisfosfato. Las enzimas involucradas en este
ciclo son dependientes de la temperatura, tanto en sus
velocidadeS'méximas como en las concentraciones que
requieren para alcanzarlas (Davison 1991) . En general, 1la
temperatura incrementa la probabilidad de gue una enzima Y
Sus sustratos se encuentren, incrementando la velocidad de

catalisis.

Las reacciones fotoquimicas primarias son
independientes de la temperatura. Una parte de la cadena de
transporte de electrones que se puede ver afectada por la
temperatura es la difusioén de la plastoquinona en 1la
membraﬁa, para enlazar al fotosistema II (PSII) con el
complejo citocromo b/f, que se encarga de crear el
gradiente de protones a ambos lados de la membrana (Davison
1991). Una membrana se vuelve menos viscosa con incrementos
de temperatura, permitiendo una mayor difusidén de los
metabolitos dentro de ella. La temperatura también afecta
al transporte no ciclico de electrones, que es mas

eficiente con mayor temperatura (Raven y Geider 1988).




La separacioén de cargas fotosintética se realiza en
dos estructuras lacromoleculares con caracteristicas
estructurales y funcionales diferentes, llamadas
fotosistema I y fotosistema II. Fn cada fotosistema,
existen muchas moléculas de clorofila a ademds del centro
de reaccién. La funcién de estos pigmentos es absorber
fotones y transferir su energia al centro de reaccién

(Gantt 1996) .,

Los diferentes pigmentos absorben luz unicamente a
determinadas longitudes de onda. La clorofila a, por
ejemplo, presenta dos picos de absorcién con una “ventana"
en longitudes de onda intermedias, gue corresponden al
color verde., Los pigmentos accesorios generalmente cubren

parte de esta “ventana” {Stryer 1995).

Toda la energia que se utiliza para la fotosintesis es
canalizada a la clorofila a (Stryer 1995). Algunos
pigmentos no pueden transmitir la ‘energia que captan
directamente a ella, por lo que necesitan de uno o mas
"intermediarios". En las algas rojas, asi como en las
clanobacterias, el PSII esta acoplado a unas estructuras

compuestas de varias moléculas, llamadas ficobilisomas




(Gantt 19896). En algas rojas, estas estructuras incluyen
los pigmentos ficoeritrina (FE), ficocianina (FCY vy
aloficocianina (AFC), Yy varias proteinas estructurales
(Ganllt 1996}. Estos pigmentos tienen capacidad de absorber
luz en diferentes partes de la ventana verde de la
clerofila a, con un ligero traslape en sus picos de
absorcién. Se ha determinado que la energia es transmitida
de la FE a la FC y de ésta a la AFC, de donde se transmite
a la clorofila a (Talarico 1996). De esta manera, se
acumula la energia absorbida por los cuatro pigmentos.
Espacialmente, la AFC se encuentra en el centro (o nicleo)
de los ficobilisomas, y la FC y la FE forman cilindros

alrededor de ella (Talarico 1996).

Diferencias en las concentraciones de clorofila a o de
biliproteinas pueden causar diferencias fisiolbégicas en las
algas (Kursar et al. 1983). La energia disponible para el
centro de reaccidén puede variar debido a un cambio en la
absorcién de cada tipo de pigmento, segun su concentracidn,
asi como debido a cambios en la transmisién de energia

hasta el centro de reaccidn.

Las diferencias en la concentracién de pigmentos

accesorios también podrian causar diferencias en la




fotoinhibicién de la fotosintesis a altas irradiancias. Un
exceso de luz puede afectar el aparato fotosintético de un
crganismo, disminuyendo la capacidad de canalizar
electrones a la fotosintesis (Hider et al. 1998). La
reduccion de la fotosintesis observada a altas irradiancias
puede ser el resultado de un fotodafio o de una estrategia
de protecciodn, llamada fotoinhibicién dindmica, en la que
la energia se canaliza hacia diferentes mecanismos de
disipacién. El fotodafio se distingue de la fotoinhibicién
porgue su recuperacidn es mas lenta. Los pigmentos
accesorios podrian ayudar a disipar la energia antes de que
llegue a los centros de reaccién (Figueroa et al. 1997).
Por lo tanto, es posible que existan diferencias en el
fotodafio o en la activacién de la fotoinhibicién dinémica

en las algas con diferente pigmentacién.

En algunas especies de algas, existen grupos de
individuos con diferencias fenotipicas que se conservan
durante afios de propagacién vegetativa, y son probablemente
el resultado de diferencias genéticas. Algunos de estos
morfotipos presentan variaciones en las concentraciones de
algunos plgmentos. En la Rhodophyta Kappaphycus alvarezii
existen diferentes morfotipos en la naturaleza y en

cultivos, con diferencias marcadas en su color. El objetivo




de este trabajo es caracterizar las diferencias en los
pigmentos antena de un nmorfotipo rojo y un morfotipo verde
de K. alvarezii y analizar el efecto de las diferencias

pigmentarias en la fisiologia fotosintética del alga.




Antecedantes

Kappaphycus alvarezii es un alga roja gue se cultiva
en Asia y Oceania para.la extraccién de carragenanos (Doty
1987, Trono 1992, Trono Y Lluisma 1992). Los acuacultores
slembran propagulos seleccionados de la cosecha anterior en
cuerdas sumergidas (Doty 1987, Trono 1992, Azanza-Corrales
et al., 1992)., De esta manera, cada generacién se compone de

clones de la generacién anterior.

A pesar de que las condiciones de cultivo se han
mantenido similares a lo largo de los anos, se han
encontrado de manera simultdnea individuos con diferencias
morfoldgicas notables (Doty y Norris 1985, Trono 1992),
incluyendo diferencias en su coloracién (Azanza Corrales
1990, Azanza Corrales Y Sa~a 1990), que varia desde el
verde-amarillo hasta el rojo intenso (Dawes 1982). La
persistencia de estas diferencias sugiere que se deben a
nmutaciones genéticas, y que ninguno de los morfotipos ha
sido seleccionado en contra, ya sea natural o

artifiicialmente.

La coloracidn de un alga varia de acuerdo a su
composicién pigmentaria (Kursar et al. 1983b) . Dawes (1992)

determiné que un morfotipo verde de K. alvarezii tiene




lhenos Fk que un morfotipo café. La FC Yy la AFC varian menos
que la FE en respuesta a cambios en el medio ambiente
(Talarico 1996). sin embargo, no existen estudios
comparativos del contenido de FC y AFC en los diferentes

morfotipos de K. alvarezii.

Los pigmentos forman parte esencial del aparato
fotosintético de un alga (Gantt 1996). Por lo tanto, las
diferéncias en la pigmentacién pueden verse reflejadas en
la respuesta fotosintética de los diferentes morfotipos de

K. alvarezii. Dawes (1992) encontré diferencias en la
eficiencia fotosintética (o), de algunos morfotipos,

presentandose un mayor valor de ¢ en un morfotipo café, con
mayor contenido de FE. Este autor encontrdé que un morfotipo
con valores significativamente menores de clorofila a,
presenta un valor de o reducido. La fotosintesis maxima
(Pmax) , bajo saturacién de luz, no fue significativamente
diferente entre los morfotipos analizados por este autor.
La temperatura en centros acuaculturales donde se cultiva
K, alvarezii varia hasta de 15 a 30°C anualmente (Ohno et
al. 1994). sin embargo, se desconoce el efecto de la

temperatura sobre la fisiologia fotosintética de los




diferentes morfotipos de K. alvarezii a diferentes

temperaturas.

La fotosintesis de unralga puede verse disminuida por
altas irradiancias, tanto de lugz fotosintéticamente activa
(LFA; 400-700 nm) como de luz ultravioleta (UV; Jiménez et
al, 1998, Hanelt 1998). Wood (1989) reporta que Fucheuma
striatum produce compuestos que absorben luz UV en
respuesta a altas intensidades de luz UV. La producciodén de
aminoacidos tipo micosporina, que tienen una absorcién
elevada de luz UV, es comin en algas rojas que'habitan en
areas expuestas a altas irradiancias, especialmente en
latitudes bajas (Karsten et al. 1998, Franklin et al.
1999). Sin embargo, a intensidades nuy elevadas de luz UV,
los cqmpuestos producidos por E. striatum no son
suficientes para prevenir el fotodafic (Wood 1989), En el
laboratorio, se han observado diferencias en la presencia
de fotoinhibicién a irradiancias de hasta 800 pE m?s™' de
‘diferentes morfotipos de K. alvarezii {Dawes 1992)., Este
autor reporta una reduccién de los valores de Prax @
irradiancias del orden de 800 HE m?s™ en dos morfotipos

con coloracidén verde, mientras que en otros morfotipos no

encontrd fotoinhibicién de la fotosintesis. Sin embargo, se
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desconoce el efecto de la LFA y luz UV a irradiancias
naturales sobre la fotosintesis de los diferentes

morfotipos de K. alvarezii.

El crecimiento de un alga estd intimamente relacionado
con la fotosintesis y, por lo tanto, con su composicion
pigmentaria. Sin embargo, existen pocos trabajos que
comparan el crecimiento de diferentes morfotipos de K.
alvarezii. Dawes et al. (1994) encontraron un crecimiento
mayor de un morfotipo café en relacién a uno verde en el
laboratorio, pero la diferencia no se presentd en el campo.
Ohno et al., (1994) tampoco encontraron diferencias en el
crecimiento de diferentes morfotipos de K. alvarezii en el
campo. En un estudic realizado por Hurtado-Ponce {1995), se
encontraron diferencias en el crecimiento de un morfotipo
verde y uno rojo. Sin embargo( las diferencias se

presentaron Unicamente en otofic a 50 cm de profundidad.




Hipdtesis de trabajo
Pigmentos

Existen diferencias en las concentraciones de
ficoeritrina, ficocianina, y aloficocianina en los

morfotipos rojo y verde de K. alvarezii.

Crecimiento

El morfotipo de Kappaphycus alvarezii que tiene las
concentraciones mayores de pigmentos tiene un crecimiento
mayor, debido a que su aparato fotosintético estd mas

completo.

Fotosintesis

El morfotipo de Kappaphycus alvarezii que tiene las
concentraciones mayores de pigmentos tiene una fotosintesis
maxima mayor en un intervalo atiplio de temperatura, debido

& que su aparato fotosintético estd mas completo.

El morfotipo de Kappaphycus alvarezii que tiene las
concentraciones mayores de pigmentos tiene una eficiencia
fotosintética mayor en un intervalo amplio de temperatura,

debido a que su aparato fotosintético estd méas completo.

11
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FFotoinhibicién

El morfotipo de Kappaphycus alvarezii que tiene las
concentraciones mayorés de pigmentos presenta una
fotoinhibicién de la fotosintesis menor, tanto por luz
fotosintéticamente activa como por luz ultravioleta, debido
a due su aparato fotosintético esta protegido de la luz por

mas pigmentos.




Material y Métodos

Material algal

Individuos con coloracién roja y verde del alga roja
Kappaphycus alvarezii, procedentes de Filipinas, se
mantuvieron en el laboratorio en un recipiente de 30 L por

aproximadamente dos afios. Las algas se mantuvieron con
aireacién continua a aproximadamente 25°C y una
concentracién de 250 uM NaNO,;. Los organismos fueron
provistos de aproximadamente 100 pmol quanta m™? s™! de luz

fotosintéticamente activa con una lampara fluorescente
blanca (cool white light). Se realizaron recambios de agua

y fertilizacidén una vez a la semana.

Andlisis pigmentario

La extraccién de clorofila a se realizd homogenei zando
aproximadamente 0.1 g de tejido en acetona al 90% (v/v), en
uﬁ homogenizador de tejido de vidrio. El homogeneizado se
centrifugd a 2000 g por 15 minutos y se determiné su
absorbancia a 664 nm y 647 nm con un espectrofotémetro. Los
niveles de clorofila a se calcularon utilizando la ecuacion

derivada por Jeffrey y Humphrey (1975):

Clorofila a (ug/ml)= 11.93 BAgers = 19,3 Bsqr

13
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donde A, es la absorbancia a la longitud de onda A. Se

determinéd el espectro de absorcién de los extractos de 400

nm a 750 nm.

Las biliproteinas FE, FC y AFC se extrajeron con un
homogeneizador de vidrio Y una solucidén 0.1 M NaHPO; (pH
©.2), 1 mM EDTA y 1 mM DIT. La absorbancia del homogenado
se determiné en un espectrofotémetro a longitudes de onda
de 565 nm, 620 nm y 650 nm. Las concentraciones de AFC y FC
se calcularon utilizando las ecuaciones descritas en Lobban
et al. (1988);

AFC (mg gPH™) = Rgpo/6.29 = 0,72 Aeso/6.29

FC (mg gpH') = Agso/5.79 = 0.191 Awo/5.79

donde A, es la absorbancia a la longitud de onda A. La
concentracién de FE se calculé con la ecuacidédn propuesta
por Dawes (1981):

FE = 12.4 Bses
Ademas se determind el espectro de absorcién de las

biliproteinas de 550 a 750 nm.

Proteinas totales

La concentracidén de proteinas totales en el tejido de

los morfotipos verde y rojo de K. alvarezii se determind




mediante colorimetria de acuerdo al método propuesto por
Bradford (1976). Las proteinas de aproximadamente 0.1 g de
Lejido del morfotipo fojo y verde se extrajeron con una
solucién amortiguadora (0.1 M Na,HPO, (pH 6.9), 1 mM EDTA,
1% PVP v 1 mM DTT). La concentracidén de proteinas del
extracto se determiné mediante una curva de calibracién,

utilizando albtmina de suero bovino como estandar.

Crecimiento

El crecimiento de ambos morfotipos de K. alvarezii se
evalud durante 120 dias bajo condiciones de cultivo en un
tanque exterior de 100 L, con niveles naturales de luz Y

temperatura. El agua del tanque se cambid dos veces a la

semana, utilizando agua de mar filtrada (0.2 pm)

enriquecida con 250 uM NaNQ,. Cinco individuos del
morfotipo rojo, y cinco del morfotipo verde se marcaron con
etiquetas de pléastico, y se determind su incremento en peso
dos veces a la semana. El crecimiento diario se determind
utilizando la ecuacién:

C{s d')y=[ (W, W, 1) "“'_1] 100, donde W: es el peso después de

t dias de incubacién y W, es el peso inicial.
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Fotosintesis en funcién de la irradiancia

La produccién de oxigeno en funcién de la irradiancia
se evalud polarografiéamente enr segmentos de tejido de
anbos morfotipos de K. alvarezii bajo diferentes
condiciones experimentales. Las mediciones se realizaron en
cédmaras de borosilicato refrigeradas de 5 mL. Los cambios
en la concentracién de oxigeno en las camaras se evaluaron
con electrodos tipo Clark (Rank Brothers, Inglaterra) y con
agitacién continua. La luz con la gue se activd la
fotosintesis se obtuvo de lamparas de 500 W (GE, quarzline)
con bulbos incandescentes. Los niveles de irradiancia de 0
a 700 pmol quanta m™ s se obtuvieron colocando filtros de
densidad neutra entre la muestra y la fuente de luz. Los
resultados se ajustaron al modelo exponencial descrito por
Webb et al. (1974) utilizando un algoritmo no linear de
ajuste directo {Sigma Plot, Jandel Scientific). El modelo
relaciona la fotosintesis y la irradiancia de la siguiente
manera:

P= Ppax{1-e"™/F.")-R
donde P es la fotosintesis a la irradiancia I, Pnax €5 la

fotosintesis maxima, o es la eficiencia fotosintética vy R

es la respiracién. Los parametros Prax ¥ ® se utilizaron

para comparar la fisiologia fotosintética de los dos
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worfolipos. Adicionalmente, se calculd el coeficiente de
subsaturacién Iy, que es la razoén Prax/0. El coeficiente de

subsaturacién es una medida de la cantidad de luz necesaria

para saturar la fotosintesis.

Efecto de la temperatura sobre la fotosintesis

Las respuestas fotosintéticas de ambos morfotipos de
K. alvarezii a la irradiancia se evaluaron en funcién de la

temperatura. Las mediciones se realizaron a 8, 15, 20, 25,
30 y 37°C, con seis réplicas para cada temperatura Y para

cada morfotipo. La temperatura de las camaras se controld
con un bafio circulatorio a temperatura constante,
estableciendo un flujo por un compartimento externo a las

camaras.

Efecto de la calidad de luz sobre la fotosintesis

La fotosintesis con luz roja del morfotipo rojo y
verde de K. alvarezii se evalud para determinar la
contribucién de la FE a la fotosintesis. La produccién de
oxigeno en luz roja se evalud en ambos morfotipos en
funcién de la irradiancia a 25°C. Un filtro rojo (A > 600
nm} se colocd entre la fuente de luz y la camara de

incubacién (Fig. 1). La irradiancia se varid entre 0 y 700
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Pmol quanta m™ s7 utilizando filtros neutros. has curvas

fotosintéticas se hicieron cuatro veces por cada morfotipo

Y se realizaron controles con luz blanca.

Rendimiento cuéntico efectivo del fotosistema II

El rendimiento cuantico del PSII se evalud con un
fluorimetro de pulsos de amplitud modulada (PAM-2000, Walz,
Effeltrich, Alemania). El rendimiento cuantico se determind
como AF/F,’, donde AF es la diferencia entre la
fluorescencia méxima en el tejido expuesto a la luz (F,") y
la fluorescencia basal (F¢}) en las condiciones en que se
encuentra el tejido (Genty et al. 1989). Los valores de Fo.'
Y Ft se obtienen utilizando una luz muy tenue (650 nm, 0.3
umol quanta m™® s™'), que no activa la fotosintesis ge forma
significativa, pero si produce fluorescencia. Esta luz se
distingue de la luz exterior porque tiene amplitud
modulada. Las mediciones de F.' se realizan después de
aplicar un pulso de saturacién de luz (0.4 s, aprox. 9000
mol guanta m™@ s7!), que reduce todos los centros de
reaccién y suprime la actividad del PSII. La disminucion de

AF/F,' se utilizé como paradmetro de la fotoinhibicién.




gg 80 -
O
Q 60 -
2
£ 40 -
G
©
= 20 -
0

!

I [ f I

400 450 500 550 600 650 700

Longitud de Onda (nm)

Figura 1. Transmitancia del filtro rojo utilizado para obtener

luz roja.
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Efecto de la luz ultravioleta sobre el rendimiento cuantico

efectivo

Individucs del morfotipo rojo y verde de K. alvarezii
fueron expuestos a tres CLratamientos de luz solar filtrada
durante una hora al mediodia, y se determiné AF/F,” antes Y

después de cada uno de los tratamientos. Los tratamientos
consistieron en filtrar parte de la lugz incidente, para

obtener sé6lo luz fotosintéticamente activa (LFA)
(Ultraphan, Digrefa GmbH, Alemania, A>395 nm), LFA + UV-A
(Folex GmbH, Alemania, A>320 nm), y LFA + UV-A + UV-RB
(Ultraphan, Digrefa GmbH, Alemania, A>295 nm) (Fig. 2). Los
experimentos se realizaron al mediodia, con una irradiancia
de aproximadamente 450 W m™? (1890 pmol quanta m? s7') de
LFA, 55 W m™® (aprox. 231 pumol quanta m-2 s} de UV-A vy
1.5 W m? (aprox. 6.3 pmol guanta m? s7') de UV-B
(Aguirre-von-Wobeser et al. 2000). Posteriormente, se
monitoredé la recuperacién de AF/F. en el laboratorio

incubando los ejemplares a 17°C, una irradiancia de 10 pmo 1

quanta m? s™ y sin luz ultravioleta,
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Transmitancia de los filtros utilizados para obtener

tratamientos de UV-A + UV-B + LFA, UV-A + LFA y LFA
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Andlisis estadistico

Las diferencias estadisticamente significativas en el
crecimiento v en las cbncentraciones de pigmentos de K.
alvarezii se evaluaron utilizando pruebas t de sfudent
(Sokal y Rohlf 1981). La significancia de las diferencias
en Py, O, R e I, entre los morfotipos rojo v verde de K.
alvarezii a diferentes temperaturas, y en luz roja, fueron
analizadas mediante un analisis de varianza (ANOVA) simple,
después de verificar normalidad y homocedasticidad de los
datos. Asi mismo, las disminuciones en AF/F.' durante los
tratamientos con diferentes calidades de luz, tanto de LFA
como de luz UV, fueron sujetas a un ANOVA simple, para
evaluar su significancia estadistica. La pendiente de
recuperacidén de los valores de AF/F,’ fue comparada con un
analisis de covariancia (ANCOVA). Para detectar valores
estadisticamente significativos se utilizé la prueba a

posteriori de Tukey.




Resul tados

Pigmentacién y proteinas totales

Los espectros de.absorcién de los extractos de
pigmentos de los norfotipos rojo y verde de Kappaphycus
alvarezil presentaron diferencias, bajo las mismas
condiciones de cultivo {(Fig. 3). El espectro de absorcién
del extracto de acetona fue muy similar en los morfotipos
rojo y verde de K. alvarezii, y presentd los maximos de
absorcién caracteristicos de la clorofila a, en 440 y 665
mn., A diferencia del extracto de clorofila 4, el espectro
de absorcién de las biliproteinas, presentd diferencias
entre los dos morfotipos. En el caso del morfotipo rojo, se
presentaron maximos de absorcién a los 565, 615 y 680 nm,
correspondientes a la FE, FC y AFC respectivamente. Los
maximos de absorcién de la FC y AFC fueron del 37 y 50% de
la magnitud del m&ximo de absorcién de la FE en el
norfotipo rojo. El extracto de biliproteinas del morfotipo
verde presentd los maximos de absorcién correspondientes a
la FE, FC y AFC. Sin embargo, los maximos de absorcién de
la FC y la AFC son de aproximadaménte 85% de la magnitud

del méximo de absorciédn de la FE en el morfotipo verde.

Las concentraciones de algunos pigmentos

fotosintéticos fueron diferentes en los dos morfotipos de

23
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Figura 3. Espectro de absorcién de la clorofila a y biliproteinas

de lés morfotipos rojo y verde de Kappaphycus alvarezii




K. alvarezii estudiados, bajo las mismas condiciones de
cultivo (Fig. 4). La concentracién de clorofila a en el
tejido de los dos morfotipos fue de aproximadamente 0.06 my
por gramo en peso himedo (PH) en ambos morfotipos. La
concentracidn de FE fue ligeramente mayor en el morfotipo
rojo (aprox. 0.24 mg gPH™') que en el verde (aprox.

0.20 mg gPH"'}, sin embargo, estas diferencias no Ffueron
estadisticamente significativas {p > 0.05). Llas
concentraciones de FC y AFC fueron significativamente

{(p < 0.01) mayores en el morfotipo verde que en el
morfotipo rojo de K. alvarezii. Los niveles de FC y AFC
fueron aproximadamente dos veces mayores en el morfotipo
verde que en el rojo, y son la principal diferencia en la
pigmentacién de ambos morfotipos. La concentracién de FC en
el morfotipo verde fue de aproximadamente 0.2 mg gPH™,
mientras que en el morfotipo rojo fue de aproximadamente
0.08 mg gPH™'. La concentracién de AFC en el morfotipo verde
fue de aproximadamente 0.2 mg gPH™!, mientras que en el

morfotipo rojo fue de aproximadamente 0.1 mg ng*.

La concentracién de proteinas totales fue

significativamente (p < 0.05) diferente entre los
morfotipos rojo y verde de K. alvarezii (Fig. 4). E1

contenido de proteinas totales en el morfotipo verde fue de
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Figura 4. Concentracién (X % DE, n > 6) de clorofila a, ficoeritrina,

ficocianina, aloficocinina y proteinas totales en los
morfotipos rojo y verde de Kappaphycus alvarezii.
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0.76 mg gPH™', mientras que en el morfotipo rojo fue de 0.66

mg gPH™?,

Crecimiento

Las tasas de crecimiento especifico variaron a lo
largo del experimento, perc en general no hubo diferencias
significativas (p > 0.05) entre los dos morfotipos (Fig.
5) . Los valores de crecimiento se incrementaron en los
primeros 26 dias, hasta alcanzar valores cercanos al 5%
diario, y fluctuaron alrededor del 3% diario hasta
aproximadamente 60 dias. Después de los 60 dias, las tasas

de crecimiento especifico decrecieron, y se estabilizaron

alrededor del 0.1% diario.

Respuesta de la fotosintesis a la irradiancila

La respuesta fotosintética a la irradiancia en los
morfotipos rojo y verde de K. alvarezii fue muy similar
(Fig. 6). En ambos casos, la fotosintesis presentd una
respuesta cléasica de saturacién a altas irradiancias. A
bajas intensidades de luz, antes de la saturacién, la

respuesta fotosintética de ambos morfotipos fue lineal.
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Efecto de la temperatura en la fotosintesis

La respuesta fotosintética de 8 a 37°C bajo luz blanca
en general no variod eﬁtre los dos morfotipos de K.
alvarezii(Fig. 7-9). En ambos morfotipos, la fotosintesis
maxima (Ph..) aumentd de 8 a 30°C, hasta alcanzar un valor
de aproximadamente 0.2 pmol O, gPH™ min™ (Fig. 7). Sin
embargo, los vélores de Pn.x disminuyeron drédsticamente en

ambos morfotipos a los 37 °C.

Al iqual que Pn., los valores de o variaron con
respecto a la temperatura‘(Fig. 8). Sin embargo, a
diferencia de P,.., los valores maximos de a (aprox. 0.012
ol O, gPH™ min™) se observaron a los 15°C, y disminuyeron

en relacién inversa a la temperatura.

El coeficiente de subsaturacién {Ix) aumentd

exponencialmente con la temperatura hasta alcanzar
aproximadamente 110 pmol quanta m™” s a los 30°C (Fig. 9).
A los 37°C, el descenso de Pu., se refleja en I, qgue también

desciende abruptamente.
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Figura 9. Coeficiente de subsaturacién (X + DE, n = 6) de los
morfotipos rojo y verde de Kappaphycus alvarezii en

funcién de la temperatura.
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La respiraciodén en la obscuridad del morfotipe rojo y
verde de K. alvarezii no siguid ningin patrén definido en
funcidén de la temperatura (Fig. 10). Los valores promedio
de respiracién fueron de aproximédamente 0.06
pmol 0, gPbH™? min’?, que representa aproximadamente el 30-~40%
de las tasas fotosintéticas. Los valores maximos de
respiracién se alcanzaron en ambos morfotipos a los 15 y

30°C.

Efecto de la calidad de luz sobre la fotosintesis

La respuesta fotosintética de K. alvarezii a la luz
roja fue diferente en los morfotipos rojo y verde. Los
valores de Py, en el morfotipo rojo disminuyeron
significativamente {(p < 0.05) cuando la luz experimental
fue de longitud de onda (A) mayor a 600 nm, con respecto a
Prax en luz blanca (Fig. 11). En el morfotipo verde, P... se
incrementé ligeramente, sin embargo, los valores no fueron
significativamente diferentes (p>0.05) a los encontrados en
luz blanca. Los valores de o se incrementaron en
aproximadamente 100% en el morfotipo verde en el

tratamiento de luz de A mayor a 600 nm (Fig. 12}, Sin
embargo, los valores de ¢ no variaron en el norfotipo rojo

en el tratamiento con luz de A mayor a 600 nm.
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Efecto de la luz UV scbre el rendimiento cuadntico efectivo

del fotosistema TI

Los valores de rendimiento cuantico efectivo (AF/F.")
del morfotipq rojo y verde de K, alvarezii disminuyeron en
aproximadamente 60% cuando los talos fueron expuestos a
altas irradiancias de LFA, y en aproximadamente 70% cuando
fueron expuestos a altas irradiancias de LFA + Uv-A .y
LFA + UV-A + UV-R (Fig. 13). Sin embargo, no hubo

diferencia significativa (p > 0.05) en la disminucion de

AF/F,' entre los tratamientos ni entre los morfotipos.

La recuperacién de AF/F,’ fue completa en todos los
casos, y se dio aproximadamente a las 6 horas (Fig. 13).
Sin embargo, la tasa de recuperacién de AF/F,’ varid entre
los diferentes morfotipos Y los diferentes tratamientos
(Fig. 14). La tasa de recuperacion fue de aproximadamente
0.05 a 0.06 AF/F,’ ‘min™' en el morfotipo rojo en todos los

tratamientos y en el morfotipo verde en los tratamientos de
LFA + UV-A y LFA. Sin embargo, la tasa de recuperacidén del
morfotipo verde en el tratamiento de LFA + UV-A + UV-B fue

significativamente menor a las demas (p < 0,05}, con un

valor de 0.03 AF/F,” -min™’.
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Discusiones

Los pigmentos son utilizados por los organismos
fotoautdtorfos para absorber la luz solar, y obtener
energia para la fotosintesis. Las concentraciones de
diferentes pigmentos pueden determinar la eficiencia con la
que un organismo utiliza la luz incidente. En Kappaphycus
alvarezii, asi como en otras especies de la divisién
Rhodophyta, existen muchas variaciones morfolégicas y
pigmentarias (Trono 1992, Kursar et al. 1983). Algunos de
estos morfotipos presentan una coloracién verde, que no es
comin para las Rhodophyta. Dawes {1992) encontré gue una de
ellas tiene menos FE de lo normal, sin embargo, no se ha
realizado ninguna determinacién de los niveles de FC y AFC
en diferentes morfotipos de esta especie. Los resultados de
este trabajo demuestran que las diferencias en los niveles
de FC y de AFC son mucho mas conspicuas que las diferencias
en la concentracién de FE, Ademés, se ha reportado que las
concentraciones de FE son m&s sensibles a variaciones
ambientales que la FC y la AFC (Talarico 1996) . Por 1lo
tanto, la evaluacidén de los niveles de FC y AFC es
necesaria para la caracterizacién de los morfotipos de K.

alvarezii, y probablemente también de otras Rhodophytas.
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A pesar de las diferencias en la pigmentacién de ambos
morfolipos, su respuesta ante condiciones naturales de luz,
Ya sea en el crecimiento, en la fotosintesis o en el efecto
inhibitorio de altas irradiancias, es idéntica. Algunos
morfotipos de K. alvarezii presentan diferencias en el
crecimiento bajo ciertas condiciones experimentales (Dawes
et al. 1994, Hurtado Ponce 1995), aunque en la mayoria de
los casos el crecimiento es igual entre ellos (Ohno et al.
1994, Dawes et al., 1994, Hurtado Ponce 1995), La ausencia
de variacién en Pu., entre los morfotipos rojo y verde de
K. alvarezii es consistente con los resultados reportados
anteriormente (Dawes 1992). Sin embargo, se han reportado
diferencias en el valor de o de diferentes morfotipos de
K. alvarezii, pero no se presenta un patrén definido en
relacién a los morfotipos rojos y verdes (Dawes 1992). Por
lo tanto, no existe una relacién clara entre las

concentraciones de biliproteinas y «.

Los valores similares de crecimiento, fotosintesis y
fotoinhibicién encontrados en los morfotipos rojo y verde
de K. alvarezii sugieren que las diferencias pigmentarias
entre ellos no son adaptaciones a diferentes nichos

ecologicos. Los resultados de este trabajo sugieren gque el
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morfotipo verde utiliza un mayor numero de proteinas que el
morfotipo rojo para obtener la misma capacidad
fotosintética. Aparentemente, la inversioén en nutrientes
destinada a la fotosintesis, principalmente en nitrogeno,
€5 mayor en el morfotipo verde que en el morfotipo rojo.
Sin embargo, las biliproteinas también son una reserva

importante de nitrégeno en las Rhodophyta (Dawes 1992),

El ensamble de ficobilisomas requiere de la presencia
de proteinas estructurales {(Glazer y Clark 1986). En
relacién a la pigmentacién tipica de un alga roja, el
morfotipo verde tiene niveles excesivos de FC y AFC. Sin
embargo, las diferencias observadas en la fotosintesis en
luz roja demuestran que la absorcién de luz de los
pigmentos adicionales del morfotipo verde contribuye a la
fotosintesis y, por lo tanto, estos pigmentos se encuentran
acoplados a ficobilisomas. Es posible Que las proteinas
estructurales también se encuentren en exceso en el
morfotipo verde, o que la arquitectura de los ficobilisomas
sea flexible, y permita la incorporacién de moléculas
adicionales de FC y AFC a sus nucleos. Una estimacién de la
concentracién de ficobilisomas en cada morfotipo seria muy
Util para determinar si las biliproteinas adicionales

forman mé&s unidades de asimilacién de luz, con niveles de
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FE por ficobilisoma reducidos, o si forman ficobilisomas

con nicleos mayores.

La foltosintesis a irradiancias inferiores a la
saturacidn, depende principalmente de los procesos
fotoquimicos y del transporte de electrones (Henley 1993,
Davison 1991). Sin embargo, bajo saturacion de luz Yy en
ausencia de fotoinhibicién, la fotosintesis depende de los
procesos enzimaticos (Henley 1993, Davison 1991). Bajo
saturacién de luz, P, estd limitada principalmente por la
fijacioén de carbono por la enzima ribulosa-1, 5-bisfosfato
carboxilasa/oxigenasa (RUBISCO), la disponibilidad de
fésforo para la sintesis de ATP, o la disponibilidad de
COz2, que se ve afectada por su difusidén y por la actividad
de la enzima anhidrasa carbénica (Davison 1991}. Todos
es5tos procesos se hacen mas eficientes con la temperatura,
de manera que P,,, aumenta con la temperatura hasta alcanzar
cierto limite, a partir del cual puede haber una
desnaturalizacién de las proteinas involucradas (Raven y

Geider 1988)., En K. alvarezii, el valor méximo de P, se

presentdé a los 30°C, mientras gue a los 37°C P,.. fue
significativamente menor. Probablemente, una o més enzimas

involucradas en la fijacién de carbono se desnaturalizd a

los 37°C. Este comportamiento es muy similar al reportado




para dos variedades de Eucheuma striatum Y para Eucheuma

denticulatum, en donde P,., incrementa hasta los 32°C, vy
empleza a disminuir a.temperaturas superiores (Glenn y Doty
1981) . Bucheuma striatum y Eucheuma denticulatum son
taxondmicamente cercanas a K. alvarezii (Doty y Norris
1883), y también habitan en planicies arrecifales en mares

tropicales (Glenn y Doty 1981).

Los valores similares de P, en ambos nerfotipos con
respecto a la temperatura, son consistentes con la
hipétesis de que P, estad limitada pPOr procesos
enzimadticos, y no por la captacién de iuz, que podria verse
afectada por la concentracién de pigmentos. Sin embargo,
cuando la calidad de luz limita la absorcién a cierta parte
del espectro, el morfotipo rojo tiene un Pu., reducido. Esto
significa que, con un espectro de luz restringido, la
asimilacién de luz puede ser un factor limitante para Puaxs
habiendo una saturacién de los pigmentos involucrados. En
luz roja, la asimilacién de luz del PSII, que es limitante
para la fotosintesis, es realizadé exclusivamente pof la FC
Y la AFC, ya que la absorcién de la clorofila a se enfoca
hacia el PSI, y no interviene en el espectro de accién de

la fotosintesis ({Hanelt et al. 1992, Lining vy Dring 1985).
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Por lo tanto, la capacidad de asimilacion y/o transporte de
cuantos de luz de la FC y AFC es susceptible a saturacién a

partir de cierta irradiancia.

Los cuantos asimilados por la FE deben pasar por la FC
Yy la AFC para llegar al centro de reaccién (Glazer y Clark
1986) . Sin embargo, el valor de Prax del morfotipo rojo no
es inferior al del morfotipo verde bajo luz blanca, a pesar
de quz sus concentraciones de FC y AFC son menores. Por lo
tanto, la saturacién de la FC y AFC del morfotipo rojo se
manifiesta en la captacién de fotones, mas no en el
transporte de cuantos. Por lo tanto, bajo saturacién de
luz, la capacidad de transporte de cuantos de la FC y AFC
€S superior a su capacidad de asimilacién de fotones

incidentes.

A diferencia de los procesos enzimaticos, los procesos
fotoquimicos primarios no se ven afectados por la
Lemperatura (Raven y Geider 1988). Cuando la luz es el
factor limitante, la fotosintesis depende principalmente de
procesos fotoquimicos, y o es relativamente insensible a la
temperatura, comparada con Pusx (Davison 1991, Henley 1993,

Gattuso 1989, Post et al. 1985). Sin embargo, en

K. alvarezii, o depende de la temperatura tanto como Prax .
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Se han descrito diferentes mecanismos por los que la
tenperatura puede afectar a ¢, sin embargo, todos ellos

inplican un incremento de o con la temperatura (Raven vy

Geider 1988, Davison 1991)., En las Rhodophytas, la
transferencia de energia en los pigmentos antena depende de
proteinas, y requiere de interacciones sutiles entre ellas
que dependan de su estructura. Estas interacciones podrian

verse afectadas por la temperatura ¥ provecar los cambios

en o observados en K. alvarezii.

Cuando la irradiancia se encuentra concentrada en A

mayores a 600 nm, o del morfotipo verde aumenta. Este

incremento se debe probablemente a que la asimilacién de
luz en el morfotipo verde es mas efectiva en luz roja,

debido a que tiene mas pigmentos que la absorben. Esto
indica que, efectivamente, o se encuentra limitada por la
asimilacién de luz, ya que un incremento en ésta resulta en

un incremento en o.

Los valores maximos de P,., se presentan
aproximadamente a las temperaturas éptimas reportadas para

el crecimiento de K. alvarezii (Ohno et al. 1994, Wu et al.
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1989) . Los valores maximos de 0, en cambio, se presentan a

temperaturas mucho mas bajas. En la naturaleza, los niveles
lmnayores de irradiancia coinciden con las mayores
Lemperaturas, tanto en un dia como a lo largo del afio. Un
nivel alto de P,., requiere que las reacciones de la fase
Obscura y de la fosforilacidn fotosintética se den de
manera muy eficiente (Davison 1991). Esto implica gue los
pigmentos excitados sean regresados al estado basal de una
forma ma&s eficiente, evitando que la excitacién produzca
oxigeno activo (0,7), y cause daflos en el aparato
fotosintético (Hanelt 1996} . Un valor reducido de o se da
cuando la eficiencia de asimilacién de fotones y/o la
eficiencia de conversién de energia fotosintética disminuye
(Henley 1993). Una disminucién en la eficiencia de
~asimilacién de fotones reduciria la formacién de pigmentos
excitados, disminuyendo el riesgo de fotodafio. Es posible
que la combinacién de un P,., elevado Yy un a reducido sea
una estrategia alternativa a la fotoinhibicién para evitar
el fotodadfio, a temperaturas elevadas. Por el contrario, un
Prax reducido y un o elevado, a bajas temperaturas, puede
ser una estrategia para incrementar la absorcién de fotones
a irradiancias bajas, que coinciden frecuentemente con

dichas temperaturas.
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La fotoinhibicién por altas irradiancias ha sido
observada en un gran nimeroc de especies de macroalgas de
las tres divisiones {(Cabello Pasini et al. sometida, Hider
et al. 1998, Franklin et al. 199¢, Hgnelt 1992). La
elimiracién de la luz UV de los tratamientos de luz
disminuye la fotoinhibicién en algunas especies de
Rhodophytas (Figueroa et al, 1997, Larkum y Wood 1993),
mientras que en otras no se presentan diferencias
(Aguirre-von-Wobeser et al. 2000) . En K. alvarezii, la
fotoinhibicién bajo luz solar natural se debe
principalmente al efecto de la LFA. La luz UV es
probablemente absorbida en parte por compuestos protectores
(Wood 1989, Karsten et al. 1998, Franklin et al. 1998). S8in
embargo, es posible que exista un efecto de la luz UV en
ausencia de LFA. Generalmente, K. alvarezii es cultivada en
planicies submareales someras (Azanza-Corrales et al.
1992). Por lo tanto, es muy probable que K. alvarezii se
fotoinhiba ante las altas irradiancias que se dan
principalmente cuando la marea baﬁa coincide con el

nediodia solar (Hanelt 1992, Hanelt et al. 1994) .




La recuperacién relativamente rapida de la
fotoinhibicidn sugiere que K. alvarezii es capaz de
realizar fotoinhibicién dinamica Y, en gran medida, de
eviltar un fotodaifio. La'recuperacién ligeramente retardada
del morfotipo verde bajo luz UV-B indica un ligero
fotodario. Este dafioc probablemente no se debe al mecanismo
descrito en Hanelt (1996), que implica la formacién de
radicales de oxigeno, ya que la luz UV-B no contribuye a la
fotosintesis, y por lo tanto no forma pigmentos excitados.
En cambio, es posible éue este fotodafio se deba a la
absorcién de la radiacién incidente de las moléculas que
sufren el dafio. La exposicién a la luz UV disminuye las
concentraciones de clorofila a en E. striatum (Wood 1889) vy
en Porphyra leucostica (Figqueroca et al. 1997). Un
retardamiento en la recuperacién del rendimiento cuantico
efectivo debido a una exposicién a luz UV también ha sido
observado en la Rhodophyta Porphyra leucostica (Figuerca et

al, 1997),

En este estudio se demuestra por primera vez que la
principal diferencia entre los morfotipos rejo y verde de
K. alvarezii radicé en las diferencias de concentracién de
FC y AFC, ¥ no en las de FE. Sin embargo, los resultados de

este trabajo también demuestran gue las diferecias en las
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colicentraciones de FC y AFC no causan diferencias en la
fisiologla fotosintética de los morfotipos verde y rojo de
K. alvarezii en luz blanca. Por lo tanto, es probable que
¢v los cultivos y en el campo no se presenten diferencias
en el crecimiento de ambos norfotipos. La respuesta
folosintética de los morfotipos rojo y verde de

K, alvarezii en diferentes calidades de luz indica que la
FC y la AFC son mis eficientes para transferir energia
captada por la FC que para captar fotones incidentes. En
este trabajo se demuestra por primera vez que los
morfotipos verde y rojo de K. alvarezii tienen la capacidad
de realizar la fotoinhibicién, para evitar un dafio mas
permanente. Esta capacidad de fotoinhibicién dinamica puede
verse reducida con la presencia de luz UV-B. La
fotoinhibicién afecta la acuacultura, vya dque reduce la
productividad en las horas de mayor irradiancia. Sin
embargo, la fotoinhibicién es una adaptacién de las algas a
las altas irradiancias, que les permite sobrevivir en
ambientes someros y muy expuestos a la luz. Ademis de la
fotoinhibicién, existen otros mecanismos de fotoprotecciodn,
como la acumulacién de sustancias que absorben la luz Y
disipan su energia en forma de calor. En este trabajo se

propone por primera vez el control de o y P, mediante la

temperatura como una estrategia de fotoproteccién.




Conclusiones
El color verde de una Rhodophyta no siempre se debe a
una falta de FE, sino puede deberse a un exceso de FC \%

AI'C, gure enmascaran el color rojo de la FE.

La sobrepigmentacién no necesariamente incrementa la
capacidad fotosintética Yy las tasas de crecimiento
especifico en las Rhodophyta, aun cuando los pligmentos
adicionales se encuentren acoplados al aparato

fotosintético,

La temperatura puede regular la utilizacién de la luz
para la fotosintesis de acuerdo a las condiciones de luz
estacionales, favoreciendo la utilizacién bptima de la luz
en las horas en las que la irradiancia es moderada Yy no se

presenta fotoinhibicién.

Las algas tropicales de ambientes someros tienen la
capacidad de disminuir la actividad fotosintética para
evitar que las irradiancias excesivas darien al aparato

fotosintético.
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El aparato fotosintético de las algas tropicales puede
sufrir dafios con niveles naturales de UV-B, que retrasan la
recuperacioéon de la fotosintesis después de una

fotoinhibicién.
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Abstract

The present study examined the effect of UV and photosyntheticatly active radiation (PAR) on photoinhibition
and recovery in the Phaecophyte Macrocystis pyrifera, the Rhodophyte Chondrus crispus and the Chlorophyte
Ulva lactuca under owtdoor culture conditions, There was an increase in photoinhibition as a consequence of high
exposure 1o UV-B radiation in M. pyrifera, however, high levels of PAR accounted for most of the photoinhibition
in C. crispus and U. lactuca. Photodamage by UV-A, UV-B and PAR was completely repaired within 5 h and
effective quantum yield reached pretreatment values in the three species studied. Species were less susceptible to
photoinhibition after bein g incubated for 5 d under high exposures of natural irradiance su ggesting a photoadaptive
process. The recovery of the effective quantum yield was impaired by long exposure to high levels of UV-B in C.
crispus and UV-A, UV-B and PAR in M. pyrifera. This suggests a different kind of damage by UV-A and PAR
radiation, one to the photosynthetic apparatus and another which affects the repair mechanism of some species.
There was an increase in UV-absorption (A 330 nm) in M. pyrifera and C. crispus within four days of the initiation

of the experiment su ggesting that these species photoprotect their photosynthetic system when ex posed 1o elevated
UV and PAR levels,

Abbreviations: BEIpwya - biological effective irradiance for DNA damage; UV - ultraviolet; AF/Fm’ - effective
quantum yield

there has been an increasing effort in the last dec-
ade to understand the effect of elevated UV levels on
the physiology of marine primary producers (Hider &
Lopez-Figueroa, 1997).

Introduction

The thinning of the ozone layer has been observed
in both the Antarctic (Chubachi, 19835) and specific

areas of the Northern Hemisphere (Blumthaler & Am-
bach, 1990). The reduction of the stratospheric ozone
fayer has been implicated with the increasing tevels
of ultraviolet (UV) radiation reaching the Earth’s sur-
face (Frederick & Snell, 1988). As a consequence,

The photosynthetic apparatus of marine al gae have
been shown to experience damage by excessive ab-
sorption of photosynthetically active radiation (PAR)
and UV radiation (Franklin et al., 1999). As a con-
sequence, marine algae have developed mechanisms

GSB/Prepr: JAPH 703/DISK Pipsnr. 266954 GSB: 182-JM.WEB2C {japhkap:bio2fam) v.1.1

AUTIHIOR
FIRST PROQGF - SPARE SET

japh703.tex; 3/05/2000; 19:24; p.1




2

to issipate excess energy as fluorescence and heat
frow the photosynthetic apparatus or photoprotective
mechanisms in other (o cope with increasing levels
of UV and PAR radiation (Hider et al., 1996). The
dissipation of excess energy from photosystem IT (PS
IT) us ffuotescence is generaily referred to as dynamic
photoinhibition and serves as a photoprotective mech-
anism that interrupts the electron transport chain under
clevated solar irradiances in photosynthetic organisms
(Krause & Weis, 1991).

Phytoplanktonic populations are able to control
the amount of UV and PAR radiation that reach their
photosynthetic systems by varying their depth within
the water column, Most seaweeds, however, are at-
tached to hard substratum and are unable to control
the amount of UV and PAR radiation reaching their
thalli. As a consequence, macroalgae species living
at the intertidal zone are most likely to suffer the ef-
fect of an enhancement in UV radiation compared to
subtidal algae (Jimenez et al., 1998). Seaweeds ex-
posed to such high levels of UV and PAR radiation
under natural conditions synthesize and concentrate
UV-absorbing compounds to shield their photosyn-
thetic systems (Franklin et al., 1999). Furthermore,
photoinhibition has been shown to be greater and
repair mechanisms for the photosynthetic apparatus
slower, in macroalgae adapted to low light environ-
ments compared to those species growing near the sea
surface (Bruhn & Gerard, 1996; Hider et al., 1997},
However, a substantial increase in UV radiation might
promote photoinhibitory processes that could reduce
photosynthesis and growth rates of some species in the
coastal zone and promote ecological successions.

Cultured seaweeds are often raised from their sub-
tidal habitats to culture systems with shallow water
columns (Lapointe, 1981; Lapointe & Duke, 1984).
The increase of UV and PAR radiation as a con-
sequence of the transplantation of seaweeds from deep
to shallow environments promote photoinhibition as
well as the synthesis of photoprotection compounds
(Franklin ct al., 1999). The reduction of high irradi-
ance levels using screen mesh or manipulating tissue
density, has been proven to be an effective technique to
regulate the synthesis of specific metabolites in a num-
ber of seaweeds in culiure systems (Lapointe, 1981;
Lapointe & Duke, 1984). 1t is possible that such tech-
niques could be used to decrease high levels of UV and
PAR radiation reaching the culture system and reduce
photoinhibition,

A global increase of UV radiation couid have a
negative impact on the world’s seaweed aquaculture

production. The majority of studies dealing with the
effects of UV radiation on macroalgae have been con-
ducted with natural populations or in experimental
laboratory conditions using artificial UV lamps (Hider
& Lopez-Figueroa, 1997). However, there are few
studies that report the effects of UV radiation on mac-
roalgac growing in outdoor culture systems (Henley
et al., 1991). As a consequence, the objective of this
study was to evaluate the effects of high PAR levels
and UV radiation on photoinhibition of three commer-
cial macroalgal species, Macrocystis pyrifera, Chon-
drus crispus and Ulva lactuca under culture systems.
The effects of long exposure periods of high levels of
incident irradiances was also evaluated in these species
to investigate photoprotective mechanisms in cultured
marine algae.

Material and methods

Macrocystis pyrifera was collected at Campo Kennedy,
Baja California (31°42" N, 116°42' W), and was im-
mediately transported (40 km) in an ice cooler to the
laboratory facility at Ensenada, Baja California. Chon-
drus crispus and Ulva lactica were obtained from
high-density (12 kg m™3) culture tanks maintained at
the Ensenada facility. Plants were kept in 1200-L out-
door tanks with enriched seawater (250 uM NO3) at
17 °C and exposed to natural irradiance. Approxim-
ately 6 kg fresh weight of C. crispus, 100 g €. lactuca
and 10 blades (without pneumatocysts) of M. pyrifera
were added to each tank. Seaweeds were suspended in
the culture system using constant aeration so that the
plants circulated to the top of the tank approximately
every 15s.

UV and PAR irradiance

Incident UV-B (280-320 nm) and UV-A (320400
nm) radiation was determined at hourly intervals usin g
UV sensors (Grébel Instruments, Germany) through-
out the experimental period. Data were corrected
against a UV radiometer of the Eurpean Light Do-
simeter Network (ELDONET) (Hider et al., 1999,
Incident photosynthetically active radiation (PAR) was
measured every minute throughout the experimental
period with a LI-190SA 27 quantum sensor kept par-
allel to the ground and recorded by a LI-COR data
logger. The attenuation coefficient of downward irra-
diance (Kg) at the culture tanks was determined by
measuring PAR just below the surface and at 0.5 m
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depth every minute throughout the experiment with
LI-193SA spherical quantum sensors and a LI-COR
data logger (LI-1000),

The effect of UV light on the effective quantum
yield was evaluated in the three species at the begin-
ning of the experiment and after 5 days of incubation
in the culture tanks. The effect of UV light on the
effective quantum yield was evaluated by incubating
algal tissue in Plexiglas tanks with recirculating water
(17 °C) for | h under PAR+UV-A+UV-B (Ultraphan,
Digrefa GmbH, Germany, A>295 nm), PAR+UV-A
(Folex 320 nm, Folex GmbH, Germany) and PAR
alone (Ultrapahn A>295, Figure 1). The UV dosage
administered to the algal tissue was similar during the
first and fifth experimental day. After the UV-radiation
treatment, the tissues were taken to the laboratory
and incubated at 17 °C for approximately 20 h un-
der fluorescent cool white light with no UV radiation
and irradiance levels below 10 pmol quantam—2 !,
Chlorophyll fluorescence in the tissue was evaluated
by fluorometry (described below) at different time
intervals throughout the recovery phase,

Dosimetry

The biological effective dose of UV radiation
for DNA damage (BEIpna) was evaluated using
UV-dosimeters (Viospor Type I and 11, Biosense,
Bornheim, Germany). The dosimeter consists of Ba-
cillus subtilis spores {Wild-type or DNA repair de-
fective strain), immobilized on transparent polyester
plastic sheets. Dosimeters were placed at 0.1 m, 0.5 m
and 1.0 m below the surface of a culture tank with
100% incident irradiance and at 0.1 m below the sur-

3

face of culture tanks in which incident isradiation was
reduced to 8 and 26% with black screen mesh and
incubated for 5§ days. After irradiation, the biofilm
was covered and shipped to the manufacturer where
the BEIpy4 was evaluated and expressed as J m~?
d~! of effective integrated daily irradiance, The de-
cay of BEIpy4 values within a culture tank was
calculated using the equation for exponential decay
of downward irradiance (Kirk, 1994): BEIppya; =
BEIpn a0 exp™¥ 42 where BElpwna; is the biological
effective dose of UV radiation for DNA damage at
depth z, BEIpnap is the biological effective dose of
UV radiation for DNA damage at the surface of the
culture tank and Ky is the attenuation coefficient for
downward irradiance in the culture tank.

FthTESCEHCE measurckent

Fluorescence parameters were estimated with a pulse
amplitude modulated (PAM) flucrometer (PAM 2000,
Waltz, Effeltrich, Germany) according to Schreiber et
al. (1995). Effective quantum yield was calculated as
AF/Fy,," where AF = Fp,’ ~F/ and E,,' is the max-
imal fluorescence in the light adapted thalli and F,’
is the current steady-state fluorescence. A decline in
AF/Fy,' values as a result of elevated irradiance or UV
radiation levels is considered as photoinhibition, The
AF/F," values were determined within 5 min after col-
lection from the tanks in the laboratory at 5-10 pmol
quantam~2 min~!,

Values of F,’ in U. lactuca and M. pyrifera were
evaluated after a pulse of red light (650 nm, 0.3 pmol
quantam=2 s~y while F,," was induced with a saturat-
ing white pulse (0.4 ms approx. 9000 umol m~2s~).
In red algae, the onset of maximal fluorescence after
a saturating light pulse occurs very quickly, and is as-
sociated with excitation of PS I and a delay of the F,,’
decline, thus, a modified PAM protocol described by
Hanelt etal. (1997) was used. C. crispus suinples were
submitted to a 5 s low irradiance (30 wmol m~2 s™h
far-red pulse, which was followed by a 5 min darkness
period. The stabilization of the fluorescence signal was
ensured by providing a short red actinic pulse (5 s, 8
pmol m=2 s~ at 655 nm) to the sample. An additional
5 s far-red pulse was given to re-oxidize the electron
transport chain. Finally, F,’ and F,,’ were evaluated as
described above. This procedure was repeated in trip-
licate for cach sample at intervals of 5 min darkness to
avoid incomplete recovery of fluorescence quenching
parameters such as energy quenching or those derived
from state transitions (Hanelt et al., 1997).
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4
Pigment analysis

Levels of chlorophyil a were determined in the thallus
of the three species studied every other day through-
out the experimental period. Tissue samples {approx.
0.1 g) from the three species were collected from the
culture tainks and extracted with 90% (v/v) acetone
anel a dissue homogenizer. Chlorophyll a concentra-
tions in M. pyrifera, C. crispus and U, lactuca were
detenmined by spectrophotometry using the equations
of Jeffrey & Humphrey (1975). UV-absorbing com-
pounds were exiracted from approximately 0.1 g of
tissue with 25% (v/v) methanol and a glass homogen-
izer. The extracts were incubated for 2 h at 45 °C and
then centrifuged for 15 min for 7000 x g and the ab-
sorbance determined with a spectrophotometer at 330

nm. Data are expressed as absorbance units per g fresh
weight of tissue,

Statistical analysis

Significance of daily variation in fluorescence para-
meters was determined by one-way analysis of vari-
ance (ANOVA) after testing for homoscedasticity and
normality of the data (Sokal & Rohlf, 1981). Statistic-
ally significant differences among slopes were evalu-
ated through an analysis of covariance (ANCOVA).

Resulis

Incident PAR irradiance reached values of almost 500
W in™? during the first 6 days of incubation and
decreased to approximately 50% in the last day of
incubation due to fog in the area {Figure 2). As ob-
served in other studies, values of UV radiation closely
followed those of incident PAR trradiance throughout
the experimental period. The levels of UV-A radiation
reached maximum values of 58 W m—2 and were ap-
proximately 40 times greater than those observed for
UV-B radiation. Weather conditions were relatively
clear during the first 6 days of the experiments, how-
ever, UV levels decreased approximately 2-fold on the
last day. The attenuation coefficient of downward ir-
radiance (Kg) in the culture tanks fluctuated from low
values in the morning and noon to high values in the
afternoon with mean values of approximately 3 m~!
throughout the experimental period. Moerning and af-
ternoon fluctuation of K, were probably the result of
changes in the angle of incidence of sunlight over the
cuiture tanks. Minimum K, values were observed at
solar noon and are probably the consequence of the
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Figure 2. lncident irradiance, UV-A and UV-B radiation, and at.
tenuation coefficicnt throughout the experimental period (18-25
August 1998) at Ensenada, Baja California, México. Incident irradi-
ance and attenuation cocflicient determined at one minute intervals
and UV mdiation determined at hourly intervals throwghout the ex-
perimental period. Attenuation coefficient was delermined at 1-min
intervals by measuring subsuperficial light and at 0.5 m depth.

perpendicular incidence of solar irradiance over the
water surface.

The values of biological effective irradiance for
DNA damage (BEI py4) per day fiuctuated as a func-
tion of incubation depth within a culture tank and as a
function of incident irradiance dosage between tanks
(Tabie ). The BEIpy 4 reached approximately 3500 ]
m~2d~! in the tank under 100% I,,, and was 4 and 34
times higher in surface water than at 0.5 and 1 m depth,
respectively. The observed values of BEI py4 in the
100% L, culture tank closely followed the BEIL DNA
calculated values using the equation for exponential
equation for the attenuation of downward irradiance
assuming a K¢ of 3 m~!. Similarly, the 4-fold re-
duction (26%) of I, reaching the culture tanks also
resulted in a 4-fold reduction in BEI pna and was
similar to BEI pyg values at 0.5 m with full solar
radiation (100% 1,,). The reduction of irradiance 10 8%
resulted in a 26-fold reduction of BEIpwy4 in the cul-

japh703.tex; 3/05/2000; 19:24; p.4




[

Table 1. Biological effective irradiance per day for DNA damage (BEIpy4) determ-
ined with biofilbn dosimeters (Viospor Type 1 and 11) incubated for 5 days at difierent
deplhs and different incident irradiances in the culture tanks. Calculated BELpy 4 values
were obtained using the equation proposed by Kitk (1994) for aticnuation of dowayard
irradiance asswming an altcauation coafficient of 3m™!

Depth (m) % lucident light  BEIpy4 (-m~2d™1  Calculated
BElpya (J-m™ 24~
0.1 100 3542 1542
0.5 100 878 790
10 100 106 176
0.1 25 885 920
0.1 8 134 283
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Figure 3. Photoinhibition ang recavery of pretreatment effective
quanmum yield (AF/F,,") for Macrocysiis pyrifera, Chondrus eris-
pus and Ulva laciuca exposed for 1 h 1o UV-A, UV-B and PAR
treatments during the first day of the experimental period. Yield

values (X £+ SD, n =6) are expressed as percentages of maximum
electron transport rates,

ture tanks, and values were similar to those observed
at I m depth in the 100% I,, culture tank.

Effective quantum yield values at the beginning of
the experiments decreased significantly (p < 0.05) in

M. pyrifera, C. erispus and U. lactuca when incubated
for I h under UV-A + UV-B + PAR, UV-A + PAR
and PAR (Figure 3). In M. pyrifera, AF/F,," values
decreased to 20% of control values when incubated
with UV-A + UV-B + PAR, while values decreased to
approximately 50% when incubated under the UV-A
+ PAR and PAR treatments. Values of AF/F,," values
in U. lactuca and C. crispus, decreased in all treat-
ments to approximately 20 and 50% of the control
values, respectively. A similar pattern of decreasing
AF/F,,' values in the three species was observed after
incubating the tissue for 5 days in the culture tanks.
Complete recovery of effective quantum yield
(AF/Fy') after the incubation period with UV-A, UV-
B and PAR treatments was observed within 5 hours
in C. crispus and U. lactuca, however, recovery in M.
pyrifera reached only 90% of the pretreatment levels
(Figure 3), The recovery of AF/F,' was maintained
for at least 17 h after the UV and PAR treatments in
all three species. The recovery levels of C. crispus
reached values above pretreatment levels, suggesling
that the tissue was slightly photoinhibited prior to the
experimental treatment. There was a similar effect of
UV-A + UV-B + PAR, UV-A + PAR and PAR on pho-
toinhibition of M. pyrifera, C. crispus and U, lactuca
incubated under 100% and 8% I, (data not shown),
The effect of UV and PAR treatments on AF/F,,’
varied in M, pyrifera, C. crispus and U. lactuca at the
beginning of the experiments and after incubation for 5
days in the culture tanks (Figure 4). Except for C, cris-
pus under the PAR treatment, values of AF/F,,’ were
significantly greater (p < 0.05) after the exposure to
all UV and PAR treatments in all three species after
incubation for 5 days under natural irradiance levels in
the culture tanks, The values of AF/F,,” after 5 days of
incubation in all three species, however, were always
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Figure 4. Effective guantum yield vatues for Macracystis pyrifera,
Chondrus crispus and Ulva lactuca exposed to UV-A + UV-B +
PAR, UV-13 + PAR and PAR at the beginning of the experiment and
after 3 days of incubation in the culture tanks. Controls indicate the
levels of AF/Fy,' priot to the UV and PAR treatments.

lower than the UV and PAR pretreattnent levels which
served as controls. M, pyrifera and U. lactuca showed
the greatest reduction of photoinhibition under all Uv
and PAR treatments after 5 days of incubation under
natural irradiance levels, However, the greatest reduc-
tion of the photoinhibitory effect in all species after 5
d of incubation in the culture tanks was observed in
thalli tested for UV-A radiation.

The rate of recovery after photoinhibition varied
among M. pyrifera, C. crispus and U. lactuca and
among the different UV and PAR treatments (Table 2).
The rate of recovery after photoinhibition (UV or
PAR) for all species, however, was in general slower at
the end of the experimental period in the culture tanks,
Recovery rates for M. pyrifera after the UV and PAR
treatments were 4- to 10-fold greater {p <005 at
the beginning of the experiments than after 5 days of
incubation in the culture tanks, In C. crispus, recovery
rates in tissue tested for UV-B inhibition were 2-fold
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Figure 5. UV-absorbing compounds (A 330) of extracts of Macro-
cystis pyrifera, Chondrus crispus and Ulva lactuca exposed 100%
lo hroughout the experimental period.

greater (p < 0.05) at the first day of incubation than
after 5 days in the culture tanks.

Levels of UV-absorption (A 330 nm) increased as a
function of incubation time in the tissue of M. pyrifera
and L, erispus, while no variations were observed in
U. lactuca (Figure 5). The levels of UV-absorption in-
creased G6-fold in M. pyrifera and increased 4-fold in
crispus after 8 days in the culture tanks. Chlorophyil
a levels were approximately 0.17, 0.14 and 0.70 mgg
fresh weight=! for M. pyrifera, C. crispus and U, lac-
tuca, respectively, and levels did not fluctuate (p =
0.05) throughout the experimental period in any of the
species studied (data not shown).

Discussion

Marine macrophytes in culture systems are generally
reared in shallow water columns and as a consequence
they may be exposed to elevated dosages of natural
solar irradiance. Under these conditions, high levels
of UV or PAR radiation have been demonstrated to
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Tabte 2. Analysis of covariance of the recovery slope

rates afict UV and PAR treatments in Macrocysis

pyrifera, Chondrus erispus and Ulva laciuca after | and § days in the cultwre systems. $.12. indicates
standard deviation; d.f., degrees of freedom: T4t p < 0.001 and n.s., not significant
Species Treatment Day *Stope SD. df F Signif.

Macrocystis pyrifera UV-B+ UV-A + PAR | 0.193 0017 o7 1023 ¢
- .5 0.026  0.006

UV-A + PAR 1 0.137 0013 719 70.9 ree
5 0.033 0.005

PAR ! 0122 0014 75 4ls ke
5 0032 0005

Chondrus erispus UV-B+ UV-A+PAR 1 0.120 0015 67 14.1 rer
5 0.066 0.005

UV-A + PAR 1 0.087 0013 70 0.9 n.s.
5 0.075 0.005

PAR i 0.071 0011 79 0.9 n.s.
5 0.059 0.000

Ulva lacinca UV-B + UV-A + PAR | 019 0007 100 10 0.8.
5 0.098 0.007

UV-A + PAR 1 0,109 0.006 89 2.1 n.s,
5 0.092 0.016

PAR 1 0.102  0.005 88 1.7 n.s.
5 009t 0.006

* (AFy/Fp’ b,

damage the photosynthetic apparatus causing photoin-
hibition in a number of marine algae (Figueroa et al.,
1997). While most studies deal with the effect of high
levels of solar radiation on photoinhibition of marine
macrophytes in the field (Figueroa et al., 1997), there
are few studies that deal with the effect of UV and PAR
radiation in culture systems. Here we clearly demon-
strate that marine macrophytes in culture systems can
be photoinhibited as a consequence of high UV and
PAR radiation in culture systems,

The observed decrease in effective guantum yield
due to an increase in UV-B radiation in M. pyrifera
here is consistent with results observed in other mar-
ine algae (Figueroa et al., 1997). Photoinhibition has
been shown to be less severe when marine algae are
exposed to reduced solar irradiances (Figueroa et al.,
1997). This suggests that blades of M. pyrifera below
the canopy are less susceptible to photodamage by UV
irradiance or high PAR levels. It has also been reported
that UV reduces both the light-saturated and light-
limited rates of photosynthesis by 50% in Macrocystis
pyrifera, however, no significant change in the rate of
dark respiration was found (Clendennen et al., 1996),
A significant impairment of photosystem II reaction
center was observed here, suggesting that PSII is a

major site of damage. In addition, a loss of energy
transfer from light-harvesting pigments (fucoxanthin,
chlorophylls @ and ¢} to PSII indicate that the main
light-harvesting complex in M. pyrifera, is other site
of damage (Clendennen et al., 1996).

High irradiance levels have been shown to re-
duce effective quantum yield and oxygen evolution
in a number of marine algae (Ramus & Rosenberg,
1980; Hanelt et al., 1993). The similar photoinhibit-
ory response in tissue from C. crispus and U, lactuca
incubated under UV-A + UV-B + PAR, UV-A + PAR
and PAR here suggests that in some species the high
levels of PAR accounts for most of the photodamage in
culture systems. Similar responses have been observed
in Rhodophytes (Lorenz et al., 1997) where energy
transfer in the phycobilisomes (PBS) decreases as a
response (o increasing irradiance. The uncoupling of
antenna pigments within the photosynthetic apparatus
of the Rhodophytes might be a photoadaptive mechan-
ism to protect the PS II from photodamage after high
exposureto high levels of PAR and UV radiation.

The recovery of effective quantum yield in the
three species studied was complete within 5 h after
treatments with high PAR levels and UV radiation.
This is consistent with observations in other studies
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where recovery of the AF/F,' values after exposure
to UV radiation of high PAR levels takes niinutes to
hours (Figueroa et al,, 1997; Hanelt, 1998). However,
full recovery of photosynthesis after strong photoin-
hibision has also been shown to require more than 2
d'in some Rhodophytes (Hanelt, 1992). It is possible
thist photoinhibition in culture systems is decreased
due the pulse dosage of high PAR and UV radiation
cansed by ihe circulation of the tissue from the bottom
to the surface of the tank and the elevated Ky values
within the tanks. The resulis here also indicate that
complete recovery of the photosynthetic apparatus can
be accomplished during the night period. Lowest Kq
values in the culture tanks were observed in the morn-
ing period as a consequence of the angie of the sun.
This suggests that the greatest photoinhibitory dam-
age in the cultured seaweeds could oceur in the first
part of the day. Similar results have been observed
in seaweeds exposed to high irradiance levels in the
field (Jimenez et al., 1998). Increasing seaweed bio-
mass or filtering irradiance levels in the culture tanks
could decrease such photoinhibitory damage. It is
also possible that increasing seaweed circulation rates
(top-bottom) within the culture tank might provide
additional protection against photoinhibition.

Damage to the photosynthetic components and
nucleic acids by elevated UV and PAR radiation has
been suggested in a number of studies (Smith et al.,
1992; Clendennen et al,, 1996). Furthermore, chloro-
phyil and biliprotein levels as well as the synthesis of
specific amino acids in marine algae have been shown
to decrease relative to an increase in UV-B radiation
(Figueroa et al., 1997). The BEIpya4 values observed
in the culture tanks here indicate that UV and PAR
levels absorbed by the seaweeds in culture tanks could
damage their nucleic acids as well as their photosyn-
thetic apparatus. The reduction of BEIpn4 within the
culture tanks closely followed the exponential atten-
uation of PAR and UV imradiance in water (Helbling
et al., 1994; Kirk, 1994) and fluctuations from the
calculated values are probably the result of variation
in daily K4 values within the tanks.,

The slower recovery rates in . pyrifera under all
treatments and C. crispus under UV-E treatment after
3 days in the culture tanks suggestat least two different
modes of action of high levels of solar radiation on the

_photosynthetic apparatus. First, a direct damage to PS
II to which some species might be able to photoadapt
and second, a damage to the repair mechanism of the
photosynthetic complex, The recovery of the effective
quantum yield has been shown to decrease in subtidal

species after transplantation to shallow depths and thus
exposed to clevated PAR levels compared to intertidal
species (Hanelt, 1998). It has been argued that the
slowing of the repair mechanisms in these species is
the result of direct photodamage to PS 1I rather than
Just dynamic photoinhibition (Hanelt, 1998), How-
ever, it is possible that the destruction of pigments
might also reduce the energy transfer for longer peti-
ods of time, resulting in slower recovery times (Lorenz
et al., 1997). While chiorophyli levels did not vary
throughout the experimental period in the three spe-
cies, accessory pigments might have been damaged as
a result of increasing UV and PAR radiation levels,

The synthesis and accumulation of UV-absorbing
compounds (280400 nm), like mycosporine-like
amino acids (MAAs) and phenolic compounds, have
been reported in a number of seaweed species (Karsten
et al.,, 1998; Franklin et al., 1599). Phenolic com-
pounds and MAAs are synthesized by algae to min-
imize photodamage from UV radiation (Franklin et
al., 1999). Rhodophytes in general, and a few Phae-
ophyles and Chlorophytes are known to synthesize
and accumulate the MAAs in template and tropical
ecosystems (Karsten et al., 1998). This is consistent
with the observed accumulation of UV-absorption in
M. pyrifera and C. crispus in the culture tanks here,
This suggests that seaweeds in culture systems re-
spond to elevated UV and PAR radiation stress through
the synthesis of photoprotective organic molecules to
shield their photosynthetic system. While photoinhib-
ition decreased as a function of incubation time in /.
lactuca, there was no noticeable increment of UV-
absorption. This indicates that Chlorophytes in culture
tanks might respond to elevated UV and PAR levels
through mechanisms other than the synthesis of UV-
absorbing compounds. It has also been demonstrated
that subtidal seaweeds immediately increase the accu-
mulation of the MAAs shinorine, aterina and palythine
when brought to shallow depths (Franklin et al., 1999).
This suggests that subtidal seaweeds that are cultured
in tanks with shallow water columns might increase
the synthesis and accumulation of UV-absorbing com-
pounds as a result of increasing UV and PAR jrradi-
ance levels. It is also possible that concentrations of
UV-absorbing compounds vary within a single frond
of M. pyrifera, since blades at the bottom are much
less exposed to UV and PAR levels compared to the
surface canopy (North, 1994).

Results of the present study have important implic-
ations for the culturing of seaweeds in shallow water
columns as well as for marine macroalgae inhabiting
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the mesolitoral. While seaweeds have mechanisms to
profect their photosynthetic apparatus, it is clear that
the rearing of marine macroal gae under current culture
conditions might enhance photoinhibition by increas-
ing UV ur PAR exposure to the tissue, thus reducing
total productivity. Such photoinhibitory mechanisms
cotld be rednced mechanically by applying filters
to the culture systems of by manipulating the dens-
ity of ine seaweeds in the culture tanks, However,
an increase of global UV-B radiation might promote
changes in the coastal macroalgal ecology by de-
creasing the ability of algae to repair photoinhibitory
damage to their photosynthetic apparatus,
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