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GENERAL SUMMARY






INTRODUCTION AND OBJECTIVES

Lichens are symbiotic organisms composed of an heterotrophic partner (a fungus, the
mycobiont) and an autotrophic photosynthetic partner (green alga or cyanobacteria, the
photobiont). The result of the relationship has been clearly successful, with lichens
dominating around of the 8% of all terrestrial ecosystems (Larson 1987). A high
proportion of these ecosystems belong to extreme regions of the world, as deserts, high
mountains and poles, where the conditions for life are too hard for other types of
vegetation as vascular plants. The nature of the symbiosis, together with it being
poikilohydric, are key to understanding the resistance of these organisms to extreme
environmental conditions, such as high and low temperatures, drought, strong winds,
frost, lack of light and snow. An understanding of the physiological behaviour of
cryptogamic vegetation living in these types of habitats is important because they are
crucial to the ecosystems dynamics of large regions of the world, being essential
contributors to nutrients cycles (Elbert et al. 2012) and possible plant succession
processes (Kurina and Vitousek 1999). In addition, polar and alpine regions are
considered to be under ecological risk of irreversible damage by the Internationl Panel
of Climate Change (IPCC), and the study of lichens from these regions can help to
establish protection strategies and to predict the effect of possible environmental
changes. Despite this, factors controlling productivity and lichens growth are poorly
understood (Palmqvist 2000). The research efforts developed in the last decade in poles
and high mountains regions still leave many questions open, particularly regarding the
relationships between metabolism and growth, and the limits of the resistance to
extreme environments. This research work attempts to use photosynthesis to help clarify

these two general questions.

CONTENT OF THE RESEARCH AND MAIN RESULTS

The manuscript is organized in five chapters. Chapters I and II are focused on alpine
environments. Using gas exchange, chlorophyll fluorescence and pigment extraction
techniques, an ecophysiological catalogue of some alpine lichens has been developed.
The relationship between gross photosynthesis and aspects of growth has also been
studied. Also using gas exchange techniques, chapter II studies the relationship between

thallus size and photosynthesis in samples from Rhizocarpon, the genus most used in
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lichenometry. The controversy related with the use of the technique is discussed.
Chapter III targets polar regions with a general ecophysiological study of species from
the genus Placopsis in the subantarctic region of Tierra de Fuego. The genus has some
of the fastest growth rates known for crustose lichens (Sancho et al. 2011). In addition
to gas exchange, nitrogen fixation and nutrients content techniques have been used to
assess correlations between all the metabolic parameters measured. Chapter IV uses
long term chlorophyll a fluorescence monitoring in Antarctica to compare microclimate
and metabolic activity at two Antarctic extremes, The South Shetland Island in maritime
Antarctica and the McMurdo Dry Valleys in the continent. Large differences in activity
period were found between the regions. The McMurdo Dry Valleys are considered a
polar desert and one of the most extreme environments in the world. Lichens in this
region had extremely low periods of activity during the monitoring period. As the limits
to survival for lichens seems to be outside of planet Earth, Chapter V uses gas
exchange, chlorophyll fluorescence and ultrastructural analysis to study the resistance of
the fruticose lichen Circinaria gyrosa to space conditions in a real flight experiment

developed by the European Space Agency (ESA).

CONCLUSIONS

In relation to the first objective, the link between photosynhthesis and growth, the main
conclusions are: Crustose lichens from mountain regions showed higher gross
photosynthesis with degree of development. The technique of lichenometry is supported
from a physiological point of view. Cephalodia and nitrogen fixation are key to
understanding the fast growth rates of Placopsis samples in Tierra del Fuego. The
different amounts of activity between lichens living in Antarctic extremes fit well with

the large difference in growth rates found in the past between both regions.

For the second objective, the resistance of lichens to extreme environments, we
conclude that: Lichens studied have shown physiological adaptation to mountain
conditions, resistance to N deficient environments with good physiological
performance, resistance to polar desert conditions through long periods of inactivity,
and clear ability to recover after 10 days exposed to the outer space conditions. The

different species belonging to Umbilicaria genus in both Antarctic extremes share



similar physiological limits to temperature. The crustose sample monitored in the Mc

Murdo Dry Valleys show physiological adaptations to polar deserts conditions.
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La fotosintesis, en esencia, consiste en la liberacion del oxigeno integrante de la
molécula de agua y el almacenamiento del poder reductor resultante en compuestos
carbonados que constituyen la materia viva. A nivel quimico es un proceso de
oxidoreduccion en el que un reductor de electrones (el agua) se oxida y un aceptor (el

anhidrido carbdnico u otro) se reduce (B. Coll et al. 1982).

Los primeros procariotas fotosintéticos cambiaron la composiciéon de una atmodsfera
fuertemente andxica, y sentaron las bases para la evolucion de la vida en la Tierra. Los
dos productos principales de la fotosintesis (el oxigeno y los carbohidratos), son
fundamentales para los seres vivos. El oxigeno se convirtio en el requisito fundamental
para el desarrollo de la respiracion, que es la forma mas eficaz de oxidacion biologica,
proporcionando energia para el metabolismo y el mantenimiento celular. Los
carbohidratos representan el sustrato para dicha respiracion y son el punto de partida

para una amplia diversidad de procesos biosintéticos (Larcher 1995).

Los productos de la fotosintesis son, por tanto, determinantes para el desarrollo de la
vida en la Tierra, pero a la hora de valorar el proceso no solo se debe observar el
producto final, sino la manera de conseguirlo. La relevancia de que la energia luminica
se transforme en energia quimica a través de los tejidos fotosintéticos es inmensa. La
masa vegetal que cubre todo el planeta es una fuente incalculable y renovable de
bioenergia (Larcher 1995). La fotosintesis es sin duda la reacciébn quimica mas
importante del planeta y constituye el proceso fundamental de la vida (B. Coll et al.

1982).

Los liquenes son organismos simbiontes, formados por un hongo (el micobionte) y uno
0 mas organismos fotosintéticos (fotobiontes), que normalmente son un alga, una
cianobacteria 6 ambos (Nash 2008). También merece la pena mencionar la diversidad y
abundancia de bacterias encontradas en la superficie de los liquenes, afiadiendo mas
complejidada a la asociacion (Grube et al. 2009) La naturaleza de la simbiosis liquénica
sigue siendo fuente de controversia, ya que mantiene la duda sobre si la relacion es
mutualistica (con todos los miembros sacando beneficio de la asociacion) o si mas bien
es un parasitismo controlado donde el hongo obtiene la mayor parte de las ventajas,
regulando el metabolismo y el crecimiento de los fotobiontes. Las relaciones entre los

simbiontes pueden ser complejas, especialmente si entran en juego mas invitados, como
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pueden ser los hongos y los liquenes liquenicolas, hongos y liquenes que crecen sobre
liquenes. La naturaleza de dicha complejidad ha impulsado a algunos autores a proponer

a ciertos tipos de liquenes como ecosistemas en miniatura (Seaward 1988).

Independientemente del tipo de relacion entre los distintos componentes de un liquen, la
asociacion ha sido suficientemente exitosa como para que colonicen multiples
ecosistemas terrestres, entre ellos algunos de los mas extremos. Una cifra que puede
indicar la relevancia de estos organismos a nivel global es que dominan
aproximadamente el 8% de los ecosistemas terrestres, tanto a nivel de diversidad de
especies como de abundancia cuantitativa (Larson 1987). Buena parte de estas zonas
corresponde a regiones polares y alpinas (Kappen 1988), donde los liquenes deben
resistir situaciones extremas de bajas temperaturas, heladas, fuertes vientos, ausencia de
radiacion fotosintética durante largos periodos, exceso de radiacion ultravioleta y sequia
(Green et al. 2007). En muchos ecosistemas de alta montafia los liquenes comienzan a
dominar al aumentar la altitud, donde las condiciones para la supervivencia son mas
duras y comienzan a desaparecer otros grupos de plantas. En la Antértida son la
vegetacion dominante tanto en la Antartida maritima como en la extrema Antartida
continental (Peat et al. 2007), donde la ausencia de luz en buena parte del afio, la escasa
precipitacion y las bajas temperaturas marcan una auténtica frontera para la vida de
organismos eucariotas pluricelulares. En el Artico son un componente fundamental de la
vegetacion de tundra, forméandose auténticas praderas de gran extension compuestas por
liquenes que en muchas ocasiones tienen capacidad de fijar nitrégeno atmosférico
(Kappen 1988). De esta manera se convierten en actores fundamentales para regular el

equilibrio de nutrientes en estos ecosistemas frios de escasa actividad biologica.

A pesar de todas estas evidencias, se sabe poco acerca de su productividad y de los
factores que regulan su crecimiento (Palmqgvist 2000). Aunque en los tltimos afios se
han realizado numerosos estudios que han profundizado sobre la productividad y la
capacidad de supervivencia de estos organismos en regiones extremas (Kappen 2000,
Green et al. 2007; Green 2009), muchas incognitas permanecen abiertas, especialmente
en lo que atafie a la relacion entre crecimiento y metabolismo y en los limites de dicha

supervivencia.
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En esta tesis doctoral se pretende profundizar sobre estas cuestiones con un enfoque
variado, pero siempre usando a la fotosintesis como hilo conductor, ya que nos aporta
informacion esencial en ambos aspectos. Desde el punto de vista de la relacion entre
crecimiento y metabolismo, parece fuera de toda duda que la fotosintesis es
fundamental para entender como estos organismos gestionan sus recursos energéticos.
En regiones extremas este aspecto cobra especial relevancia, ya que buena parte de los
carbohidratos generados en el proceso fotosintético deben ser utilizados para el
desarrollo de estrategias defensivas frente al ambiente que garanticen la supervivencia
(Nybakken et al. 2004; Aubert et al. 2007). El equilibrio entre recursos derivados a
resistir y a crecer es sutil y fundamental para entender la presencia o ausencia de vida en

ambientes extremos.

Respecto a la segunda cuestion, la referida a los limites de la supervivencia de los
liquenes en ambientes extremos, la fotosintesis vuelve a jugar un papel fundamental a la
hora de interpretar factores de respuesta al estrés. Los equipos de trabajo de campo y de
laboratorio permiten evaluar el complejo proceso de la fotosintesis en distintas partes de
su desarrollo, por lo que se obtiene informacién completa de como responde a factores
de estrés. Una de las caracteristicas fundamentales para explicar la existencia de los
liquenes en dichos habitats es la capacidad de resistencia. Como organismos
pohiquilohidros que son, los liquenes mantienen su contenido hidrico en equilibrio con
el ambiente manteniéndose inactivos cuando estan secos (Kappen y Valladares 2007).
Por tanto, parte de este trabajo de investigacion se centrara en dicha capacidad de
resistencia, ya que como se vera a lo largo de esta memoria, los experimentos llevados a
cabo a dia de hoy han dejado multiples puertas abiertas que impiden marcar los limites

de la resistencia mencionada.

La memoria doctoral esta estructurada en cinco capitulos. El capitulo I es un catadlogo
ecofisiologico de liquenes tipicos de ambientes de media y alta montafia mediterranea.
Con el se pretenden dos objetivos principales. En primer lugar aumentar la informacion
disponible sobre los liquenes tipicos de estos ecosistemas, entre la que se incluyen tasas
de fotosintesis y respiracion en distintas condiciones de luz y temperatura, curvas de
deshidratacion, contenido en pigmentos fotosintéticos y posibles estrategias de
adaptacion a las caracteristicas comunes de los ambientes alpinos. Este tipo de

informacion en ambientes de montafia es escasa en la literatura, que se ha centrado
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mucho mas en las regiones polares, especialmente en la Antértida. La informacion es
especialmente escasa si nos referimos al biotipo crustaceo, que presenta multiples
dificultades a la hora de recoleccion y transporte de las muestras, asi como para llevar a
cabo el trabajo de laboratorio. Para solventar esta falta de informacion, 6 de las 8
especies utilizadas en el catalogo ecofisiologico de liquenes de montafia tienen biotipo
crustaceo (al igual que la mayoria de especies utilizadas en el resto de capitulos). En
segundo lugar, las especies escogidas presentan diferencias en sus formas de
crecimiento, por lo que se ha aprovechado para establecer un vinculo entre tipo de
crecimiento y fotosintesis en especies que comparten los matices propios de un

ambiente de media o alta montaiia.

El capitulo II continua con la investigacion en las regiones de montafia, y profundiza en
el concepto fotosintesis y crecimiento. La liquenometria es una técnica que utiliza la
tasa de crecimiento de ciertos liquenes crustaceos para datar superficies. La técnica ha
sido usada por multiples investigadores de distintas disciplinas cientificas, y su uso ha
ido acompanado de cierta polémica que la tacha de inexacta (Loso y Doak 2006;
Armstrong 2011). En este capitulo se pretende aportar informacién fisiologica que
relacione tamafio de los talos y fotosintesis en especies del género Rhizocarpon sp., el
mas utilizado en este tipo de medidas. Esta informacién es novedosa, ya que el
crecimiento de la especie se ha estudiado desde infinidad de puntos de vista, pero nunca
desde la fotosintesis como pardmetro fundamental a la hora de entender el crecimiento.
La informacion aportada puede ayudar a aclarar si el uso de la técnica es mas o menos
adecuado y a entender mejor el papel de la fotosintesis en el crecimiento de este tipo de

liquenes.

La liquenometria y el estudio ecofisioldgico de liquenes crustaceos adaptados a regiones
frias nos llevan al capitulo III, pero en esta ocasion se hace un transito desde el habitat
de montafia a las regiones polares, en concreto la region subantértica de Tierra de
Fuego, en el sur de Chile. En este entorno se estudio en profundidad la vegetacion y los
procesos geomorfoldgicos de una morrena glaciar en el canal Beagle, a 55° de latitud
sur. El capitulo III comprende el estudio ecofisioldogico de un género de liquenes
crustaceos muy habitual en la region (Placopsis sp.) que tiene la peculiaridad de
presentar cianobacterias agrupadas en estructuras especiales, los cefalodios,

especializados en la fijacion de nitrégeno atmosférico. El estudio ecofisiologico global
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permitirad entender mucho mejor el crecimiento de los liquenes crusticeos con mayores
tasas de crecimiento del mundo (Placopsis perrugosa) (Sancho et al 2011). Aparte de
entender mejor el crecimiento poco estudiado de estos liquenes crustaceos tripartitos, el
capitulo aporta informacion novedosa sobre la importancia de este tipo de organismos
en Tierra de Fuego, que tiene unas de las tasas de deposicion de nitrégeno mas bajas del
planeta (Dentener et al. 2006). Buena parte de esta importancia reside en su caracter de
primocolonizadores y favorecedores de la posterior sucesion vegetal en las morrenas

glaciares.

En el capitulo IV se continta el estudio de los liquenes en regiones polares, en esta
ocasion con un trabajo de campo que compara metabolismo y microclima de liquenes
en dos regiones contrastadas de la Antartida. Por un lado, las islas Shetland del Sur, en
la Antartida maritima, 62°S, una de las zonas del planeta mas 6ptimas para el desarrollo
de vegetacion no vascular (Green 2009), con la mayor biodiversidad de liquenes de toda
la Antartida (Sancho et al. 1999). Por otro lado, los Valles Secos de McMurdo, en el
desierto de Ross, 77°S, Antartida continental, una de las regiones del planeta mas
extremas para el desarrollo de la vida (Pointing et al. 2009). La monitorizaciéon de
metabolismo y microclima en ambas regiones a la vez durante mas de cuatro meses
ayudara a entender las diferencias de abundancia de vida en ambas regiones, las
relaciones entre fotosintesis, tamafio y crecimiento de los talos en las dos localidades, y
las estrategias utilizadas por estos organismos para sobrevivir en el entorno mas hostil

del planeta.

Los Valles Secos de McMurdo han sido utilizados como laboratorio para desarrollar
experimentos de investigacion en astrobiologia, ya que es la zona del planeta Tierra mas
similar a Marte en cuanto a clima y relieve (Marchant y Head 2007). La deteccion en
esta region de microorganismos y liquenes endoliticos viviendo en el interior de las
rocas (Friedmann y Ocampo 1976) llevo a pensar en la posibilidad de analogos fuera de
nuestro planeta, lo que abrid numerosas lineas de investigacion donde los Valles Secos
de McMurdo jugaban un papel fundamental para planificar y desarrollar experimentos
en el campo de la astrobiologia. En el capitulo IV se aborda la cuestion de como
consiguen sobrevivir en los Valles Secos las especies de liquenes epiliticos alli
presentes. Su mera presencia en el desierto mas seco y frio del planeta supone todo un

éxito, ya que pone de manifiesto que dentro del planeta Tierra la vida se abre paso en
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los hébitats mas hostiles. Con el capitulo V se profundiza en la linea de investigacion
que busca los limites de la resistencia de los liquenes a ambientes extremos fuera del
planeta Tierra. El desarrollo de este tipo de experimentos puede abrir puertas (por ahora
siempre especulativas) a la posibilidad de transferencia de vida interplanetaria, lo que
podria conducir al enriquecimiento del debate sobre los posibles origenes de la vida en

nuestro planeta.

14



GENERAL INTRODUCTION

Photosynthesis, as carried out by most photosynthetic organisms, results in the
liberation of the oxygen from a water molecule and the storage of the reducing power in
carbon compounds that are the basis of the living matter. It is, in a chemical sense, an
oxidation-reduction procedure where an electron donor (water) gets oxidized and an

acceptor (carbon dioxide or other) gets reduced (B. Coll et al. 1982).

The first photosynthetic prokaryotes changed the composition of an anoxic atmosphere,
and seized the basis for the evolution of life in Earth. The two main products of
photosynthesis (oxygen and carbohydrates) are essential for living beings. Oxygen
allowed the development of oxidative respiration, that is the most efficient way of
biological oxidation, providing energy for metabolism and cellular maintenance.
Carbohydrates are the substrates for respiration and also are the starting point for a wide

diversity of biological procedures (Larcher 1995).

Products from photosynthesis are essential then for development of life in Earth and. the
importance of light energy being transformed into chemical energy through
photosynthetic tissues is huge. The plant biomass that covers Earth surface is an
inestimable and renewable source of energy (Larcher 1995). Photosynthesis is the most

important chemical reaction in the planet and is the basis of life.

Lichens are symbiotic organisms formed by a heterotrophic fungus (mycobiont) that
receive its carbon compounds from one or more photosynthetic partners (photobionts),
that are normally an algae, a cyanobacteria, or sometimes both (Nash 2008). It is also
worthy to mention the high diversity and abundance of bacteria living in the surface of
the lichens, adding more complexity to the association (Grube et al. 2009) The nature of
this symbiosis is still a source of controversy because it is not clear if the relationship is
mutualistic or a controlled parasitism, where the fungus gets most of the profit from the
algae. The relationships between the partners can be complex, especially if more
members are included. Some good examples of this are the lichens and fungi that live
on other lichens (lichenicolous species). As a result, some authors have proposed the

lichens as miniature ecosystems (Seaward 1988).
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Regardless of the type of relationship, the association has been very succesfull and
lichens can be present in many terrestrial ecosystems. They are especially important in
extreme habitats and lichens dominate around the 8% of all the terrestrial ecosystems in
terms of species diversity and quantitative abundance (Larson 1987). Many of this
terrestrial regions are in polar and alpine regions (Kappen 1988), where lichens must
survive situations of very low temperatures, frost, strong winds, lack of photosynthetic
radiation during part of the year, high UV radiation and drought (Green et al. 2007). In
many high mountain environments lichens become the most abundant vegetation at
higher altitudes, where survival conditions are harder and some other plants disappear.
In Antarctica they are the main terrestrial vegetation in both, the maritime peninsula and
in the main continent (Peat et al. 2007), where the environmental conditions in some
parts suppose a real frontier for life. In the Arctic, lichens are very important
components of tundra vegetation, creating large prairies with the ability to fix
atmospheric nitrogen (Kappen 1988). As a result, they are important organisms in the
regulation of nutrient relationships in these cold ecosystems with limited biological

activity.

Despite their ecological importance, we still know little about lichen productivity and
factors controlling their growth (Palmqvist 2000). Althought in the last years many
works have been focussed in lichen productivity and survival ability in extreme regions
(Kappen 2000; Green et al. 2007; Green 2009), many questions remain open, especially

the relationship between metabolism and growth and the limits of their survival ability.

This thesis investigates these latter two issues using photosynthesis as the main probe in
the study. Photosynthesis provides information about the two issues. Considering first
the relationship between metabolism and growth, it is clear that knowledge about
carbon fixation is essential to understand how these organisms control their energy
resources. This is especially important in extreme habitats, because some of these
resources have to be used in defensive strategies against the environment. Knowledge of
the balance between resources used for growth and survival is important to understand
lichen success in harsh regions.With respect to the second objective, the limits of the
survival ability, photosynthesis has a key role again as method for evaluating
environmental stress. One important characteristic to understand lichens presence is

their ability to resist environmental extremes. Being pohiquilohydric organisms, the
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water content of lichens is in equilibrium with the environment, and they become
inactive when they are dry. Therefore, part of this work will be focussed on determining

the limits of this resistance.

The thesis is organized in five chapters. Chapter I is an ecophysiological description of
typical lichens from medium and high Mediterranean mountain environments. In this
study we have two main objectives. The first is to improve the information available
about lichens from these regions. Good examples of the information given are
photosynthesis and respiration values under different conditions of light and
temperature, water curves, pigments content and physiological adaptations to high
alpine regions. This type of information is very limited in the literature, because
research has always been focussed mainly in Polar Regions, especially Antarctica.
Available information is even more limited for crustose lichens. Research on crustose
species faces many inconveniences including collection and transportation of the
samples, as well as an inability to separate the lichen form its substrate which provides
many problems for laboratory measurements. To solve this lack of information, 6 of 8
species used in the chapter has a crustose growth form. The second objective aimed here
is related to the different growth forms of the species studied. The morphological
gradient observed in the samples is useful to study the relationship between growth and

photosynthesis in mountain species.

Chapter II continues research on alpine lichens and the relationships between
photosynthesis and growth. Lichenometry is a technique that uses growth rates of
crustose lichens for surfaces dating. It has been used by many different researchers from
different disciplines and remains a little controversial, with some researchers
considering it inaccurate (Loso and Doak 2006, Armstrong 2011). The aim of this
chapter is to try to obtain data linking photosynthesis and thallus size, working with
yellow-green species of Rhizocarpon, the lichen genus most used in lichenometry. This
information seems to be new and original. The genus has been extensively studied from
different points of view, but physiological data supporting growth models are absent in

the literature.

Lichenometry and the ecophysiological study of cold adapted lichens appear also in

chapter III. There is a transition here from alpine to polar ecosystems, in particular by
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studying lichens in a subantarctic region in South Chile, Tierra de Fuego. A complete
study of vegetation and geomorphology was carried out in a glacial moraine in Beagle
Channel, at 55° S of latitude. Chapter III provides an ecophysiological study of the
crustose genus Placopsis, which is widespread in the region. The species in this genus
have, in addition to their primary green algal photobiont, groups of cyanobacteria in
wart-like structures called cephalodia, which have the ability of fixing atmospheric
nitrogen. The ecophysiological study provides information about the mechanisms that
support the high growth rates seen in some of these species, the highest ever measured
(Sancho et al. 2011). Besides improving the knowledge of growth in these tripartite
lichens, the chapter provides information about the ecological relevance of this type of
organisms in Tierra de Fuego, a region that has one of the lowest nitrogen deposition

rates on the world (Dentener at el. 2006).

Chapter IV remains in Polar Regions with a field work that compares metabolism and
microclimate in lichens from two different regions of Antarctica. First the South
Shetland Islands in maritime Antarctica, 62° S, a planetary hotspot for cryptogamic
plants development (Green 2009). Second, the McMurdo Dry Valleys in the Ross
desert, 77° S, continental Antarctica, one of the most hostile regions on Earth for life
(Pointing et al. 2009). Continuous monitoring of metabolism and microclimate in both
regions over more than four months helps to understand the differences in life
abundance, relationships between photosynthesis and thallus size and adaptation

strategies to one of the harshest ecosystems on the planet.

The McMurdo Dry Valleys have been used as a natural laboratory to develop
astrobiology experiments because is the region of the world thought to be more similar
to Mars in climate and relief (Marchant and Head 2007). Friedmann and Ocampo
(1976) found endolithic lichens and microorganisms living inside rocks, a strategy now
considered as a possibility for life forms outside Earth. Chapter IV investigates how
lichens manage to survive in such an extreme place. Their presence means that life can
be succesful in some of the worst habitats that exist on the planet. Also fully connected
with this, chapter number V is focussed on the limits of lichens to extreme conditions,
in particular, looking for those limits in the outer space. The development of
experiments in astrobiology can help in the understanding of possible life transfer

between planets and of the origins of life in Earth.
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OBJETIVOS GENERALES / GENERAL OBJECTIVES
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Esquematizando el contenido de la introduccion, los objetivos generales de esta

memoria doctoral quedan resumidos de la siguiente manera:

1. Aportar informacion novedosa sobre las relaciones existentes entre fotosintesis y

crecimiento en liquenes adaptados a regiones polares y alpinas:

1.1. Conocer la relacion entre morfologia y metabolismo en distintas especies de

liquenes representativas de ambientes de media y alta montafia.

1.2. Conocer la relacién entre fotosintesis y tamafio de los talos verde
amarillentos del género bipolar Rhizocarpon con el fin de abordar el uso de la

liquenometria desde el punto de vista fisiologico

1.3. Realizar un estudio ecofisioldgico completo de tres especies del género
Placopsis en morrenas glaciares de Tierra del Fuego con ¢l fin de entender sus

elevadas tasas de crecimiento

1.4. Llevar a cabo una monitorizacion a largo plazo de metabolismo y
microclima en liquenes de habitats contrastados en la Antartida con el fin de

entender sus diferencias en abundancia, tamafio y tasas de crecimiento
2. Profundizar en el conocimiento de las estrategias adaptativas que usan los
liquenes para sobrevivir en distintos ambientes extremos, asi como en los limites de

dicha resistencia:

2.1. Entender mejor los mecanismos fisiologicos de adaptacion a los ambientes

alpinos.

2.2. Profundizar en la capacidad pionera de colonizacion que presenta el género

Placopsis en un entorno subantartico fuertemente deficitario en nitrégeno.

2.3. Aportar informacién novedosa sobre la capacidad de supervivencia de

liquenes epiliticos en un desierto polar hiperarido.
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2.4. Intentar acotar los limites de la resistencia que los liquenes pueden presentar

bajo condiciones ambientales extremas.

22



Summarizing the content of the general introduction, the main objectives of this

research work are:

1. To produce new information about the relationships between growth and

photosynthesis in lichens from polar and alpine regions:

1.1 To discover the link between morphology and photosynthesis in different species of

lichens from alpine environments

1.2 To discover the relationship between photosynthesis and thallus size in yellow-
green species of the crustose alpine genus Rhizocarpon in order to address the use of

lichenometry from a physiological perspective

1.3 To develop a complete ecophysiological study of three species belonging to the
genus Placopsis on glacial morraines in Tierra del Fuego in order to understand the fast

growth rates reported
1.4 To do a long term monitoring of metabolism and microclimate in lichens living in
Antarctic extremes to clarify the differences in growth rates, thallus size and abundance

between both regions

2. To better understand the basis of survival strategies that lichens use in extreme

environments and to clarify the limits of the resistance

2.1 To understand the physiological mechanisms involved in the adaptation to alpine

environments

2.2 To better understand the pioneer colonization ability of Placopsis species living in a

nitrogen deficient habitat

2.3 To understand the survival strategies used by epilithic lichens in an hyper arid polar

desert

23



24 To try to establish limits to the survival capacity of lichens to extreme

environmental conditions
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CAPITULO 1. ESTUDIO ECOFISIOLOGICO DE DISTINTOS
TIPOS DE LIQUENES ADAPTADOS A ENTORNOS DE MEDIA Y
ALTA MONTANA.
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1. INTRODUCCION

1.1. GENERALIDADES DE LAS ZONAS DE ESTUDIO

Las regiones alpinas se localizan por encima del limite del bosque, presentan una
temperatura media del mes mas célido por debajo de los 10 °C (Green 2009) y estan
dominadas por una vegetacion caracterizada por pastizales y una variada flora
criptogamica, principalmente musgos y liquenes. Korner (1999) considera que existen
tendencias climaticas comunes a la hora de hablar de los climas en las regiones alpinas
que son importantes para entender de manera global el funcionamiento de los
ecosistemas vegetales de alta montafia. Entre estas tendencias climaticas globales cabe
destacar la disminucion de presion, temperatura y contenido en humedad atmosféricos
al ir aumentando la altura, al igual que se observa una tendencia general a aumentar la
radiacion ultravioleta. A pesar de estos rasgos comunes, el clima presente en cada
region biogeografica determinara las caracteristicas concretas de la vegetacion de alta
montafla en cada lugar, por lo que las regiones alpinas pueden presentar diferencias

locales entre ellas.

Para llevar a cabo el trabajo relacionado con este capitulo se han escogido 8 especies de
liquenes de ambientes de media y alta montafia mediterranea. Dichas especies son, en su
mayoria, representativas de este tipo de ecosistemas, por lo que suelen presentar una
distribucion cosmopolita y bipolar. De las 8 especies escogidas, 6 se recolectaron en el
Sistema Central, una en Sierra Nevada y otra en la parte central de la Cordillera de los

Andes, en las proximidades de Santiago de Chile.

A continuacion se pasa a la descripcion basica de cada una de las tres regiones con el fin
de contextualizar el entorno donde se ha recolectado cada una de las muestras. Aunque
en los tres casos se hacen descripciones muy generales, el Sistema Central presenta
cierto protagonismo ya que la mayoria de especies recolectadas son de esta region

montanosa.
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El Sistema Central espanol divide la gran meseta castellana en dos partes, separa las
cuencas hidrograficas de los rios Duero y Tajo (Figura 1) y compone un extenso macizo
montafioso con casi 500 km de recorrido este-oeste y una altura maxima de 2.592 m en
el Pico Almanzor, perteneciente a la Sierra de Gredos. Estd compuesto por diversas
cadenas montafiosas unidas entre si, de este a oeste: Sierra de Somosierra-Ayllon, Sierra
de Guadarrama, Sierra de Gredos, Sierra Gata-Pefia de Francia y Sierra de Estrella en
Portugal como parte mas occidental del macizo. La evolucion reciente del Sistema
Central ha configurado tres dominios bien marcados, uno central y dos de borde; el
central comprende las sierras de Gredos y Guadarrama y se caracteriza por el dominio
de materiales cristalinos, de origen plutonico en su parte central y occidental y de origen
metamorfico en las zonas orientales. Los dominios de borde comprenden la parte
occidental y oriental del sistema y se observa una disminucion de las rocas cristalinas, a
veces ausencia de las plutdénicas y un menor grado de transformacién en las
metamorficas (Pedraza 1994). El sustrato geoldgico tiende a ser de naturaleza silicea
mayoritariamente (Gavilan 1994) con predominancia de elementos graniticos hasta la
parte mas oriental de la Sierra de Guadarrama y toda la Sierra de Ayllon, donde

encontramos abundancia de pizarras, esquistos ricos en mica y cuarcitas (Rico 1983).

S e

Figura 1. Sistema Central espafiol con sus componentes principales. Mapa tomado del

US National Geophysical Data Center.
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1) Sierra de Ayllon- Somosierra.

La Sierra de Ayllon ocupa la parte mas oriental del Sistema Central, mas concretamente
se sitlia entre las provincias de Segovia y Guadalajara. Los materiales geoldgicos son de
naturaleza silicea. El Pico del Lobo es su punto mas alto con 2.272 m y esta compuesto
mayormente por pizarras, esquistos ricos en mica y cuarcita. Presenta como rasgo
caracteristico una disimetria entre sus dos vertientes. La septentrional tiene gran
simplicidad orogréfica y la meridional es mas compleja, con rellanos y elevaciones
intermedias entre las superficies de las cumbres y los piedemontes (Pedraza 1994). El
modelado glaciar queda reducido a las cumbres con pequenios glaciares de circo,
destacando los de Cebollera y el Pico del Lobo, localizados en ambas vertientes y

siempre por encima de los 1.900 m de altitud (Pedraza 1994).

2) Sierra de Guadarrama.

Forma parte del dominio central del Sistema Central y delimita con la sierra de
Somosierra-Ayllon al este y con la Sierra de Gredos al oeste. Esta formada por bloques
elevados (horst) y hundidos (grabens). Presenta dos cordales principales, uno de
orientacion NE-SW formado por El Nevero-Pefialara-Abantos-Malagon y otro E-W
formado por La Cabrera-Morcuera-Cuerda Larga-Sierra de La Mujer Muerta. Los dos
cordales delimitan el Valle del Paular. La altura media de la sierra es de 2.000 m y su

pico mas alto es Pefialara con 2.430 m.

La constitucion litologica de la Sierra es mayormente paleozoica dominada por
materiales cristalinos, de origen plutdnico (principalmente granitoides) en las partes
central y occidental y de origen metamorfico (principalmente gneises) en las zonas mas

orientales (Pintado 1996).

Los procesos glaciares se redujeron a las zonas superiores de las laderas de macizos
como el de los Montes Carpetanos y ambas vertientes de la sierra de la Cuerda Larga,
resultando de ello cuencas de acumulacion modeladas en circo, arcos morrénicos y ,s6lo

excepcionalmente, complejos de lengua (Pedraza 1994).
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3) Sierras de Gredos y Estrella.

La Sierra de Gredos forma parte del dominio central junto a Guadarrama y esta
delimitada por esta al este y la Sierra de Gata al oeste. La fisionomia es consecuencia
también de la alternancia entre horts y grabens y la sierra esta dividida en tres grandes
macizos, el oriental, el central (con la cota mas alta en el pico Almanzor, 2.595 m) y el
occidental. El sustrato geoldgico es mayoritariamente granitico con aparicion de gneis

en algunas zonas como producto del metamorfismo de contacto.

Es la parte del Sistema Central donde el glaciarismo alcanz6 su mayor intensidad, por lo
que el modelado glaciar es muy notable. Dicho modelado quedé definido por glaciares
de valle, de ladera y de circo y se extiende desde los 2.300 hasta los 1.400 m

aproximadamente (Pedraza 1994).

La Sierra de Estrella conforma el extremo mas occidental de todo el Sistema Central,
presenta una altitud maxima de practicamente 2.000 m y sus caracteristicas litologicas

son las ya mencionadas para el extremo occidental del Sistema Central.

El macizo de Sierra Nevada se encuentra al sur de la Peninsula Ibérica en la alineacion
interior del Sistema Penibético. Sus caracteristicas de altitud y latitud le confieren una
gran riqueza biolodgica y la convierten en un interesante objetivo para estudios
relacionados con cambio climatico o cualquier tipo de modificacion ambiental (Aspizua
et al. 2010). Este sistema montafioso marco el limite sur del avance del hielo en Europa
durante el cuaternario, albergo6 glaciares durante la pequena edad de hielo y presenta las
montafias mas al sur de Europa capaces de albergar suelos de permafrost en sus cumbres
(Gomez et al. 2001). Su punto mas alto es el Mulhacén, que con 3.478 m constituye la

montafia mas alta de la Peninsula.

El sustrato geologico presenta, segin Puga et al. (1974), dos mantos principales, el
Manto del Veleta y el Manto del Mulhacén. El primero estd formado por una serie
monotona de micaesquiestos con algunas intercalaciones de cuarcitas. El del Mulhacén
es mucho mds variado con micaesquistos, gneises, anfibolitas, marmoles, etc y esta

formado por dos unidades estructurales bien definidas que los autores catalogan como B
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y C, ambas expuestas a un metamorfismo mayor que los materiales del Manto del

Veleta.

La Cordillera de Los Andes es uno de los macizos montafiosos mas grandes del
mundo, con una longitud andloga al continente sudamericano, ya que nace en las
proximidades del mar Caribe y llega practicamente hasta Cabo de Hornos en el extremo
sur del continente. Su altitud media esta alrededor de los 4.000 m, presenta varios picos
que superan los 6.000 m y su montafia mas elevada es el Aconcagua, en Argentina, con
6.962 m de altura. Estan formados por tres vastas regiones que los dividen de norte a sur

en Andes septentrionales, Andes centrales y Andes australes.

La zona de Los Andes donde hemos recogido muestras es la region de los Andes de
Santiago, en las proximidades de Santiago de Chile. Borde (1966) destaca como
caracteristicas distintivas de la region dentro de la cordillera de Los Andes la estrechez
del macizo montafioso, la altitud, la actividad volcanica, la nitidez de las exposiciones
Norte y Sur y la presencia de abundantes valles amplios y profundos. El mismo autor
hace un meticuloso estudio geoldgico de la region que complementa el trabajo de
Gonzales (1950) que clasifico el perfil de la cordillera en la zona en cuatro unidades

estratigraficas distintas con distintos niveles de complejidad y edad.

En cuanto a la bioclimatologia, todas las regiones donde se ha recolectado material
comparten caracteristicas de montafia mediterrdnea, aunque parece evidente que la
altitud de la Cordillera de los Andes puede condicionar la aparicion de los pisos de

vegetacion a altitudes diferentes

El macrobioclima Mediterraneo esta definido por Rivas Martinez (2005) como todos los
territorios extratropicales de la Tierra- independientemente de su altitud y valor de
continentalidad- comprendidos entre los 23°y 52° N y S en los que existen al menos dos
meses consecutivos de aridez durante el periodo calido del afio. Entre las latitudes 23° y
35° N y S debe cumplirse también que haya una temperatura media anual inferior a los
25 °C, que la temperatura media de las minimas del mes mas frio del afio sea inferior a

10 °C o un indice de termicidad compensado inferior a 580.
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Dentro de los pisos bioclimaticos definidos por Rivas Martinez (1983) para la region
mediterranea merece la pena destacar brevemente aquellos en los que se han recolectado

muestras tanto en el Sistema Central como en Sierra Nevada:

- Piso crioromediterraneo. Aparece en las altas cordilleras ibéricas mediterraneas que
superan los 2.100 m en la zona del Sistema Central y los 2.700 m en las montanas
béticas. No hay presencia de arboles y la vegetacion presente es mayormente acidofila,
representada por pastizales, céspedes y vegetacion de pedregal. Los principales valores
termoclimaticos son temperatura media anual (T) menor de 4 °C, media de las minimas
del mes mas frio (m) menor de -7 °C, media de las maximas del mes mas frio (M)
menor de 0 °C, indice de termicidad (It) menor de -30. Las heladas pueden ocurrir

durante todo el afio y el ombroclima es en general hiperhtimedo.

- Piso oromediterraneo. Existe so6lo en las montafias mas elevadas de la Peninsula, entre
las que se encuentran las zonas de estudio. El limite altitudinal inferior oscila entre los
1.600 y 2.000 m. Los ecosistemas maduros tienden a tener vocacion forestal poco densa
aunque esto no siempre ocurre y depende de distintas variables climaticas de cada zona.
La vegetacion dominante son arboles y arbustos de los géneros Pinus, Juniperus y
Cytisus. Los valores termoclimaticos mas importantes del piso son: temperatura media
anual (T) entre 4 y 8 °C, media de las minimas del mes mas frio (m) entre -4 y -7 °C,
media de las maximas del mes mas frio entre 0 y 2 °C, indice de termicidad (It) entre -

30y 60. El ombroclima oscila entre el hiperhiimedo y el subhtimedo.

- Piso supramediterraneo. Muy extendido por la Peninsula Ibérica, es dominante en las
areas pedemontales de las altas montafas centrales y meridionales. Los ecosistemas
maduros tienen todos carécter forestal y sus caracteristicas termoclimaticas principales
son: temperatura media anual (T ) entre 8 y 15 °C, media de las minimas del mes mas
frio (m) entre -1 y -4°C, media de las méaximas del mes mas frio entre 2 y 9 °C, indice de
termicidad entre 60 y 210. La elevada variabilidad ombroclimatica (del seco inferior al

hiperhimedo) condiciona una destacada variacion de la vegetacion.
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1.2. ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

Los liquenes crustiaceos se definen por estar intimamente unidos al sustrato, de tal
manera que no se pueden separar del mismo sin destruirlo. Dentro del biotipo aparecen
distintos subtipos, entre los que podemos destacar talos endoliticos, lobados,
escuamulosos, areolados ¢ efigurados. La forma de organizacion de los talos de los
distintos subtipos puede ser tanto homomera como heteromera (Biidel y Scheidegger

2008).

La importante presencia de liquenes crustdceos en muchas regiones del planeta no va
acompafiada de un pertinente estudio ecofisiologico de los mismos si lo comparamos
con liquenes folidceos y fruticulosos, que han generado una bibliografia mucho mas
abundante. Algunos de los motivos que podrian explicar esta diferencia de
conocimiento son las bajas tasas de fotosintesis y respiracion de muchas especies
crustaceas, lo que dificulta sus medidas, y la incapacidad de separar los talos del
sustrato (Schroeter et al. 1992), lo que genera multiples dificultades a la hora de obtener

medidas precisas de contenido hidrico en los talos estudiados.

Entre los autores que han hecho esfuerzos por abordar el comportamiento fisiologico de
especies crustaceas destacan los trabajos de Lange. Lecanora muralis ha sido la especie
mas estudiada de todas y la informacion relacionada con su funcionamiento fisioldgico
si que es abundante. Lange y colaboradores llevaron a cabo estudios exhaustivos en los
que detectaron la presencia de una fuerte depresion de la fotosintesis a altos contenidos
hidricos en especies como L. muralis y Xanthoria calcicola, (Lange y Green 1996;
Lange et al. 1997a) pero no en el crustaceo terricola Diploschistes muscorum (Lange y
Green 1997). Siguiendo con L. muralis, Leisner et al. (1997) llevaron a cabo una
monitorizaciéon del comportamiento de la especie en el campo haciendo medidas
simultaneas de intercambio gaseoso y fluorescencia, encontrando discrepancias entre
ambas técnicas. Lange (2002; 2003a; 2003b) llevo a cabo uno de los estudios mas
representativos que se hayan hecho hasta la fecha respecto a la fisiologia de liquenes
crustaceos usando de nuevo el mismo protagonista (L. muralis). En estos trabajos, el
autor estudié exhaustivamente el comportamiento del liquen en el laboratorio, su
respuesta metabdlica ante condiciones naturales y el balance de ganancia de carbono

asociado a estas medidas. Otros trabajos que merece la pena destacar son aquellos
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realizados con costras biologicas, ya que muchas especies que las forman son crustaceas
(Lange et al. 1994; Lange et al. 1997b), asi como otros trabajos sobre fisiologia de
liquenes crustaceos y endoliticos llevados a cabo por otros autores (Coxson y Kershaw

1983a, b; Wessels y Kappen 1993; Tretiach y Pecchiari 1995; Tretiach y Gelletti 1997).

Una caracteristica importante de la forma de crecimiento crustacea es su fuerte union al
sustrato. La pérdida de agua se produce exclusivamente por la cara superior expuesta y
cuando crecen sobre rocas inclinadas se pueden aprovechar del flujo de agua para
hidratarse. Estas caracteristicas les permiten colonizar habitats como superficies de
rocas desnudas y expuestas (Biidel y Scheidegger 2008) y muchas especies crustaceas
de crecimiento lento estan especialmente adaptadas a algunos de los ecosistemas mas
extremos del planeta (Armstrong y Bradwell 2010) como pueden ser los desiertos, la

alta montafia y las regiones polares.

Los ecosistemas frios suponen aproximadamente el 8% de la superficie terrestre, con
un 3% del total cubierto por la vegetacion nival/alpina y el 5% restante correspondiente
a la tundra éartica (Korner 1995). En la Antartida, se ha realizado un esfuerzo
importante en lo ultimos afios para entender la ecofisiologia de los liquenes con el fin
de aportar mas informacion sobre su adaptaciéon a un ambiente tan extremo. Los
trabajos existentes inciden mas de nuevo en especies folidceas y fruticulosas, pero atin
asi algunos autores se han aproximado al estudio de los crustaceos, en su mayoria con
medidas de intercambio gaseoso y fluorescencia en el campo (Kappen et al. 1990;
Schroeter et al. 1991; 1992). También se ha abordado el complejo estudio de la
fisiologia de liquenes endoliticos de los Valles Secos en la Antartica Continental
(Kappen y Friedmann 1983) y el estudio de algunos liquenes antarticos folidceos
iguales o similares a los que se incluyen en este estudio (Bartak et al. 2005; Pannewitz

et al. 2006).

En cualquier caso, la experimentacion en ecofisiologia de liquenes polares es mucho
mas abundante que la existente para liquenes de regiones alpinas, por lo que el
conocimiento del comportamiento fotosintético de criptdgamas en altura es escaso
(Reiter et al. 2008). La alta montafia es un ambiente extremo para la vegetacion porque

presenta alta intensidad de radiacion visible y ultravioleta, bajas temperaturas buena
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parte del afo, gran incidencia de heladas y nevadas, fuertes vientos y corta duracion de

la estacion de crecimiento (Kappen 1988; Korner 1999; Green 2009).

Entre los trabajos publicados los mas abundantes son aquellos llevados a cabo en el
género Umbilicaria (Sancho y Kappen 1989; Sancho et al. 1997a; Reiter et al. 2006),
un claro representante foliaceo de la flora liquénica de alta montafia. Otros trabajos
cuentan con algunas de las especies propuestas en este estudio, especialmente la
especie folidcea Xanthoria elegans, que ha sido abordada bajo varios puntos de vista
por distintos autores (Heber et al. 2000; Nybakken et al. 2004; Aubert et al. 2007;
Reiter et al. 2008; Sancho et al. 2007a; De la Torre et al. 2010) y especies crustaceas
del grupo Rhizocarpon, (Coxson y Kershaw 1983b; Heber et al. 2000; Sancho et al.
2007a; De la Torre et al. 2010) .En cualquier caso, las adaptaciones fisioldgicas que
permiten a los liquenes vivir en estos ecosistemas extremos son poco conocidas, mucho
mas si incluimos el biotipo crusticeo, especialmente abundante en dichos hébitats y

muy poco estudiado.

El primer objetivo de este capitulo es llevar a cabo un estudio ecofisiologico en el
laboratorio de varias especies de liquenes (en su mayoria crustaceos) abundantes en la
media y alta montafia con el fin de entender su comportamiento fisiologico y sus
estrategias adaptativas a dicho ambiente extremo. Las especies escogidas son las
crustaceas Dimelena oreina, Rhizocarpon sp., Lecanora rupicola y Pertusaria
corallina, la crustacea lobulada Lecanora concolor, la crusticea bulada Ophioparma
ventosa y las foliaceas Xanthoria elegans y Rhizoplaca melanophthalma. Todas son
abundantes y facilmente reconocibles en este tipo de ecosistemas. A través del andlisis
de intercambio gaseoso, pigmentos y fluorescencia en el laboratorio se pretenden
encontrar tendencias comunes de adaptacion a pesar de trabajar con especies diferentes
con distintas formas de crecimiento y recolectadas en localidades también diferentes.
Los liquenes han sido propuestos en multiples ocasiones como bioindicadores de
cambio ambiental (Sancho et al. 2007b), ya que a pesar de colonizar ambientes
totalmente dispares, en muchas ocasiones aparecen adaptados a unas condiciones
ambientales muy concretas. Otra caracteristica que les convierte especialmente utiles en
el campo de la bioindicacion es la distribucion bipolar y cosmopolita de muchos
liquenes, lo que permite comparar la evolucion de las mismas especies en distintas

partes de planeta.
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Los ecosistemas polares y alpinos han sido propuestos como zonas especialmente
sensibles a posibles cambios ambientales (Korner 1999; Crabtree y Ellis 2010) por lo
que la demostracion de patrones adaptativos comunes en liquenes que viven en estos
ecosistemas reforzaria su valor como indicadores de cambio. Muchas plantas de
montafia no toleran la competencia (Klanderud 2008) por lo que cambios bidticos
debidos a aumentos de temperatura o de disponibilidad de nutrientes podria afectar

significativamente la composicion de las comunidades (Mooney 1991).

El segundo objetivo es aportar informacion que pueda relacionar la fotosintesis con
distintas formas de crecimiento en liquenes adaptados a ambientes extremos. A pesar
de que la relacion entre fotosintesis y crecimiento se va a estudiar en profundidad en el
siguiente capitulo dentro del género Rhizocarpon, el gradiente de formas de
crecimiento en las muestras escogidas supone una oportunidad perfecta para comparar
fotosintesis con distintos tipos de crecimiento en liquenes. De esta manera se refuerza
una de las lineas principales de esta tesis doctoral, en la que se busca aportar

informacion nueva sobre la relacion entre ambos parametros.

Numerosos autores han intentado llevar a cabo estudios de crecimiento en distintos
biotipos de liquenes, pero la informacion fisiologica relacionada a dicho fenomeno no
es abundante. Entre los pardmetros fisiologicos que convendria vincular al crecimiento
con mas asiduidad destacan la fotosintesis y factores relacionados (pigmentos
fotosintéticos), la respiracion, el contenido y la fijacion de nitrogeno y el metabolismo
de otros nutrientes esenciales para el crecimiento como el fosforo (Crittenden et al.

1994).

En este capitulo se aporta informacion sobre fotosintesis (analizada desde el
intercambio gaseoso y desde la fluorescencia), respiracion y contenido en clorofilas con

el objetivo de aclarar su relacion con las distintas formas de crecimiento seleccionadas.
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1. DESCRIPCION DE LOCALIDADES Y ESPECIES

Para facilitar la clasificacion del material de trabajo se han considerado muestras de alta
montafia a aquellas recolectadas por encima de los 2000 m de altitud. Las especies
recolectadas entre los 1000 y 2000 m han sido catalogadas como de media montafia.
Dentro de cada localidad todos los talos de cada especie fueron recolectados con la
misma orientacion y durante el mismo mes del afio, ya que en varios casos se llevo a
cabo mas de una recoleccion. Se usaron martillo, escoplo y sobres de papel para
transportar el material al laboratorio donde las identificaciones fueron confirmadas
usando lupa binocular, reactivos quimicos y microscopio en los casos que fuera
necesario. Se escogieron distintas especies de liquenes crustaceos y folidceos que fuesen
abundantes en ecosistemas de montafia y que mostrasen un gradiente en su forma de
crecimiento. Este gradiente recoge desde lo mas crusticeo o intimamente unido al
sustrato hasta algunos ejemplos de liquenes folidceos, totalmente despegados del
mismo. Como formas intermedias que completen la transicion se ha utilizado un talo
placoidimorfo y otro bulado. En la medida de lo posible se buscaron especies o grupos
de especies que fueran facilmente identificables a la lupa, aunque este criterio no se
cumple en todos los casos. Dentro de cada localidad los talos de la misma especie
fueron recolectados donde presentasen un Optimo de distribucion. Las caracteristicas
litologicas del sustrato y de vegetacion de cada localidad son las descritas para cada

sistema montafioso y piso bioclimatico en el apartado 2 de la introduccion.

A continuacion se describen las especies seleccionadas junto a las localidades de
muestreo. Los reactivos de identificacion quimica responden a las siguientes iniciales:
1. Hidroxido potéasico (K) 2. Hipoclorito sédico (C). 3. Parafenilendiamina (P). 4
Solucion de yodo (I).

Lecanora rupicola (L.) Zahlbr. es un liquen crustaceo con talo fisurado-areolado de
color gris. Apotecios lecanorinos, normalmente con pruina densa de color grisaceo, a
menudo con el margen deformado del mismo color del talo, con disco de plano a

convexo. Esporas unicelulares incoloras.
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Reacciones: Talo K+ amarillo intenso, C- (raramente C+ anaranjado), P+ amarillo.
Disco C+ y KC+ amarillo/anaranjado, P-.

Ecologia y distribuicion: Generalmente en roca silicea, desde superficies horizontales a
verticales, generalmente en rocas ricas en nutrientes. Por toda Europa (Wirth et al.
2004). Blaha et al. (2006) propusieron que la elevada amplitud ecoldgica de la especie

podia estar ser debida a la baja selectividad que la especie mostro por su fotobionte.

Descripcion de la localidad. Sistema Central, Sierra de Somosierra-Ayllon, Pico del
Lobo. 41° 11" 347 N 3° 28 54”7 O. 2234 m de altitud (cumbre). Piso
crioromediterraneo. Se recolectd L. rupicola en rocas planas, grandes, sin inclinacion o

con ligero grado de inclinacion. Se llevaron a cabo dos recolecciones, una en octubre de

2008 y otra en octubre de 2009.

Pertusaria corallina (L.) Arnold es un liquen crusticeo con talo de color gris
blanquecino con muchos isidios distribuidos por toda la superficie. El talo es grueso, de
fisurado a fisurado-areolado, a menudo extenso, densamente cubierto de isidios
cilindricos en general simples, raramente ramificados, a menudo erectos de hasta 0,3
mm de grosor y hasta 1 mm de altura. Muy raramente con apotecios.

Reacciones: K+ amarillo, pasando a pardo rojizo después, C-, P+ amarillo que pasa a
anaranjado.

Ecologia y distribucion: En rocas siliceas de lugares lluviosos, expuestas a la luz, a
menudo en superficies verticales. Sobre todo en montafias medias y altas. Desde la zona
boreal a la region mediterranea. (Wirth et al. 2004).

La especiec se podria confundir con P. pseudocarallina y P. isidiodies. P.
pseudocorallina da una reaccion rojo fuerte clara en contacto con el reactivo K y
presenta isidios con los apices pardos. P. isidioides es muy poco frecuente con talo
insensible a los reactivos. Schmidtt y Lumbsch (2004) encontraron buena relacion entre
los metabolitos secundarios y la genética dentro del género, por lo que los consideraron

como un caracter taxonémico importante.
Descripcion de la localidad. Sistema Central Sierra de Estrella, Portugal, subida a

Torre desde Covilha, Portugal.40°17°40"" N 7° 32" 10” O. 1300 m de altitud. Piso

supramediterrdneo. En la subida desde la localidad de Covilha hacia la Torre se
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recolecté P. corallina en grandes rocas graniticas en el suelo, sin inclinacion. La

recoleccion se llevo a cabo en marzo de 2009.

Rhizocarpon sp. es un género que engloba liquenes crustaceos areolados caracterizado
por la presencia de hipotalo. Se recolectaron exclusivamente talos verde-amarillos. En
el capitulo II se ofrece mas informacion sobre el género y un resumen sobre los
problemas relacionados con su taxonomia que se pueden aplicar a las muestras usadas

en este capitulo

Descripcion de la localidad: Sistema Central. Sierra de Guadarrama. Pefialara. 40° 517
N 3°57" 0. 2.430 m de altitud (cumbre). Piso crioromediterraneo. Se recolectaron talos
verde amarillentos del género en rocas de naturaleza silicea, graniticas sin inclinacién

marcada. Se llevaron a cabo dos recolecciones en agosto de 2009 y agosto de 2010.

Dimelaena oreina (Ach.) Norman es una especie crusticea de talo fisurado-areolado,
lobulado en la periferia, bien conocida por su color verde amarillo con &cido snico en
el cortex, sus apotecios lecanorinos y su hipotecio hialino. Solo en la Peninsula Ibérica
se han encontrado cuatro quimidtipos distintos (Calatayud y Rico 1999). Presenta
esporas bicelulares pardas.

Reacciones: Talo K+ amarillento que pasa minutos depués a parduzco, C+ carmin o C-
en funcion de la quimica. Médula I+ azal (Wirth et al. 2004)

Ecologia y distribuicion: Se distribuye en Europa desde Escandinavia hasta el
Mediterraneo, estd ampliamente presente en zonas boreales y templadas del hemisferio

norte y es conocida también para el hemisferio sur (Calatayud y Rico 1999).

Descripcion de la localidad. Sistema Central. Sierra de Gredos. Cueva del
Maragato.1400 m de altitud. Piso supramediterraneo. Se recolectd D. oreina sobre una
pared de roca silicea granitica con exposicion sur, fuertemente soleada. La recoleccion

se llevo a cabo en abril de 2008.
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Lecanora concolor Ramond es un liquen crustaceo lobulado que forma medallones de
color de amarillo palido a verdosos. El talo es robusto, orbicular y lobulado. Los l6bulos
son estrechos, convexos y de superficie lisa. Los apotecios son lecanorinos, de disco
plano o convexo y margen talino sinuoso y del mismo color del talo (Wirth et al. 2004).
Reacciones: Talo K-.

Ecologia y distribucion: En pisos altos de nuestras cordilleras, sobre rocas siliceas
soleadas, donde forma una llamativa comunidad pionera junto Lecidea atrobrunnea
(Wirth et al. 2004).

Lecanora muralis es una especie similar a L. concolor que podria compartir habitat,
aunque segun Wirth et al (2004) la primera tiende a parecer con preferencia en cotas
mas bajas. El color del disco del apotecio es normalmente mas facil de distinguir del
talo en L. muralis, aunque esta caracteristica puede ser variable, y los lobulos tienden a
ser menos robustos. Sancho (1986) diferencia una coloracion negruzca en la cara

inferior de los 16bulos en L. muralis que no aparece en L. concolor.

Descripcion de la localidad. Sistema Central. Sierra de Gredos. Subida desde la
Plataforma de Gredos a la Laguna de Gredos. 40° 16" 14” N 5° 15" O. 2100 m. Pisos oro
o crioromediterraneo. Se recolectd L. concolor sobre rocas grandes siliceas graniticas
sin inclinacion marcada. Se llevaron a acabo dos recolecciones, en octubre de 2008 y

octubre de 2009.

Ophioparma ventosa (L.) Norman es un liquen crusticeo de talo grueso facilmente
identificable en la alta montafia debido a sus apotecios de color rojo intenso. La
tonalidad de colores del talo oscila desde gris-verdoso amarillo-verdoso. Presenta
areolas pequeiias, irregulares y alargadas. Los apotecios presentan disco de color rojo-
oscuro a rojo-pardo, plano de hasta 2,5 mm de anchura y margen talino diferenciado.
Tiene esporas estrechas y largas, aciculares, con varios septos transversales.
Reacciones: Médula K+ amarillo-anaranjado, C-, P+ amarillo-anaranjado. Disco del
apotecio K+ azul.

Ecologia y distribucion: En las cordilleras ibéricas aparece en los pisos subalpino y
alpino y oromediterraneo y crioromediterraneo en paredes de rocas grandes, expuestas y

venteadas (Wirth et al. 2004).
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Descripcion de la localidad. Sistema Central. Sierra de Guadarrama. La Najarra. 40°
38" N 3°49” O. 2100 m de altitud. Piso crioromediterraneo. Se recolectd O. ventosa en
las paredes de grandes rocas siliceas, graniticas muy expuestas. Se llevaron a cabo

recolecciones en octubre de 2008, 2009 y 2010.

Xanthoria elegans (Link) Th. Fr. liquen foliaceo de lobulos estrechos, forma de roseta.
El talo es de color anaranjado a rojo, de hasta tres cm de didmetro; presenta lobulos
dispuestos radialmente, largos y estrechos, ramificados en angulo agudo, formando
abanico, convexos o circulares en seccion transversal, con margenes incursados,
solamente los apices aplanados; cara inferior de color blanquecino, a menudo con
protuberancias longitudinales, con puntos de fijacion aislados. Los apotecios son del
mismo color del talo, frecuentes, planos y con margen, concentrados en el centro del
talo.

Reacciones: K+ purpura, C-, P- (Wirth et al. 2004).

Ecologia y distibuicion: Circumpolar, artico a templado (Sancho 1986). Sobre roca
caliza o silicea y sobre roca artificial (muros, tejas...). En la Penisula Ibérica en zonas
altas de montafa (Wirth et al. 2004).

Se diferencia de otras especies del género Xanthoria (X. parietina, X. calcicola) en que
presenta los l6bulos mas estrechos que estas. Algunas especies del género Caloplaca
(C. saxicola, C. flavescens) también podrian provocar confusion en la identificacion,
pero estas son especies crustaceas totalmente adheridas al sustrato (Wirth et al. 2004).
Casares y Llimona (1984) indican que la especie (en la misma localidad) busca lugares
mas o menos protegidos, en paredes mayormente de orientacion sur, es nitrofila y

abundante.

Descripcion de la localidad. Sistema Penibético, Sierra Nevada, proximidades del
parking, Pefiones de San Francisco. 37° 5" 40” N 3° 23" 27 O. 2510 m de altitud. Piso
oromediterraneo. Se recolectd X. elegans en paredes verticales. Las recolecciones se

llevaron a cabo en junio de 2008 y junio 2009.
Rhizoplaca melanophthalma DC. Leuckert es un liquen folidceo amarillo, amarillo-

verde, gris-verde a negro (en lugares muy expuestos). Presenta apotecios abundantes,

lecanorinos con el disco de color variable, desde amarillo-verde palido hasta marrén-
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negro. Himenio con parte superior color oro. Como metabolitos secundarios presenta,
entre otros, acidos usnico, rangiférmico y zeorina (@vstedal y Smith 2001).

Ecologia y distribucion: Es una especie ornitocropofila con distintos rangos de
tolerancia a la luz y que aparece abundantemente en posaderos de aves, aprovechando
los nutrientes estas generan. Distribuciéon cosmopolita con dptimo circunmediterraneo-

alpino (Sancho 1986).

La especie presenta una amplia variabilidad morfélogica, quimica y ecoldgica (Arup y
Grube 2000). Recientemente el grupo de especies relacionado con R. melanophthalma
ha sido propuesto como modelo para estudiar la especiacion en ascoliquenes y los
resultados apuntan a un mayor nimero de especies que el conocido hasta ahora dentro

del género (Leavitt et al. 2011).

Descripcion de la localidad. Cordillera de Los Andes, Andes de la Region de Santiago,
subida hacia Cerro Plomo, cerca de Santiago de Chile, Chile. 33°37" 3,9” N 69° 59" 36”
0. 2970 m de altitud. Se recolecté R. melanophthalma sobre grandes bloques de piedra

con orientacion sur.

Todas las especies mencionadas aparecen representadas en la figura 2.

2.2. INTERCAMBIO GASEOSO

2.2.1 Técnica y descripcion del sistema de medida

Las medidas de intercambio gaseoso se llevaron a cabo con un sistema de minicubeta
CMS400 fabricado por la compania alemana Walz. El aparato funciona con un sistema
de flujo abierto de aire y esta formado por una unidad central que contiene un detector
de infrarrojo (Binos 100, Leybold-Heraeus, Alemania) para medir concentraciones de
gases y una cubeta de plexiglas donde se introduce la muestra biologica. Antes de entrar
en el sistema, el aire procedente del exterior atraviesa un filtro de particulas y se mezcla

en un bidon de 20 litros de volumen para evitar picos de COs,.
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Figura 2. De izquierda a derecha y de arriba abajo: L. rupicola, P. corallina,
Rhizocarpon sp, D. oreina, L. concolor, O. ventosa, X. elegans y R. melanophthalma.
Las fotos de P. corallina, O. ventosa y X. elegans proceden de

www.lichens.lastdragon.org; L. concolor de (www.biodiversidadvirtual.org);

R. melanophthalma (H.Kristinsson, Fléraislands-F1éttu). D.oreina (nhm2.vio.no)
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El funcionamiento del aparato estd descrito por Kappen (1983) y consiste en la
comparacion de la concentracion de H,O y CO, gas que pasan por el detector de
infrarrojo a través de dos corrientes de aire, una que atraviesa la cubeta con la muestra
biologica y otra que recorre un espacio vacio con el mismo volumen que la cubeta. El
diferencial de H,O y CO;, medido entre ambas corrientes de aire es debido por tanto a la
muestra bioldgica, diferenciandose asi los procesos de fotosintesis y respiracion. Ambas
corrientes llegan a la vez al detector de infrarrojo gracias a unas bombas que mantienen
el flujo constante. Una vez en el detector, primero se mide la cantidad de agua y acto
seguido se elimina con un condensador (MGK1, Alemania) y se mide el CO; en una
corriente de aire seca. El rango de medida del analizador es de £ 50 ppm y su
sensibilidad es de £ 0,1 ppm. La figura 3 muestra el aparato funcionando en el

laboratorio.

El CMS 400 permite trabajar con condiciones controladas de radiaciéon, humedad y
temperatura, por lo que se pueden obtener gradientes que permitan conocer estrategias
adaptativas de las muestras a su entorno. El interior de la cubeta (permeable a la luz)
consta de un sensor de humedad, un sensor para la temperatura del aire, un termopar
(Ni-Cr-Ni, 0,1 mm de diametro) para medir la temperatura del talo liquénico y un sensor
de luz. Junto a la cubeta hay una fuente de luz (KL 2500 LCD, Schott, Alemania) unida
a una fibra oOptica (Walz, Alemania) que permite exponer a las muestras a distintas

radiaciones luminicas sin aumentar la temperatura de forma significativa.

Figura 3. CMS 400 trabajando en el laboratorio.
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2.2.2 Protocolo de trabajo.

Las medidas de intercambio gaseoso, se hicieron, en la medida de lo posible, dentro del
primer mes después de la recogida de las mismas en el campo. De esta manera se
intent6 estandarizar el posible efecto del paso del tiempo sobre las medidas metabolicas.
En los casos en los que no fue posible medir dentro del primer mes tras la recoleccion se
procedi6 a la congelacion de los talos a -20 °C; este procedimiento no tiene efectos
negativos sobre el metabolismo de los liquenes (Kappen y Lange 1970), que en muchas
ocasiones soportan temperaturas mucho mas bajas en sus habitats, por lo que quedan en

estado de latencia hasta que se lleva a cabo el proceso de revitalizacion.

La revitalizacion es un proceso que nos permite homogeneizar el estado fisiologico de
las muestras antes de empezar a medir, intentando reducir asi en medida de lo posible el
efecto de la historia individual de cada talo. Se revitalizaron las muestras durante un
periodo de tres dias. Para llevar a cabo dicho proceso se usé un frigorifico con puertas
de cristal transparentes en la parte superior y se situd debajo de una fuente de luz. Las
condiciones fueron, ciclos de 12h luz/12h oscuridad, 12 °C de temperatura y 100 pmol
m? s” de intensidad luminica. Cada grupo de muestras fue medido durante la primera
semana tras la revitalizacion, para evitar asi que mas o menos dias de reactivacion

pudieran tener algun tipo de efecto sobre el metabolismo.

Todas las muestras fueron hidratadas a saturaciéon antes de iniciar las medidas de
intercambio gaseoso. Se hidrataron por inmersion durante 30 minutos en agua mineral,
para conseguir una hidratacién mas parecida a la que produce la lluvia en la que hay
disueltos distintos minerales. A partir de aqui se llevaron a cabo dos procedimientos

distintos:

2.2.1. Curvas de deshidratacion

Se llevaron a cabo los primeros dias de cada semana con el fin de conocer la evolucion
de la fotosintesis neta con el contenido hidrico (existen varios tipos de comportamientos
en liquenes, Lange et al. 1995) y para conocer con precision el dptimo contenido hidrico
de cada talo a una temperatura concreta. Las muestras hidratadas a saturacion se pesaron

y se introdujeron en la cubeta con una radiacion constante de 400 pmol m™ s y 15 °C
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de temperatura. Se escogié esa radiacion porque en condiciones normales no es
saturante para los fotosistemas (al menos en liquenes de alta montafia). La temperatura
escogida se justifica en que estd también proxima a los Optimos y supone un punto
intermedio en las escalas de temperaturas que se usaron en las curvas de luz. Para
monitorizar la evolucion de la fotosintesis con el contenido hidrico se sacaron las
muestras de la cubeta para pesarlas en una balanza de precision (Sartorius, Alemania, 10
mg-220 g) cada 15-30 minutos hasta llegar al 6ptimo hidirco y cada 30 minutos
posteriormente. Asi se determinaron tanto el tiempo necesario para alcanzar el maximo
o 100% de fotosintesis neta como el tiempo total de actividad .El porcentaje de
humedad ambiental bajo el que se llevaron a cabo las medidas oscil6 entre el 50% y el
60 %. El experimento se dio por finalizado cuando el contenido hidrico del talo no fue
suficiente para conseguir fotosintesis neta. Se utilizaron 5 muestras de cada especie para
representar las nubes de puntos de cada curva de deshidratacion, y posteriormente se
ajustaron a las ecuaciones que presentaron el mayor indice de correlacion. Se usé el

programa sigmaplot 10.0 (Systal Software, San Jos¢, California) para dichos ajustes.

2.2.2 Curvas de luz

Las curvas de luz se llevaron a cabo usando un gradiente de radiacion de 0, 400, 800 y
1200 pmol m™ s™ y un gradiente de temperaturas de 0, 5, 10, 15, 20 y 25 °C. A 0 umol
m? s” se midio6 la respiracion en oscuridad (RO). A continuacion se midié a 400 pmol
m? s”, que al ser una radiaciéon no saturante para la fotosintesis permitio llegar al
optimo de hidratacion de cada muestra. Una vez dentro de dicho 6ptimo se aument6 la
radiacién a 800 y 1200 pmol m™ s™ durante 5 minutos cada una con el fin de conseguir

el valor de maxima asimilacion fotosintética a cada temperatura.

Los liquenes con mayor grado de adhesion al sustrato mostraron una tendencia muy
rapida a la deshidratacion a temperaturas superiores a 15 °C, es decir, era complicado
mantenerlos en el Optimo de hidratacion a altas radiaciones. Para subsanar este
problema en la medida de lo posible dichas muestras se volvieron a hidratar a saturacion
tras la primera medida a 400 pmol m? s’ y se volvieron introducir en la cubeta
directamente a la misma radiacion, pasando posteriormente a radiaciones altas. El efecto
de dicha rehidratacion sobre la fotosintesis parecid insignificante siempre que al

rehidratar se estuviera en las proximidades del o6ptimo de hidratacion, ya que de lo
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contrario se podria generar cierto estrés en las algas que conllevase una disminucion de
la fotosintesis. La fotosintesis bruta se obtuvo sumando la tasa de fotosintesis neta a
cada radiacion a la tasa de respiraciéon en oscuridad, ya que cada muestra debe
compensar la respiracion del talo antes de empezar a ganar CO, de manera neta bajo la
luz. El nimero de muestras usado para representar las curvas de luz a cada temperatura
vari6 en funcion de la especie. D. oreina mostrd escasa variabilidad interespecifica y se
usaron 4 talos a cada una de las temperaturas, aunque con la mayoria se estandariz6 el
numero de réplicas a n=5. En algunos casos (como X. elegans) la elevada variabilidad
de las medidas a algunas temperaturas condujo a una mayor replicacion, llegando hasta
las 14 muestras a 15 °C. Se trabajé con un grupo de muestras a 0, 5, 10, y 15 °C y con
otro distinto a 15, 20 y 25 °C, con el fin de evitar muchos dias de medida en las mismas
muestras. Cada una de las muestras estuvo expuesta a un maximo de 5 dias de medidas
de intercambio gaseoso. Los valores a 15 °C sirvieron como nexo entre ambos grupos

muestrales. La figura 4 muestra un esquema de los dos procedimientos comentados.

INTERCAMBIO GASEOSO

CURVAS DE DESHIDRATACION CURVAS DE LUZ

MUESTRAS HIDRATADAS MUESTRAS HIDRATADAS
A SATURACION A SATURACION
400 pmol fotén m2 s-1, 15°C 0, 400, 800, 1200 pmol fotén m2 s-!
I 0, 5,10, 15, 20, 25°C
Medidas cada 15/30 min
£100 FN
tA R
. (umol CO, m2 s)
(minutos)

Figura 4. Protocolos de trabajo en curvas de deshidratacion y curvas de luz.

Con el fin de no perder informacion imprescindible para entender la respuesta de las
muestras a la luz, se han realizado curvas de luz detalladas para todas las especies a 0,

25, 50, 100, 200, 400, 800 y 1200 umol m?2s! y 15 °C. Esta temperatura permite llevar
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a cabo curvas mas largas con mayor margen para evitar la deshidratacion que
temperaturas mayores. Se han afiadido estas curvas de luz incluyendo radiaciones de
baja intensidad para poder obtener informacion precisa de los puntos de compensacion
de luz, puntos de saturacion de luz y rendimiento cudntico, todos parametros
importantes para conocer la adaptacion de las especies estudiadas a las condiciones de
montafia. Los datos se han obtenido por ajuste de las curvas a la funcion de Smith
(Green et al. 1997) usando el programa sigmapolt 10.0. La funciéon de Smith viene

definida por la siguiente ecuacion:

(__ axPPFD ..

\/ (axPPFDjz
1+

Donde a y b vienen definidos por la pendiente de la curva y la méxima tasa bruta de

asimilacion fotosintética respectivamente. EI minimo numero de réplicas de cada
especie utilizado para llevar a cabo estas curvas fue n=4 para R. melanophthalma y P.

corallina, con un ntimero de réplicas de n=5 para el resto de especies.

El aparato de intercambio gaseoso mide la fotosintesis neta y la respiracion en oscuridad
como cantidad de CO; aportada o retirada de la corriente de aire en forma de partes por
millén (ppm). Para poder homogeneizar los datos y compararlos es necesario referir
€sas ppm a un peso seco, una superficie o una cantidad de clorofila. Al estar la mayoria
de nuestros liquenes intimamente unidos al sustrato no es posible separarlos y medir el
peso del talo con precision. Por tanto hemos expresado la fotosintesis por unidad de
superficie y en funcidn del contenido en clorofila. Para el calculo de la superficie de los
talos se utiliz6 el programa de andlisis de imagen Image J (National Institute of Health,
Bethesda Maryland, USA). Para el calculo de la fotosintesis por unidad de superficie se

utilizé la siguiente formula:

min/ 1000
44.011x3600x S(cm?)

pmeOz(F(mljx 60 jx1.811><104

FN /RO(zmolCO,ms™)
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Donde las unicas variables a introducir son las ppm obtenidas con el detector de
infrarrojo, el flujo en ml por minuto y la superficie del talo en cm?’. El resto de valores

sirven para transformar las unidades y son constantes durante el experimento.

Y, por ultimo, para calcular la fotosintesis por unidad de clorofila:

min

ppmco{F(m'jxlg&)ijsn
FN(mgCO,mgchl'h™) =

1000 x chl(mg)

Donde las variables a introducir son las ppm CO, el flujo del aparato (F) y la clorofila

del talo en mg (chl).

2.3. FLUORESCENCIA DE LA CLOROFILA a

2.3.1. Técnica y descripcion del aparato

Las moléculas de clorofila se encuentran en la membrana del tilacoide de los
cloroplastos agrupadas junto a otros pigmentos formando los fotosistemas, estructuras
encargadas de captar la luz incidente (complejo antena) y dirigirla a los centros de
reaccion, donde una molécula de clorofila a cederd un electrén a un aceptor primario
iniciando la fase luminica de la fotosintesis. En dicho proceso se encuentran
involucrados tanto el fotosistema I (P 700) como el II (P 680), que se diferencian en el

optimo de absorcidon de sus moléculas de clorofila respectivas, 700 y 680 nm (B. Coll et

al. 1980).

La fluorescencia de la clorofila como técnica de trabajo en fisiologia vegetal tiene su
origen en los descubrimientos llevados a cabo en la década de los sesenta por Kautsky y
colaboradores (Kautsky et al. 1960). El llamado efecto Kautsky (figura 5) consiste en la
observacion de un aumento de la fluorescencia de la clorofila a al pasar un tejido
fotosintéticamente activo de la oscuridad a la luz, asi como una disminucidén de la
misma tras el primer segundo en iluminacién, que se explica por mecanismos de

atenuacion de dicha sefial de fluorescencia (Maxwell y Johnson 2000).
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Intensidad de F

unidades temporales

Figura 5. Efecto Kautsky, aumento y rapida disminucion de la sefal de fluorescencia al

pasar un tejido fotosintético de la oscuridad a luz. Unidades temporales en segundos

Estos trabajos permitieron entender que la energia recibida tras iluminar una muestra
vegetal con actividad fotosintética, se podia disipar a través de tres mecanismos. En
primer lugar, parte de la energia se puede eliminar en forma de fluorescencia, para lo
cual es necesario que un electron de la clorofila a previamente promocionado a un nivel
energético superior vuelva a su nivel energético de reposo. En segundo lugar, la energia
luminica puede dirigirse a los aceptores primarios de electrones iniciando la ruta
fotosintética, y por ultimo, la energia incidente se puede eliminar en forma de calor a
través de distintos mecanismos de proteccion. El hecho de que estos tres mecanismos
compitan entre si nos permite obtener informacion sobre cada uno a través de los otros,
ya que el aumento de uno de los tres llevard asociada la disminucion de los otros dos.
Por tanto, la medida del rendimiento de la senal de fluorescencia de la clorofila a nos
permitird obtener informacién sobre cambios en la eficacia de la ruta fotoquimica y en
la disipacion de energia en forma de calor. La aparicion de sistemas de medicion con luz
modulada fueron los que realmente hicieron que la técnica de la fluorescencia fuera
aplicable como indicador de fotosintesis de manera generalizada. Esta fuente de luz
modulada permite que el detector del aparato mida exclusivamente la respuesta de
fluorescencia correspondiente a la luz emitida, eliminando cualquier otro ruido de fondo

y permitiendo trabajar en condiciones de iluminacién ambiental (Maxwell y Johnson

2000).
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Para determinar la diferencia del efecto entre los dos factores atenuantes de la sefial de
fluorescencia se utiliza el método del pulso de luz saturante representado en la figura 6.
El método consiste en adaptar una muestra vegetal a oscuridad y medir su fluorescencia
basal o Fy en condiciones de luz no actinica (luz que no inicia el transporte electronico
en los centros de reaccion). Después se saturan todos los centros de reacciéon con un
pulso de luz breve pero muy potente, de tal manera que la sefial de fluorescencia
obtenida es la fluorescencia maxima o Fm. A continuacion se repite el proceso con la

muestra adaptada a luz y se calcula la fluorescencia basal en luz, F, asi como la

fluorescencia maxima en luz, Fm’.

0 -~ ﬁ&Luz rojo lejano
T AL]PuIsoluz saturante T L]Pl.l!solu:»: saturante
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Figura 6. Esquema del método del pulso de luz saturante

Asi, segiin Schreiber et al. (1994) se puede calcular la méaxima eficiencia cuantica del

fotosistema II (Fv/Fm) en condiciones de oscuridad a través de la siguiente ecuacion:

(Fv/Fm)= (Fm-Fy) / Fm
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Es un valor potencial y se utiliza como referente para conocer el estado del fotosistema
I, siendo valores optimos aquellos alrededor de 0,8 en plantas vasculares (Fracheboud

2003). Los liquenes suelen presentar valores 0ptimos ligeramente inferiores.

Tras aplicar iluminacion constante, la fluorescencia experimenta un aumento debido a
un periodo refractario en el que las enzimas fotosintéticas deben ser activadas por luz,
tras el cual comienza a disminuir debido a los dos mecanismos de atenuacion ya
mencionados. En estas condiciones se puede calcular el rendimiento cudntico del

transporte de electrones en el fotosistema II (OPSIT) (Maxwell y Johnson 2000):

®PSII = (Fm'-F,) / Fm’

®PSII es un indicador de la eficacia de los centros de reaccién en condiciones de
iluminacion. Estima la eficacia del PS II usando la luz recibida para reducir el aceptor
primario de electrones (Qx) en la ruta fotosintética (Baker 2008). Al ser un ratio, ®PSII
es un parametro adecuado para establecer comparaciones entre distintos individuos
cuyas distintas caracteristicas morfoldgicas o distintos contenidos en clorofila podrian

generar distintos valores de fluorescencia.

El valor cualitativo de ®PSII como indicador de actividad fotosintética puede pasar a
indice cuantitativo si se convierte en tasa de transporte de electrones o ETR, indicador
de capacidad fotosintética in vivo (Genty et al. 1989). En plantas vasculares se calcula

segun la siguiente férmula:

ETR= ®PSIIxPPFDx0,5x0,84 (Del Prado 2001)

Donde PPFD es la radiacion incidente en la superficie de la hoja, 0,84 un indicador de
la radiacion realmente absorbida y 0,5 un factor de correccion que determina la
particion de la energia incidente en los fotosistemas I y II. A pesar de la buena
correlacion existente en muchos casos entre ETR y fijacion de CO, en plantas
vasculares, ciertos fenomenos como la fotorespiracion pueden generar un transporte
electronico no fotosintético que podria inducir a error. Por tanto, en determinadas
situaciones, el pardmetro ETR debe ser considerado con precaucion. En liquenes, donde

no se puede hacer una estimacion precisa sobre la cantidad real de radiacion que llega al
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fotobionte, la correlacion entre el ETR y la fijacion de CO, es normalmente débil

(Leisner et al. 1997; Green et al. 1998; Lange et al. 1999; Del Prado 2001).

Para el célculo de la atenuacidon no fotoquimica (qP) de la fluorescencia es necesario
conocer el pardmetro Fy’, que se puede definir como la fluorescencia minima de una
muestra preiluminada, y se calcula iluminando la muestra con luz roja lejana (Del Prado
2001). El término (qP) es un indicador de la cantidad de centros de reaccion que se
encuentran abiertos (Maxwell y Johnson 2000) y viene definido por la siguiente
ecuacion:

qP= (Fm’-Ft)/(Fm’-F,")

La atenuacion no fotoquimica (NPQ) viene determinada por las diferencias entre las
fluorescencias maximas en luz y en oscuridad, se puede calcular a partir de la siguiente
ecuacion:

NPQ= (Fm-Fm")/ Fm’(Fracheboud 2003)

Para llevar a cabo las medidas de fluorescencia se utilizé un fluorometro portatil tipo

MINI PAM (Walz, Alemania, figura 7). El aparato estd formado por una unidad central
y una fibra Optica que transmite la sefial luminosa desde la unidad central y recoge la
sefial de fluorescencia desde la muestra. La unidad central contiene los componentes
necesarios para generar y detectar la senal de fluorescencia, el sistema de adquisicion y
almacenamiento de datos, una fuente de luz actinica o fotosintéticamente activa, una
bateria recargable de 12V y un teclado y una pantalla para programar las medidas. La
sefial de fluorescencia es generada con una luz roja modulada emitida por un diodo
emisor de luz (LED). La emision de pulsos de saturacion y de medidas continuadas con
luz actinica se lleva a cabo con una lampara haldgena en miniatura (Bellaphot, Osram)
de 8V y 20W de potencia. La fibra optica conectada a la unidad central tiene un
diametro de 5,5 mm, 100 cm de longitud y estd formada por numerosas fibras pequeinas

de 70 um que aseguran un campo de iluminacion homogéneo.
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Figura 7. MINIPAM funcionando en el laboratorio

2.3.2. Protocolo de trabajo.

Cinco talos de cada una de las especies incluidas en el catdlogo de liquenes de montafa
fueron seleccionadas para llevar a cabo las medidas de fluorescencia. Las muestras
fueron hidratadas a saturacion por inmersion en agua mineral durante 20 minutos,
durante los cuales los centros de reaccion en los fotosistemas quedaron “abiertos” o
totalmente oxidados por la ausencia de luz. Durante el primer dia de medidas se
determinaron los Fv/Fm de todas las muestras, tomandose 3 medidas por talo y cinco
talos por cada especie. Asi se obtuvo una medida fiable de Fv/Fm para cada especie que
sirvio como valor de referencia. En los siguientes dias se llevaron a cabo las curvas de
induccion y recuperacion a tres radiaciones distintas, 112, 367 y 1115 pmol m? s,
midiéndose solamente una radiacion por talo y dia para evitar el posible estrés de las
algas por repetidos ciclos de hidratacion y deshidratacion. Tras esto las muestras fueron
colocadas bajo una plantilla de plastico transparente con agujeros del grosor de la fibra
Optica para permitir mantener la misma en un punto fijo durante las curvas de
induccion. La plantilla permiti6 establecer una referencia para determinar una posicion
fija dentro del talo sobre la que se pudiera repetir las medidas en dias consecutivos. Las
curvas de induccidon y recuperacion anteriormente mencionadas comienzan con una
medida del Fv/Fm de la muestra previamente adaptada a oscuridad. Después la muestra
es expuesta a una radiacion determinada y tras sucesivos pulsos de saturacion se
monitoriza el valor de ®PSII cada 20 segundos durante un periodo de 4 minutos con
iluminacién fija y constante. El proceso de recuperacion consiste en volver a oscurecer
las muestras y ver la evolucion del ®PSII durante 9 minutos sin luz a distintos

intervalos de tiempo. Para unificar la terminologia en tablas y graficas, asi como a lo
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largo del texto en la seccion de resultados y en la discusion, se ha utililizado el término
Yield (rendimiento de la sefial de fluorescencia) como sustituto de Fv/Fm y ®PSII.
Aparte de todas las especies del estudio, en el analisis de la fluorescencia a distintas
radiaciones se incluy6 una especie crustacea terricola del género Lepraria, con una
ecologia de sombra muy definida ya que se recolectd bajo grandes bloques de piedra en
un pinar de la Sierra de Guadarrama a 1800 m de altitud. Esta especie se escogié como

control de las especies mas expuestas a la radiacion.
2.4. ANALISIS DE PIGMENTOS

Para llevar a cabo la cuantificacion de clorofilas en cada una de las especies estudiadas
se sigui6 el método de extraccion propuesto por Barnes et al. (1992). Muchas de las
especies estudiadas son especies crustaceas con un alto grado de adhesion al sustrato,
por lo que la separacion total entre liquen y sustrato resultd dificultosa. Para evitar
contaminacion en las medidas de peso de cada muestra a extraer se procedio a medir la
clorofila en mg/m* que es una unidad frecuente de medida clorofila en liquenes
crustaceos (Lange et al. 1994; Tretiach y Pecchiari 1995). De esta manera se tomo6 un
minimo de tres muestras de 0,5 cm” de cada talo y se utilizaron 5 talos por especie. Para
delimitar los 0,5 cm® de cada muestra se utilizaron recuadros de papel milimetrado con
esa superficie y se rascO con una lanceta toda la superficie seleccionada. Las muestras
se lavaron 6 veces en acetona saturada en CaCOj; para extraer previamente todas las
sustancias liquénicas que pudieran generar una degradacion de clorofila a feofitina
(Brown y Hooker 1977; Barnes et al. 1992). La saturacion en CaCOj; se llevd a cabo
para evitar un medio acido durante la extraccion. Tras los seis lavados se procedid a la
extraccion de las clorofilas en 5ml de DMSO, también saturado en CaCOj;_Los extractos
se mantuvieron en estufa a 65°C durante 40 minutos, y posteriormente se midieron

previa proteccion de la luz a distintas longitudes de onda:

-A 664,9 y 648,2 nm se midieron las concentraciones de clorofila a y b siguiendo las
siguientes ecuaciones (Barnes et al. 1992):

Clorofila a = 14,85xA¢64.0— 5,14xAsss2

Clorofila b = 25,48xAs4s2— 7,36XAg64.9
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Las cantidades obtenidas a raiz de estas ecuaciones se refirieron al volumen de

extraccion (5 ml) y posteriormente a la superficie de la muestra extraida (0,5 cm?).

A 750 nm se midi6 la turbidez del extracto. A 435 y 415 nm se midi6 el PQa (A435nm /
A415 nm) o indice de feofitinizacion, un indicador de la degradacién de clorofila a
feofitina (Ronen y Galun 1984; Balaguer y Manrique 1991). Para llevar a cabo las
medidas de absorbancia se utilizé un espectrofotometro UVIKON XL de doble haz con

rango de longitud de onda 180-900 nm y precision de +0, 025 nm.

2.5. ANALISIS ESTADISTICO

Para buscar diferencias estadisticas entre los distintos grupos muestrales se llevaron a
cabo ANOVAS simples con un nivel de significancia de p < 0,05, afiadiendo un test de
Duncan de andlisis multiple de rango en los casos necesarios. Se uso el programa
Statsgraphic version 5.1. Para los ajustes de las nubes de puntos y las curvas de uso

sigmaplot 10.0.

3. RESULTADOS

3.1. RELACIONES HiDRICAS EN LIQUENES DE MONTANA

La figura 8, compuesta por varias graficas (A-H), muestra la relacion observada en el
laboratorio entre el porcentaje respecto al maximo de la fotosintesis neta (% FN) frente
al tiempo (minutos) a 400 pmol m™ s™ y 15 °C tras hidratacion méxima para todas las
especies. Las graficas que van de la 8A a la 8D (L. rupicola, P. corallina, Rhizocarpon
sp., D. oreina) pertenecen a liquenes que fueron catalogados como crustaceos debido a
su elevado grado de union al sustrato. Las graficas 8E y 8F pertenecen a liquenes que
presentan formas intermedias, con L .concolor como crustaceo lobulado y O. ventosa
como crustaceo bulado segun la clasificacion de Barreno y Rico (1984). Las figuras 8G
y 8H representan a las especies X. elegans y R. melanophthalma respectivamente,
ambas especies foliaceas y por tanto no totalmente adheridas al sustrato. Mientras la
primera presenta un mayor nimero de puntos de unién a la roca, la segunda presenta

s6lo uno, siendo un liquen folidceo umbilicado.
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Como se puede observar, Rhizocarpon sp. y D. oreina presentaron numerosas
similitudes entre sus curvas respectivas (8C y 8D). En ambos casos se observd la
ausencia de depresion de la fotosintesis neta a altos contenidos hidricos (primeros
minutos), ya que las maximas tasas se obtuvieron nada mas comenzar las medidas.
También compartieron un escaso periodo de actividad, ya que la fotosintesis neta lleg6 a
0 pasados los 50 minutos en el caso de Rhizocarpon sp. y poco después en el caso de

D. oreina. Las otras dos especies catalogadas como dentro del grupo de crustaceos son
L. rupicola y P. corallina (8A y 8B). En P. corallina tampoco se aprecié depresion de
la fotosintesis neta a altos contenidos hidricos, pero presentd un mayor periodo de
actividad que alcanza la ventana entre 150 y 200 minutos, por lo que se observo una
diferencia considerable con las dos especies citadas anteriormente. En el caso L.
rupicola, se aprecio una ligera disminucion de la fotosintesis neta a altos contenidos
hidricos, aunque en ningin caso se puede asegurar que sea intensa. El periodo de

actividad hasta la inactividad metabdlica fue parecido al observado en P. corallina.

El segundo grupo de liquenes, L. concolor y O. ventosa, corresponden a las curvas 8E y
8F respectivamente. L. concolor presenté maxima actividad a altos contenidos hidricos
y una tendencia hacia un periodo mas largo de actividad. O. ventosa mostré una leve
disminuicioén de la actividad fotosintética al principio de la curva similar a la que se

aprecio en L. rupicola, asi como una tendencia a inactivarse antes que L. concolor.

X. elegans y R. melanophthalma, los dos liquenes folidceos con menor grado de
adhesion al sustrato presentaron comportamientos similares. En ambos casos aparece
una depresion definida de la actividad fotosintética a altos contenidos hidricos seguida
de otra fase de maxima actividad que coincide con el dptimo de hidrataciéon de cada
especie. Esta fase de Optimo aparece ligeramente antes en X. elegans que en R.
melanophthalma. Como ocurre en el resto de especies, la actividad fotosintética tiende a
cero segun va avanzando la deshidratacion de los talos. Los talos de X. elegans
mostaron una mayor depresion de la fotosintesis neta a altos contenidos hidricos (con
valores entorno al 20% de la actividad fotosintética maxima) que los de R.
melanophthalma, (con valores iniciales entre el 40% y 50% de la maxima actividad
fotosintética), si bien es cierto que el indice de correlacion de la curva en el caso de la

primera es menor (Figuras 8G y 8H).
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3.2. CURVAS DE LUZ Y TEMPERATURA EN LIQUENES DE MONTANA

Las curvas de luz y temperatura llevadas a cabo sobre todas las especies del estudio nos
aportan informacion Util sobre el comportamiento metabolico de los liquenes en
condiciones cambiantes de luz y temperatura, por lo que podemos saber como estan de

adaptados a las condiciones de montana.

La figura 9A-9H nos muestra las curvas de luz siguiendo el mismo orden que se ha
usado para las curvas de deshidratacion, y la figura 10A-10H hace lo mismo en el caso
de la respuesta observada a la temperatura. Las figuras 9A-9D representan las curvas de
los cuatro liquenes crustaceos menos desarrollados. Se puede observar como los perfiles
de las cuatro curvas fueron bastante parecidos, con tasas de respiracion y fotosintesis

neta dentro de rangos similares.

Las tablas 1 y 2 muestran a su vez los valores de maxima tasa fotosintética neta (Amax)
y respiracion en oscuridad (RO) para todas las especies a cada una de las temperaturas

estudiadas.

L. rupicola (9A) mostrd una temperatura Optima para la fotosintesis neta a 15 °C, con
1,93 umol CO, m™ s y una RO a la misma temperatura de 0,81 pmol CO, m™s™". P.
corallina (9B) presentd un 6ptimo también a 15 °C para la fotosintesis neta (2,23 pmol
CO, m™ s™), incluso mas proximo al valor obtenido a los 10 °C (2,12 pmol CO, m™s™)
que al valor obtenido a 20 °C (1,80 pmol CO, m™ s™), que en condiciones normales es
una temperatura mas favorable para el proceso fotosintético. La RO a la temperatura
6ptima fue de 1,51 umol CO, m™ s™', considerablemente mayor que la obtenida para L.
rupicola. Rhizocarpon sp. y D. oreina mostraron también optimos de temperatura a 15
°C. La primera obtuvo 2,71 pmol CO, m™ s de Amax y 1,04 pmol CO, m™ s de RO,
mientras la segunda obtuvo valores de 2,38 y 0,88 pmol CO, m™ s™ para Amax y RO

respectivamente a la temperatura dptima.

La figuras 9E y 9F corresponden a las especies L. concolor y O. ventosa, con biotipo
crustaceo lobulado y bulado respectivamente. Ambas especies mostraron curvas de luz
mas separadas entre temperaturas y mayores tasas que las obtenidas para el primer

grupo de liquenes. L. concolor presenté un optimo de temperatura a 20 °C con 4,98
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umol CO, m? s de Amax y 1,22 de RO (RO a 15 °C fue 1,07 umol CO, m? s™),

1

mientras O. ventosa mostrd 3,35 y 2,35 umol CO, m™ s respectivamente para un

temperatura 6ptima de nuevo de 15 °C.

Notese como en el caso de O. ventosa el aumento en Amax respecto al grupo anterior va
acompafiado de un aumento en RO, mientras que para L. concolor se produce un
aumento caracteristico en Amax mientras que la RO mantiene tasas dentro del rango del

grupo anterior.

Las figuras 9G y 9H corresponden a X. elegans y R. melanophthalma respectivamente,
las dos especies con biotipo foliaceo. X. elegans mostro su 6ptimo de temperatura a 20
°C con valores de 4,79 y 3,67 pmol CO, m™ s™ para Amax y RO, pero con un balance
de Amax/RO mucho mas favorable a 15 °C (4,61 y 2,10 pmol CO, m™ s'). R.
melanophthalma obtuvo un 6ptimo de temperatura entre 10-15 °C, con valores idénticos
de Amax para ambas, siendo con diferencia la especie mas productiva con un valor de

Amax de 8,68 umol CO, m2s! y una RO de 3,39 pmol CO, m?2s?

Todas las especies mostraron una tendencia a la saturacion en todas las curvas de luz
estudiadas, pero en ningun caso hubo sefial de fotoinhibicion, ya que en todas las
especies la fotosintesis neta aument6 al llevar a los liquenes a altas radiaciones (1200

umol m™ s™).

La temperatura Optima para la fotosintesis neta aparecio mayormente a 15 °C, con dos
especies con Optimos a 20 °C. Algunas llegaron a presentar tasas muy proximas al
optimo a los 10 °C. La evolucion de la fotosintesis neta y de la respiracion en funcion de
la temperatura a distintos niveles de radiacion se ve con mas claridad en las figuras

10A-10H. Con estas graficas se pueden confirmar las tendencias mencionadas.

La tabla 3 muestra los datos obtenidos a partir de las curvas de luz detalladas (que
también se ajustaron a la funcién de Smith) para todas las especies estudiadas. El haber
detallado mas la curva con la inclusion de radiaciones de baja intensidad permite
aumentar la precision de las medidas de los puntos de compensacion de luz, de

saturacion de luz, y el rendimiento cuantico.
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La especie con mayor punto de compensacion de luz fue D. oreina, con 114 pmol m™ s~
! seguida de R. melanophthalma y Rhizocarpon sp.. Tras estas especies siguen P.
corallina, L. rupicola y X. elegans, todas con valores similares entre si y muy proximos
a las especies anteriores. El valor proximo a 90 pmol m™ s parece el mas habitual
dentro de todo el grupo. Mas apartada, en Gltimo lugar, aparece L. concolor, con 60,7

umol m~? ™.

Los puntos de saturacion de luz parecen ir relacionados, al menos a grandes rasgos, con
los puntos de compensacion. La especie con mayor punto de compensacion (D. oreina)
muestra también el mayor punto de saturacion junto a R. melanophthalma,
cumpliéndose la misma relacion con la que menor punto de compensacion presento, L.
concolor, que obtuvo un punto de saturaciéon de 487,3 pmol m™ s™'. El resto de especies

. ., . . . 2 -
obtuvieron puntos de saturacion intermedios que estuvieron cerca de los 600 pmol m™ s
1

El rendimiento cuédntico 6 @, es un indicador de la eficacia fotosintética (Kershaw 1985)
a través de la capacidad del aparato fotosintético de aprovechar la luz incidente. La tabla
3 muestra el valor mas alto para L. concolor, seguida de cerca de R. melanophthalma y
después X. elegans. El valor mas bajo corresponde a D. oreina, la especie con mayores

puntos de compensacion y de saturacion de luz de todas las estudiadas.

Como se puede observar, O. ventosa no aparece incluida ni en las tablas, ni en las
curvas de luz detalladas, ya que las muestras destinadas a ello presentaron algun tipo de
alteracion durante su almacenamiento en el congelador que provocd una intensa
degradacion de las mismas, dando sefiales muy bajas de fotosintesis que no han sido

incluidas
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Especie FN 0°C FN 5°C | FN10°C | FN 15°C | FN 20°C | FN 25°C
L.rupicola 0,68+0,18 | 1,10+0,22 | 1,65+0,24 | 1,93+0,37 | 1,80+0,39 | 1,28+0,42
P.corallina 1,19+0,43 | 1,54+0,82 | 2,12+0,87 | 2,23+0,60 | 1,81+0,56 | 1,66+0,65
Rhizocarpon sp. 1,37£0,35 | 2,07+£0,38 | 2,44+0,38 | 2,64+0,44 | 2,59+0,55 | 2,21+0,69
D.oreina 0,94+0,24 | 1,54+0,44 | 2,12+0,30 | 2,38+0,33 | 1,83+0,66 | 1,23+0,28
L.concolor 1,42+0,39 | 2,294+0,51 | 3,60+1,30 | 4,59+1,36 | 4,98+1,36 | 4,22+1,27
O.ventosa 1,81£0,48 | 2,16+0,55 | 2,80+0,63 | 3,35+1,02 | 2,87+0,33 | 0,96+0,22
X.elegans 2,09£1,09 | 2,77+1,50 | 3,53%£1,59 | 4,61£1,63 | 4,80+1,17 | 3,57£1,06
R.melanophtalma 5,56+1,75 | 7,63£1,90 | 8,68+1,91 | 8,68+2,07 | 8,31+2,12 | 7,07+1,80

Tabla 1. Tasas de fotosintesis neta (FN) con desviacién estandar en pmol CO, m?s™ a

1200 pumol m? s

-1

de radiacion para todas las especies estudiadas a distintas

temperaturas. La maxima tasa de asimilacion (Amax) para cada especie estd marcada

en negrita

Especies RO 0°C | ROS5°C | RO10°C | RO 15°C | RO20°C | RO 25°C
L.rupicola 0,26+0,07 | 0,37+0,09 | 0,62+0,13 | 0,81+0,12 | 1,00+0,06 | 1,35+0,18
P.corallina 0,60+0,19 | 0,65+0,27 | 1,11+0,58 | 1,51+0,58 | 1,47+0,32 | 1,86+0,43
Rhizocarpon sp. 0,25+0,15 | 0,34+0,40 | 0,49+0,34 | 0,94+0,30 | 1,31+0,24 | 1,31+0,24
D.oreina 0,47+0,17 | 0,58+0,11 | 0,76+0,15 | 0,88+0,19 | 0,99+0,16 | 1,18+0,14
L.concolor 0,37+0,11 | 0,55+0,17 | 0,84+0,26 | 1,07+£0,29 | 1,22+0,36 | 1,44+0,57
O.ventosa 0,58+0,10 | 1,01+0,18 | 1,41+0,32 | 2,35+1,09 | 2,63+0,94 | 4,30+0,40
X.elegans 0,68+0,60 | 0,97+0,74 | 1,58+0,95 | 2,11+0,57 | 3,68+1,48 | 4,06+0,87
R.melanophtalma 0,96+0,51 | 1,61+£0,46 | 2,30+0,97 | 3,39+0,36 | 4,64+0,60 | 5,99+1,64

Tabla 2. Respiracién en oscuridad (RO) con desviacion estandar en pmol CO, m™ s

-1

para todas las especies estudiadas a distintas temperaturas. La tasa respiratoria asociada

a Amax en cada especie aparece marcada en negrita
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. PCL PSL 2
Especies (umol m?s") | (umolms™) Y R p

L.rupicola
n=5 88,77 609,66 0,010 0,994 <0,0001
P.corallina
n=4 89,58 542,08 0,012 0,980 <0,0001
Rhizocarpon sp.
n=5 90,48 575,36 0,011 0,984 <0,0001
D.oreina
n=5 113,96 782,42 0,007 0,991 <0,0001
L.concolor
n=5 60,69 487,28 0,026 0,971 <0,0001
X.elegans
n=5 85,62 599,25 0,026 0,976 <0,0001
R.melanophthalma

93,95 783,74 0,025 0,993 <0,0001

n=4

Tabla 3. Punto de compensacion de luz (PCL), punto de saturacion de luz (PSL),

rendimiento cuantico(®) y ajustes de las funciones de Smith respectivas en cada una de

las curvas de luz de luz detalladas a 15 °C de temperatura

65




3.3. CONTENIDO EN CLOROFILA, FOTOSINTESIS POR CLOROFILA Y
FOTOSINTESIS BRUTA

El grafico 11A-11C muestra, respectivamente, el contenido en clorofila en mg/mz, la
fotosintesis neta en funcién del contenido en clorofila en mg CO, mg clorofila'h™ a 15

°C y la fotosintesis bruta en pmol CO, m™ s a 15 °C para todas las especies estudiadas.

Como se puede observar en la figura 11A el contenido en clorofila por unidad de
superficie presentd un claro orden ascendente desde las especies mas adheridas al
sustrato hasta las especies folidceas. Los datos de clorofila aparecen expresados en la
tabla 4. D. oreina es la especie que menos cantidad de clorofila presentd con 231,28
mg/m’, pero como se puede observar en la figura 11B es la més eficiente al obtener la
mayor tasa de fotosintesis en funcién de clorofila a 15 °C, 1,70 mg CO, mg clorofila'h’
'. L. rupicola, P. corallina y Rhizocarpon sp. siguieron el mismo patrén, con las
menores cantidades de clorofila pero con tasas de fotosintesis neta en funcidén de
clorofila que indican un 6ptimo aprovechamiento de la misma (figuras 11 A y B, tabla
4). L. concolor y O. ventosa siguen el gradiente de contenido en clorofila en funcion de
la distinta morfologia, con la segunda con mas clorofila que la primera, pero con L.
concolor sacando mas partido de la misma debido a la clara diferencia a su favor en la
tasa de fotosintesis neta por clorofila (1,49 frente a 0,87 mg CO, mg clorofila'h™). X.
elegans y R. melanophthalma volvieron a aparecer agrupadas respecto al contenido en
clorofila, presentando las cantidades mas elevadas por unidad de superficie, con una

diferencia importante a favor de la segunda (Figura 11A, tabla 4).

A pesar de esas cantidades de clorofila, y aun teniendo en cuenta que son las especies
mas productivas por unidad de superficie, sus tasas de fotosintesis neta en funcion de la
clorofila son las mas bajas de todas (Figura 11B, tabla 4) por lo que estos liquenes mas

productivos aprovechan peor sus contenidos en clorofila por unidad de superficie.
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NP 5.¢/Chl FB5:¢/S
Especies ClOl‘Of;ﬂa (mgCO,mgehl'h | (umol CO, m?s
(mg/m”) 1) 1)
L.rupicola 252,65+72,69 1,28+ 0,26 2,74+0,44
n=6 n=6 n=8
P.corallina 295,02+63,10 1,46+0,26 3,59+1,10
n=>5 n=5 n=10
Rhizocarpon sp. 335,98+100,57 1,10+0,28 3,59+0,64
n=>5 n=>5 n=8
D.oreina 231,28+48,18 1,70+0,40 3,26+0,85
n=>5 n=>5 n=6
L.concolor 521,54+241,54 1,49+0,31 5,71+1,37
n=5 n=5 n=8
O.ventosa 756,03+£137,26 0,87+0,24 5,70+1,22
n=6 n=4 n=6
X.elegans 858,134+2645,00 0,85+0,20 6,72+2.,06
n=8 n=5 n= 14
R.melanophthalma | 1351,07+£276,54 1,01+£0,35 12,07+2,21
n==8 n==8 n=10

Tabla 4. Contenido en clorofila, fotosintesis neta en funcion de la clorofila a 15 °C y
fotosintesis bruta a 15 °C de todas especies incluidas en el estudio. La desviacion

estandar y el nimero de réplicas medido aparecen junto a cada valor mostrado.

La figura 11C muestra la fotosintesis bruta (interpretada como Amax+RO a 15 °C) en
umol CO, m™ s™ para todas las especies. Se observa con claridad la idea ya sugerida de
que las especies crustaceas del primer grupo son las menos productivas, también en
términos de fotosintesis bruta. L. rupicola aparece como la menos productiva,
presentando D. oreina. P. corallina y Rhizocarpon sp. valores muy parecidos entre si
(ver tabla 4). Siguiendo en productividad aparecen L. concolor y O. ventosa, con
valores muy similares, y por ultimo estan las especies folidceas, las mas productivas por
unidad de superfice, con R. melanophtalma presentando con claridad los mayores

valores (tabla 4).

Las diferencias morfologicas entre las especies, asi como los resultados fisiologicos

obtenidos, sugieren una clasificacion inicial en tres grupos para englobar a todas las
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especies en funcion de su forma de crecimiento. El primer grupo estaria formado por
especies crustaceas, y englobaria a D. oreina, Rhizocarpon sp, P. corallina y L.
rupicola. En segundo lugar estarian las especies crustaceas lobuladas y buladas; este
segundo grupo corresponderia a L. concolor y O. ventosa. Por ultimo, el tercer grupo
estaria formado por las especies foliaceas X. elegans y R. melanophthalma. Un primer
analisis de varianza (ANOVA) complementado con un test de rango multiple (Test de
Duncan) indic6 diferencias estadisticas significativas en respiracion, fotosintesis neta,
fotosintesis bruta y contenido en clorofila entre los tres grupos comentados (p= 0 en
todos los casos). Con el fin de aclarar si nuestra clasificacion tenia un sentido estadistico
real se buscaron diferencias estadisticas significativas para los mismos parametros
(respiracion, fotosintesis neta, fotosintesis bruta y contenido en clorofila) entre los
miembros de cada grupo, ya que al ser especies distintas el agrupamiento llevado a cabo
podia ser ficticio. En el grupo 1 de liquenes crusticeos no obtuvimos diferencias
significativas para fotosintesis bruta, fotosintesis neta y clorofila, pero si para
respiracion (p= 0,0019). El grupo 2 arroj6 los mismos resultados que el 1, con
diferencias significativas por ANOVA unicamente para la respiracion (p= 0). En
cambio, el grupo de especies folidceas mostrd diferencias significativas para todos los
parametros estudiados, con p= 0 para las dos fotosintesis y respiracion, y p= 0,026 para

el contenido el clorofila.

3.4. FLUORESCENCIA DE LA CLOROFILA a EN LIQUENES DE MONTANA

Las figuras 12A-12H muestran la evolucion del Yield de la fluorescencia durante las
curvas de induccion a distintas radiaciones, 122, 367 y 1155 pumol m~ s, Al inicio de
las curvas se mide el Yield tras adaptacion a oscuridad, por lo que se asumen como
parametros Optimos que sirven como referencia para evaluar el estado del fotosistema
II. En todos los casos, tras esta primera medida, se somete a las muestras a una
iluminacién constante de intensidad determinada, mientras a través de pulsos de
saturacion se obtiene el valor del Yield consecutivamente. Tras cinco minutos la
iluminacién constante cesa y, de nuevo con pulsos de saturacion, se va observando
como el Yield se va recuperando en oscuridad hasta un valor final, en el que se puede
determinar el grado del estrés luminico generado por comparacion con el factor de

Yield inicial.
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Como se puede observar en las figuras 12A- 12H, los Yields de partida por encima de
0,6 aparecen en L. rupicola, L. concolor y X. elegans. En los casos del resto de especies,
los valores medios de Yield inicial son inferiores, fundamentalmente en torno a 0,5.
Mientras en la mayoria de las especies los valores iniciales practicamente se solapan a
cada una de las tres radiaciones, P. corallina y O. ventosa presentan valores algo mas
separados. Las especies L. rupicola, Rhizocarpon sp., L. concolor y R. melanophthalma
muestran valores por encima del 90% del Yield inicial tras el periodo de recuperacion
en la curva de induccion a 1155 pmol m™s™. Los valores de Yield respecto al inicial a
122 y 367 quedan cerca del 100% en todos los casos y en algunos hasta por encima. P.
corallina, O. ventosa y X. elegans presentan en los tres casos valores de Yield por
debajo del 90% respecto al valor inicial a 1115 pmol m™s™ (tabla 5). P. corallina y X.
elegans presentan valores elevados a 122 y 367 pmol m™s™ y experimentan un cierto
descenso a los 1155 pmol m™s™'(figuras 12B y 12H). O. ventosa muestra valores por
debajo del 90% a las tres radiaciones, aunque también es cierto que entre ellas se vieron

escasas diferencias (figura 12F, Tabla 5).

La tendencia de los valores Yield a distintas radiaciones de la figura 12A-12H se
complementa con los valores representados en la tabla 5. Esta muestra los porcentajes
de Yield respecto al valor inicial a 1115 pmol m™ s™, que es la radiacion que puede
generar procesos mas marcados de fotoinhibicion en las especies de montafia. Los
porcentajes de Yield mencionados se pueden observar en tres momentos distintos de la
curva de induccion, tras el primer pulso de saturacion posterior a la adaptacion a
oscuridad (% Y 07), tras el ultimo pulso durante la fase luminica de la curva previo a la
recuperacion (% Y 4,67) y tras el final del proceso de recuperacion que equivale al final
de cada curva (% Y 257). Como se puede observar, al principio de la curva, los valores
de Yield quedan considerablemente deprimidos en todas las especies, sin apreciarse
diferencias estadisticas significativas entre ellas tras un tratamiento por ANOVA. El
valor de porcentaje de Yield respecto al inicial tras el proceso de iluminacion (% Y 4,6”)
es interesante desde el punto de vista de la fototolerancia, ya que indica la capacidad de
los fotosistemas de adaptarse a la radiacion que ha estado recibiendo. En este caso se
observaron diferencias estadisticas significativas por ANOVA al analizar las 9 especies
(p= 0), por lo que se desarrolld6 un test de Duncan o analisis multiple de rango para
determinar como se diferenciaban las especies entre si. Como se puede observar en la

tabla 5, la especie usada como control del género Lepraria sp. no mostré diferencias
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significativas respecto a X. elegans pero si frente al resto de especies, que a pesar de
todo no mostraron ser un grupo compacto ya que se vieron diferencias significativas
entre algunas de ellas. El valor del porcentaje de Yield respecto al inicial al final de la
curva (% Y 257), mostrd una significancia estadistica por ANOVA (p=0), y el andlisis
multiple de rango mostrdé compactacion estadisitica entre Lepraria sp., O. ventosa, X.
elegans, y P. corallina. Los valores obtenidos en el control de sombra si que fueron

distintos estadisticamente respecto al resto de especies (tabla 5).

Como aparece indicado en el apartado de material y métodos, el calculo de ETR se
obtiene a través de la multiplicacion del Yield por la radiacidon incidente, incluyendo
factores de correccion. Las graficas de ETR (13A-13H) presentan la utilidad de llevar a
cabo un seguimiento del valor de transporte electronico durante la primera fase de la
fotosintesis en distintos momentos durante los tres tratamientos luminicos. L. rupicola,
R. melanophthalma y L. concolor son las especies que mayores valores de ETR
alcanzan, a 1115 pmol m™ s para la primera y a 367 pmol m™~ s en el caso de las dos
siguientes (figuras 13A, 13H, 13E y tabla 6). El resto de especies muestra valores
inferiores en los maximos de ETR (tabla 6, figuras 13A-13H). P. corallina y
Rhizocarpon sp. presentaron sus valores maximos de ETR a 367 pmol m™ s, mientras
que O. ventosa lo present6 a 1155 pmol m™ s™ y, por Gltimo, X. elegans a 122 pmol m™
s, Al cesar el periodo de luz y entrar en la fase de recuperaciéon en oscuridad los
valores de ETR descendieron en todos los caso a 0. Los valores de ETR maximo
mostrados en la tabla 6 incluyen de nuevo un andlisis estadistico por ANOVA entre las
mismas que depard un valor de p= 0. El analisis multiple de rango posterior mostr6é una
diferencia estadisitica significativa entre el control y el resto de especies del estudio
(que a la vez mostraron algunas diferencias entre ellas) indicando una mayor
sensibilidad a la luz por parte de los fotosistemas del control adaptado a sombra

respecto a las especies mas expuestas.

Para finalizar con los resultados relacionados con las medidas de fluorescencia, las
graficas 14A-14H muestran la evolucion del NPQ o atenuacion (“quenchin”) no
fotoquimico en todas las especies del estudio. Como se puede observar, todas presentan
en comun un incremento del NPQ al trabajar con radiaciones mas elevadas. Los valores
de NPQ se incrementaron en todos los casos al mantenerse la iluminacidon constante y

disminuyeron de forma clara al iniciarse los periodos de recuperacion en oscuridad. La
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intensidad de los incrementos en luz depende de cada una de las especies. La especie
control mostré los valores mas altos, siendo estadisticamente distinto al resto de
especies (p= 0,0003). Dentro de las demas especies L. rupicola present6 los valores mas
elevados, seguida por L. concolor y X. elegans. En siguiente lugar aparece O. ventosa .
Tras estas cuatro especies encontramos un segundo grupo (P. corallina, Rhizocarpon
sp., y R. melanophthalma) con valores mas bajos, en todos los casos inferiores a 1 y
generalmente con menores diferencias entra cada una de las radiaciones. Los valores
maximos de NPQ y las diferencias y similitudes estadisticas entre cada especie del

estudio aparecen en la tabla 6.

Por ultimo, con el fin de evaluar como influye en cada especie el paso de radiaciones
bajas (122 pmol m™s™) a altas (1115 pmol m™s™) en el desarrollo de las curvas de
induccion, hemos calculado los valores de los ratios obtenidos a cada una de estas
radiaciones para los valores de Yield, ETR y NPQ. Dichos valores aparecen
representados en la tabla 6 (Y1115/122, ETR 1115/122, NPQ 1115/122). En los dos
primeros casos los valores de ANOVA mostraron diferencias estadisticas significativas
entre las especies (p= 0,0025; p= 0,0003) y en el caso del NPQ no aparecieron dichas
diferencias. En los ratios del Yield y del ETR se detectaron diferencias significativas

entre el control y L. rupicola y R. melanophthalma.

Las graficas que representan la evolucion de los valores de Yield, ETR y NPQ en los
talos de Lepraria sp. aparecen representados en la figura 15, y son adecuadas para
observar algunas de las diferencias y similitudes comentadas respecto a la respuesta a la

luz entre el control de sombra y las especies mas expuestas a la radiacion.
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Figuras 12A-12H. Evolucion del YIELD con el tiempo durante las distintas curvas de
induccién de luz realizada a 122 (circulos azules), 367 (circulos amarillos) y 1115 pmol
m? s (tridngulos rojos) y su posterior recuperacion en oscuridad en todas las especies
del estudio. Todos los puntos representados muestran el valor del error estdndar

correspondiente.
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Especies % Y 0" qus %Y 4,6 ans | %0 Y 25 qus
pmolm-2s-1) pmolm-2s-1) pmolm-2s-1)

L.rupicola n=5 0,47+0,75 8,36+ 2,63% 94,30+2,00°
P.corallina n=4 0* 4,90+1,57" 87,26+2,54*
Rhizocarpon sp. 0,39+0,78" 5,22+1,77% 95,75+0,99°
n=4
D.oreina n=5 0,76+1,35 6,23+2,47% 92,80+ 2,76°
L.concolor n=5 0,67+0,96* 591+2,71°¢ 93,58+2,88°
O.ventosa n=4 0° 5,96+0,77% 84,69+6,44°
X.elegans n=5 0° 3,07+1,35% 86,59+4,83"
R.melanophthalma 0,68+0,96* 9,19+1,57° 94,79+2,79°
n=5
Lepraria 0* 1,60+0,36 85,59+1,61%
(control) n=4

Tabla 5. Valores de porcentaje de Yield respecto al valor inicial en oscuridad en todas
las especies del estudio (incluyendo el control de sombra) a 1115 umol m? s, Los
porcentajes se calcularon en distintos puntos de la curva de induccion, tras el primer
pulso de luz (% Y 07), tras finalizar el periodo de iluminacion (%Y 4,6") y tras finalizar
el periodo de recuperacion en oscuridad (%Y 257). Todos los valores aparecen
acompanados de la desviacion estandar correspondiente y del ntimero de réplicas
utilizado para cada tratamiento. Distintas letras dentro de la misma columna indican
diferencias estadisticas significativas (ANOVA p< 0,05 y test de Duncan de rangos

multiples) entre las distintas especies para cada parametro estudiado.
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Figuras 13A-13H. Evolucion del ETR con el tiempo durante las distintas curvas de

induccién de luz realizada a 122 (circulos azules), 367 (circulos amarillos) y 1115 pmol

m? s™ (tridngulos rojos) y su posterior recuperacion en oscuridad en todas las especies

del estudio. Todos los puntos representados muestran el valor del error estandar

correspondiente.
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Especies Y ETR NPQ ETR NPQ
P 1115/122 | 1115/122 | 1115/122 | MAX MAX
(PPFD) (PPFD)
L.rupicolan=5 | 0,15+0,04° | 1,47+ 0,18% | 2,80+0,82* | 25,50+4,93¢ 1,47+0,54¢
(1115) (1115)
P.corallinan=4 | 0,10+0,02° | 0,91£0,20% | 1,96+0,23" | 18,10+5,02> | 0,62+0,13
(367) (1115)
Rhizocarpon sp. | 0,11+0,03% | 1,00+0,29° | 3,32+1,83* | 18,68+2,97™ | 0,77+0,36
n=4 (367) (1115)®
D.oreina n=5 0,12+0,03% | 1,09+0,30% | 2,19+1,45" | 20,36+6,78°" | 1,10+ 1,02
(367) (1115)™°
L.concolor n=5 | 0,11+0,03% | 0,99+0,31° | 2,38+0,57° | 20,76+5,08° | 1,42+0,64
(367) (1115)*
O.ventosan=4 | 0,11+0,02% | 1,05+0,16° | 1,46+£0,56* | 15,53+3,41% 1,21+0,73
(1115) (1115)™°
X.elegansn=5 | 0,07+0,03" | 0,67+0,29° | 3,16+0,81* | 13,86+2,05° 1,31+0,60
(122) (1115)™°
R.melanop. n=5 | 0,15+0,03° | 1,34+0,30°0 | 2,17+0,30° | 24,68+2,549 0,74+0,18
(367) (1115)®
Lepraria  sp. | 0,09+0,01% | 0,80+0,10% | 2,57+0,82% |  6,84+2,42* | 2,44+0,28
(control) n=4 (367) (1115)

Tabla 6. Valores de los ratios obtenidos a 1115 y 122 ymol m™ s para los parametros

YIELD, ETR y NPQ y valores maximos de ETR y NPQ (con la radiacion a la que se

. 2 -1 , . b1,
obtuvieron en pmol m™ s™ entre paréntesis en el caso de los dos ultimos) en todas las

especies del estudio incluyendo los valores de control en sombra. Todos los valores

aparecen acompafiados de la desviacion estandar correspondiente y del numero de

réplicas utilizado para cada tratamiento. Distintas letras dentro de la misma columna

indican diferencias estadisticas significativas (ANOVA p< 0,05 y test de Duncan de

rangos multiples) entre las distintas especies para cada parametro estudiado.
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Figuras 14A-14H. Evolucion del NPQ con el tiempo durante las distintas curvas de
induccién de luz realizada a 122 (circulos azules), 367 (circulos amarillos) y 1115 pmol
m™s™ (triangulos rojos) y su posterior recuperacion en oscuridad en todas las especies

del estudio. Todos los puntos representados muestran el valor del error estandar.

77



0,8

0,6

0,4

YIELD

0,2

0,0 -

30

20 -

ETR

10 +

3,0

2,5 4

2,0 4

1,5

NPQ

1,0

0,5

0,0 -

0 5 10 15 20 25
tiempo (minutos)

Figuras 15A-15C. Evolucion del Yield (A), el ETR (B) y el NPQ (C) con el tiempo
durante las distintas curvas de induccion de luz realizada a 122 (circulos azules), 367
(circulos amarillos) y 1115 pmol m™ s (tridngulos rojos) y su posterior recuperacion en
oscuridad en las muestras control adaptadas a sombra (Lepraria sp.) . Todos los puntos

representados muestran el valor del error estandar correspondiente.
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4. DISCUSION

Los resultados obtenidos en este capitulo aportan informacion novedosa sobre el
comportamiento de 8 especies recolectadas en ambientes de media y alta montaia.
Salvo los casos de X. elegans, R. melanophthalma y Rhizocarpon sp, no hemos
encontrado informacion fisioldgica en la literatura respecto a las especies de este estudio
y, como se ha comentado ya, el conocimiento del comportamiento fisioldgico general de
los liquenes en ambientes de montafia es escaso. Los resultados mas llamativos que se
han encontrado estdn relacionados con ciertas tendencias adaptativas comunes en las
especies estudiadas y el gradiente observado que relaciona variables metabolicas con
distintos formas de crecimiento dentro del grupo de liquenes seleccionado. Los talos
crustaceos mostraron tolerancia de la fotosintesis a altos contenidos hidricos, mientras
que los folidceos presentaron una depresion marcada. Respecto a la tolerancia a la
temperatura se han observado tendencias generales que indican adaptacion a valores
bajos, y en relacion a la radiacion tanto el intercambio gaseoso como la fluorescencia
mostraron una tolerancia general a intensidades luminicas altas. A pesar de esta
tolerancia a las altas radiaciones no se puede decir que las especies compartan una
estrategia comun de proteccion basada en la disipacion de excesos de energia incidente
en forma de calor. Respecto a la segunda conclusion, la buena correlacion obtenida
entre las distintas formas de crecimiento y los valores de fotosintesis bruta indican que
la fijacion de carbono presenta un papel clave en el desarrollo de los distintos tipos de
crecimiento. La base de esa mayor fotosintesis parece estar determinada por una mayor

disponibilidad de clorofila por unidad de superficie.

Todas las medidas de fotosintesis, respiracion, fluorescencia y clorofilas de este capitulo
se han llevado a cabo en el laboratorio tras recolectar las muestras en su entorno natural.
Aunque las medidas fisiologicas de laboratorio y de campo pueden arrojar alguna
discrepancia, diversos autores han dado sobradas evidencias de que los estudios de
laboratorio pueden predecir con precision el comportamiento real en el campo (Lange y
Green 1996; Leisner et al. 1997; Lange et al. 2001; Lange 2002), por lo que podemos
decir que nuestros datos de laboratorio presentan relevancia ecoldgica. A pesar de esto
asumimos que los liquenes en el campo pueden funcionar en condiciones subdptimas

(especialmente en ambientes extremos, Lange et al. 1994), por lo que algunos maximos
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metabolicos obtenidos en el laboratorio pueden ser medidas potenciales que no tienen

porqué repetirse obligatoriamente en el campo.

El estudio de las relaciones hidricas (figuras 8 A-8H) es fundamental para entender el
comportamiento funcional de los liquenes en su entorno. Las formas de las curvas de

deshidrataciéon obtenidas muestran tendencias comunes entre los liquenes crustaceos,
independientemente de su grado de desarrollo. Los folidceos también presentan
tendencias similares entre las dos especies pero distintas a los crustaceos. Es evidente
por la literatura que muchas especies de liquenes presentan depresion de la fotosintesis a
altos contenidos hidricos. Esta depresion fotosintética ha sido explicada como una
resistencia a la difusion del CO, en talos excesivamente hidratados (Kershaw 1985;
Cowan et al. 1992; Green et al. 1994; Green y Lange 1994). Nuestros resultados
muestran ausencia de depresion de la fotosintesis a alto contenido hidrico en las
especies D. oreina y L. concolor, casi inexistente en Rhizocarpon sp. y P .corallina y
muy leve en L. rupicola y O. ventosa. Los foliaceos X. elegans y R. melanophthalma
mostraron una clara depresion a altos contenidos hidricos. Los resultados obtenidos para
los liquenes crustaceos no coinciden con las propuestas de Tretiach y Pecchiari (1995),
que plantearon que la depresion a altos contenidos hidricos podia ser una caracteristica
comun de la forma de crecimiento crustidcea, mientras que los folidceos mantendrian un
comportamiento variable en funcion de la especie. Otros autores han propuesto
depresion de la fotosintesis a alto contenido hidrico para algunos liquenes crustaceos
(Lange y Green 1997; Leisner 1997; Lange 2002, 2003a), pero los mismos autores han
planteado que la existencia o ausencia de bajas tasas de fotosintesis en condiciones de
suprasaturacion era especifica de cada especie (Lange et al. 1995; Lange y Green,
1997), aportando casos de liquenes crustaceos terricolas del género Diploschistes que
no la presentaron. Estos mismos trabajos descartan la posibilidad de que la
disponibilidad de agua en el ambiente sea la responsable de la existencia o ausencia de
la depresion a alto contenido hidrico, ya que especies que compartian habitat de manera
intima mostraron comportamientos hidricos opuestos. Esto nos hace descartar la
posibilidad de que la escasa disponibilidad de agua en la montafia mediterranea durante
buena parte del afo esté detrds del comportamiento observado en los liquenes
crustdceos. La estructura y anatomia de cada especie dentro de cada forma de
crecimiento parece una explicacion mas probable. Estas caracteristicas estan detras de la

capacidad de un liquen de retener agua, y por tanto de la duracion de su periodo de
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actividad tras la hidratacion. La idea ya ha sido sugerida por Lange y Green (1997) y
podria explicar la ausencia de depresion a alto contenido hidrico de aquellas especies
con periodos cortos de actividad, aunque seria contraria a su vez a los resultados
obtenidos por Tretiach y Pecchiari (1995), donde liquenes endoliticos y epiliticos

mostraron una depresion caracteristica.

X. elegans y R. melanophthalama, folidceas y con periodos de actividad mucho mas
prolongados que los liquenes crusticeos estudiados mostraron una depresion clara a
altos contenidos hidricos que coincide con la bibliografia existente para la misma X.
elegans en Los Alpes (Reiter et al. 2008), asi como de otros liquenes folidceos

adaptados a entornos frios (Sancho et al. 1997a; Pannewitz et al. 2006).

Las curvas de luz (9A-9H) mostraron tendencias similares en las especies crustaceas
menos desarrolladas, ya que la fotosintesis neta de las cuatro se desarrollo de manera
compacta en todo el rango de temperaturas, indicando diferencias no muy grandes entre
las mismas, lo cual puede ser un recurso muy util para su correcta adaptacion a un
ambiente donde son habituales las temperaturas bajas. Las tasas de fotosintesis neta
maxima en torno a los 2 pmol CO, m™ s (entre 1,93 y 2,64 umol CO, m™ s™) refuerza
la sensacion de grupo de las cuatro especies. O. ventosa se despegd tanto en maxima
tasa de fotosintesis como en diferencias de fotosintesis a las distintas temperaturas,
sirviendo de transicion para valores mayores en L. concolor, seguida de las dos especies
folidceas, con las mayores tasas de asimilacion y mayores diferencias de fotosintesis
neta a las distintas temperaturas. La mayor diferencia de fotosintesis neta a cada
temperatura en las folidceas es debida a las mayores tasas netas de asimilacion, ya que
siguen manteniendo rendimientos fotosintéticos altos a bajas temperaturas respecto a los
maximos. El que aparezcan valores Optimos de temperatura bajos (entorno a los 10 °C)

? s indica una

coincidiendo con intensidades moderadas de radiacion (400 pmol m
adaptacion metabdlica a bajas temperaturas. Esta idea cobra relevancia si se tiene en
cuenta que los liquenes de ambientes extremos tienden a activarse bajo condiciones
ambientales subdptimas, que coinciden normalmente con radiaciones bajas que
permiten una deshidratacion paulatina. Los valores de respiracion en oscuridad

aumentan con la temperatura en todas las especies, y presentan una evoluciéon muy

similar a la fotosintesis neta para las distintas formas de crecimiento.
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Los liquenes han demostrado en multiples ocasiones la capacidad de desplazar sus
optimos de temperatura para la fotosintesis con la finalidad de aproximarlos al ambiente
(Lechowicz 1982), a pesar de que en muchas ocasiones las condiciones ambientales de
los liquenes en periodos de actividad metabolica puede ser sorprendentemente similares
en ambientes totalmente diferentes (Green et al. 2007). Lange y Green (2005)
demostraron que los liquenes pueden adaptar sus tasas respiratorias en funcidon de
cambios estacionales de temperatura con el fin de optimizar sus ganancias de carbono.
Aunque algunas especies (X. elegans, L. concolor) hayan alcanzado el optimo de
temperatura para la fotosintesis neta a radiaciones altas a 20 °C, el conjunto de especies
muestra una adaptacion a las bajas temperaturas predominantes en la alta montafia. A
parte de las altas tasas de fotosintesis neta obtenidas a temperaturas bajas, la mayoria de
las especies presentaron el 0ptimo de temperatura para la fotosintesis neta a 15 °C, y en
muchos casos con valores casi iguales a 10 °C. (Figuras 10A-10H, tablas 1 y 2).
Nuestros resultados concuerdan bien con trabajos anteriores llevados acabo con liquenes
de alta montafia, donde se encontraron Optimos de fotosintesis a 10 °C (Aubert et al.
2007; Reiter et al. 2008). El trabajo citado de Aubert y colaboradores postula que las
altas tasas de fotosintesis a bajas temperaturas en liquenes de alta montafia pueden
permitir a los liquenes alpinos sacar provecho de escasas oportunidades de hidratacion
como el derretimiento del hielo, favoreciendo su crecimiento en condiciones

ambientales duras.

Aparte de la evolucidn de la fotosintesis y la respiracion con la temperatura, otro factor
importante que se debe tener en cuenta en las curvas obtenidas es la relacion de la
fotosintesis con la luz. Las curvas 9A-9H muestran claramente que todas las curvas
tienden a la saturacion a radiaciones altas, pero en ninguna de las especies estudiadas se
observa fotoinhibicion a altas radiaciones, ya que en todos los casos la fotosintesis neta
aumenta al llegar a los 1200 umol m™ s'. Las curvas de luz detallada nos dan
informacion precisa sobre la respuesta de todas las especies a las distintas intensidades
luminicas. Como se puede observar en la tabla 3, la especie con mayor punto de
compensacion y de saturacion de luz fue la crustacea D. oreina, recolectada a una
altitud de 1.400 m en una pared muy expuesta a la luz. El resto de especies presentaron
unos puntos de compensacion y saturacion similares entre si (a excepcion de L.
concolor), lo cual muestra una tolerancia similar a la luz a pesar de ser especies distintas

recolectadas a distintas alturas. L. concolor presentd puntos de compensacion y
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saturacion menores que el resto de especies; dicha diferencia no puede ser achacada al
habitat, ya que no estaba especialmente protegido de la radiacién si lo comparamos con
los microhabitats de las demas muestras, asi que probablemente la diferencia se deba a
caracteristicas morfologicas o quimicas particulares del talo. A pesar de tener los puntos
de compensacion y saturacion mas bajos, siguen siendo altos si los comparamos con
liquenes de otros hébitats. Al igual que se ha comentado ya respecto a la temperatura,
los liquenes han demostrado en muchos experimentos que pueden adaptar su
metabolismo a las condiciones luminicas ambientales (Kershaw y McFarlane 1980;
Pintado et al. 2005). La capacidad de tolerar la intensa radiacion es un factor
fundamental por tanto para entender el grado de adaptacion de los liquenes a su entorno.
Todas las muestras de alta montafia medidas han mostrado una alta tolerancia a la
radiacion caracteristica del hébitat en el que viven, sin mostrar diferencias claras en
funcién de la morfologia o la altura de sus localidades. Estos puntos de compensacion
son especialmente altos si los comparamos con algunos trabajos anteriores. Green et al.
(1997) hicieron un estudio de distintos liquenes expuestos a un gradiente luminico
desde el interior de un bosque hasta el exterior del mismo en Nueva Zelanda; los puntos
de compensacion de luz medidos a 15 °C para las especies mas protegidas fueron
inferiores a 10 pmol m™ s'. Lange et al. (1994) obtuvieron puntos de compensacién de
luz entre 27 y 43 pmol m? s™' para tres especies de crusticeos pertenecientes a una
costra bioldgica en el desierto de Namibia, con las medidas llevadas a cabo a
temperatura ambiente de entre 7y 12 °C. Ya en medidas de laboratorio muy similares a
las nuestras, Lange (2002) obtuvo puntos de compensacion de luz para el crusticeo
Lecanora muralis a 15 °C inferiores a 40 pmol m™ s™. El liquen crecia en un ambiente
no expuesto a altas radiaciones. Nuestros resultados estdn en consonancia con altos
puntos de compensacion de luz propuestos por otros autores para liquenes adaptados a

ambientes de montafia (Sancho et al. 1997a; Reiter et al. 2008).

Los puntos de saturacion de luz también son considerablemente elevados si los
comparamos con liquenes adaptados a sombra en el mencionado trabajo de Green et al.
1997), entre 61 y 82 umol m™ s para las especies mas protegidas de la radiacion. Al
igual que vimos anteriormente con la temperatura, los liquenes estudiados han
presentado por tanto una elevada tolerancia a la alta radiacion caracteristica de la media
y la alta montafa. La razon de esta tolerancia debe ser dependiente de cada una de las

especies estudiadas, pero las maneras mas habituales de proteccion ante elevadas
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radiaciones consisten en modificaciones morfologicas (Gauslaa y Solhaug 2001; Raggio
et al. 2011) o en el aumento de la sintesis de sustancias liquénicas, que presentan
capacidad de absorber la radiacion ultravioleta (Millanes y Vicente 2003; Solhaug et al.
2003). Como una tercera posibilidad de proteccion, Heber et al. (2000; 2006) y
Yamakawa et al. (2012) propusieron la existencia de vias de desactivacion que
permitian a los organismos pohiquilohidros evitar la fotoinhibicion tanto en el estado
hidratado como en el deshidratado. En el estado hidratado, quenchings no fotoquimicos
de la fluorescencia de la clorofila a intensos indicaron respuestas sensibles a un exceso
de luz incidente que facilitaron la disipacion de la energia en forma de calor sin dafio
para los fotosistemas. Los autores (Heber et al. 2000) mostraron evidencias para
argumentar que este mecanismo podia ser mas eficaz en organismos pohiquilohidros
que en plantas vasculares. Estas evidencias, asi como nuestros resultados previos
obtenidos en las curvas de luz ya comentados nos llevaron a probar si esta forma de

disipacion de excesos de energia incidente podia darse en las muestras a estudio.

Las medidas de fluorescencia a través de las curvas de induccion de luz a distintas
radiaciones nos aportan informacion en relacién con los mecanismos de disipacion de
energia mencionados, y a su vez nos permite reforzar la informacion que hemos
obtenido con el intercambio gaseoso respecto a la tolerancia a las altas radiaciones de
las especies de montafia mas expuestas. Los resultados obtenidos parecen confirmar
que, en general, existe una adaptacion caracteristica a las altas radiaciones en el caso de
las especies de montafia de ambientes expuestos. Esta afirmacion se basa en varios
resultados. En primer lugar, el % de Yield respecto al valor inicial medido a los 4,6” de
cada curva de induccién mostré diferencias estadisticas significativas entre el control y
todas las especies del estudio excepto X. elegans, lo que indica una mayor sensibilidad a
la luz por parte de estas dos especies a radiaciones altas. Aunque hay mas datos que
apuntan en esta direccion, los mas significativos son los valores encontrados para el
ETR y el NPQ maximos en todas las especies. Dos especies de alta montana (L.
rupicola y O. ventosa) mostraron sus valores maximos de ETR a la maxima radiacion,
lo que es un sintoma claro que refuerza la idea de ausencia de fotoinhibicién. Los
valores absolutos de ETR en el control sombra fueron claramente inferiores al resto de
especies, y los valores maximos fueron significativamente mas bajos que en el resto de
especies. En relacion al NPQ, los valores en el control sombra fueron significativamente

superiores que en todas las especies de alta montana. Esto indica que la especie
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adaptada a sombra tiene mas capacidad para eliminar el excedente de energia radiativa
en forma de calor que las demas, protegiendo asi sus fotosistemas. Como se puede
observar en la tabla 5, los porcentajes de Yield respecto al valor inicial a 1115 pmol m™
s en Lepraria sp. no son significativamente distintos respecto a algunas especies de
montafia y alta montafa (X. elegans, O. ventosa, P. corallina), por lo que sus
fotosistemas no quedaron especialmente dafiados tras la exposicion a las maximas
radiaciones a pesar de su ecologia en sombra continua. En relacion al trabajo de Heber
et al. (2000) mencionado anteriormente, nuestras especies de montafia no han mostrado
un comportamiento compacto respecto a la forma de disipar la energia radiativa en
forma de calor (NPQ). Esto parece logico porque no todas estaban expuestas de igual
manera a la radiacion solar. L. rupicola fue la especie que mostré6 mayor valor de NPQ
tras Lepraria sp., y como todos los resultados obtenidos demuestran, fue una de las
especies mejor adaptadas a la alta radiacion. Sin embargo, R. melanophthalma (otra
especie muy bien adaptada a las altas radiaciones, ver graficas 12H, 13H y tablas 5y 6)
mostr6é uno de los valores mas bajos y significativamente distintos a L. rupicola (tabla
6). Por lo tanto, altos valores de NPQ no son una caracteristica comun a los liquenes de
alta montafia como estrategia defensiva ante la alta radiacién. A pesar de que nuestras
especies han mostrado una tendencia a tolerar mejor que el control de sombra las altas
radiaciones, las diferencias observadas en muchos de los pardmetros estudiados (tablas
5y 6) dentro del supuesto grupo de especies de liquenes de montafia nos invita a pensar
que la ultima palabra la tendrian una mezcla de microhdbitat y caracteristicas

particulares de cada especie.

El segundo objetivo de este capitulo era buscar una posible relacion entre la fotosintesis
y las distintas formas de crecimiento estudiadas. Como se puede observar en la figura
11C existe un claro gradiente de fotosintesis bruta a 15° C para todas las especies. Las
muestras crustaceas del primer grupo son las que obtuvieron menos tasas de fotosintesis
bruta por unidad de superficie, seguidas por las especies crusticeas intermedias vy,
finalmente, aparecen las especies folidceas estudiadas como las mas productivas. La
compactacion estadistica dentro de los dos primeros grupos de liquenes crusticeos
respecto a los niveles de fotosintesis y clorofila nos invita a pensar que realmente hay
diferencias significativas en la productividad entre ambos grupos. Las diferencias
estadisticas observadas en las tasas de respiracion en cada especie de los dos grupos

indica mayores diferencias entre especies en la forma de usar la energia que en la forma
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de generarla a través de la fotosintesis. Las diferencias observadas en todos los
parametros fisiologicos estudiados entre las dos especies folidceas nos invita a no
incluirlas dentro de un mismo grupo funcional, a pesar de que ambas son claramente

distintas que el resto de especies crusticeas.

Los resultados invitan a pensar que la distinta morfologia de los tres grupos establecidos
puede ser fundamental para determinar la tasa de fotosintesis. De alguna forma se
podria pensar que los liquenes logran separarse del sustrato gracias a mayores tasas de
productividad fotosintética por unidad de superficie, pero este planteamiento podria
resultar engafioso, ya que varias especies de liquenes folidceos adaptados a ambientes
de alta montana mediterranea del género Lasallia y Umbilicaria han mostrado tasas de
fotosintesis neta por unidad de superficie entre 0,4 y 2,4 umol CO, m™ s (Vivas 2012),
valores que cubren Unicamente las tasas obtenidas para los crustidceos del primer grupo
en este estudio. En un trabajo anterior, Valladares et al. (1996) recopilaron datos
globales en distintas especies del género Umbilicaria y aportaron un rango mas amplio,
entre 0,2 y 3,5 umol CO, m’ s'l, lo que cubriria todas las especies de este estudio
excepto L. concolor, X. elegans y R. melanophthalma. Mas recientemente, Picotto y
Tretiach (2010) han reportado valores de fotosintesis bruta en condiciones Optimas para
distintos liquenes folidceos comprendidos entre 2,78 y 7,72 umol CO, m™ s™, por lo que
los rangos son bastantes similares a los mostrados aqui para distintos tipos de liquenes.
Aunque X. elegans cumple bien el gradiente propuesto que vincula morfologia y
metabolismo el andlisis de sus datos de fotosintesis, respiracion y contenido en clorofila
la aproximan mas al grupo de crustaceos intermedios que a R. melanophthalma.
Mientras X. elegans es una especie de amplia plasticidad ecoldgica con caracteristicas
nitrofilas (McCarthy 1997), R. melanophthalma presenta una clara preferencia por
posaderos de aves muy expuestos con una elevada disponibilidad de nitrogeno (Barreno
y Pérez-Ortega 2003; Wirth et al. 2004). Esta alta disponibilidad de nitrogeno parece
adecuada para generar una mayor sintesis de clorofila que finalmente puede generar
mayores tasas de fotosintesis (Green et al. 1997; Palmqvist et al. 2002), por lo que
parece que el rasgo diferencial de esas tasas metabdlicas tan elevadas poco tiene que ver
con la forma de crecimiento del talo. Estas preferencias ecologicas explicarian con
claridad las diferencias observadas entre las dos especies foliaceas incluidas en el

estudio.
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Aunque no existe una relacion causal entre clorofila y fotosintesis, es habitual que
mayores cantidades de clorofila impliquen mayores tasas fotosintéticas (Green y Lange
1994). Las cantidades de clorofila representadas en la figura 11A pueden ser
responsables por si mismas del gradiente fotosintético observado, ya que la relacion
entre fotosintesis y clorofila es casi perfecta en las especies estudiadas. El
aprovechamiento que cada especie hace de la clorofila disponible aparece reflejada en la
figura 11B. Aqui se puede observar de nuevo una tendencia a agruparse entre las
distintas formas de crecimiento. Todas las especies crusticeas del primer grupo obtienen
mucho rendimiento de sus moléculas de clorofila, sustancialmente mas que las especies
foliaceas. Las especies crustdceas mas desarrolladas estan a caballo entre ambos grupos,
con L. concolor mas parecida a las crustaceas menos desarrolladas y O. ventosa
agrupada junto a las especies folidceas. No deja de ser curioso que las tres especies que
mas clorofila presentan sean las tres que peor la aprovechan. Fenomenos de auto-
sombreado entre moléculas de clorofila han sido estudiados previamente (Valladares et
al. 1996; Sojo et al. 1997) y esta caracteristica puede estar también detrds de nuestros

resultados.

Los resultados obtenidos en la relacion forma de crecimiento y metabolismo estudiada
nos invita a proponer el cumplimiento del gradiente ya mencionado entre las seis
especies crustaceas medidas, de tal manera que una mayor cantidad de masa por unidad
de superficie en L. concolor y O. ventosa va acompafada de una mayor productividad
fotosintética debida a la una mayor presencia de pigmentos fotosintéticos. A pesar de
los buenos resultados obtenidos dentro de las especies folidceas que completan el
gradiente, esta relacion productividad-forma de crecimiento no puede extenderse a las
especies de este biotipo, que presentaran mayores o menores tasas de fotosintesis por
unidad de superficie en funcion de las caracteristicas individuales de cada especie

estudiada.
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CAPITULO II. RELACION ENTRE FOTOSINTESIS Y TAMANO
EN ESPECIES DEL GENERO RHIZOCARPON SUBGENERO
RHIZOCARPON. IMPLICACIONES EN LIQUENOMETRIA
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1. INTRODUCCION

1.1 GENERALIDADES ZONA DE ESTUDIO

Ver descripcion de la Sierra de Gredos en el Sistema Central del capitulo 1.

1.2. ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

Los liquenes de biotipo crustdceo son normalmente los mas abundantes en ambientes
polares y alpinos, presentando formas de crecimiento especialmente adaptadas a
ambientes extremos (Armstrong y Bradwell 2010). Estos liquenes son los iniciadores
del proceso de colonizacion de superficies recientemente expuestas En un estudio
comparativo del efecto del frio en alta montafia sobre distintos tipos de liquenes,
Benedict (1990) expuso que los liquenes crustaceos eran especialmente resistentes a los
efectos de la congelacion, lo cual podia ser una ventaja a la hora de competir
considerando el handicap de crecimiento lento de los crustaceos. Este crecimiento lento
puede ser una caracteristica importante para entender su abundancia en ambientes
extremos, con condiciones climaticas muy marcadas y, en muchas ocasiones, escasez de

nutrientes.

La amplia presencia de este tipo de liquenes en ecosistemas extremos no ha ido
acompafiada de un estudio adecuado de sus tasas de crecimiento, ya que el
conocimiento a este respecto comparado con otros grupos de liquenes es escaso

(Armstrong y Bradwell 2010).

La liquenometria, propuesta inicialmente por Beschel (1950), es una técnica que utiliza
el tamaio y el crecimiento de los liquenes para datar superficies expuestas en un rango
de aproximadamente 500 afios (Innes 1985; Armstrong 2004). La mayoria de trabajos
de datacion se centran en superficies expuestas tras retroceso glaciar (Karlen y Black
2002; Sancho y Pintado 2004; Sancho et al. 2007b), aunque también tras terremotos
(Bull y Brandon 1998) y con finalidades arqueoldgicas (Winchester 1988). El
crecimiento lento, y la longevidad de los liquenes crustaceos les hace idoneos para los

estudios en liquenometria, siendo los talos verde-amarillentos del género Rhizocarpon
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los mas utilizados para este tipo de estudios (Innes 1988). Estos liquenes son
abundantes en ecosistemas de alta montafia y polos (Poelt 1988) y son

primocolonizadores tras la exposicion de la superficie (Matthews 1994).

La liquenometria presenta dos aproximaciones distintas a la hora de determinar la tasa
de elongacion de los talos liquénicos. Por un lado, la metodologia directa mide tamafios
de los talos en intervalos temporales, suficientes para apreciar crecimiento radial. Esta
tasa representada frente a tamano de los talos medidos genera una curva de crecimiento
que se puede usar para datar las superficies expuestas. La aproximacion indirecta parte
del conocimiento de la edad de la superficie expuesta para calcular la tasa de
crecimiento del talo a partir de su tamano. Se generan curvas de calibrado que
representan tamafio del talo frente a edad de la superficie y extrapolando estos datos a
lugares comparables se puede saber la edad de los sustratos investigados. La técnica es
una de las mas usadas datando superficies y en la bibliografia hay una mayoria de
autores que han trabajado la metodologia indirecta, propuesta por Matthews (1994)

como la mas adecuada.

A pesar de su extendido uso y reconocimiento, algunos autores han cuestionado la
liquenometria por distintos motivos (Haines-Young 1983; McCarthy 1999; Loso y
Doak 2006) y muchos de los autores que la han aceptado han expresado una
preocupacion basada en la posible heterogeneidad de la tasa de crecimiento de los talos
a lo largo de su ciclo vital por variaciones climdaticas estacionales, anuales y, con
especial énfasis, microclimaticas (Armstrong y Bradwell 2010; Trenbirth y Matthews
2010; Matthews y Trenbirth 2011). Si las tasas de crecimiento de los talos no son
constantes durante su ciclo de vida, la datacion liquenométrica corre el riesgo de no ser

precisa.

Esta incertidumbre ha llevado a muchos autores ha iniciarse en el estudio de la forma de
crecimiento del grupo Rhizocarpon sp., en la mayoria de los casos combinando las
observaciones en la tasa de crecimiento con trabajos liquenométricos de datacion. El
centro de dichos estudios ha sido la evolucion de la tasa de crecimiento radial de los
talos durante su ciclo de vida, tomando como referencia de edad el tamafio de los
mismos. Los métodos directos tienen la Gltima palabra a la hora de determinar la tasa de

crecimiento de los liquenes usados en liquenometria (Trenbirth y Matthews 2010).
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Uno de los autores que ha entrado con mas profundidad en esta linea de investigacion
ha sido Armstrong. En 2007, Bradwell y Armstrong publicaron una revision donde se
recopilaban todos los estudios directos e indirectos de liquenometria que aportaban
informacion que pudiera aclarar la curva de crecimiento del grupo. Dichos autores
afiadieron nuevos datos experimentales sobre una morrena en Islandia y, uniendo esta
informacion a trabajos anteriores (Armstrong 1983; Innes 1985; Bradwell 2001;
Solomina y Calkin 2003) concluyeron que la curva de crecimiento de los miembros del
grupo Rhizocarpon contaba con tres fases: Una primera en talos entre 10-20 mm de
diametro, de crecimiento ascendente hasta un méximo; una segunda para talos de 20 a
50 mm de didmetro que mantiene el crecimiento radial constante pero en su nivel mas
alto y por ultimo una tercera de senescencia a partir de los 50 mm de didmetro, donde el
crecimiento radial comenzaba a disminuir. Esta teoria de curva de crecimiento
parabolico implicaba, segln los autores, que algunas de las dataciones liquenométricas

que asumian tasas de crecimiento constantes podian ser erroneas.

El modelo parabdlico de crecimiento propuesto por Armstrong y colaboradores no ha
sido apoyado por otros autores que se han aproximado a la cuestiéon con metodologias
similares. El punto mas controvertido de dicho modelo parabdlico parece ser la fase de
senescencia a partir de los 50 mm. Autores como Matthews (1994), Winchester y
Chaujar (2002) y el propio Armstrong (2005) no encontraron evidencias que sugirieran
dicha senescencia. Matthews y Tenbrirth han realizado recientemente exhaustivos
trabajos que parecen imprescindibles para entender los modelos de crecimiento del
género Rhizocarpon. (Trenbirth y Matthews 2010; Matthews y Trenbirth 2011). En el
primer trabajo los autores trabajaron con medidas directas de 2795 talos en 47
localidades en 18 zonas glaciares al sur de Noruega. Al intentar cuadrar los datos
obtenidos con los modelos de crecimiento existentes, vieron que el modelo parabdlico
cuadraba solo en una minoria de los datos medidos. Modelos en los que la tasa de
crecimiento no cambia o aumenta con el tamafio cuadraron con la mayoria de los datos
obtenidos. En el siguiente trabajo los autores obtienen un modelo lineal para explicar la
relacion crecimiento y tamafio y proponen que si la senescencia ocurriera en algin
momento de la vida de los talos, seria a tamafios mucho mayores que los propuestos

por Armstrong y colaboradores (en algunos modelos hasta 200 mm de didmetro).
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Aunque la fase de senescencia propuesta en los modelos parabodlicos parece el mayor
motivo de polémica, el periodo juvenil de incremento del crecimiento (Armstrong 1983;
Porter 1981; Karlen y Black 2002; Laroque y Smith 2004; Bradwell y Armstrong 2007)
en talos pequefos también ha sido cuestionado (Loso y Doak 2006). Estos ultimos
autores defendieron a través de simulaciones en Rhizocarpon que la fase de gran
crecimiento juvenil era un artificio debido a una alta tasa de mortalidad anual en la
especie (2-3% al afio), que provocaba que los talos mas grandes no tenian porqué tener

las edades tan elevadas que mostraban muchos trabajos liquenométricos.

Tanto la polémica reflejada como la abundante literatura actual existente respecto a la
liquenometria y al crecimiento de los liquenes crustdceos (Armstrong y Bradwell 2010;
Garnett y Bradwell 2010, Golledge et al. 2010; Matthews y Trenbirth 2011) justifica

una aproximacion al problema distinta a la utilizada hasta hoy.

El primer objetivo de este capitulo es, por tanto, chequear la hipdtesis de que la
productividad estd relacionada con el tamafio de los talos, mediante un estudio
exhaustivo de distintas variables fisiologicas (fotosintesis neta, respiracion, fotosintesis
bruta, Fv/Fm) respecto al tamafio de distintos talos de Rhizocarpon sp recolectados en la

misma localidad.

El estudio de la relacion entre fotosintesis y tamafio en los talos del grupo no tiene como
unico objetivo aportar nueva informacion a la polémica relacionada con la
liquenometria y los distintos modelos de crecimiento. El tamafio de las muestras
siempre ha sido un factor importante a tener en cuenta en ecologia funcional (Lawton
1999). La alocacion de carbono ha mostrado dependencia del tamafio en plantas
vasculares (Shipley y Meziane 2002; McCarthy y Enquist 2007). En liquenes se han
llevado a cabo pocos trabajos relacionando tamafo y variables fisiologicas. En algunos
de ellos se ha observado que la dependencia del tamaio y distintas variables fisiologicas
era especifico de especies (Larson 1984; Gauslaa et al. 2009) y en otros se ha observado
una fuerte dependencia del tamafo en la capacidad de retener agua y, por tanto, en los
periodos de actividad de especies como Degelia plumbea y Lasallia pustulata (Gauslaa
y Solhaug 1998; Hestmark et al. 1997). Algunos de estos trabajos cuestionan medidas
fisiologicas hechas hasta la fecha en las que no se haya tenido en cuenta el tamafio de

las muestras (Larson 1984), por lo que pensamos que es de interés afiadir informacion al
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respecto con liquenes crustaceos areolados en los cuales apenas se conoce los efectos de

la relacion fisiologia y tamafio.

El segundo objetivo que se plantea en este capitulo es estudiar posibles diferencias de
actividad metabolica entre el centro y la periferia de los talos de Rhizocarpon sp. con el
fin de comprender el aspecto espacial en la productividad y finalmente en el crecimiento
radial de los talos. Varios autores han abordado el estudio de posibles modelos de
crecimiento en liquenes crusticeos (Hooker 1980; Hill 1981; Lange 1990; Clayden
1998; Armstrong y Bradwell 2010). Asta y Letrouit-Galinou (1995) propusieron
distintos tipos de crecimiento en Rhizocarpon geographicum en funcion de la formacion
de las areolas primarias a partir de las hifas del hipotalo, el crecimiento y la division de
las areolas, la confluencia de dichas areolas y la posible fusion de los talos. A pesar de
los trabajos mencionados, hay una falta de conocimiento en las implicaciones
fisiologicas del crecimiento en este tipo de liquenes. Schroeter et al. (1992) estudiaron
las diferencias fisiologicas en distintas partes del talo en Buellia frigida, un liquen
crustaceo endémico de la Antartida y vieron que la distribucion del agua por el talo
durante un ciclo de deshidratacion no era homogénea. De nuevo Schroeter (1994),
estudio la distribucion de la fotosintesis en distintas partes del talo en Placopsis
contortuplicata en la Antartida maritima, pero sus investigaciones no estaban enfocadas

al crecimiento de los talos.

Las medidas que hemos llevado a cabo a este respecto en Rhizocarpon sp. estan basadas
en la mayor bibliografia existente en otros tipos de liquenes, principalmente folidceos.
Valladares et al. (1994) y Nybakken y Gauslaa (2007) encontraron distintos contenidos
en clorofila en diferentes partes del talo en Lasallia pustulata y Usnea longissima
respectivamente, plantedndose distintas consecuencias funcionales. Larson (1983)
encontr6 una distribucion parcheada de la fotosintesis en talos del género Umbilicaria.
Mas recientemente algunos autores se han aproximado a la evolucion de la fotosintesis
en distintas zonas del talo de liquenes foliaceos con métodos parecidos a los que se usan

en este trabajo (Bartak et al. 2000; 2004; 2005).

Entre los escasos trabajos que hasta la fecha recogen informacion sobre fotosintesis en
el género Rhizocarpon, destaca el llevado a cabo por Coxson y Kershaw (1983b). Los

autores no encontraron un patron estacional en la fotosintesis de Rhizocarpon
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superficiale en alta montafia. Otros autores han aportado informacion sobre la fisiologia
del género, normalmente medidas de fluorescencia de la clorofila a que han ayudado a
confirmar la gran resistencia a ambientes extremos que presenta el grupo (Heber et al.
2000; Sancho et al. 2007a; De la Torre et al. 2010). Los resultados obtenidos en
liquenes folidceos y fruticulosos, asi como la ausencia de literatura sobre parametros
fisiologicos relacionados con tipo de crecimiento en el género Rhizocarpon, parece
justificacion suficiente para abordar el estudio de diferentes parametros fisioldgicos en

distintas partes del talo en liquenes del género Rhizocarpon.

2. MATERIAL Y METODOS

2.1. DESCRIPCION DEL GRUPO

El hecho de que los trabajos de liquenometria en campo hayan carecido de un estudio
taxonomico de las muestras del género Rhizocarpon estudiadas ha sido el motivo
principal por el que hayamos trabajado con muestras identificadas exclusivamente a
nivel de subgénero, usando el concepto de Rhizocarpon subgénero Rhizocarpon
propuesto por Poelt (1988) (Figura 1). Dicho autor describe el subgénero como talos
crustaceos, normalmente areolados, rara vez efigurados en el margen. Habitualmente
con un protalo negro, con cortex de blanco a gris hasta amarillo profundo. Apotecios
lecideinos, normalmente localizados entre las areolas. Himenio normalmente
mucilaginoso con paréfisis en forma de red. Ascos clavados, con ocho esporas de
transversalmente septado a fuertemente muriforme. Casi exclusivamente saxicola,
predominate en roca no calcarea y con distribucion cosmopolita en zonas de montafia y
polos. Dentro del subgénero Rhizocarpon aparecen cuatro secciones, Superficiale,
Alpicola, Viriridiautum y Rhizocarpon, donde se encuentra el grupo geographicum. Los
trabajos publicados hasta la fecha sobre el sugénero en la zona donde se encuentra la
localidad de estudio (Sancho 1986), asi como un exhaustivo trabajo en preparacion
(Roca et al. 2012) indican que, con toda probabilidad, la mayoria de nuestros talos

pertenezcan al grupo Rhizocarpon geographicum.
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Poelt asegura que el conocimiento del género es incompleto y que en la fecha de su
estudio se estaba muy lejos de tener una taxonomia permanente. Dentro del grupo
Rhizocarpon geographicum, el autor especifica que probablemente haya mas especies
de las identificadas, con una alta variabilidad morfologica y posibles procesos de
hibridacion detras de dicha confusion. Aunque las dudas taxondmicas sobre el grupo
permanecen abiertas hoy dia, trabajos que se estan desarrollando actualmente (como el
mencionado anteriormente) prometen aportar informacion que ayude a clarificar la

situacion del subgénero.

Figura 1. Talo de Rhizocarpon sugénero Rhizocarpon en una roca de la Sierra de

Gredos. Fotografia de Leopoldo Garcia Sancho

2.2. DESCRIPCION DE LA LOCALIDAD Y RECOLECCION MUESTRAS

Las muestras de Rhizocarpon sp. fueron recolectadas en la Plataforma de Gredos, Sierra
de Gredos, Avila, a 1800 m altitud y con coordenadas N 40° 17" W 5° 14" . La localidad
presenta las caracteristicas litoldgicas y climaticas caracteristicas de la Sierra de Gredos
y aparece representada en la figura 2. Merece la pena recordar algunas caracteristicas
diferenciales de dicha Sierra respecto a todo su entorno geografico, como su alta
precipitacion en forma de nieve y sus bajas temperaturas medias anuales (Santamaria
1995). Todas estas caracteristicas climaticas conllevan que la vegetacion de la zona, y
especialmente los liquenes epiliticos, estén expuestos a la nieve durante buena parte del
afio. La vegetacion criptogama, principalmente liquenes y musgos, es dominante en la

zona, ya que segun va aumentando la altura la proporcion entre plantas no vasculares y
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vasculares va favoreciendo a la primera. Entre los liquenes epiliticos destacan los talos
verde amarillentos del género Rhizocarpon, junto a otras especies epiliticas
caracteristicas de ecosistemas de montafia como Lecanora concolor, L. polytropa,
Umbilicaria deusta, U.cylindrica y especies de los géneros Lecidea y Aspicilia. Entre
las grietas de los roquedos de la localidad aparecen algunas especies de plantas
vasculares especialmente adaptadas a las fisuras y a los pedregales como pueden ser
Saxifraga alpigena, Valeriana tripteridis, Sagina nevadensis, Centaurea avilae o
Saxifraga orogredensis (Sanchez Mata 1989), muchas de ellas endémicas de la zona o

de las regiones alpinas.

Figura 2. Localidad de recoleccion de las muestras. Los talos de Rhizocarpon
subgénero Rhizocarpon aparecen como grandes manchas de color verde dominado las

rocas graniticas. Fotografia de Leopoldo Garcia Sancho

La recoleccion se llevo a cabo en Octubre de 2010 usando martillo y escoplo, en rocas
graniticas sin inclinacion. Se recolectaron talos individuales en la medida de lo posible,
aunque para recolectar talos de tamafo pequefio fue imprescindible recolectar bloques
de piedra con numerosos individuos. Para determinar el didmetro maximo de cada una
de las muestras se utilizd6 un pie de rey, y no se establecieron limites maximos ni
minimos de tamafios durante la recoleccion. Los trozos de piedra con las muestras secas

fueron transportados al laboratorio el mismo dia de la recoleccion.
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2.3. SELECCION Y SEPARACION DE LAS MUESTRAS EN LABORATORIO

Una vez en el laboratorio se seleccionaron las muestras adecuadas para llevar a cabo el
experimento. La alta densidad de liquenes epiliticos, asi como el pequefio tamafio de
muchas de las muestras seleccionadas, hizo imposible evitar escoger talos rodeadas de
otros. Para reducir posibles efectos negativos de la competencia sobre la relacion
tamafo-fotosintesis, no se usaron muestras que tuviesen otros talos de Rhizocarpon sp.
en contacto directo alrededor de toda su superficie, priorizando de esta manera talos
bien delimitados e individualizados. Una vez se llevo a cabo la seleccion de los talos en
los bloques de piedra se transportaron todas las muestras al departamento de
Estratigrafia de la facultad de Geologia, UCM, donde se procedio al corte individual de
cada talo con una hoja de diamante refrigerada en continuo con agua corriente. El
grosor de la roca sobre la que estaba cada muestra se redujo al minimo en todos los

Casos.

Se cortaron un total de 71 talos que fueron repartidos en distintos grupos de tamaos,
talos mayores de 50 mm de didmetro maximo (8 muestras), talos entre 20 y 50 mm de
diametro maximo (28 muestras) y talos menores de 20 mm (35 muestras). La
clasificacion de los talos en estos tres grupos de tamafios se hizo siguiendo los trabajos
de Armstrong. (1983) y Bradwell y Armstrong (2007) en los que se relaciona los

tamarfios de los talos con sus tasas de crecimiento.

2.4. INTERCAMBIO GASEOSO

Una vez cortados, los talos se congelaron a -20 °C hasta que se llevaron a cabo las
medidas de intercambio gaseoso. Las muestras se fueron sacando del congelador en
grupos de 15 y se revitalizaron en camara de refrigeracion a 12 °C, ciclos de 12h/12h
luz/oscuridad con 100 pmol m™ s™ de radiacién incidente. Tras dicho periodo se midio,
por separado, la fotosintesis neta a 400 pmol m™ s, 15 °C y 6ptimo contenido hidrico y
la respiracién en oscuridad a los 15 minutos a la misma temperatura. La fotosintesis
bruta se calcul6 como la suma de la fotosintesis neta y la respiracioén en oscuridad para

todas las muestras.
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El sistema de intercambio gaseoso que se usé fue el CMS 400 Walz, Alemania (ver
capitulo 1, material y métodos) y la fuente de luz KL 2500 LCD, Schott, Alemania Se
escogieron 400 pmol m™ s para las medidas de fotosintesis neta porque es una
radiacion con la cual se obtiene tasas claras de fotosintesis neta sin que haya riesgo de
fotoinhibicion o estrés luminico en los fotosistemas. La temperatura se escogid porque
es optima para la fotosintesis en liquenes de alta montafia de este grupo (ver capitulo 1)
y permite mas margen de trabajo que a 20 °C, donde la duraciéon del optimo de

hidratacion se recorta considerablemente en talos de menor tamaiio.

Las medidas de fotosintesis neta y respiracion se llevaron a cabo con las muestras de
tamafos comprendidos entre 78 y 20 mm, ya que con los talos de tamafio inferior
resultd6 muy dificil discriminar con precision la respuesta bioldgica de posibles

oscilaciones en el aparato de medida.

Tanto la fotosintesis neta, la respiraciéon en oscuridad y la fotosintesis bruta se
calcularon en pmol CO, m™ s, siguiendo el método explicado en el capitulo 1. Las
superficies de los talos se calcularon con el programa de andlisis de imagen Image J

(Nacional Institute of Health, Bethesda, Maryland, USA).

2.5. FLUORESCENCIA DE LA CLOROFILA a

Se llevaron a cabo con dos objetivos, primero complementar las medidas de intercambio
gaseoso y reforzar asi el vinculo entre fotosintesis y tamafio y en segundo lugar para
buscar posibles diferencias en el estado de los fotosistemas en el centro y en la perfiferia

de los talos de tamano suficiente.

Para cumplir ambos objetivos de llevaron a cabo medidas del parametro Fv/Fm, que
representa un ratio entre la fluorescencia maxima y la fluorescencia variable de
muestras previamente adaptadas a 20 minutos de oscuridad. Este pardmetro es un
indicador fiable del estado fisioldgico del fotosistema II (Genty 1989) y representa una
medida de maxima potencialidad fotosintética por parte de la muestra. Tanto el aparato
utilizado (Mini Pam, Walz, Alemania) como las bases de la técnica de fluorescencia

aparecen en detalle en la seccion de material y métodos del capitulo 1.
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Las muestras fueron hidratadas a saturacion y tras la mencionada adaptacion a oscuridad
se midi6 el Fv/Fm usando una plantilla de plastico que mantenia fija la fibra optica
(figura 3). Dependiendo del tamaio del talo se llevaron a cabo distintas medidas en cada
talo:

Talos > 50 mm didmetro: Se llevaron a cabo tres medidas en el centro y tres en la
periferia. El centro del talo se determino en cada caso colocando cada muestra debajo de
una marca establecida en la plantilla, haciendo coincidir la fibra con cada uno de los
agujeros que rodeaban la zona, teniendo asi una medida estimativa de la zona centro. De
esta manera se obtuvo un valor de Fv/Fm en el centro, otro de la periferia, y sumando

las seis réplicas se obtuvo un valor medio global del talo.

Talos 20 - 50 mm diametro: En funcion el tamano y la forma de cada talo se hicieron
distintas medidas de Fv/Fm, estableciéndose un minimo de una medida para el centro y

dos para la periferia.

Talos < 20mm diametro: En los talos entre 10 y 20 mm se llevo a cabo una tnica
medida, por lo que se obtuvo un valor de Fv/Fm y no se discrimind entre centro y
periferia para este grupo. Para medir las muestras < 10 mm se tuvo que cambiar la fibra

optica por una de menor tamafo (0,55 cm frente a 0,2 cm).

Figura 3. El Minipam (Walz) en el laboratorio midiendo fluorescencia de un talo de

Rhizocarpon sp.
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2.6. ANALISIS DE PIGMENTOS

Se llevo a cabo siguiendo el método de Barnes et al. (1992) que ha sido explicado con
detalle en material y métodos del capitulo I. Se tomaron tres muestras de medio
centimetro cuadrado cada una tanto del centro como de la periferia en 7 talos del grupo

de mayor tamafio.

2.7. ANALISIS ESTADISTICO

Para buscar diferencias estadisticas entre los tres grupos de tamafios y entre los valores
de Fv/Fm y contenido en clorofila entre el centro de los talos y la periferia se llevaron a
cabo ANOVAS simples con un nivel de significancia de p < 0,05, afiadiendo un test de
Duncan de andlisis multiple de rango en los casos necesarios. Se uso el programa

Statsgraphic version 5.1. Para los ajustes de las nubes de puntos de usé sigmaplot 10.0.

3. RESULTADOS

3.1. RELACION ENTRE FOTOSINTESIS Y TAMANO DEL TALO

La tabla 1 y las figuras 4A-4C representan respectivamente los valores medidos por talo
de fotosintesis neta, respiracion en oscuridad y fotosintesis bruta frente al didmetro
maximo de los talos expresado en mm. Los talos representados en las figuras son todos
aquellos de diametro superior o igual a 20 mm (36 talos representados), ya que los de
tamafo inferior no mostraron tasas de intercambio gaseoso facilmente identificables. En
la figura 4A aparece representada la fotosintesis neta frente al tamafio para todos los
talos mencionados. Se puede observar una amplia dispersion de puntos, oscilando los
valores de fotosintesis neta entre 0,22 (talo 22, 30 mm) y 1,77 (talo 13, 41 mm) pmol
CO, m™s™. Los 5 talos menos productivos oscilaron entre 0,22 y 0,44 pmol CO, m™ s™
y correspondieron a los tamafios de 24 mm, 30 mm (2), 42 mm y 46 mm (talos 31, 22,
17, 15 y 10 respectivamente). Los 5 talos mas productivos presentaron valores entre
1,53 (talo 6, 74 mm) y 1,77 (talo 13, 41 mm) pmol CO, m™ s™'. Entre estos dos valores

encontramos, por orden de tasa fotosintética a los talos 1, 36 y 35 con tamafios de 68, 20
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y 21 mm respectivamente y tasas fotosintéticas muy parecidas entre si. La grafica 4A no

mostro ninguna tendencia definida.entre fotosintesis neta y tamafio de los talos.

Fv/Fm FN FB R

<20 mm (35) 528+85.4 - _ ;

>20 mm <50 mm (28) 461,2+89,4 0,96+0,48 1,62+ 0,56 0,66+0,19

> 50 mm (8) 511,6£59 1,23+£0,39  2,05+0,59 0,82+0,22

Tabla 1. Valores medios de Fv/Fm, fotosintesis neta (FN), fotosintesis bruta (FB) y
respiracion en oscuridad (RO) y nimero de réplicas para cada grupo en todos los talos

medidos de Rhizocarpon sp. Las desviaciones estandar aparecen representadas

La figura 4B muestra la relacion entre la respiracion en oscuridad y el tamafio de los
talos. Aunque a simple vista se observa de nuevo la misma tendencia que en la grafica
4A, en esta ocasion hay una mayor homegeneidad en las tasas, con una oscilacion
menor entre el maximo (1,07 pumol CO, m™ s, talo 1, 68 mm) y el minimo (0,31 pmol
CO, m™ s talo 17, 30 mm). El ajuste de la nube de puntos a una relacion lineal depard
significancia estadistica, pero con un indice de correlacién muy bajo (= 0,22, p=
0,003). Los valores de los 5 talos con menor respiracion oscilaron entre 0,31 y 0,59, con
tamafios de 21, 30, 21, 29 y 21 mm (talos 32, 17, 34, 19, 35 respectivamente). Los 5
talos con mayor tasa respiratoria oscilaron entre 0,96 y 1,07, y correspondieron a
tamafios de 45, 78, 33, 74, 68 mm (talos 4, 5, 21, 6, 1). La grafica 4B parece indicar por
tanto una leve tendencia a mayores tasas de respiracion segun va aumentando el tamafio

de los talos en el grupo de muestras estudiado.

La figura 4C muestra la misma informacion que en las dos gréficas anteriores pero esta
vez con la fotosintesis bruta. La nube de puntos se ajusto, al igual que la respiracion, a
una relacion lineal, pero con un indice de correlacién aun mas bajo y una significancia
menor (r’= 0,12 p= 0,04). La adicion de los valores de fotosintesis neta (sin relacion
entre fotosintesis y tamafo) a los de respiracion (con una relacion lineal leve) tuvo
como consecuencia una relacion lineal muy baja para la fotosintesis bruta. La nube de
puntos ocupa valores de fotosintesis mas amplios, con oscilacion entre valor méximo y

minimo de 0,66 y 2,7 pmol CO, m™ s, para tamafios de 30 y 68 mm (talos 17 y 1).
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Figuras 4A-4C. Fotosintesis neta a 15 °C y 400 pmol m™ s (4A), Respiracién en

oscuridad a 15 °C (4B) y Fotosintesis bruta a 15 °C y 400 umol m? s (4C) en pmol

CO, m?s™ frente a didmetro maximo de los talos (mm)

Estos talos también fueron el maximo y el minimo para la respiracion, aunque esto no

se cumpli6 en la fotosintesis neta. Los valores de fotosintesis bruta de los 5 talos menos

productivos oscilaron entre 0,66 y 1,06 umol CO, m? s™ y correspondieron a tamafos
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de 30, 30, 42, 24 y 61 mm (talos 17, 22, 15, 31, 3). Los 5 mas productivos ocuparon un
rango entre 2,48 y 2,7 pmol CO, m™ s™', correspondientes a los tamafios de 41, 78, 20,

74 y 68 mm (talos 13, 5, 36, 6, 1).

Se llevaron a cabo analisis de varianza (ANOVA) en los dos grupos de tamafios y no se
observaron diferencias estadisticas significativas para la fotosintesis neta ni para la
fotosintesis bruta, aunque si que se vio una diferencia al limite de la significancia en el
caso de la respiracion (p= 0,048). Se llevaron a cabo también ajustes de distintos tipos
de funciones a las nubes de puntos con el fin de buscar alguna tendencia que tuviera
sentido bioldgico en comparacion con los modelos de crecimiento propuestos. Los
modelos parabolicos, hiperbolicos y sigmoidales no tuvieron significacion estadistica.

La relacion lineal si obtuvo significancia en los dos casos ya mencionados.

La figura 5 muestra los valores de Fv/Fm en funcién del tamafio del talo. Los valores
representados son medias de un minimo de tres y un maximo de seis medidas por cada
talo en funcion de su tamafo. Los puntos sin error estindar corresponden a talos donde
solo se llevo a cabo una medida de Fv/Fm por restricciones de tamafio, y corresponden
a los talos menores a 20 mm. De esta manera podemos obtener informacion sobre el
estado de salud de los fotosistemas en el caso de los talos que quedaron fuera de las

medidas de intercambio gaseoso.

La relacién lineal entre Fv/Fm y tamafio de los talos no mostré6 ningin tipo de
significacion estadistica. Algunos ajustes a curvas polindmicas que muestran tendencias
a mayores valores de Fv/Fm en el grupo de menor tamafno seguidas de una
estabilizacion en los otros dos grupos si que dio significacion estadistica, pero de nuevo
con valores de r* muy bajos (curva polindmica inversa de primer orden, r’= 0,1, p=
0,008; curva polindmica inversa de segundo orden, r’= 0,1 p= 0,03). Otros ajustes a
curvas polindmicas sin sentido bioldgico (inverso de tercer orden, donde una campana
de Gauss en el grupo de menor tamafio era continuada por una tendencia a la estabilidad
6 cuadratica donde los valores de Fv/Fm seguian una forma de bafiera siendo maximos
al principio v al final de la curva) mostraron mayores indices de correlacion (r*= 0,15 y
p= 0,01 para la primera y r’= 0,17 p= 0,002 para la segunda), por lo que de nuevo
pensamos que establecer algun tipo de vinculo concreto entre ambas variables es

altamente impreciso.
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Figura 5. Fv/Fm con error estandar (en aquellos talos donde se hizo mas de una

medida) representado frente a tamafio del talo en mm en 71 muestras de Rhizocarpon

sp.

El menor valor de Fv/Fm encontrado fue de 274 para un talo de 23 mm de didmetro
maximo (talo 33) y el valor maximo fue de 653 para un talo de 8 mm. Dentro del grupo
de muestras entre 0 y 20 mm, el valor de Fv/Fm medio fue de 528+85,4 (desviacion
estandar). Para el grupo intermedio entre 20 y 50 mm se obtuvo 461,2+89,4 y para el
grupo de talos por encima de los 50 mm 511,6+59 (Tabla 1). Se llevo a cabo un analisis
de varianza (ANOVA) entre los tres grupos de tamafios que mostrd significancia
estadistica (p= 0,01), por lo que hizo un analisis por contraste mutiple de rango (test de
Duncan) que mostr6 similitud estadistica entre los grupos <20 mm y > 50 mm y > 50
mm Yy los talos de tamafios intermedio. Estos ultimos fueron distintos significativamente

respecto a los mas pequeiios.

Los cinco talos con valores mas bajos de Fv/Fm oscilaron entre 274 y 258,3 y fueron de
los siguientes tamafios -por orden de menor a mayor Fv/Fm- 23, 8, 31, 26 y 27 mm
(correspondientes a los talos 33, 65, 26, 29,27). Los 5 talos con mayor Fv/Fm oscilaron
entre 634,5 y 653, y pertenecieron a tamanos de 8, 6, 16, 12, 8 mm respectivamente
(talos 68, 70, 53, 58, 72). En la figura 5 se observa un grupo elevado de talos de tamafio

pequefio (< 20 mm) con altos niveles de Fv/Fm, pero esos niveles altos no son
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exclusivos del grupo, ya que abarca un rango desde los valores mas altos de Fv/Fm
hasta algunos de los mas bajos, con numerosos valores intermedios (Fv/Fm entre 400 y
500). El grupo de talos intermedio (> 20 < 50 mm) presenta un rango muy similar en la
amplitud de los valores de Fv/Fm, mientras que el grupo de talos més grandes (> 50
mm) presenta la mayoria de sus muestras entre valores altos de Fv/Fm (entre 500 y
600), teniendo su valor mas bajo en 405,3 (talo 3, 61 mm). Todos los datos medios de
Fv/Fm y el nimero de réplicas llevadas a cabo en cada talo aparecen detallados en la

tabla 1.

3.2. FV/FM Y CLOROFILA EN CENTRO Y PERIFERIA DE LOS TALOS

La figura 6 muestra los contenidos en clorofila en mg/m” para los siete talos del grupo

> 50 mm donde se llevo a cabo la extraccién de pigmentos junto con sus valores de
Fv/Fm el centro y en la periferia de los talos. El valor medio de clorofila para la zona
centro del talo fue de 218,3+67,9 mg/mz, con un valor ligeramente inferior de
176,8+95,2 mg/m’ para la periferia. Si consideramos el pardametro Fv/Fm se ve la
misma tendencia, con valores ligeramente superiores para la zona centro (532,5+47,3 y

513,9+47,5).
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Figura 6. Cantidad de clorofila en mg/m* (verde) y Fv/Fm (azul) con error estandar en

centro y periferia en 7 de los talos mayores de Rhizocarpon sp.

El analisis de varianza (ANOVA) no mostrd diferencias estadisticas significativas tanto

para clorofila como para Fv/Fm al comparar centro y periferia de los talos mas grandes.

107



La tabla 2 representa los valores medios de Fv/Fm de todos los talos en los que se
discriminé centro y periferia. La representacion amplia los datos mostrados en la figura
6 a un total de 34 talos. El Fv/Fm medio de la zona centro fue de 480,9+£83,9, y el de la
periferia fue ligeramente inferior una vez mas, con 462,9+87,2. El andlisis de la

varianza (ANOVA) no mostr6 diferencias estadisticas significativas entre periferia y

centro.

Fv/Fm corofitas’ FV/FM total Clorofila (mg/mz)
CENTRO 532,5+47,33/480,9+83,9 218,3 £67,93
PERIFERIA 513,9+47,51/462,9+87,2 176,8+95,19

Tabla 2. Valores medios y desviacion estandar de Fv/Fm y clorofilas en distintas partes
del talo. Fv/Fm clorofilas corresponde a los valores obtenidos en los talos donde se
midieron clorofilas (n=7), mientras que Fv/Fm total representa los valores medios de

todos los talos donde se discrimind centro y periferia (n= 34)

4. DISCUSION

Los resultados mas llamativos obtenidos en este capitulo estdn relacionados con la
elevada dispersion obtenida entre el tamafio y las variables fisiologicas medidas en los
tres grupos seleccionados en Rhizocarpon sp. Esto indica que no hay una relacion
definida entre tamafio de los talos y fotosintesis. También es de interés la ausencia de
diferencias estadisticas significativas tanto en la clorofila como en el estado fisiologico
del fotosistema II (medidas de Fv/Fm) entre el centro y la periferia de los talos mas

grandes del estudio.

Como se observa en la grafica 4A la elevada dispersion de puntos sin una tendencia
clara es la mejor manera de explicar la relacion entre fotosintesis neta y didmetro
maximo del talo en los grupos de >20 < 50 mm y > 50 mm. Esto queda reforzado por la
ausencia de diferencias estadisticas significativas entre los dos grupos mayores,

subrayando la idea de que la fotosintesis neta no responde a ningln patrén claro al ser
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representada frente al didmetro maximo de los talos entre 20 y 78 mm. La grafica 4B
muestra un mayor grado de compactacion en la distribucion de los puntos. El ajuste de
la nube de puntos a una relacion lineal entre respiracion y didmetro méaximo de los talos
depar¢ significacion estadistica, pero con un indice de correlacion muy bajo (r*= 0,22,
p=0,003). Ademas, el analisis de la varianza entre los dos grupos de tamafio mostrd una
significancia estadistica cerca del limite (p= 0,048). Esto nos indica que la variabilidad
de todos los puntos individuales medidos para la respiracion sigue siendo alta, pero a
pesar del bajo indice de correlacion no podemos omitir la tendencia debido a su
significancia estadistica. Debido a esto, no se puede descartar que haya una ligera
tendencia a que aumente la respiracion al ir aumentando el tamafio de los talos, que se
podria explicar argumentando que al ir aumentando el tamafo, aumente la proporcion
respecto al total de una zona central menos involucrada fisiolégicamente en el
crecimiento marginal. De esta manera el carbono fijado en esa region central o interna
se podria invertir mas en la creacion de estructuras reproductoras o de proteccion
(Bench et al. 2001), mientras que las areolas de la periferia podrian usar mayor
porcentaje del carbono fijado para aumentar su superficie y crecer. El patrén para la
fotosintesis bruta fue similar que el de la respiracidon, con una significancia estadisitica
claramente menor acompafiada de un indice de correlacion atin mas bajo, pero esta vez
sin significancia estadistica respecto al andlisis de la varianza entre grupos. Parece
evidente que al sumar los valores de respiracion a los de fotosintesis neta para obtener la
fotosintesis bruta, esta ultima ha adquirido parte de la baja tendencia lineal que aparecid
en la respiracion. En cualquier caso, el indice de correlaciéon es ain mas bajo en la
fotosintesis bruta (r*= 0,1), y el analisis de la varianza no deparé diferencias
significativas, por lo que pensamos que la baja linealidad entre fotosintesis bruta y

tamafio no es representativa.

Como se ha explicado anteriormente, el parametro Fv/Fm nos informa sobre el estado
de salud del PSII. La evaluacion de este parametro ha afiadido informacion adicional al
estudio, ya que ha permitido comparar todos los tamafios muestreados en funcion de un
indicador de posible actividad fotosintética. Por otro lado parece reforzar la
informacion obtenida con la fotosintesis, ya que se observa la misma falta de tendencia
definida, a pesar de que se observa un ligero aumento del Fv/Fm en el grupo < 20 mm
que inicialmente podria apoyar un mejor estado fisiologico de los talos mas pequetios.

Las ecuaciones polindmicas que cumplian esta tendencia y que presentaron
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significacion estadistica obtuvieron indices de correlacidon muy bajos, ligeramente
inferiores a 0,1. Otros ajustes sin sentido bioldégico mostraron correlaciones algo
superiores, por lo que pensamos que la mejor opcidn con los datos que se muestran es
descartar cualquier tendencia definida. El hecho de haber obtenido diferencias
estadisticas significativas en el test de Duncan no debe enmascarar este patron. La
ausencia de diferencias significativas entre el grupo de menor tamafio (< 20 mm) y el de
mayor tamafio (> 50 mm) nos parece suficiente prueba, a pesar de que el andlisis de la
varianza del grupo de talos intermedios si mostrd diferencias significativas respecto a

los més pequefios.

Los resultados muestran que tanto la fotosintesis neta y el Fv/Fm tienden a ser
uniformes a lo largo de la vida de los talos de Rhizocarpon sp. dentro del rango de
tamanos estudiado para cada variable. El hecho de que la fotosintesis neta no responda
de manera definida al aumento de tamaio, y por tanto de edad, nos indica que los talos
de Rhizocarpon sp. fijan la misma cantidad de carbono por unidad de superficie durante
el periodo estudiado. Aunque la tasa de fotosintesis no tiene porqué verse influida por la
competencia entre distintos talos, la alocacion de carbono o el uso que cada individuo
hace del carbono fijado si podria verse afectado por la competencia entre talos. Haines-
Young (1988) reconoce que la competencia entre talos es un factor importante a la hora
de controlar la estructura de las poblaciones de Rhizocarpon sp., admitiendo a la vez
que el efecto de la competencia va disminuyendo segiin los talos van aumentando de
tamafio. Este hecho, confirmado con observaciones de campo, nos hizo temer sobre un
efecto negativo de la competencia sobre la relacion tamafio y fotosintesis en los talos
mas pequenos. Si la competencia condiciona el aprovechamiento del carbono fijado en
fotosintesis para crecer en superficie, una posibilidad alternativa es que los talos mas
pequefios aumenten su grosor por unidad de superficie. Este supuesto aumento en
grosor llevaria asociado un aumento de la tasa de respiracion debido al aumento de
masa fungica metabolicamente activa por unidad de superficie. La tendencia lineal
(aunque muy débil) de la respiracion nos invita a descartar esta hipdtesis, ya que si
algin grupo de tamafos tuviera tasas de respiracion por unidad de superficie mayores

que los otros, esos serian los mayores.
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Como ya se ha comentado en alguna ocasion, los talos verde-amarillentos del género
Rhizocarpon subgrupo Rhizocarpon han sido los mas usado mayoritariamente en
trabajos de liquenometria (Innes 1988). Uno de los problemas principales a la hora de
aceptar el uso de la técnica ha sido la evolucion de la tasa de crecimiento del talo a lo
largo de su ciclo de vida. Nuestros datos de fotosintesis neta y fotosintesis bruta por
unidad de superficie han sido representados frente al diametro maximo de los talos
estudiados con el fin de comparar nuestras resultados con aquellos obtenidos por
Armstrong (Armstrong 1983; Bradwell y Armstrong 2007) donde se compara tasa de
crecimiento anual medida de forma directa y diametro de los talos. Uno de los objetivos
principales de este trabajo era buscar si la etapa de senescencia mencionada por
Armstrong y otros autores (Haworth et al. 1986; Bull y Brandon 1998; O'Neal y
Schoenenberger 2003) quedaba reflejada en una disminucion de la tasa de fotosintesis
en el grupo de mayor tamafio o en las proximidades del mismo. Los resultados de
intercambio gaseoso representados en las figuras 4A-4C no muestran en ningin caso
que esta fase de senescencia se produzca considerando la fotosintesis neta y la
fotosintesis bruta de los talos estudiados. Esto queda corroborado con los datos de
Fv/Fm. Algunos autores hablan de una fase acelerada de crecimiento en los talos de
menor tamafo que corresponderia mayoritariamente con el primer grupo < 20 mm de
diametro maximo (Porter 1981; Armstrong 1983; Karlen y Black 2002; Laroque y
Smith 2004). Esta teoria podria verse inicialmente apoyada con un aumento aparente de
Fv/Fm en los talos mas pequeios, lo que podria indicarnos un estado mas saludable de
los fotosistemas dentro de este grupo. En cualquier caso, la ausencia de diferencias
significativas entre el Fv/Fm de los talos < 20 mm y los talos >50 mm, asi como la

forma de la nube de puntos del grafico 5 nos hacen descartar esta posibilidad.

Aunque la fotosintesis no tiene porqué ser un indicador preciso de crecimiento radial, es
evidente que es un factor fundamental a la hora de evaluar el crecimiento (Hill 1981;
Palmqvist 2000; Green 2009). La falta de relacion clara entre productividad
fotosintética neta y Fv/Fm con el tamafio de los talos refuerza todos los trabajos que no
reportan diferencias significativas en las tasas de crecimiento de los talos a lo largo de
su ciclo de vida, en particular aquellos que no detectan el mencionado periodo de
senescencia (Matthews 1994; Winchester y Chaujar 2002; Armstrong 2005). Los
resultados obtenidos cuestionan a su vez los modelos de crecimiento parabdlico

propuestos por Armstrong (Armstrong 1983; Armstrong 2004; Bradwell y Armstrong
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2007). Los modelos mas probables propuestos por Trenbirth and Mathews (2010) y
Matthews y Trenbirth (2011) (ya comentados en la introduccion) cuadrarian mejor con
los datos de fotosintesis obtenidos. La alta variabilidad de las tasas de fotosintesis
observadas coincide con las diversas tasas de crecimiento individual dentro del grupo
Rhizocarpon sp. propuestas por muchos autores (Matthews 1994; Armstrong y Bradwell
2010; Matthews y Trenbirth 2011).

El estudio de la relacion tamafio fotosintesis en el grupo Rhizocarpon sp. arroja
resultados mas alla de la implicacion en las tasas de crecimiento y en su aplicacion en
liquenometria. A pesar de la ligera tendencia lineal observada en la respiracion, la falta
de relacion clara entre tamafio de los talos y fotosintesis neta, fotosintesis bruta y Fv/Fm
refuerza la literatura que indica que la dependencia puede ser caracteristica de cada
especie mas que un fenomeno generalizado (Larson 1984; Gauslaa et al. 2009). Aunque
algunos trabajos si que muestran un efecto significativo del tamano (Larson 1984;
Hestmark et al. 1997; Gauslaa y Solhaug 1998), los efectos de este sobre la fisiologia
en liquenes deberia ser estudiado a nivel individual en cada especie si se pretende
obtener informacion precisa al respecto. Como demuestran estos resultados, también
seria conveniente hacer un estudio exhaustivo dentro de cada especie entre el tamafio de

las muestras y cada una de las variables metabolicas relacionadas con el crecimiento.

El segundo objetivo que planteamos a la hora de disefiar este experimento fue tratar de
entender mejor el crecimiento en el grupo de Rhizocarpon sp. utilizando datos
fisiologicos. El hecho de no haber encontrado diferencias significativas entre el Fv/Fm
en el centro y en la periferia de todos los talos en los que se pudo discriminar con
claridad ambas partes nos indica que el estado de los fotosistemas no es mejor en
ninguna de las dos zonas respecto a la otra. Con el objetivo de reforzar esta informacion
se midio el contenido en clorofila discriminando centro y periferia en los siete talos
mayores. Los resultados indicaron que no habia una zona con mas clorofila que la otra,
ya que la diferencia a favor de la zona centro no fue estadisticamente significativa.
Nuestros resultados no son consistentes con algunos trabajos anteriores que han
analizado indicadores fotosintéticos en distintos liquenes (Maguas et al. 1997; Bartak et
al. 2000; 2004; 2005). En dos de estos trabajos, el Fv/Fm mostraba diferencias en
distintas partes de los talos, distribuyéndose de manera heterogénea. Los autores

atribuyen estas diferencias al patron de crecimiento de cada especie y a la variabilidad
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anatomica en el interior de cada talo. Valladares et al. (1994) encontraron también
resultados diferentes en el liquen foliaceo Lasallia pustulata, ya que obtuvieron mayor

clorofila y mayor grosor en el centro del talo que en la periferia.

Hill (1981) propuso dos modelos de crecimiento para liquenes radiales en funcion de la
presumible distribucion de las tasas de fotosintesis. En primer lugar plante6 tasas de
fotosintesis homogéneas por todo el talo, ya que mientras la periferia crecia en
superficie el centro deberia mantener un aumento en grosor con distintos intereses
funcionales (como el desarrollo de estructuras reproductoras). En segundo lugar
propuso que algunos liquenes (como el género Caloplaca sp.) que se descomponian por
el centro al ir creciendo, debian tener mayores tasas de fotosintesis en la periferia que el
centro, aunque asume que el crecimiento en el centro debe ser siempre necesario para

favorecer el intercambio celular. Nuestros resultados apoyan mejor el primer modelo.

Bench et al. (2001) llevaron a cabo un intento de estimacion de la edad en talos de
Rhizocarpon geographicum usando '“C. En el trabajo encontraron datos consistentes
con un patrén de crecimiento relacionado con la fusién y el reciclado de areolas, lo que
hizo imposible estimar la edad de los talos con este método. En un trabajo similar, Clark
et al. (2000) si que encontraron un patrén de crecimiento radial constante para el liquen
crustaceo Caloplaca trachyphylla .En el trabajo mencionado de Bench y colaboradores,
los autores proponen una elevada actividad metabolica en el interior del talo que podria
estar relacionada con el aumento de procesos como sintesis de estructuras
reproductoras, de proteccion o reciclaje del carbono. Esto implicaria la imposibilidad de
datar correctamente unas areolas en constante estado de cambio. Aparte de encajar con
la ausencia de diferencias significativas entre Fv/Fm y clorofila en centro y la periferia
de los talos (que indicarian similitud en la actividad fotosintética entre ambas partes
como indica la figura 4A), esta mayor actividad en el centro de los talos encajaria con la

ligera tendencia lineal observada entre respiracion y tamafio.

Todo lo anteriormente expuesto parece consistente con distintas formas de crecimiento
en los liquenes mencionados (liquenes foliaceos y crustaceos del género Caloplaca) y
los liquenes crustaceos del género Rhizocarpon sp., donde la presencia del hipotalo y su
talo areolado pueden ser factores fundamentales para entender su crecimiento y sus

diferencias con otros tipos de liquenes (Armstrong y Bradwell 2010). Nuestra propuesta
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parece encajar con un modelo segun el cual se podrian diferenciar dos zonas dentro de
los talos areolados del género Rhizocarpon, una central y otra periférica. Aunque la tasa
de fotosintesis sea igual en todas las zonas del talo, la diferencia principal entre esas dos
zonas podria ser el porcentaje de carbono derivado al crecimiento en cada una. Las
observaciones de Bench et al. (2001) sugieren que en la zona central habria un proceso
activo de consumo de energia para funciones distintas al crecimiento, mientras que en
las areolas exteriores el porcentaje de carbono fijado derivado al crecimiento seria
mayor. Aplin y Hill (1979) propusieron un modelo de crecimiento para liquenes segiin
el cual el crecimiento radial de los talos aumentaba con el tamafio en talos pequeios
para estabilizarse posteriormente en tamafios mayores. Armstrong y Bradwell (2010)
proponen que el modelo pude ser adecuado para liquenes folidceos y placoides. Los
liquenes crustaceos placoides podrian diferenciarse de aquellos con morfologia similar a
los del género Rhizocarpon en que el aporte de carbono de las partes centrales del talo
para el crecimiento periférico fuera mucho mayor. Esto demostraria tanto la frecuente
descomposicion por el centro de muchas especies de liquenes crustaceos placoides (Hill,
1981, Sancho et al. 2011), como la lenta tasa de crecimiento de los talos de Rhizocarpon
comparada con otras especies de liquenes crustaceos (Benedict 2008) Nuestros datos y
la bibliografia seleccionada sugieren que la morfologia de las especies Rhizocarpon sp.

condiciona un crecimiento distinto basado en un reciclaje activo de las areolas del talo.
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CAPITULO III. COMPARACION ECOFISIOLOGICA ENTRE
TRES ESPECIES DEL GENERO PLACOPSIS, LiQUENES
PIONEROS EN MORRENAS GLACIARES RECIENTEMENTE
EXPUESTAS EN UN ENTORNO SUBANTARTICO

Raggio J, Green TGA, Crittenden PD, Pintado A, Vivas M, Pérez-Ortega S, De
los Rios A y Sancho LG (2012) Comparative ecophysiology of three Placopsis species,

pioneer lichens in recently exposed Chilean glacial forelands. Symbiosis 56: 55-66

De los Rios A, Raggio J, Pérez-Ortega S, Vivas M, Pintado A, Green TGA,
Ascaso C y Sancho LG (2011) Anatomical, morphological and ecophysiological
strategies in Placopsis pycnotheca (lichenized fungi, Ascomycota) allowing rapid
colonization of recently deglaciated soils. Flora 206: 857-864
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1. INTRODUCCION

1.1. GENERALIDADES DE LA ZONA DE ESTUDIO

El archipi¢lago de Tierra de Fuego comprende la region més austral del continente
americano y se situa entre las latitudes 52° y 56° S, rodeado de el océano Pacifico al
Oeste y el Atlantico al Este (Figura 1). Estd formado principalmente por la Isla Grande
de Tierra de Fuego y otras islas adyacentes, entre las que destacan Isla Gordon, Isla
Navarino e Isla Hoste, todas situadas al sur de la Isla Grande y separadas de esta por el
Canal de Beagle. Mas al sur se encuentran las Islas Wollaston e inmediatamente
después el Cabo de Hornos, a partir del cual se abre el Mar de Drake, que separa Tierra

de Fuego de la Peninsula Antartica en una franja de aproximadamente mil kilémetros.

Figura 1. Archipi¢lago de Tierra de Fuego, Isla Grande, Canal de Beagle e Islas

Navarino y Hoste

Siguiendo el estudio de la zona llevado a cabo por Tuhkanen (1992), el relieve de la
region es muy variable en las distintas zonas que la forman, ya que si bien la parte oeste
es muy montafiosa, la parte noreste estd formada por tierras bajas caracteristicas de la
region patagonica. En el suroeste de la Isla Grande aparece la Cordillera Darwin como
la parte mas meridional y final de la gran Cordillera de Los Andes. En ella se alcanzan
las cotas mas altas de la region, con picos de mas de 2.000 m de altitud (Monte Darwin,

2.488 m).
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Esta dualidad en el relieve aparece reflejada también en el origen geologico. La
Cordillera de Los Andes, en primer lugar, aparece dividida en la zona costera, la central
y la marginal. La parte costera estd formada principalmente por andesita, diorita y
granodiorita. La parte central estd constituida por roca metamorfica penetrada por
granito y granodiorita, que integran la parte central de la Cordillera Darwin. La parte
marginal de la Cordillera andina en su sector mas meridional estd formada por rocas
sedimentarias de origen cretacico. En segundo lugar, las tierras bajas de la region norte
de Tierra de Fuego estan cubiertas de arena, grava y arcilla, todas depositadas en la zona

por los glaciares del cuaternario (Tuhkanen 1992).

Las cumbres de la Cordillera Darwin cuentan con multiples glaciares que, en algunos
casos, descienden hasta el mar. El ultimo episodio glacial de gran intensidad en la
region ocurrié entre hace 25.000 y 17.000 afios (Kapland et al. 2008), cuando un gran
glaciar de 1 km de grosor cubria parte del Sur de Tierra de Fuego (Rabassa et al. 2000)
y las masas de hielo sobrepasaron la Isla Gable hacia el Atlantico (Norte de Isla
Navarino) en 30 km (Heusser 1989). El proceso de deglaciacién masivo en la zona se
inicia hace unos 10.300 afos, y hace 9.500 afios se inicio la colonizacion de los tipicos
bosques fueguinos de Nothofagus (Etayo y Sancho 2008). Tras distintos procesos de
avance y retroceso glaciar en distintas épocas, la situacion actual de los glaciares
fueguinos es heterogénea (Holmund y Fuenzalida 1995; Etayo y Sancho 2008) con
algunos retrocediendo (principalmente en la cara Norte de la Cordillera Darwin) y otros

estables o incluso avanzando (Strelin et al. 2008).

Segun Pisano (1977), Tierra De Fuego se divide en cuatro grandes zonas de vegetacion;
a grandes rasgos, una region de estepa al norte, bosques caducos de Nothofagus mas al
sur, bosques perennes de Nothofagus, llanuras magallanicas y tundra. La tundra andina
tiene una presencia importante en todas las zonas de montafia por encima de los
bosques. La zona del canal Beagle, donde se localiza con mayor precision la zona de
estudio, suele presentar bosques densos de hayas australes del género Nothofagus, que
aparecen junto a Drymis winterii. Estos bosques presentan una altitud variable en
funcién de la zona del canal de Beagle en la que se encuentran (cercano al nivel del mar
en el extremo occidental y entre 500-600m en su zona central y oriental), aunque el
limite del bosque siempre aparece a altitudes bajas comparado con otras latitudes mas

templadas. Moore (1975) definid tres factores fundamentales a la hora de entender la
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distribucion de la vegetacion alpina en Tierra de Fuego, el viento, las caracteristicas del
sustrato y la disponibilidad de agua. Por encima del mencionado limite aparece la
caracteristica tundra andina, con arbustos semiesféricos de Bolax y Azorella, entre los
que crecen matas de Empretrum y Pernettya (Etayo y Sancho 2008). Cuando estos
géneros van desapareciendo comienza a destacar la vegetacion criptégama,

especialmente los liquenes, que se van haciendo més abundantes.

Tuhkanen (1992) propuso que la climatologia de la region estd condicionada por su alta
latitud, por estar situada en zona de pasos de ciclones que se dirigen al este y su
proximidad a la masa helada de la Antértida. Estos factores, junto al hecho de estar
rodeada de océanos, confieren a la region un clima oceanico frio con fuertes vientos,
principalmente del sudoeste. Las temperaturas son relativamente constantes durante
todo el afio. En la zona del Canal Beagle, las temperaturas medias anuales de los dos
mayores nucleos de poblacion, Puerto Williams y Ushuaia son 6,2° C (Santana et al.
2006) y 5,5 °C (Brancaleoni et al. 2003), respectivamente. A lo largo del Beagle se
produce un marcado gradiente de precipitacion oeste-este (Santana et al. 2006), con
valores que oscilan entre los 4000 mm en algunas islas del oeste a los poco mas de 400

mm de Puerto Williams al este.

El archipi¢lago de Tierra de Fuego se encuentra situado en el entorno subantartico
(OQvstedal y Smith 2001; Brancaleoni et al. 2003; Rozzi 2008), claramente influido a
todos los niveles por la proximidad de la Antartida (Figura 2). La region fueguina
cuenta con la presencia de bosque, lo que no ocurre en el resto de islas que conforman el
entorno subantartico comprendido entre los 45°S y 55°S (@vstedal y Smith 2001), donde
la vegetacion es predominantemente herbacea, arbustiva y de tundra. La conexion
floristica para criptdgamas entre Tierra del Fuego y la Antéartida maritima se ha hecho
patente en varios trabajos (Longton 1982, Qvstedal y Smith 2001), lo que refuerza el

vinculo biogeografico entre ambas regiones.

Tierra de Fuego cuenta con los bosques situados mas al sur del mundo, los ultimos
glaciares de América antes de la extension helada de la Antartida y aparece como una
frontera meridional en la distribuciéon de centenares de plantas vasculares (Etayo y
Sancho 2008). Aparte de lo mencionado, la regidon ha sido propuesta como una zona de

extraordinaria biodiversidad de vegetacion no vascular, con ratios de vegetacion no
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vascular respecto a la vascular alrededor de 1 (Rozzi et al. 2008), lo que ha ayudado
considerablemente a que una amplia region que engloba buena parte del Canal Beagle
haya sido catalogada como Reserva de la Biosfera de Cabo de Hornos. Todo esto en
conjunto coloca a la regidén en una posicion excepcional para llevar a cabo estudios

pluridisciplinares relacionados con la vegetacion.

Figura 2. Sur de Sudamérica y la Antartida separados por el Mar de Drake

1.2. ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

Los liquenes, como se ha explicado ya en alguna ocasion anteriormente, son capaces de
tolerar condiciones ambientales extremas, lo que les permite colonizar habitats vedados
para otros vegetales. Buena parte de los trabajos existentes que buscan entender la
adaptacion de los liquenes a dichos ambientes han entendido por “extremo” condiciones
limite de temperatura -alta o baja-, disponibilidad de agua o radiacion. La riqueza
floristica no vascular de Tierra del Fuego, en concreto de algunos ambientes de la
region del canal Beagle, no parece indicar que la zona sea especialmente hostil para este
tipo de organismos. Como se ha explicado en la primera parte de esta introduccion, la
Cordillera Darwin es un ejemplo excelente de alta actividad glacial, con algunos
retrocediendo y otros estables o incluso avanzando (Holmund y Fuenzalida 1995). Esta
actividad glaciar tiene como consecuencia la aparicion frecuente de zonas descubiertas

de hielo, recientemente expuestas y deficitarias en nutrientes.

El balance de nutrientes como el nitrogeno y el fésforo, asi como su disponibilidad
ambiental, ha sido propuesto como un factor que influye en el funcionamiento de la

vegetacion a todos los niveles, crecimiento, reproduccion, interacciones entre
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individuos, composicion de las comunidades y diversidad botanica (Giisewell 2004).
Tierra del Fuego, como otras regiones de alta latitud, es considerada como pobre en
nutrientes -al menos en nitrogeno- (Sancho et al. 2011), especialmente si consideramos
las regiones expuestas a la erosion glaciar (Crittenden et al. 1994). El reto de la
vegetacion que inicie la colonizacién de estos habitats parece ser, por tanto, la baja
disponibilidad de nitrégeno, pudiendo considerarse esta escasez como el factor mas

extremo en estos ecosistemas proximos a glaciares de alta latitud.

Los liquenes estdn considerados como primocolonizadores de habitats recientemente
expuestos debido a su capacidad de sobrevivir en localidades pobres en nutrientes,
iniciando el proceso de aporte de carbono y nitrégeno en zonas deficitarias (Kurina y
Vitousek 1999). En estas morrenas glaciares del entorno del Canal Beagle son
abundantes especies del género Placopsis, que presentan la peculiaridad de tener
cianobacterias agrupadas en estructuras especiales denominadas cefalodios. Estos
cefalodios parecen especializados en la fijacién de nitrogeno, ya que el nimero de
heterocistes (cé€lulas especializadas en fijacion de nitrégeno no fotosintetizadoras dentro
de la cadena de cianobacterias) es mayor en cefalodios que en liquenes con
cianobacteria como fotobionte primario (Hitch y Millbank 1975). Al ser el nitrogeno un
factor limitante para la produccion primaria (Matzek and Vitousek 2003), la posibilidad
de fijarlo confiere a todos los organismos en simbiosis con cianobacterias la capacidad

de combatir esa carencia inicial de nutrientes.

La fijacién de nitrégeno en liquenes en ambientes deficitarios en nutrientes ha sido
especialmente estudiada en el Artico, donde se considera que las cianobacterias en vida
libre o en simbiosis con liquenes y bridfitos son responsables de hasta el 80% de la
entrada de N en dichos ecosistemas (Solheim et al. 2006). Crittenden (1975) propuso
que los liquenes fijadores de nitrégeno podian ser los principales contribuyentes de este
nutriente en el ecosistema tras un estudio de campo en una morrena en Islandia y
Crittenden y Kershaw (1978) generalizaron de nuevo esta tendencia para el Artico y el
subartico, proponiendo a la vez que el lavado, la descomposicion y los incendios eran
las principales vias de paso del nitrogeno fijado a los ecosistemas. Kershaw y
colaboradores llevaron a cabo mas trabajos relacionados con la fijacion de nitrégeno en
liquenes de altas latitudes (McFarlane y Kerhsaw 1977; McFarlane y Kershaw 1980;

Kershaw y McFarlane 1982), centrandose en la influencia que distintos factores
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ambientales como la luz, la temperatura y la cubierta nival podian tener sobre la
capacidad de fijacion de nitrégeno de los liquenes con cianobacterias. Otros habitats
deficitarios en nitrégeno donde se han llevado a cabo estudios de la relevancia de la
fijacion de nitrégeno atmosférico por parte de liquenes son las laderas de los volcanes,
que quedan arrasadas tras las erupciones y las coladas de lava, que suponen un sustrato
adecuado para la colonizacidon de liquenes con cianobacterias. Fritz Sheridan y Coxson
(1988), Vitousek (1994) Kurina y Vitousek (1999) destacan la importancia de estos
organismos en estos ecosistemas, asi como la buena adaptaciéon de su capacidad de
fijacion de nitrogeno a las condiciones ecologicas concretas de cada ambiente. Segiin
nuestro conocimiento, estos estudios nunca se han realizado en regiones glaciares de
Tierra de Fuego, donde la escasez de nutrientes del habitat puede otorgar a los
organismos primocolonizadores fijadores de nitrégeno la misma relevancia que la

mencionada en los trabajos anteriores.

Varios trabajos hasta la fecha han relacionado fotosintesis o fijacion de nitrégeno con
contenido en nutrientes como fosforo o nitrogeno en liquenes, pero la relacion entre
todos los parametros mencionados en un género de liquenes crustaceos con cefalodio
representa un enfoque novedoso. Respecto a la fotosintesis cabe destacar trabajos como
los de Valladares y Sancho (2000), que encontraron una relacién positiva entre
fotosintesis y contenido en nutrientes en liquenes en la Antartida maritima. A escala
mas global, Palmqvist et al. (2002) llevaron a cabo un trabajo en el que intentaron
relacionar distintas variables fisiologicas con contenido en nutrientes en 75 especies de
liquenes con distintos tipos de fotobionte, con y sin cefalodio procedentes de distintos
habitats. Encontraron una relacion positiva (aunque en la mayoria de los casos débil)
entre contenido en nitrogeno, clorofila y desarrollo fotosintético. En un trabajo similar,
Green et al. (1997) encontraron una relacion positiva entre clorofila y contenido en
nitrégeno en liquenes con cefalodio, mientras que otros tipos de liquenes como aquellos

con alga verde y cianobacteria como fotobionte no la presentaron.

Los trabajos que relacionan fijacion de nitrogeno con contenido en nutrientes
(especialmente nitrogeno) son algo mas abundantes. Existe una tendencia clara que
refleja que los liquenes fijadores de nitrogeno presentan mas cantidad de este nutriente
por unidad de peso (Crittenden 1975; Green et al. 1980; Palmqvist 2002). Respecto al

fosforo, Reed et al. (2007) propusieron que su disponibilidad podia regular la fijacion de
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nitroégeno y controlar asi la disponibilidad de nitrogeno. Las relaciones entre nitrégeno y
fosforo y crecimiento en distintos tipos de liquenes han sido estudiadas también en
diversos estudios. Crittenden et al. (1994) propuso la importancia del balance entre
nitrogeno y fosforo en liquenes para conseguir un crecimiento Optimo. En el mismo
trabajo, el autor propone que en el caso de liquenes con capacidad de fijar nitrégeno, la
tasa de fijacion vendra determinada por la obtencion de un ratio adecuado entre
nitrogeno y fosforo segin las condiciones prevalentes. La importancia del equilibrio
entre ambos nutrientes y su relacion con la tasa de crecimiento estd explicada en mas
extension en la revision llevada a cabo por Giisewell (2004). En relacién con el
mencionado impacto de los nutrientes en el crecimiento, Sundberg et al. (2001)
propusieron que el nitrégeno era un factor limitante para el crecimiento en dos especies
de liquenes tripartitos con cefalodio (Nephroma arcticum y Peltigera aphtosa), de tal
manera que condicionaba de manera indirecta la ganancia de masa a través de la
cantidad de clorofila y que la ganancia de 4rea dependia de un suministro continuo de
dicho nutriente. Tanto este trabajo, como otro llevado a cabo por Palmqvist et al. (1998)
sugieren una regulacion interna de los nutrientes en funcion de las necesidades

particulares requeridas.

Por tanto, algunas variables fisioldgicas como la fotosintesis y la fijacion de nitrogeno,
asi como el contenido y la disponibilidad ambiental de nutrientes como el nitrogeno y el
fosforo son fundamentales para entender el crecimiento en este tipo de liquenes. En los
dos primeros capitulos de esta memoria doctoral se ha estudiado el efecto de la
fotosintesis sobre el crecimiento de distintas maneras. Los liquenes tripartitos (con
cianobacterias en cefalodios) del género Placopsis que hemos estudiado en Tierra del
Fuego nos ofrecen una oportunidad para entender como la interaccion entre estas
variables fisiologicas pueden influir en la capacidad de adaptacion de estos liquenes a su
entorno, asi como en sus tasas de crecimiento. Algunas especies del género Placopsis
han sido utilizadas en trabajos de liquenometria, varios de ellos en la region de la
Patagonia y Tierra de Fuego (Harrison y Winchester 2000; Winchester y Harrison 2000;
Winchester et al. 2001; Sancho et al. 2011), pero la informacion fisiologica existente
sobre el género es muy escasa. Schroeter (1994) estudié la adaptacion fisioldgica de
Placopsis contortuplicata a las condiciones de la Peninsula antartica y concluyd que
habia un elevado grado de independencia entre el cefalodio y el resto del talo, y que

dicha independencia era beneficiosa para una adaptacion Optima para las condiciones de
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la region. Sus medidas fueron llevadas a cabo usando la fluorescencia de la clorofila a,
pero no pudieron ser corroboradas al medir el intercambio gaseoso en el cefalodio
aislado. La relacion entre capacidad para fijar nitrogeno atmdsferico y contenido en
nutrientes en el género Placopsis ha sido estudiada en algunos trabajos, normalmente
estudios globales donde aparecen representados varios géneros (Hitch and Stewart

1973; Crittenden 1975; Greenfield 1992; Palmqvist et al. 2002).

El primer objetivo de este capitulo consiste en buscar relaciones entre la capacidad para
fijar nitrogeno, la fotosintesis, la respiracion y el contenido en fosforo y nitrégeno en
tres especies del género Placopsis (P. perrugosa, P. stenophylla y P. pycnotheca) que
conviven en la morrena del glaciar Pia, a orillas del canal Beagle. A pesar de la supuesta
independencia de las cianobacterias en los cefalodios propuesta por Schroeter (1994),
existen multiples sugerencias para pensar que existe un vinculo fisioldgico entre los
componentes de la simbiosis tripartitas (Kershaw 1985; Green et al. 1997; Rai 2000). El
conocimiento de la interaccion entre la fijacion de carbono, la respiracion y la fijacion
de nitrogeno, asi como la relacion entre estas y el estatus de nutrientes de los liquenes
nos permitiran conocer sus estrategias adaptativas a un habitat recientemente expuesto
deficitario en nutrientes, su importancia como primocolonizadores en el ecosistema, y el

posible efecto resultante sobre sus tasas de crecimiento.

En segundo lugar, en el capitulo I se dieron evidencias suficientes para justificar las
medidas realizadas en el laboratorio como indicadores fiables del comportamiento
ecofisiologico de los liquenes en el campo (Lange y Green 1996; Leisner et al. 1997;
Lange et al. 2001; Lange 2002). Teniendo esto en cuenta, las dos contrastadas ecologias
entre los tres liquenes recolectados nos hicieron pensar que estaban adaptados a
condiciones distintas a pesar de encontrase en la misma localidad. Por un lado, los
saxicolas P. perrugosa y P. stenophylla crecen sobre rocas en la morrena del glaciar,
mientras que P. pycnotheca crece sobre arena en el suelo en las proximidades de la zona
de deshielo. Los datos fisiologicos obtenidos en el laboratorio son discutidos intentando
relacionarlos con las importantes diferencias ecoldgicas, reforzando asi el conocimiento

de la adaptacion de los liquenes estudiados a su ambiente y a su microhébitat.
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1. DESCRIPCION DE LA LOCALIDAD Y RECOGIDA DE MUESTRAS

La Bahia Pia presenta tres glaciares y brazos principales, y estéd situada en la mitad del
brazo noroeste del canal Beagle a 54° 45’S y 69° 2970, ocupando un lugar intermedio
en el gradiente de precipitacion oeste-este comentado anteriormente. La vegetacion en
las colinas bajas de la Bahia consiste en bosques densos de Nothofagus betuloides /
antarctica con un sotobosque formado por Drymis winteri y Pernettya mucronata. Tras
la retirada glaciar, los bosques incipientes se caracterizan por una cubierta densa de

Gunnera magallanica (Sancho et al. 2011).

Tres especies del género Placopsis fueron recolectadas en Diciembre de 2009 en una
morrena del glaciar Pia. P. stenophylla y P. perrugosa fueron recolectadas de rocas
usando martillo y escoplo. Ambas especies estan presentes en rocas de distinto tamafio
alrededor de todo el valle del glaciar. P. perrugosa crece principalmente sobre grandes
bloques y P. stenophylla aparece normalmente sobre rocas mas pequenas o piedras, pero
esta distribucion no es para nada exclusiva ya que en muchos casos las especies
comparten las mismas rocas, con P. perrugosa tendiendo a crecer en la parte alta y P.
stenophylla en la parte inferior, mas cercana al suelo. Es probable que los liquenes
presentes en las partes bajas de las rocas o sobre las piedras mas pequenas estén
expuestos durante mas tiempo a la nieve en invierno y a las corrientes de agua de
deshielo en verano. P. pycnotheca presenta una ecologia distinta, crece en un sustrato de
arena inestable cercana a las corrientes de agua del deshielo glaciar. Los talos fueron
recolectados recogiendo el talo completo unido a su sustrato arenoso en zonas de arena

seca. Las tres especies aparecen representadas en su habitat natural en la figura 3.

El primer grupo de muestras fue recolectado en bolsas de papel, secado al aire a
temperatura ambiente y transportado a Madrid via aérea para iniciar inmediatamente las
medidas de intercambio gaseoso. El tiempo transcurrido entre la recoleccion y las
medidas fue de 20 dias. Una vez finalizados estos experimentos, las muestras fueron
mantenidas congeladas -20° C hasta que se llevaron a cabo las medidas de fijacion de

nitrogeno en la Universidad de Nottingham, UK, donde llegaron congeladas con 10 kg
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de hielo seco. Un segundo grupo de muestras fue recolectado, secado al aire de nuevo y
transportado congelado a -20° C desde el campo. El tiempo transcurrido desde la
recoleccion hasta el inicio de los experimentos fue de cuatro meses y medio. Las
muestras congeladas en el campo fueron utilizadas para evaluar los efectos de los
distintos tratamientos de las muestras (almacenamiento y medidas previas en el
laboratorio) sobre la capacidad de fijacion de nitrogeno, y fueron consideradas por tanto

como un grupo de muestras control para las medidas de reduccion de acetileno.

Figura 3. Bahia y glaciar Pia (arriba izquierda), P. perrugosa sobre roca (arriba
derecha), P. pycnotheca sobre suelo arenoso (abajo izquierda) y P. stenophylla sobre

roca (abajo derecha)

2.2. DESCRIPCION DE LAS ESPECIES

El género Placopsis (Trapeliaceae, Ascomycota) presenta una distribucion mundial con
una mejor representacion en el hemisferio sur, principalmente en zonas de alta
precipitacion de Nueva Zelanda (40 especies) y el sur de Sudamérica, con 18 especies
(Galloway 2002; Galloway 2010). El género se caracteriza por ser talos crustaceos, con

cefalodios laminados y apotecios lecanorinos. Aparecen en habitats oceanicos
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temperados y suelen colonizar roca silicea, zonas costeras, proximidades de rios, zonas

de arena y grava y regiones con actividad glacial y volcanica (Galloway 2007).

P. perrugosa (Nyl.) Nyl., se caracteriza por tener un talo que forma rosetas de nitidas a
irregularmente distribuidas formando parches coalescentes, de hasta 30 cm de diametro;
presenta lobulos marginales discretos, frecuentemente divergentes, planos, con una
superficie caracteristica verrucosa-areolada. Superficie superior variable en color,
crema, verde-gris, marron-gris, marrén oscuro. Cefalodios entre 2,5 mm y hasta 5 mm
dependiendo de su morfologia. Apotecios dispersos, a veces muy abundantes con
margen talino prominente. Disco plano, de rosa a marrén oscuro, sin pruina. Epitecio
amarillo-marrén, entre 15 y 20 um de grosor, himenio incoloro entre 100-200 pum alto.
Ascosporas uniseriadas en ascos, elipsoidales, entre 15-18 (21,5)x7,9 pum. Picnidios
inmersos en verrugas talinas, conidios en forma de hilo, rectos o curvados. Aparece
sobre rocas, piedras y cantos rodados, es habitual en los mérgenes de los rios y en
morrenas glaciares. La especie estd ampliamente distribuida por el hemisferio sur,
siendo conocida en el sur de Sudamérica (desde los 37°S a los 55°S), Australia, Papua
Nueva Guinea, Nueva Irlanda, Islas Galapagos, Islas Malvinas, Isla Gough, Tristan da

Cunha y Nueva Zelanda. (Galloway 2002; 2010).

P. stenophylla (Hue) I.M. Lamb, talo en rosetas, nitidas o coalescentes. Lobulos en
forma de abanico al final entre 1-3 mm de ancho. La superficie superior es palida
olivicea o marr6n anaranjada cuando estd seco. Pseudocifelas de ampliamente
distribuidas a ausentes. Cefalodios claros entre 1 y 5 mm de didmetro. Apotecios
variablemente abundantes, centrales o en arcos concéntricos entre centro y margen,
entre 0,5 y 2 mm de didmetro. Epitecio palido amarillo-naranja, 25-30 pum ancho.
Himenio sin color entre 120-270 pum alto. Hipotecio opaco palido, marrén rosaceo.
Ascoporas uniseriadas en ascos, sin color, elipsoidales ovaladas, de (-14)16-22(-
24)x(7,5-)9-12(-13,5) um . Picnidios inmersos en verrugas talinas y conidios en forma
de hilo, de curvos a rectos. La diferencia fundamental respecto a P. contortuplicata
reside en la forma de los extremos de los lobulos, redondeados en esta tltima y en
forma de abanico en P. stenophylla. Abundante en los mismos lugares que P.
perrugosa, comun en ambientes glaciares de la Patagonia occidental. Es una especie
austral, conocida en Sudamérica a partir de los 40 °S. También presente en la Isla Sur de

Nueva Zelanda (Galloway 2002).
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P. pycnotheca I.M. Lamb ex V. Résénen, talos crustaceos entre 2 y 8 cm de diametro,
en ocasiones coalescentes. No presenta hipotalo y en ocasiones aparece unido a
pequefios guijarros por rizinas. Superficie superior gris oliva o marronacea. Isidios entre
0,1 y 0,5 mm de diametro, subglobosos, con forma de dedo. Cefalodios cerebriformes
en la superficie e interior del talo. Apotecios distribuidos por toda la superficie,
solitarios o agrupados, de redondeados a subirregulares. Disco de plano a subconvexo,
oscuro a veces llegando a negro. Epitecio palido amarillo-marrén, hipotecio incoloro,
ascosporas uniseriadas en ascos, elongadas-elipsoidales, de (15-)18-24x(6-)7-9(-10) um.
Picnidios en verrugas y conidios. La diferencia fundamental respecto al similar P.
tuberculifera consiste en la morfologia de los isidios y en la presencia de acido estitico
en P. pycnotheca. Ademas de acido estitico la especie presenta gyroforico. P.
pycnotheca aparece mayormente en zonas arenosas o de cieno de depdsitos fluvio-
glaciales, en regiones recientemente deglaciadas. Aparece tanto al este como al oeste de
la Cordillera de los Andes, desde los 32°S a los 54°S, desde el nivel del mar hasta los
850 m. También ha sido recolectada en suelos glaciales en las Georgias del Sur

(Dvstedal y Smith 2001; Galloway 2002).

2.3. REDUCCION DE ACETILENO

Las muestras fueron sacadas del congelador y colocadas en una cdmara de crecimiento
bajo condiciones estandar de revitalizacion (ciclos de 12h:12h luz:oscuridad, 12° C de
temperatura, y 100 pmoles m™ s de radiacién). Las muestras permanecieron en estas
condiciones durante tres dias, siendo hidratadas una vez al dia con agua destilada.
Posteriormente se procedid a meterlas en una atmoésfera saturada de agua durante la
noche anterior al experimento para activar el metabolismo de las cianobacterias. Se
usaron dos grupos de muestras para medir la fijacion de nitrogeno, el set de intercambio

gaseoso (n=3) y un set de control (n=4).

Las medidas de reduccion de acetileno de las muestras se llevaron a cabo siguiendo el
método de Witty (1979) que considera la capacidad de la enzima nitrogenasa de reducir
acetileno a etileno es una buena aproximacion a la tasa de fijacion de nitrégeno
atmosferico por parte de las mismas. Los talos epiliticos de P. perrugosa y P.
stenophylla, asi como los talos de P. pycnotheca fueron incubados en cubetas de 10 o

100 ml (en funcion del tamafio) con un contenido del 10% de acetileno en el aire. Las
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rocas de mayor tamafio fueron cortadas usando una sierra mecéanica para que entrasen
dentro de las cubetas. El volumen de las cubetas para determinar la cantidad de
acetileno a inyectar se calculdé por desplazamiento de agua. Las cubetas fueron
incubadas bajo condiciones de pretratamiento estdndar como las mencionadas al
principio durante dos horas. Tras este tiempo, se extrajo una muestra de 0,5 ml de cada
una de las cubetas y se inyecté en un cromatdgrafo de gases para la determinacion de
etileno. El cromatdgrafo utilizado fue un Pye Unicam PU4500, con Poropak R como

separador y un detector de ionizacion de llama.

2.4. DETERMINACION DE LA CONCENTRACIONDEN Y P

Antes de llevar a cabo la determinacién de la concentracion de cada uno de los
nutrientes en talo y cefalodio de cada especie se procedid a la digestion quimica de
ambas partes del liquen. Se pesaron 4 mg de cada muestra en una balanza de precision y
se dejaron a 80 °C en el horno durante 24 h para desecarlos completamente. Tras esto se
procedio a la digestion quimica siguiendo el método de Allen (1989), segun el cual se
afiadi6 a las muestras 0,5 ml de agente digestivo formado por una mezcla 1:1,2 (v/v) de
H,0, (100 volimenes) y H,SO4 concentrado con selenio y sulfato de litio y se calento
durante 1 h a 375 °C. Tras enfriarse se diluy6é cada muestra hasta los 10 ml usando agua

destilada. Paralelamente se llevd a cabo una digestion control carente de muestra.

Para el analisis del fosforo se tomaron 1,2 ml de la solucién problema y se anadieron
1,8 ml de la solucion control. A la mezcla se le anadieron 0,6 ml del reactivo A de Van
Veldhoven y Mannaerts (1987), (1,75 % (p/v) (NH4)6M07024.4H,0 en 4,25 N H,SO4) y
0,6 ml del reactivo B (0,035% (p/v) verde de malaquita, 0,35% (p/v) de alcohol
polivinilico (PVA) en 1 L de agua destilada) a intervalos de 10 minutos. Tras 30
minutos las muestras fueron analizadas a 610 nm usando un espectrofotometro visible
Pye Unicam SP6-350. El fosforo total fue determinado usando una curva de calibrado

con rango de concentracion entre 0 y 0,6 pg/ml de fésforo.

Para la determinacién del nitrogeno se tomaron 0,15 ml de la muestra digerida y se le
anadieron 0,35 ml de la digestion control (0,1ml + 0,4 ml en algunas muestras mas
concentradas) y se sigui6 el método descrito por Holmes et al. (1999) para realizar el

analisis por fluorimetria. A esta mezcla se le afaden, en un tubo, 10 ml del reactivo de
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trabajo (Flwr, 1 1 de bufer borato, 5 ml sulfato sédico 1 Mm, 50 ml de ortoftaldehido, o
OPA en etanol) y en otro tubo 10 ml de bufer borato (Flgg, 40 g tetraborato sodico en 1
L de agua destilada). Ambas mezclas se incubaron en oscuridad durante 2,5 h y se
midi6 la fluorescencia responsable del nitrogeno de la muestra en forma de amonio con
un fluorémetro Wallac 1420 Victor’, de tal manera que la fluorescencia buscada
respondia a la ecuacion Fl yyesranna= Flwr-Flgg. Las medidas obtenidas se ajustaron a
una curva de calibrado con rango de concentraciones entre 0-4 pg/ml de nitrégeno en

forma de amonio.

2.5. INTERCAMBIO GASEOSO

Antes de medir el intercambio gaseoso se revitalizaron las muestras siguiendo el mismo
protocolo que se explica en el capitulo I. De la misma manera, los experimentos se
llevaron a cabo usando los mismos aparatos y en los mismos rangos de humedad
ambiental que se comenta en la seccion de material y métodos de dicho capitulo. Se
usaron tres réplicas de cada una de las especies para los dos experimentos. En primer
lugar se midieron curvas de deshidratacion a 400 pmol m? s de radiacion y 10 °C de
temperatura. En segundo lugar se midieron curvas de luz para las tres especies a 0, 50,
100, 200, 400, 800 y 1200 pmol m? s’ y 0, 5, 10, 15, 20 y 25 °C de temperatura. Los
calculos de la superficie de los talos y los ajustes de las curvas se hicieron de la misma
manera que el capitulo I, ajustandolas a la funcion de Smith usando el programa

sigmaplot 10.0.

2.6. RELACION SUPERFICIE / PESO

Para obtener la relacion superficie / peso de las muestras estudiadas se incineraron
cuatro réplicas de superficie conocida de cada especie en una mufla a 850 °C durante

dos horas. La diferencia de peso entre antes y después de la incineracion fue asociada a

la pérdida de la materia organica durante el proceso.
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2.7. ANALISIS ESTADISTICO

Para buscar diferencias estadisticas significativas entre contenidos en nitrogeno y
fosforo, asi como de los ratios N:P a lo largo del estudio se uso el test de Wilcoxon (p<
0,05), adecuado para grupos muestrales de pequefo tamafio. Para las regresiones

lineales y los ajustes de la curvas se uso6 el programa sigmaplot 10.0.

3. RESULTADOS

3.1. REDUCCION DE ACETILENO

P. perrugosa fue la especie que mostréo menor tasa de reduccion de acetileno (analogo a
a la fijacion de nitrégeno) con 0,67 nmol C,H, cm? h™'. P. stenophylla alcanzé més del
doble de la tasa anterior con 1,58 nmol C,H, cm® h'! y P. pycnotheca fue, con
diferencia, la especie que mas tasa de reduccion de acetileno obtuvo con 5,18 nmol

C,H,cm® h™! (tabla 1).

Los valores medios de reduccion de acetileno para el set de control fueron claramente
superiores que aquellas obtenidas en las muestras en las que también se midio
intercambio gaseoso. En P. perrugosa (n=4) se obtuvieron 4,08 nmol C;H, cm” h™', 6,09
veces mas que el set de intercambio gaseoso, P. stenophylla (n=4) alcanz6 9,03 nmol
C,H, cm® h', 5,7 veces més y la tnica muestra del set control que se pudo medir en P.
pycnotheca lleg6 a los 14,55 nmol C,H; cm® h', 8 veces mas que el otro set de

muestras.
Los resultados parecen mostrar que todo el manejo previo de los talos tuvo un efecto

negativo significativo sobre las tasas de reduccion de acetileno en las muestras

estudiadas\
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Parametro Unidades P. perrugosa P.stenophylla P. pycnotheca
Amax (20°C)  pmol CO, m™ s™ 1,33+1,10 1,67+1,25 3,94+0,84
RO (20°C) pumol CO, m™s™ 1,44+0,90 2,32+1,26 1,20+0,56
t100 minutos 41,44+10,97  35,66+15,01  295,33+7,23
ta minutos 163,00+£100,16 130,00+19,29 641,66+103,75
Ganancia Cyesn % 6.7 8,7 100
Area especifica cm?’ g'l 123 55 48
P/ A mg cm’™ 8,13+3,32 18,09+4,10  20,78+7,43
RA nmol C;H, em™ h! 0,67+0,79 1,58+1,30 5,18+3,03
RA (control)  nmol C;H, em™®h™ 4,08+2,82 9,03+3,53 14,55
N mg g’

talo 14,91+1,14 17,26+3,22  25,97+3,16

cefalodio 22,69+328  25,48+3,05 27,88+1,73
P mg g'1

talo 1,34+0,47 1,75+0,60 2,99+0,96

cefalodio 2,50£1,02 2,48+0,57 3,72+0,90
N:P ratio

talo 11,12 9,86 8,68

cefalodio 9,07 10,27 7,51

Tabla 1 Principales parametros fisiologicos, morfologicos y contenido en nutrientes

para las tres especies de Placopsis. Amax representa la maxima tasa fotosintética neta a

20°C, RO es tasa respiracion en oscuridad a 20°C, tio es el tiempo necesario para que un talo

totalmente hidratado llegue a su Optimo contenido hidrico, ts es el tiempo para que un talo

totalmente hidratado se deshidrate por completo. Ganancia Cdesh es la ganancia total de C

durante la deshidratacion en % respecto al valor de P. pycnotheca. P/A es el peso por unidad de

area. RA es el valor de reduccion de acetileno. Los valores medios van seguidos de las

desviaciones estandar.
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3.2. CONCENTRACIONDEN Y P

El andlisis estadistico mostrd6 que no habia diferencias significativas respecto al
contenido en nutrientes en los dos sets de trabajo, por lo que ambos fueron agrupados en
uno (n= 7). El contenido en nitrégeno del talo de de las tres especies mostré un
comportamiento similar al observado para la reduccion de acetileno. P. perrugosa fue el
que menos concentracion de nitrogeno mostré (14,91 mg g™, P. stenophylla mostré un
15% mas de tasa (17,26 mg g'l) y P. pycnotheca fue el que mas cantidad de nitrogeno
presentd con 25,97 mg g, un 74% mas que P. perrugosa (tabla 1). Los cefalodios
mostraron en todos los casos tasas superiores que los talos en todas las especies, pero
mientras la diferencia entre talo y cefalodio fue aproximadamente del 50% en P.
perrugosa y P. stenophylla, en P. pycnotheca fue solo del 7% (ver tabla 1). Un nuevo
analisis estadisitico (test de Wilcoxon) mostré que, mientras si que habia diferencias
estadisticas significativas entre talo y cefalodio para P. perrugosa y P. stenophylla

(p=0,002), no las hubo en el caso de P. pycnotheca.

El contenido de fosforo en los talos mostré una tendencia similar al contenido en
nitrégeno y fue mas bajo en P. perrugosa (1,34 mg g), 30% mayor en P. stenophylla
(1,75 mg g"') y mas del doble en P. pycnotheca con 2,99 mg g (tabla 1). Los valores
en el cefalodio volvieron a ser superiores en las tres especies, con tasas muy similares
entre si para P. perrugosa y P. stenophylla (2,50 y 2,48 mg g') y mucho mayores, de
nuevo, en P. pycnotheca (3,72 mg g"). Los ratios N:P fueron, para talo y cefalodio en
P. perrugosa y P. stenophylla ,11,12 y 9,07 respectivamente para el primero y 9,86 y
10,27 para el segundo. En el caso de P. pycnotheca, se obtuvo un ratio de 8,68 para el
talo y 7,51 para el cefalodio. Un andlisis siguiendo el test de Wilcoxon mostrd ausencia
de diferencias estadisiticas significativas en los ratios N:P entre talo y cefalodio en las
tres especies. Entre especies solo aparecieron diferencias estadisiticas significativas para
los cefalodios entre P. pycnotheca y P. stenophylla. No se encontré ningtn tipo de
correlacion entre los valores del ratio N:P y los valores de reduccion de acetileno al

representar las tres especies de las muestras control.
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La figura 4 muestra las relaciones entre las tasas de reduccion de acetileno y la
concentracion de nitrogeno en las tres especies del grupo de muestras control, tanto en
el talo como en el cefalodio. La correlacion fue estadisiticamente significativa en el caso

del talo, pero no en el cefalodio.

30 A

0 2 4 6 8 10 12 14 16
RA (nmol C,H, cm? h™)

Figura 4. Relacion entre reduccion de acetileno (RA) y concentracion de nitrégeno para
las tres especies de Placopsis en el set control (P. perrugosa triangulo hacia arriba; P.
stenophylla triangulo invertido; P. pycnotheca circulo). La representacion incluye talo
(simbolos oscuros y linea continua, r’= 0,75 p= 0,0029) y cefalodio (simbolos abiertos,

linea discontinua, r*= 0,48 p= 0,058)

La figura 5 muestra las relaciones entre los valores de reduccion de acetileno y las
concentraciones de fosforo de las muestras control, de nuevo considerando el talo y el
cefalodio en las tres especies. Se puede apreciar en la grafica que, de nuevo, la relacion

es positiva y significativa inicamente en el caso del talo.
Las concentraciones de nitrégeno y fosforo mostraron una relacion positiva y

claramente significativa entre ellas al analizar los contenidos del talo, mientras que en el

caso del cefalodio no se vio ninguna tendencia definida (Figura 6).

134



0 2 4 6 8 10
RA (nmol C,H,cm? h™)

14 16

Figura 5. Relacion entre reduccion de acetileno (RA) y concentracion de fosforo para

las tres especies de Placopsis en el set control (P. perrugosa triangulo hacia arriba; P.

stenophylla triangulo invertido; P. pycnotheca circulo). La representacion incluye talo

(simbolos oscuros y linea continua, r’= 0,55 p= 0,02) y cefalodio (simbolos abiertos,

linea discontinua, = 0,14 p=0,32)
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Figura 6. Relacion entre el contenido en N y P en las tres especis de Placopsis (P.

perrugosa triangulo hacia arriba; P. stenophylla triangulo invertido; P. pycnotheca

circulo) en ambos sets en (a) talo (n=7) y (b) cefalodio (n=7)
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3.3. INTERCAMBIO GASEOSO

La figura 7 muestra las curvas de deshidratacion de las tres especies. A elevados
contenidos hidricos la fotosintesis neta mostré una clara depresion variable en funcién
de cada especie, probablemente debida a las resistencias a la difusion de CO,. Segun los
talos fueron perdiendo agua la fotosintesis neta aumentd hasta un maximo para
posteriormente disminuir segin el aparato fotosintético se fue desactivando por
deshidratacion. Observamos diferencias claras en el tiempo de deshidratacion entre las
especies. P. perrugosa y P. stenophylla se comportaron de una manera similar, ya que
tardaron en desecarse completamente 163 y 143 minutos respectivamente y obtuvieron
su maxima tasa de fotosintesis neta a los 41 y 36 minutos (Figura 7A y B, Tabla 1). Por
otro lado, P. pycnotheca tardo alrededor de 640 minutos en desecarse por completo, en
torno a cuatro veces mas que las otras dos especies, y no alcanzé su maxima tasa de
fotosintesis neta hasta los 295 minutos, unas siete veces mas (Figura 7C, Tabla 1). En el
campo, esta especie probablemente tardaria mas aun en deshidratarse por el hecho de
estar unida al sustrato arenoso y su reserva de agua. Aunque la fotosintesis neta aparece
deprimida a altos contenidos hidricos nunca llega a ser cero, por lo que las tres especies

ganarian carbono durante todo el proceso de deshidratacion.

La tasa maxima de fotosintesis neta varié entre las especies, siendo 1,33 pumol CO, m™
s para P. perrugosa, 1,67 pmol CO, m™ s para P. stenophylla y 3,94 pmol CO, m™ s~
! para P. pycnotheca. Los valores de P. stenophylla coinciden muy bien con los
obtenidos para P. contortuplicata en Isla Livingston, Antartida maritima, a 5 °C y 200
umol m~ s™ de luz (Schroeter 1994). Si consideramos tasas de otros liquenes crustaceos
sin cefalodio adaptados a regiones frias, Lange y Kappen (1972) y Kappen et al. (1990)
obtuvieron valores que oscilaron entre 0,4 y 1,3 pmol CO, m™ s™' para distintas especies

de liquenes en la Antartida continental y en la Antartida maritima.

En términos de ganancia de carbono, P. pycnotheca parece ser claramente superior a las
otras dos especies. Aparte de tener una fotosintesis neta entre dos y tres veces mayor
que las otras especies en términos absolutos, la tasa de dicha fotosintesis neta fue
claramente superior a la tasa de respiracion en oscuridad (tres veces mayor). Si tenemos
en cuenta la duracion del periodo de actividad, P. perrugosa y P. stenophylla

presentaron ganancias de carbono inferiores al 9% respecto a P. pycnotheca. La
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diferencia sustancial en la duracion del periodo de actividad implica que, con toda
probabilidad, P. pycnotheca estda mas expuesto a radiaciones altas que las otras dos
especies mientras esta activo. La respuesta de la fotosintesis frente a la luz mostré que
esta especie tolera mejor las radiaciones altas (Figura 8C). Se puede observar que las
especies con mayor tasa de fotosintesis neta fueron aquellas con mayores tasas de
fijacion de nitrégeno y mayores contenidos en nitrogeno y fosforo tanto en talo como en

cefalodio.

La figura 8 muestra las respuestas a la luz a distintas temperaturas en las tres especies.
A bajas temperaturas (especialmente 0 °C) la saturacion de las curvas ocurrido a
radiaciones bajas, en torno 200 pmol m™ s”. A mayores temperaturas se observé una
tendencia segun la cual aument6 la fotosintesis neta con la radiacion entre 200 y 1200
umol m? s, especialmente claro en el caso de P. pycnotheca (Figura 8C). La
respiracion en oscuridad (20 °C) fue mayor para para P. stenophylla con 2,32 pmol CO,
m? s, siendo menor para P. perrugosa y P. pycnotheca con 1,44 y 1,20 pmol CO, m™
s respectivamente (Tabla 1). La méaxima tasa de fotosintesis neta para todas las

especies fue a 1200 pmol m™ s’ a 20 °C, que fueron los niveles mas altos de

temperatura y luz que se utilizaron durante el estudio.

También se han estudiado las relaciones entre fotosintesis, reduccion de acetileno y
concentraciones de nitrégeno y fosforo. Se encontrd una relacion positiva entra los
valores medios de maxima fotosintesis neta y en los de reducciéon de acetileno
considerando las tres especies (Figura 9). La figura 10 muestra las relaciones positivas y
significativas encontradas entre maxima fotosintesis neta y concentracion de fosforo,
tanto en el caso del talo como en el cefalodio. No se obtuvo el mismo resultado al
relacionar nitrogeno y fotosintesis, donde solo se obtuvo una correlacion leve en el caso

del talo al limite de la significancia (r’= 0,44, p= 0,05).
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Figura 7. Relacion entre tiempo y % de actividad fotosintética respecto al maximo a
400 pmol m™ s™ y tras hidratacion completa en (a) P. perrugosa (b) P. stenophylla y (c)

P. pycnotheca. Cada simbolo representa cada una de las tres réplicas en cada especie.
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Figura 8. Relacion entre radiacion fotosintéticamente activa (PPFD) y fotosintesis neta
(valores positivos) y respiracion en oscuridad (valores negativos) a distintas
temperaturas (0 °C circulo relleno; 5 °C circulo abierto, 10 °C tridngulo invertido
relleno, 15 °C tridngulo recto abierto, 20 °C cuadrado relleno) en (a) P. perrugosa (b) P.
stenophylla y (c) P. pycnotheca. Todos los valores de r* oscilaron entre 0,94 y 0,98 y
todos los valores de p< 0,0001. Medidas realizadas a 6ptimo contenido hidrico, n=3 por

especie y temperatura.
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Figura 9. Relacion entre maxima tasa de fotosintesis neta (Amax) y reduccion de
acetileno en las tres especies de Placopsis. Los puntos representados son medias de tres

medidas con el valor del error estandar.

Amax (umol CO9 m-2 5'1)

0 1 2 ‘? 4 5

P(mg g™')
Figura 10. Relacion entre contenido en P y maxima tasa de fotosintesis neta para las
tres especies de Placopsis (P. perrugosa triangulo recto, P. stenophylla triangulo
invertido y P. pycnotheca circulo). Aparecen representados el talo (simbolos rellenos y

linea continua, = 0,53 p= 0,02) y el cefalodio (simbolos abiertos y linea discontinua,

"= 0,63 y p=0,01)
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3.4. RELACION SUPERFICIE / PESO

P. perrugosa mostré un area especifica de 123 cm® g que fue significativamente mayor
que las mostradas por las otras dos especies, con 55 y 48 cm” g para P. stenophylla y
P. pycnotheca respectivamente, que mostraron valores similares entre si (Tabla 1). El
tener el dato del area especifica nos permitio calcular fotosintesis neta, fotosintesis bruta
y respiracion de las tres especies por unidad de peso seco (Tabla 2). Como se puede
observar, P. perrugosa tuvo valores de fotosintesis neta por unidad de peso seco
similares a los de P. pycnotheca, asi como los valores mas altos entre los tres de
fotosintesis bruta y de respiracion. Por ultimo, la tabla 2 representa también los ratios
entre respiracion en oscuridad y fotosintesis neta y el porcentaje de respiracion en
oscuridad respecto a la fotosintesis bruta para las tres especies. P. pycnotheca presento
los valores més bajos para ambos parametros, ya que la baja tasa de respiracion se

combiné con la mayor tasa de fotosintesis neta por unidad de peso seco.

P. perrugosa P.stenophylla P. pycnotheca

FN (umol g™'s™) 163,6 91,9 189,1
RO (umol g''s™) 177,1 127,6 57,6
FB (umol g"'s™) 340,7 219,5 246,7
RO/FN (ratio) 1,08 1,39 0,30
RO/FB (%) 52 58 23

Tabla 2. Comparacion de las relaciones entre RO (respiracion en oscuridad) FN
(fotosintesis neta) y FB (fotosintesis bruta) en base a peso seco para las tres especies de

Placopsis en el 6ptimo de temperatura.
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4. DISCUSION

Los hallazgos mas significativos de este capitulo se pueden resumir en dos. En primer
lugar, las fuertes correlaciones positivas encontradas entre fotosintesis neta y reduccion
de acetileno, entre contenido en nitrégeno en el talo y reduccion de acetileno y entre los
contenidos en nitrogeno y foésforo. También se obtuvieron relaciones positivas
significativas no tan fuertes entre la reduccion de acetileno y el fosforo en el talo y entre
la maxima tasa fotosintética y fosforo en talo y cefalodio. Estas correlaciones sugieren
un vinculo fisiologico entre los componentes de la simbiosis tripartita. En segundo
lugar, los datos de intercambio gaseoso medidos sugieren una correlacién adecuada
entre los datos de fotosintesis y respiracion obtenidos en el laboratorio y la ecologia
(roca para P. perrugosa y P. stenophylla y arena para P. pycnotheca) de las especies en

el campo.

Las tres especies estudiadas parecen tener tasas de crecimiento relativamente rapidas si
las comparamos con la mayoria de liquenes crustaceos conocidos. Mas concretamente,
la tasa de crecimiento de P. perrugosa ha sido medida recientemente como una de las
mas altas conocidas, con hasta 20mm de crecimiento radial anual en la misma localidad
que en la que se ha llevado a cabo este estudio (Sancho et al. 2011). Aunque no tenemos
las tasas de crecimiento de las otras dos especies del estudio, las caracteristicas del
ambiente donde viven, la alta actividad fisiologica mostrada en este trabajo y
observaciones llevadas a cabo durante el trabajo de campo, nos sugieren que las tasas de
crecimiento deben ser mayores que las de otros liquenes primocolonizadores de estas
morrenas, como puede ser Rhizocarpon geographicum. Tasas de crecimiento altas
parecen ser convenientes (aunque no imprescindibles) para que las especies
primocolonizadoras realicen su trabajo con eficacia. Para estos niveles de crecimiento,
las especies implicadas deben mostrar una productividad fotosintética adecuada y un
uso eficaz de los nutrientes disponibles. La clave para el éxito de estos liquenes en un
ambiente que es muy pobre en disponibilidad de nitrogeno es, con toda seguridad, su
capacidad de fijar nitrégeno a través de las cianobacterias agrupadas en los cefalodios.
Las tasas de reduccion de acetileno de las tres especies estan fuertemente relacionadas
con las tasas de fotosintesis neta. Este hecho no deberia ser sorprendente si se tiene en
cuenta que las cianobacterias fijadoras de nitrégeno dependen en buena manera de las

algas verdes para su balance de carbono, lo cual se puede deducir del aumento
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significativo del porcentaje de heterocistes presente en liquenes con cefalodios (Rai
2000). La dependencia de la energia procedente de la fotosintesis de las algas verdes
para que las cianobacterias en los cefalodios cumplan sus requisitos energéticos es
especialmente pronunciada en liquenes con cefalodios internos o bajo una primera capa
superficial no expuestos a la luz (Rai 2000), como es el caso concreto de P. pycnotheca
(De los Rios et al. 2011). El comportamiento fisioldgico de esta especie destaca
especialmente, ya que presenta valores maximos de fotosintesis por unidad de superficie
entre 2,5 y 3 veces superior a las otras dos especies y tasas de fijacion de nitrégeno

hasta casi 8 veces superiores.

Los anélisis de las concentraciones de nitrogeno y fosforo en las tres especies sugieren
que la correlacion observada en fotosintesis y fijacion de nitrogeno puede extenderse a
las concentraciones de estos dos nutrientes. P. pycnotheca mostré las mayores
concentraciones para ambos, tanto en el talo como en el cefalodio, seguido de P.
stenophylla y por tltimo P. perrugosa. Las ultimas dos especies mostraron niveles de
nitrogeno significativamente superiores en el cefalodio que en los talos, mientras que P.
pycnotheca no mostr6 diferencias estadisticas significativas en el nitrogeno entre ambas
localizaciones. Una posible explicacion a esta diferencia es la presencia de abundantes
cefalodios en el interior del talo en el caso de P. pycnotheca (De los Rios et al. 2011).
Parte de estos cefalodios internos podian haber sido considerados como parte del talo,
solapando asi los contenidos en nitrogeno entre ambos. Otra posibilidad es que la
abundancia de cefalodios en esta especie implique una mayor tasa de fijacion de
nitréogeno, lo que conduciria a un mayor transporte de este nutriente desde los cefalodios
al talo, equiparandose asi los niveles. Contenidos mas altos de nitrogeno en liquenes con
cianobacteria (tanto como fotobionte primario o agrupadas en cefalodios) comparados
con aquellos con s6lo alga verde como fotobionte son bien conocidos en la literatura
(Hitch y Stewart 1973; Green et al. 1980; Greenfield 1992; Palmqvist et al. 2002) y
nuestros resultados refuerzan esta relacion, ya que se ha confirmado que las especies
con mayores tasas de reduccion de acetileno presentan mayor cantidad de nitrégeno en
el talo. Algunos autores han propuesto vinculos entre el nitrogeno y cantidad de
clorofila en liquenes con cefalodio (Green et al. 1997; Sundberg et al. 2001) lo que
sugiere una posible relacion positiva entre este nutriente y la capacidad fotosintética del
talo en liquenes tripartitos. Nuestros resultados han mostrado una relacion positiva débil

entre el nitrogeno de los talos de las tres especies y su maxima capacidad fotosintética.
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Algunos autores han propuesto que las concentraciones adecuadas de fosforo son
fundamentales para organismos fijadores de nitrogeno (Crittenden et al. 1994; Matzek y
Vitousek 2003) y también han sido consideradas importantes para mantener altas tasas
de crecimiento (McCune y Caldwell 2009). Los contenidos en fésforo para los tres
liquenes se correlacionan positivamente con las tasas de fotosintesis neta y de reduccion
de acetileno. Las interacciones entre nitrégeno y fosforo pueden ser complejas. Altas
concentraciones de fosforo podrian estimular la fotosintesis y, a su vez, a la fijacion de
nitrogeno. Los resultados encontrados en la relacion concentracion de fosforo y las
maximas tasas de fotosintesis muestran mejores correlaciones que en el caso del
nitrégeno. A pesar de no ser muy altas, muestran significancia estadistica tanto en el
talo como en el cefalodio, por lo que los datos sugieren un mayor impacto del fésforo
que del nitrogeno sobre la fotosintesis. Houlton et al. (2008) propusieron que la
disponibilidad de fosforo podia estar condicionada por la fijacién de nitrogeno, ya que
esta estimula la actividad de las enzimas fosfatasas dependientes de nitrogeno. La
relacion entre la concentracion de fosforo en el talo y la reduccion de acetileno fue algo
menor que la obtenida con el nitrogeno, pero aun asi se mantuvo positiva y
estadisiticamente significativa, sugiriendo un posible vinculo entre ambos que refuerza
los trabajos mencionados y otros recientemente publicados (Benner et al. 2007; Benner
y Vitousek 2007). La figura 6 muestra una correlaciéon positiva entre las
concentraciones de nitrogeno y fosforo en los talos de las tres especies estudiadas, y esta
buena correlacion entre ambos se puede encontrar también en la literatura (Crittenden et
al. 1994; Hyvarinen y Crittenden 1998). La correlaciéon mencionada en el talo no se
repitié en el cefalodio (Figura 6). Sin embargo, la proximidad en los valores de los
ratios N:P en los tres liquenes (no hubo diferencias estadisticas significativas entre ellos,
test de wilcoxon, excepto en el cefalodio entre P. pycnotheca y P. stenophylla) sugiere
una fuerte regulacion en las tres especies estudiadas. Dicha constancia sugiere un
control de procesos metabdlicos por parte del fosforo (McCune y Caldwell 2009) lo
cual se explica a partir del menor ratio N:P obtenido en P. pycnotheca, asi como por las
mejores correlaciones obtenidas entre la concentracion de fosforo y las tasas de
fotosintesis neta maxima. Esta especie, a parte de tener la mayor tasa de fijacion de
nitrogeno de las tres, puede presentar también el mejor suministro de foésforo a través
del deshielo glaciar que vierte sobre la zona arenosa donde crece. Los N:P ratios
obtenidos en las especies estudiadas (entre 7,51 y 11,12 considerando talo y cefalodio)

caen dentro del amplio rango entre 4 y 20 que muestra la literatura para distintos tipos
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de liquenes en condiciones naturales (Prussia y Killingbeck 1991; Hyvirinen y
Crittenden 1998; Makkonen et al. 2007; Hogan et al. 2010). Los valores mencionados
de ratio N:P no difieren mucho de los ratios medios para plantas vasculares en su habitat

natural, propuesto entre 12-13 por distintos autores (Glisewell 2004).

Los estudios de intercambio gaseoso llevados a cabo nos han proporcionado
informacion que contribuye a entender mejor la ecologia de las tres especies en el
campo. Las especies que viven sobre roca, P. perrugosa y P. stenophylla, se comportan
como liquenes tipicos. La figura 7 muestra como los liquenes se secan con rapidez,
evitando de esta manera problemas derivados de la exposicion en estado activo a altas
cantidades de luz. Esto encaja bien con la estrategia comin de los organismos
pohiquilohidros para evitar estrés por alta exposicion a luz (y las consecuentes altas
temperaturas derivadas de esto) a través de la desecacion (Kappen y Valladares 2007),
la cual inactiva su metabolismo. Un resultado de esta estrategia es que los liquenes
operan principalmente a niveles subdptimos de luz y de temperatura (Schroeter et al.
2010). Las dos especies se diferencian en la distinta alocacion del carbono procedente
de la fotosintesis. P. perrugosa crece muy rapido, y tiene un area especifica mucho
mayor que P. stenophylla (es decir, cada unidad de superficie pesa mucho menos en la
primera), una menor respiracion en oscuridad por unidad de superficie, y una mayor
tasa de respiracion en oscuridad por peso seco, todo consistente con un elevado
porcentaje de tejido fungico metabodlicamente activo en el talo. P. perrugosa es un
liquen de crecimiento rapido, lo que facilita su funciéon como pionero en ambientes
pobres en nutrientes, y presenta un talo de poco peso comparado con P. stenophylla, que
probablemente presenta mayor cantidad de tejido fingico inactivo debido a una menor
respiracion en funcion del peso seco y también una menor area especifica. Todo lo
mencionado apunta a un tiempo de vida mas corto en P. perrugosa que en P.
stenophylla. Esta presuncion se puede corroborar con observaciones realizadas en el
campo durante la recoleccion, en las cuales se constaté en multiples ocasiones como
talos grandes de P. perrugosa descompuestos por la parte central compartian rocas con

talos de P. stenophylla mas pequefios y enteros.

P. pycnotheca parece desarrollar una estrategia completamente distinta, principalmente
debido a su habitat, que es arena himeda o lodo expuesto a la corriente del deshielo

glaciar, con inundaciones frecuentes y alta disponibilidad de agua. La especie presenta
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varias adaptaciones para ser capaz de crecer y colonizar exitosamente dicho habitat. Por
un lado presenta la mayor cantidad de fotosintesis neta tanto por unidad de superficie
como por unidad de peso seco. También parece que actiia como un activo consolidador
del suelo usando su red de hifas y polisacaridos que actian como aglutinadores (De los
Rios et al. 2011). Esto, aparte de estabilizar al liquen y proporcionarle resistencia a las
inundaciones, le confiere una alta capacidad de retencion de agua, lo que le permite
mantener los prolongados periodos de actividad presentados en la figura 7C. El bajo
valor de respiracion en oscuridad obtenido por unidad de 4rea (la mitad
aproximadamente del de P. stenophylla) supone también una mejora en su ganancia
total de carbono, especialmente si se tiene en cuenta que P. pycnotheca debe pasar
muchas horas activo en oscuridad. Esta baja tasa respiratoria respecto a las otras dos
especies minimiza las pérdidas de carbono en ausencia de luz. La baja tasa de
respiracion en oscuridad en funcién del peso seco del talo apoya la idea de altas
cantidades de tejido no activo en el talo. La combinacion de altas tasas de fotosintesis
neta y bajas tasas de respiracion en oscuridad parece ser una estrategia Optima para
ahorrar carbono, proporcionando la oportunidad de un crecimiento rapido en un sustrato
claramente inestable. Por ultimo, la figura 8C muestra una elevada tolerancia a las altas
radiaciones, lo que se manifiesta en el claro aumento en las tasas de fotosintesis neta al
trabajar con las radiaciones mas altas. Este comportamiento indica que debe haber
mecanismos implicados encargados de proteger a los fotosistemas de dicha radiacion,
utilizando asi una estrategia poco comun en liquenes de zonas templadas pero habitual

en otra regiones como la Antértida Continental (Green et al. 2007).

Los resultados obtenidos sugieren vinculos entre morfologia y fisiologia, y muestran un
papel fundamental del cefalodio para garantizar una colonizacion répida y eficaz en
habitats deficitarios en nutrientes en estas zonas de alta latitud recientemente
deglaciadas. Esta colonizacion podria ser importante para enriquecer el ecosistema de
nutrientes y favorecer de esta manera la sucesion vegetal. La correlacion obtenida entre
fotosintesis, fijacion de nitrogeno y contenido en fosforo y nitrogeno sugiere relaciones
metabolicas entre todos los componentes del talo con el fin de conseguir un desarrollo
fisiolégico global oOptimo. Las especies estudiadas han demostrado una Optima
adaptacion al habitat con claras diferencias entre las distintas ecologias de cada una de
ellas. Las masas de hielo patagonicas, y mas concretamente las pertenecientes a la

Cordillera Darwin situada al sur de Tierra de Fuego, tienen una historia bien
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documentada de acusada fluctuaciéon glaciar durante el Cuaternario (Holmund y
Fuenzalida 1995; Strelin e Iturraspe 2007). Las adaptaciones mostradas por las tres
especies podrian estar relacionadas con las caracteristicas inestables de un ambiente

expuesto a transformaciones periddicas a lo largo del tiempo.
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CAPITULO IV. ESTUDIO COMPARATIVO A LARGO PLAZO DE
LA ACTIVIDAD METABOLICA Y EL MICROCLIMA DE
LIQUENES DE LA ANTARTIDA MARITIMA Y LA ANTARTIDA

CONTINENTAL
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1. INTRODUCCION

1.1. GENERALIDADES DE LA ZONA DE ESTUDIO

A pesar de la creciente actividad humana en la Antartida de las ultimas décadas, con
bases de investigacion cientifica temporales y permanentes en diversas partes de su
geografia, el continente blanco mantiene el bien conseguido honor de ser el menos
conocido por el hombre, con algunas zonas atn por explorar. La historia del ser humano
en esta region del mundo se remonta a poco mas de doscientos afos, con las primeras
aproximaciones llevadas a cabo por la segunda expedicién del Capitdn James Cook
entre 1772 y 1775 (Rosove 2000). La presencia humana en el continente comienza a
finales del siglo XIX y principios del XX, a mediados del cual se comenzaron a
instaurar bases cientificas debido al impulso investigador generado por el Afo
Geofisico Internacional en 1957, que sento las bases del Tratado Antértico. La Antértida
queda definida geopoliticamente por las propuestas de dicho Tratado como todo el
océano, islas, continente y barreras de hielo adyacentes al sur de los 60° de latitud sur
(Heap 1994). Segtn el mismo Tratado esta inmensa region no pertenece a ninguin pais,
estando suspendidas en estos momentos todas las reclamaciones territoriales sobre el
mismo. La extension territorial del continente antartico es de 14.000.000 de km?, de los
cuales solamente el 0,3% esta libre de hielo en verano (Fox y Cooper 1994). Las masas
de hielo antarticas se pueden dividir en las que yacen encima del mar (barreras) y en las
continentales que cubren la Tierra propiamente dicha, que en algunas zonas del plato

polar pueden superar los 4 km de grosor (Longton 1988).

Una caracteristica importante de la Antartida que marca diferencias significativas
respecto al Artico, es su aislamiento geografico (Longton 1988). Dicho aislamiento
viene definido por su distancia al continente mas proximo (aproximadamente 900 km al
sur de Sudamérica) y por el hecho de ser una masa de tierra rodeada de océanos,
mientras que el Artico es una masa de mar helado rodeado de tierra. Este aislamiento es

importante a la hora de entender los ecosistemas terrestres antarticos.

Respecto al clima, la Antartida es el continente mas frio, mas seco, mas ventoso y con

mayor altitud media de la Tierra (Green et al. 2007). Los veranos son mucho mas frios
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que en el Artico, con temperaturas medias que solo en la parte méas septentrional de la
Peninsula Antartica superan, aunque levemente, el punto de congelacion. Las
temperaturas medias anuales varian mucho en funcion de la region, pudiendo ser entre -
3 y -4 °C en las islas al oeste de la Peninsula Antartica y entre -35 y -50 °C en algunas
regiones al sur de las Montafias Transantérticas (Dvstedal y Smith 2001). El régimen
luminico presenta las peculiaridades de las regiones polares, con la desaparicion total
del sol en invierno a partir de los 66°33'S y la ausencia de noche en verano, con
duracioén variable de cada periodo en funcidn de la latitud (Longton 1988). Respecto a la
altitud, las Montafas Transantarticas vertebran el continente, surgiendo a partir de ellas
el plato polar, que llega al polo sur y confiere una altitud media al continente de hasta
2500 m. La precipitacion va disminuyendo segiin nos desplazamos hacia el sur, con un
gradiente significativo dentro de la Peninsula de 400-500 mm al norte hasta los 50-100
mm al sur de la misma y en muchas zonas costeras continentales, cada vez mas en

forma de nieve (@vstedal y Smith 2001).

Los mismos autores destacan dos provincias geoldgicas dentro del continente, la antigua
cubierta continental de la Gran Antartida o regiéon este y la Antartida Menor o region
oeste. La primera region es mas antigua y de composicion mas sencilla, principalmente
rocas basales cristalinas mezcladas con rocas igneas de la edad precambrica. Las
Montafias Transantarticas contienen un espectro variado de rocas sedimentarias de la
época cambrica a la tridsica, y en zonas costeras de la Tierra Victoria aparecen rocas
volcanicas basalticas procedentes de los volcanes de la region. La segunda provincia
geologica es mas joven y mas compleja, con similitudes respecto al sur de Sudamérica y
Nueva Zelanda. La provincia se divide en cinco regiones con la Peninsula Antartica
como zona fundamental. Las rocas metamorficas (esquisto, gneiss) son comunes a las

cinco regiones mencionadas.

Desde el punto de vista biogeografico, Peat et al. (2007) definieron con precision dos
regiones fundamentales: En primer lugar la Antartida maritima, que se divide a su vez
en una zona de clima mas benigno (regién norte) y otra mas fria (region sur). La
primera comprende el oeste de la Peninsula Antértica al norte de los 68° S (incluyendo
islas) y el este de la misma al norte de los 65° S. La segunda es el resto de la Peninsula
hacia el sur hasta los 72° de latitud. En segundo lugar encontramos la Antartida

continental, que abarca el resto del continente antartico. Los autores aportan
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informacion sobre tipos de grupos funcionales de vegetacion y nimero de especies en
cada una de las zonas. El norte de la Antartida maritima presenta unas 350 especies de
liquenes, entre 100-115 de musgos, 27 hepaticas y 2 fanerogamas. El sur de esta region
presenta a su vez alrededor de 120 especies de liquenes, 40-50 de musgos, 2 hepdticas y
2 faner6gamas. Por tltimo, la Antartida continental tiene unas 90 especies de liquenes,
20-30 de musgos y una hepatica. Como se puede observar existe un claro gradiente de
disminucién de biodiversidad vegetal segun se avanza hacia el sur en la Peninsula y
hasta llegar a la region continental, pero dicho gradiente no se cumple en el interior del
continente (Peat et al. 2007). La biodiversidad en zonas tan importantes de la region
continental como la Tierra de Victoria o las Montafias Transantarticas depende mas de
la existencia de nichos ecoldgicos adecuados para la vida vegetal que de la latitud
(Green et al. 2011a). Estos autores definen una zona donde la biodiversidad viene
marcada por factores macroambientales al norte de los 72 °S y otra dependiente de
condiciones microambientales al sur de dicha latitud. Green et al. (2011b) y Sancho et
al. (2012) reportan un numero excepcionalmente alto de especies de liquenes
encontrados en sucesivas expediciones a las proximidades del Glaciar Beardmore,
Montafias Transantarticas, a 84 °S. Las alrededor de 40 especies citadas para la zona
suponen mayor diversidad que en muchas regiones mas al norte, lo que confirma la

ausencia de gradiente latitudinal de biodiversidad dentro del continente.

Como se puede deducir del trabajo de Peat et al. (2007), la flora de la Antartida esta
totalmente dominada por criptogamas, con solo dos especies de plantas vasculares
presentes en la Peninsula. Este hecho le confiere una caracteristica diferencial entre
todas las regiones de la Tierra. Dentro de las criptdgamas, el numero de especies de
liquenes para cada una de las regiones biogeograficas les coloca como el grupo mas
representativo dentro de los ecosistemas terrestres antarticos (dvstedal y Smith 2001).

Tras las generalidades relacionadas con los ecosistemas vegetales de todo el continente
conviene hacer una aproximacion a las dos regiones en las que se encuentran las dos

localidades que han permitido realizar este estudio.

En primer lugar, la Isla Livingston se encuentra situada en el archipiélago de las
Shetland del Sur, al noroeste de la Peninsula Antartica. entre los 61°y 63° de latitud sur.
El archipi¢lago esta formado por varias islas, destacando entre ellas por tamafio y

presencia de bases cientificas la isla Rey Jorge, isla Livingston e isla Decepcion. Todo
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el conjunto de islas aparece al norte de los 66° 33" de latitud sur, que marca el circulo
polar antartico, por lo que a pesar de su alta latitud hay cierta cantidad de luz en
invierno y momentos de cierta oscuridad durante el verano. Segun la clasificacion
biogeografica mencionada anteriormente (Peat et al. 2007), todas las Shetland del Sur
pertenecen a la parte norte de la Antartida maritima, con las condiciones climaticas mas
benignas de todo el continente. La isla Livingston es la segunda en tamaio tras Rey
Jorge, y alberga la base cientifica espafiola Juan Carlos I (en la Peninsula Hurd, Figura
1), el campamento espafiol de la Peninsula Byers y la base bulgara St. Kliment

Ohridski.

Sancho et al. (1999) hacen una detallada descripcion de diversas caracteristicas
generales de la isla que merece la pena tener en cuenta. Entre ellas, la isla presenta un
notable contraste geomorfoldgico entre la cadena montanosa del sudeste (Montaias
Friesland, 1700 m de altitud) y la region plana y libre de hielo situada al noroeste
(Peninsula Byers). Ambas regiones estdn separadas por la Bahia Sur, donde se
encuentra la base espafiola y la localidad de estudio, sometida a los vientos humedos del
norte y del oeste pero protegida del frio y de los fuertes vientos del sur. La region libre
de hielo de la Penisula Hurd, donde est4 localizado nuestro estudio, presenta una zona
costera marcada por playas, acantilados, morrenas glaciares y roquedos de pingiiinos

(Lopez-Martinez et al. 1991; Sancho et al. 1999).

La geologia difiere considerablemente de la del resto de la isla y de todas las Shetland
del Sur, ya que mientras estas son de origen volcéanico, la zona de estudio presenta rocas

de origen sedimentario (Sancho et al. 1999).

Ovstedal y Smith (2001) proporcionan una temperatura media para la region de 1 °C
durante el verano austral y entre -3 °C y -4 °C para la totalidad del afo, y una
precipitacion de entre 400-500 mm para la zona del norte de la Peninsula Antartica,

buena parte en forma de lluvia durante los meses de verano.
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Figura 1. Base antartica espafiola Juan Carlos I en Caleta Espafiola, isla Livingston,
Shetland del Sur, con el roquedo donde se encuentra la localidad de estudio en la parte

derecha de la fotografia, entre la base y la playa. Fotografia diciembre 2008.

La vegetacion en la region de las islas Shetland del Sur estd dominada por criptégamas,
con dos especies de plantas vasculares entremezcladas, Deschampsia antarctica y
Colobanthus quitensis. Los musgos son abundantes en las zonas mas hiimedas y los
liquenes en las zonas mas secas y el interior, dando lugar a extensas formaciones.
También son frecuentes las hepaticas y las algas en vida libre, algunas de ellas sobre la
nieve (Qvstedal y Smith 2001). Kappen (1993) describio la vegetacion liquénica de la
region de la Antartida maritima destacando, en primer lugar, las comunidades de
liquenes crusticeos de costa que comparten la playa y la region intermareal. Una
segunda zona iria desde la playa hasta los 300 m de altitud con vegetacion liquénica
caracteristica de tundra, con grandes extensiones de liquenes fruticulosos y folidceos
mezclados con bridfitos. En esta zona destacarian géneros como Psoroma,
Stereocaulon, Cladonia, Sphaerophorus, Umbilicaria o Usnea. Mas arriba de los 300

m, en zonas mas inestables o con grandes acimulos de nieve durante el afio, disminuiria
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la alta cobertura mencionada, y aparecerian especies de distintos biotipos como
Placopsis contortuplicata, Leptogium puberulum o Pannaria hookeri. A mayores
altitudes destacan los liquenes crustaceos y algunos fruticulosos como Pseudephebe
pubescens e Himantormia lugubris. Mencidon aparte merecen las comunidades
caracteristicas de los posaderos de aves, normalmente cerca de la costa, con altos
requerimientos de nitrogeno. Algunas de las especies mas representativas son Ramalina
terebrata y aquéllas de los géneros Xanthoria y Caloplaca, que confieren una
coloracion naranja caracteristica. El limite de distribucion hacia el sur de algunas de las
especies mencionadas como R. terebrata ¢ H. lugubris marcan los limites

biogeograficos de la Antartida maritima (Kappen 1993).

Los Valles Secos de McMurdo (Figura 2) se encuentran al sur de la Tierra Victoria, a

77° de latitud sur. Quedan delimitados por las Montafias Transantarticas, la Bahia de
McMurdo al norte y la Barrera de hielo de Ross al oeste. La region estd designada como
un area antartica de especial gestion o manejo (ASMA, Antarctic Special Managed
Area, www.scar.org), es la zona libre de hielo més grande de todo el continente
(Pointing et al. 2009) y ha sido descrita como uno de los lugares mas frios y secos de
todo el planeta (Fritsen et al. 2000). Los valles mas importantes son, de norte a sur,
Victoria, Wright y Taylor. Merece la pena destacar también algunos valles mas
pequefios como Miers, Marshall y Garwood, en los cuales se ha estado realizando
investigacion activa en el verano austral durante los ultimos afios (www.lgp.aq). Dentro
del paisaje de los Valles Secos hay que incluir, aparte de los mencionados valles de
distinto tamafio, los glaciares y las zonas altas (Fell et al. 2006), en las que se acumula
nieve por mas tiempo que en las zonas bajas, por lo que se genera una flora criptdgama
algo mas desarrollada. Marchant y Denton (1996) separaron tres zonas distintas, la
costera, la intermedia y la interior, existiendo fuertes gradientes climaticos, de
disponibilidad de humedad, fuentes de carbono y contenido en sales desde la costa al

interior y desde el fondo de los Valles a las zonas altas (Campbell et al. 1998).

La temperatura media anual en los Valles Secos es de -20 °C, la precipitacion anual es
inferior a los 50 mm (Fritsen et al. 2000) y la humedad relativa presenta grandes
oscilaciones, con valores que en ocasiones bajan hasta mas del 20% (www.
memlter.org). Seglin la misma fuente, la humedad relativa media del aire en los Gltimos

diez afios en el Valle Taylor (préximo a la localidad de estudio) ronda el 50%. Las
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temperaturas medias mensuales se encuentran siempre por debajo del punto de
congelacion, aunque la oscilacion de los valores maximos y minimos durante el afio son
muy intensas, siendo positivas en muchas ocasiones durante el verano austral. Las
condiciones climaticas mencionadas convierten la zona en un desierto polar hiperarido

conocido como el desierto de Ross (Sun et al. 2010).

Figura 2. Valles Secos de McMurdo (Valle Miers), al sur de la Tierra Victoria,

Antartida continental. Fotografia enero 2010

Las caracteristicas geomorfoldgicas de dicho desierto dependen de tres procesos, los
vientos catabaticos, procesos activos de crioroturbaciéon en el suelo y la glaciacion
dependiente de las bajas temperaturas (Marchant y Head 2010). Los vientos catabaticos
pueden alcanzar grandes velocidades y pueden traer nieve procedente del platd polar
que se acumulard momentaneamente en los valles, ya que al ser la humedad atmosférica
tan baja, la nieve acumulada se sublima con rapidez. También provoca un efecto erosivo
muy marcado en las rocas, lo que les da formas caracteristicas. Los suelos de los Valles
Secos de McMurdo estan considerados como los mas antiguos, los més frios (-20 °C de

temperatura media), los mas secos, los que menor contenido en carbono presentan y los
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de menor actividad biologica de la Tierra (Burkins et al. 2001). Los glaciares presentan
frentes muy definidos y estables (Sancho y Pintado 2011), se forman debido al frio (lo
que implica que fluyen por deformacidn interna) y generan una erosion muy leve dentro
del Valle comparado con otros tipos de glaciares, formando pequefias morrenas
(Marchant y Head 2010). Los grandes frentes glaciares, las rocas erosionadas por el

viento y, en ocasiones, los lagos helados, forman el tipico paisaje de los Valles Secos.

Desde el punto de vista geoldgico la region presenta una mezcla de areniscas de origen
devonico-tridsico, areniscas finas y un complejo de rocas igneas y metamorficas de
origen paleozoico mezcladas con doloritas jurdsicas y rocas volcanicas cenozoicas

(Marchant y Denton 1996).

Como se puede deducir de todo lo anteriormente expuesto, el panorama no resulta
alentador para la presencia de vida. Robert Falcon Scott, descubridor y primer ser
humano que caminé por los Valles Secos junto a los miembros de su expedicion de
1903, escribid lo siguiente en su diario de campo: “No hemos visto nada vivo, ni
siquiera un musgo o un liquen. Este es ciertamente el Valle de la muerte” (actual Valle
Taylor) (Scott 1905). Aunque la opinioén del famoso explorador polar britanico sin duda
refleja la realidad que puede observarse a simple vista, la vida existe y es abundante, si
bien solo a nivel microbiano o restringida a algunos rincones con microclima mas
favorable. Respecto a los suelos, Fell et al. (2006) encontraron una compleja cadena
alimentaria de micro-hongos en suelos con humedad inferior al 5%, considerados
extremadamente secos. La presencia de componentes fotoautotrofos en el suelo es
limitada, con algunas comunidades de cianobacterias colonizando rocas de cuarzo en
contacto con el suelo, aparte de otras bacterias y hongos polares (Pointing et al. 2009).
A pesar de esto, recientes estudios han demostrado una inesperada riqueza de
biodiversidad de bacterias (Barrett et al. 2006), que aparecen ampliamente distribuidas
por todos los suelos de los Valles Secos y que en muchas ocasiones son
taxondmicamente unicas (Cary et al. 2010), lo que indica un fuerte componente

adaptativo a las caracteristicas concretas del ecosistema.

Las zonas proximas a los lagos o a las corrientes de agua procedentes del deshielo
glaciar en verano pueden presentar pequenios invertebrados, principalmente nematodos,

tardigrados y rotiferos (Fell et al. 2006), asi como artrépodos de vida libre como acaros
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y colémbolos. La vida vegetal se encuentra en las antipodas de lo explicado para las
zonas libres de hielo de las Shetland del Sur, pero aun asi esta presente en uno de los
ecosistemas mas hostiles de la Tierra. Para entender lo extraordinario de la presencia de
ecosistemas vegetales en los Valles Secos merece la pena recordar algunos de los
parametros climaticos y edaficos ya mencionados, como la temperatura media mensual
de todos los meses por debajo del punto de congelacion, temperaturas en invierno de
hasta -50 °C, vientos procedentes del sur que con frecuencia sobrepasan los 100 km/h,
sequia con una humedad atmosférica baja, suelos estériles, ausencia total de luz durante
el invierno y fuerte incidencia de radiacion PAR y ultravioleta durante el verano.
Algunas poblaciones de algas se unen a las de cianobacterias en las zonas por donde
corre el agua en verano. También son caracteristicas de estas zonas de escorrentia
algunas especies de musgos como Bryum subrotundifolium Jaeg., Ver. S.Gall (=Bryum
argentum Hedw. Seppelt y Green 1998) y Hennediella heimii Hedw. (Pannewitz et al.
2003a). Los liquenes toleran algo mejor la desecacion del interior de los valles, aunque
también aparecen en las proximidades de las corrientes de agua, donde podemos
encontrar especies como Lecanora expectans Darb., Caloplaca citrina (Hoffm.) Th. Fr.,
Carbonea capsulata (Dodge & Baker) Hale y Sarcogyne sp. (Green et al. 1992). En las
zonas altas de los valles se acumula mas la nieve que en el interior y se crean
microhabitats més favorables para los liquenes, por lo que su presencia en estos lugares
es mas importante. En estas zonas podemos encontrar liquenes folidceos como
Rhizoplaca melanophthalma (DC.) Leuckert y Umbilicaria aprina Nyl., asi como
especies crustaceas como Acarospora gwynii Dodge et Rudolph y Buellia frigida Darb.,
posiblemente el liquen mas abundante de todos. Aunque U. aprina y B. frigida también
pueden aparecer dentro de los valles, su presencia es practicamente residual, sobre todo
en el caso de la primera. Un repaso general a la biota de los Valles Secos no quedaria
completo sin una mencion a una de las comunidades mas sorprendentes del planeta, las
comunidades microbianas endoliticas. Descubiertas por Friedmann (Friedmann y
Ocampo 1976; Friedmann 1982), son comunidades microbianas que viven en las capas
superficiales del interior de las rocas, donde encuentran un microhabitat adecuado que
las protege de las condiciones ambientales extremas. Su composicion es simple, por un
lado productores primarios que pueden ser cianobacterias, algas o liquenes, y asociados
a ellas aparecen hongos consumidores y bacterias descomponedoras (Sun et al. 2010).

Las condiciones de temperatura, disponibilidad de agua y limitada radiacion a la que se
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enfrentan los organismos fotosintéticos de estas comunidades suponen un auténtico reto

para la vida (De Los Rios et al. 2005a).

1.2. ANTECENTES Y OBJETIVOS

La construccidn de bases de investigacion en la Antartida a partir de los afos sesenta ha
ido permitiendo la presencia de investigadores en el continente, que han trabajado en
todos los ambitos cientificos. Desde el punto de visto de los ecosistemas terrestres, los
liquenes juegan un papel fundamental. Como se ha visto en el apartado anterior, tanto
por biomasa como por numero de especies, estos organismos son protagonistas. Kappen
(2000) sugiere que el éxito de los liquenes en la Antartida se explica fundamentalmente
desde el punto de fisioldgico, destacando la elevada resistencia a la congelacion, la
desecacion, y al estrés luminico como factores clave para entender su dominancia. Las
interacciones entre fisiologia, ecologia, morfologia, anatomia y nutrientes son
fundamentales para entender en profundidad la naturaleza de esta adaptacion. Aunque
muchos liquenes de la Antartida han demostrado adaptaciones fisiologicas muy
concretas a la temperatura y a la radiacion caracteristica de muchas zonas del continente
(Longton 1988; Kappen 1993), la principal estrategia adaptativa de estos organismos se
basa en la resistencia. Esta resistencia viene condicionada por los matices propios de la
simbiosis liquénica y por la pohiquilohidria, que les hace permanecer inactivos en
estado deshidratado en las situaciones en las que las condiciones climaticas son
especialmente duras. De esta manera, buena parte de los liquenes antarticos estan
activos en condiciones climaticas mucho mas atemperadas de lo esperado, pudiendo ser

aproximadas a las de los liquenes de otras zonas del planeta (Green et al. 2007).

Los estudios de monitorizacion a largo plazo juegan un papel fundamental a la hora de
entender las estrategias adaptativas de los liquenes a su entorno. La técnica no se
empez06 a llevar a cabo en el continente hasta principios de la década de los 90, cuando
la tecnologia adecuada para realizarlo estuvo disponible. El plan de trabajo consiste
normalmente en la instalacion de un aparato que mide través de sensores las
condiciones microclimaticas de temperatura del aire, temperatura del talo liquénico,
radiacion incidente en el mismo y humedad atmosférica. Anadiendo otro aparato
(normalmente medidores de fluorescencia) que de idea de la actividad fotosintética del

liquen (o de cualquier otro vegetal) se obtiene informacion muy valiosa relacionada con
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las condiciones en las cuales la muestra esta en estado activo, pudiendo entender mejor
de esta manera sus estrategias adaptativas al entorno. A partir de aqui se pueden

desarrollar modelos de productividad, crecimiento € impacto en el ecosistema.

Los principales inconvenientes de estos sistemas de monitorizacion son que tengan
incorporada la tecnologia necesaria para que puedan funcionar de manera automatica en
condiciones climaticas duras, su alto coste y la dificultad de su instalacion en la
Antartida. En funcién de la zona del continente donde se quiera llevar a cabo el estudio
hard falta un determinado apoyo logistico, lo que puede llegar a dificultar en alto grado

el desarrollo de los experimentos.

Aunque la técnica mas usada haya sido la de la fluorescencia de la clorofila a, por la
comodidad de su uso en el campo y por la posibilidad de dejar los equipos funcionando
de manera continua, también se han hecho medidas de campo de intercambio gaseoso.
Las medidas llevadas a cabo con esta técnica aportan informacion muy completa, pero a
dia de hoy presentan el inconveniente de necesitar un operador que va a estar en el

terreno por un periodo limitado de tiempo.

Por todo lo mencionado anteriormente, la mayoria de trabajos de campo relacionados
con fisiologia de liquenes en la Antartida se han realizado durante cortos periodos de
tiempo durante el verano, Unica época que permite la presencia de investigadores
trabajando sobre el terreno. A pesar de no ofrecer una informacion tan completa como
los estudios a largo plazo (entendidos en esta tesis doctoral como aquellas que dejan
equipos funcionando de manera automatica sin la presencia de investigadores), estos
estudios han aportado cantidad de informacidon que han permitido ayudar a entender el
funcionamiento de las criptogamas en estos ecosistemas remotos. Schroeter et al.
(1991), sentaron las bases de los estudios de monitorizacioén de actividad de liquenes en
la Antartida. Durante el estudio se realizaron medidas de microclima y fluorescencia
durante 10 dias en talos de Usnea antarctica en las islas Shetland del Sur combinados
con medidas de intercambio gaseoso durante los dos primeros dias. En dicho trabajo, los
autores restan relevancia ecoldgica a la fotosintesis a temperaturas bajo cero en esta
region y arrojan los primeros datos sobre mayores tasas de actividad fuera del verano,
época en la cual la disponibilidad de agua disminuye respecto a la primavera y el otoio.

Siguiendo con medidas puntuales de campo, Sancho et al. (2003), realizaron medidas de
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intercambio gaseoso en la Antartida continental en dos poblaciones ecoldégicamente
distintas del liquen foliaceo Umbilicaria aprina, una de las especies utilizadas para este
estudio comparativo. Las dos poblaciones de distintas ecologias (una mas expuesta en lo
alto de las rocas y otras mas protegidas y bafiadas durante el verano por una corriente de
agua) mostraron valores similares de contenido hidrico y de fotosintesis neta, pero
presentaron diferencias anatomicas y de contenido en clorofilas. Los autores discuten
también sobre el gigantismo, un fenomeno observado tanto en la Antartida maritima
como en la continental, que consiste en tamafios de talos liquénicos mas grandes de lo
normal y plantean posibles explicaciones al fendmeno. La especie mencionada es sin
duda una de las mas estudiadas en toda la Antartida. Otros trabajos relacionados con la
misma han remarcado la ausencia de sintomas de fotoinhibicion a pesar de las extremas
condiciones de luz y temperatura (Kappen et al. 1998), la fuerte depresion de su
fotosintesis a altos contenidos hidricos, asi como su dependencia de la nieve como
fuente de hidratacion (Schroeter y Scheidegger 1995) y la rapida reactivacion de su
metabolismo tras la inactividad invernal, lo que indica una fuerte resistencia constitutiva
a la desecacion (Schlensog et al. 2004). Schroeter et al (1994) detectaron que la especie
presentaba pequenas cantidades de fotosintesis neta a -17 °C, mientras que el proceso
respiratorio se detenia a los -10 °C como estrategia para ahorrar carbono en periodos
frios. Esta capacidad hizo pensar a los autores que habia momentos de actividad
metabolica fuera del verano austral y que el periodo de actividad de la especie podia
extenderse —de manera discontinua- de octubre a marzo (meses con luz) en la zona

costera continental de Granite Harbour.

Dentro de los trabajos de campo realizados a corto plazo merece destacar también el de
Kappen et al. (1990) que midieron tasas de intercambio gaseoso en liquenes crustaceos
en las Shetland del Sur, aportando mucha informacion fisiologica del género Caloplaca
sp., también utilizado en nuestro estudio comparativo y que mostro las mayores tasas de
fijacion de carbono entre las tres especies estudiadas; Sancho et al. (1997b) midieron
actividad fotosintética en el campo de macroliquenes cosmopolitas en la Antartida
maritima, entre ellos talos de Umbilicaria nylanderiana; Bartak et al. (2004) y Harrison
et al. (1989) han trabajado con la tercera especie usada en nuestro estudio, Umbilicaria
antarctica, en las Shetland y en las Orcadas del sur respectivamente, mostrando una
rapida recuperacion frente a una fotoinhibicion inducida, 6ptimos valores de fotosintesis

a bajas temperaturas y una clara saturacion de la fotosintesis a altos contenidos hidricos.
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Toda la informacion recopilada con estos trabajos llevo a otros que, ain manteniendo un
seguimiento continuo por parte del operador en el terreno, prolong6d mas los periodos de
medida con el fin ampliar la informacién disponible al respecto. Bolter et al. (1989)
hicieron uno de los primeros intentos midiendo exclusivamente microclima durante dos
meses en talos de Usnea sphacelata en la parte continental de Wilks Land. A partir de
los datos establecieron un modelo que gener6 un periodo de actividad menor al
esperado inicialmente. Pintado et al. (2001) monitorizaron microclima de nuevo en un
gradiente altitudinal durante 43 dias en las Shetland del Sur y observaron una
interesante relacion entre temperatura, que va vinculada a la disponibilidad de agua
liquida, y biodiversidad. Considerando ya trabajos que hayan incluido medidas de
actividad metabolica aparte de microclima, cabe destacar el llevado a cabo por
Pannewitz et al. (2003b), que monitoriz6 cuatro especies de liquenes bajo una capa de
nieve durante un mes en la Antartida continental, concluyendo que dicha capa no
proporcionaba un microhabitat adecuado para los liquenes a diferencia de otras regiones
con nieve como las regiones alpinas o la Antartida maritima. En un trabajo posterior,
Pannewitz et al. (2006) monitorizaron actividad metabdlica y microclima en el liquen
Xanthoria mawsonii en dos localidades de zonas costeras de la Antartida continental
durante seis semanas aproximadamente. El trabajo muestra que la especie esta bien
adaptada a las altas radiaciones y a las bajas temperaturas de la zona y que la actividad
metabolica depende del derretimiento de la nieve al principio de la primavera, restando
relevancia a la hidratacion por humedad ambiental, que parece exclusiva a periodos en

los que los liquenes estan cubiertos de nieve.

Los primeros trabajos de monitorizaciéon a largo plazo fueron llevado a cabo por
Schroeter et al. (1995; 1997) en las Shetland del Sur, midiendo microclima durante doce
y catorce meses en los liquenes Usnea antarctica e Usnea aurantiaco-atra
respectivamente. Estos autores establecen modelos de productividad de las especies
mencionadas, algo que hasta la fecha solo se habia hecho en los Valles Secos de
McMurdo (Antartida continental) en comunidades de liquenes endoliticos tras
monitorizar el microclima durante tres afios (Friedmann et al. 1987; 1993), e infiriendo
a partir de estos datos la actividad metabdlica. Los primeros trabajos a largo plazo de
Schroeter y colaboradores han sido mejorados con lo afios al afiadir medidas de
actividad metabdlica a través de la fluorescencia de la clorofila a y la recopilacion de

datos durante varios afos. Estos resultados han sido publicados recientemente
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(Schroeter et al. 2010; 2011), aportando una comparativa durante casi dos afos de
actividad y microclima de liquenes en la Antartida maritima (Isla Livingston, Shetland
del Sur) y en la Antartida continental (Botany Bay), asi como un exhaustivo estudio del
comportamiento de Umbilicaria aprina durante 3 afios consecutivos en Botany Bay.
Ambos trabajos suponen los estudios de monitorizacion mas completos realizados, ya
que abarcan el mayor periodo que se haya medido nunca uniendo metabolismo y
microclima y comparan los dos habitats mas extremos que se hayan medido en la

Antartida hasta la fecha (Schroeter et al. 2010).

El desarrollo de un nuevo sistema autonomo de monitorizacion de metabolismo vegetal
y microclima (Moni-DA, Walz, Alemania), con claras mejoras tecnologicas respecto a
los sistemas anteriores, nos ha permitido plantear un nuevo estudio comparativo a largo
plazo en distintas localidades en la Antartida. La primera localidad escogida -Isla
Livingston en las Shetland del Sur, Antartida maritima- continla una larga
monitorizacidn iniciada hace afios por nuestro grupo de investigacion perfeccionado con
un sistema mas moderno y completo. Ademads, Isla Livingston representa una de las
zonas con mayor biodiversidad de liquenes de toda la Antartida, albergando mas de la
mitad de todas las especies presentes en el continente en poco més de 3 km? de territorio
libre de hielo (Sechting et al. 2004). La segunda localidad escogida -Valles Secos de
McMurdo, Tierra Victoria, Antartida Continental- representa uno de los ecosistemas de
la Tierra mas hostiles para la vida, pero a pesar de esto encontramos poblaciones de

liquenes adaptadas a microhabitats muy concretos.

El objetivo principal de este capitulo es, por tanto, comparar ambas localidades con el
fin de entender las estrategias adaptativas que siguen los liquenes para poder habitar
ambientes tan contrastados. El conocimiento de estos patrones nos permitira establecer
relaciones entre fotosintesis y crecimiento entre regiones que han demostrado tasas de
crecimiento en liquenes que difieren en hasta dos 6rdenes de magnitud (Sancho et al.
2007b) y que muestran un contraste aun mas extremo que el planteado por Schroeter y

colaboradores (Schroeter et al. 2010).
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1. LOCALIDADES Y DESCRIPCION DE LAS ESPECIES

Como se ha comentado en la introduccion, la primera localidad de nuestro estudio
comparativo se encuentra en la Antartida maritima, mas concretamente en isla
Livingston, perteneciente al archipi¢lago de las Shetland del Sur. La estacion de medida
se instalo en las proximidades de la base de investigacion espafiola Juan Carlos I, que se
localiza en Caleta Espafola, una de las playas que conforman la zona costera en la
pequena region libre de hielo de la isla. Las caracteristicas geoldgicas de la localidad
aparecen bien reflejadas en la descripcion que se llevo a cabo en la seccion de

generalidades de la zona de la introduccion.

La climatologia de la localidad estd muy bien estudiada a través de estaciones
microclimaticas. Como ejemplo, los datos medios maés significativos de un afio
consecutivo de medidas en el afio 2008 arrojaron una temperatura media del aire de-0,4
°C, una radiacion media incidente de 145 pmol m? s™' y una humedad relativa del aire

del 79,9%.

Respecto a la vegetacion concreta de la localidad, Sancho et al. (1999) describen la
vegetacion costera de la isla, lo que encaja perfectamente con la zona donde se instalo la
estacion. Cerca de la costa aparecen pequeias piedras y guijarros cubiertos de liquenes
crustaceos, entre los que destaca Caloplaca coralligera. En terrazas intermedias de la
playa, normalmente hiimedas, aparecen multiples especies de musgos, especialmente las
especies  Sanionia uncinata, Brachythecium austro-salebrosum y Bryum
pseudotriquetum. A una altura superior, dentro de la misma playa, aparecen las primeras
extensiones de Usnea aurantiaco-atra en suelo rocoso, mientras que sobre la arena
crecen fundamentalmente el musgo Polytrichum piliferum y el liquen Peltigera
didactyla de manera frecuente. Las poblaciones costeras ornitocoprofilas de liquenes ya
mencionadas en la introduccién aparecen también en roquedos que tocan el mar. A lo
largo de la playa se pueden observar también las dos especies de plantas vasculares

presentes en la region.
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El roquedo sobre el que se instalo la estacion estd al principio de la playa, a escasos
metros del mdodulo de laboratorio de la base, con coordenadas 62° 39" 46" S 60° 23’
20"" O (Figura 3). La orientaciéon del roquedo es norte, y las especies de liquenes mas
abundantes, aparte de multiples especies crustaceas, son Usnea aurantiaco-atra, Usnea
antarctica y Umbilicaria antarctica. Tanto la primera como la tltima fueron escogidas
para realizar la investigacion, aunque en esta tesis solo se aporta informacion sobre
Umbilicaria antarctica, ya que al ser un estudio comparativo entre dos localidades
parece mas razonable usar especies del mismo género. La estacion fue instalada en
diciembre del ano 2008, y desde entonces ha estado funcionado interrumpidamente
hasta principios del otofio de 2011. El problema que interrumpi6 la toma de datos fue

solucionado en el ultimo verano austral (2012) y actualmente se mantiene operativa.

Figura 3. Moni-DA en Caleta Espafiola, isla Livingston, enero 2009

Umbilicaria antarctica Frey & I.M. Lamb (Figura 4) segin (@vstedal y Smith 2001), es
una especie con talo irregular de hasta 30 o0 mas cm de didmetro, aunque normalmente
entre 5-15 cm. Cara superior de gris a marrén-grisacea, llegando en ocasiones a violeta-

pruinoso. La cara inferior es negra y presenta rizinomorfos simples o ramificados de
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forma dicotémica y taldsporas simples, de entre 5 y 8 um de didmetro. No se han
observado apotecios en los talos estudiados.

Quimica: Acido giroférico.

Ecologia: Ampliamente distribuida, principalmente en la Antartida maritima sobre
superficies de rocas protegidas y himedas, aunque también en rocas mas expuestas y
morrenas glaciares. Habitual en zonas de costa. Crece habitualmente junto a Usnea
antarctica, diversas especies de liquenes crusticeos y musgos.

Distribucion: Endemismo antartico. Islas Sandwich del Sur, Orcadas del Sur, Shetland

del Sur, Peninsula Antartica y en zonas de costa de la Antartida continental.

Figura 4. Talo de Umbilicaria antarctica con los sensores de monitorizacion en isla

Livingston, enero 2009

La segunda localidad del estudio se localiza en la Antartida continental, al sur de la
Tierra Victoria. Cerca de la Isla de Ross se encuentran los Valles Secos de McMurdo
(de caracteristicas muy concretas ya comentadas anteriormente), y mas concretamente
el Valle Garwood, que es donde se instald la segunda estacion de medida. El valle
avanza en direccion este-oeste desde el glaciar Joyce hasta la costa del mar de Ross en
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un recorrido de unos 15 km de longitud libres de hielo. En el interior del valle aparece
un lago glaciar congelado casi en su totalidad durante todo el afio, que alberga ciertas
poblaciones de algas y de cianobacterias del género Nostoc en los bordes. Aparte de
esto, la vida terrestre es muy escasa, con algunas especies de musgos y de liquenes en
las zonas de escorrentia procedente de la parte alta del Valle. Entre las especies de
musgos destacan Bryum argenteum y Heinediella heimii. Respecto a los liquenes, el
interior del valle presenta menos especies y abundancia que las partes altas, pero aun asi
se pueden observar especies de los géneros Caloplaca y Lecidea sp., asi como talos de
las especies Buellia frigida y la folidcea Umbilicaria aprina. El interior de las rocas
forma un hébitat adecuado para la presencia de comunidades microbianas endoliticas,
que en ocasiones conforman distintos tipos de liquenes. En relacion a la climatologia, el
valle encaja bien con la descripcion general ya aportada para toda la region, pero alin asi
se afiade una grafica (Figura 5) con un ano de medidas de temperatura del aire, del suelo

y de humedad relativa con la idea de aportar informacion atin mas concreta.
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Figura 5. Medidas climaticas durante el afio 2008 en el Valle Garwood, Sur de la Tierra
Victoria, Antartida continental, T aire en rojo, T del suelo en negro. Datos procedentes

de Antarctica New Zealand.
Como se puede observar, la humedad atmosférica presenta importantes oscilaciones,

con valores variables que pueden llegar a ser muy bajos. La temperatura del aire nunca

alcanza valores positivos, llegando a valores inferiores a los-40 °C durante el invierno.
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La estacion de medida se encuentra en la parte del Valle mas proxima al frente del
glaciar Joyce, no muy alejada del lago central, con coordenadas 78° 01" 36.4"" S 163°
53" 517" O (Figura 6). Una poblacion de la especie Umbilicaria aprina (la tnica
encontrada en el interior del Valle tras exhaustivos trabajos de recoleccion en la zona)
aparece en una roca con cierta inclinacion escasamente levantada del suelo y rodeada de
surcos, que indican una clara escorrentia desde las partes altas hasta el lago central
durante el deshielo. A la derecha, una pequefia piedra alberga un talo del género
Caloplaca sp. en posicion horizontal. Tres talos de Umbilicaria aprina y el tnico talo
de Caloplaca sp. fueron escogidos para llevar acabo la monitorizacion. La instalacion se
realiz6 el 16 de enero de 2010, y se empez6 a monitorizar el 20 de enero. El proceso se
mantuvo hasta el 2 de junio de 2010, cuando la estacion dej6 de transmitir. La {nica
poblacion de Umbilicaria y, por tanto, de un liquen folidceo, representa una gran
oportunidad para estudiar como sobreviven en ese entorno donde su presencia es
extremadamente escasa y representa probablemente el limite ecolégico en su area de
distribucion, ademas de para comparar especies del mismo género respecto a la
Antartida maritima. El talo de Caloplaca sp. ofrece la oportunidad de monitorizar un
liquen crustaceo en el mismo entorno extremo, lo que aporta informacion nueva a todas
las medidas de fisiologia de liquenes crusticeos adaptados a frio realizadas en el

laboratorio durante esta tesis doctoral.

Figura 6. Moni-DA en el Valle Garwood, Valles Secos de McMurdo, Antartida

continental, enero 2010

Umbilicaria aprina Nyl. (Figura 7), siguiendo de nuevo a @vstedal y Smith (2001),
presenta talos irregulares, normalmente entre 5 y 15 cm de didmetro. La cara superior es

palida, gris oscura o marrén oscura, pudiendo ser a su vez lisa o rugosa, en ocasiones
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presentando crestas. La cara inferior es de gris oscura a negra, con rizinas y
taloconidios. Rizinas simples o ramificadas, oscuras en la parte inferior y palidas en la
superior. Talosporas unicelulares entre 4 y 6 pm. Los apotecios nunca se han visto.
Quimica: Acido gyroforico

Ecologia: Ampliamente distribuida en rocas, normalmente en zonas de escorrentia
aunque también aparece en zonas mas secas y expuestas. Desde zonas costeras de baja
altitud a localidades de mayor altitud en el interior del continente.

Distribucion: Norte Europa, Norte de América, montafias en el Este de Africa y
Cordillera de los Andes (Crespo y Sancho 1982). En la Antartida aparece en la isla de
Ross, Sur de la Peninsula Antartica y ampliamente distribuida en el continente desde los

10 alos 1700 m.

El género Caloplaca Th. Fr. (Figura 7, derecha) presenta talos normalmente naranjas
(debido a las antraquinonas), raramente blancos o grises, crusticeos, placoides,
escuamulosos o incluso parasitos y endoliticos. Trebouxia como fotobionte. Apotecios
con o sin excipulo talino. Hipotecio incoloro. Asco del tipo de los Teloschistales,
normalmente con 8 esporas. Ascosporas polariloculares. Conidios con forma de elipse.

Género amplio y complejo, con alrededor de 30 especies descritas en todo el continente

(Dvstedal y Smith 2001).

Figura 7. Talos de Umbilicaria aprina y Caloplaca sp. monitorizados en el Valle

Garwood, Valles Secos de McMurdo, Antartida continental, enero 2010
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2.2. MONI-DA, DESCRIPCION DE LA ESTACION DE MEDIDA

La idea para el desarrollo del Moni-DA (Walz, Alemania) parte de todos los intentos
conjuntos de monitorizacion llevados a cabo hasta la fecha que han tenido como
finalidad monitorizar metabolismo y microclima en plantas de una manera eficaz y
prolongada. Aunque la tecnologia ha ido haciendo la técnica cada vez mas funcional,
los problemas técnicos han sido frecuentes. En primer lugar, los equipos antiguos
presentaban por un lado la estacion microclimatica a través de un data-logger a los que
se le afiadia a posteriori un medidor de fluorescencia, por lo que el tamafio total del
equipo era considerable, sobre todo al afadirse los ordenadores necesarios para la
descarga de datos. Esto ha representado siempre otro problema importante, ya que el
tener que ir a la localidad a descargar los datos cada cierto periodo de tiempo supone
problemas logisiticos y econdmicos, principalmente si la estacion se encuentra en
lugares remotos. Otras limitaciones en este tipo de experimentos han sido tanto la
garantia de un suministro energético adecuado durante el periodo de medida, como la
resistencia de los aparatos a las duras condiciones climatoldgicas de las zonas donde se

suelen llevar a cabo este tipo de trabajos.

El Moni-DA (Figuras 8 y 9) es un aparato manejable comparado con toda la equipacion
anterior. Consta de una unidad central con un bateria interna que ocupa practicamente
todo el volumen del equipo. El aparato esta especialmente disefiado para aguantar las
condiciones climaticas mas extremas de temperatura, humedad y radiacion. De la parte
trasera del aparato parten cuatro conexiones con placas (Figura 8). Cada placa presenta
una fibra de vidrio capaz de emitir una sefial luminica y recibir a su vez una sefial de
fluorescencia, un sensor de luz incidente, y un sensor de temperatura flexible que se
puede adherir al talo liquénico. El método por el cual el aparato obtiene sefiales de
actividad liquénica es el método del pulso de luz saturante, ya comentado
detalladamente en el capitulo I, que presenta la ventaja de poder hacer medidas de
fluorescencia bajo luz natural. De esta manera, el aparato genera informacion sobre la
energia dirigida hacia la ruta fotosintética (Yield) y sobre el transporte de electrones de
la fase luminica de la fotosintesis (ETR). El manejo del aparato es sencillo, simplemente
hay que mover un puntero magnético de la parte trasera para activarlo y programar los
intervalos de medida marcados por cada pulso de saturacion. Ambos aparatos se

programaron para emitir un pulso de saturacion cada hora.
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Figura 8. Componentes principales del Moni-DA, la unidad central aparece a la

derecha, y al lado se observa un canal de medida de fluorescencia y microclima.

Figuras 9y 10. Figura 9 (izquierda) vision frontal de la unidad central del Moni-DA en
los Valles Secos. Figura 10 Conector de satélite Iridium que permite la transmision de

datos en los Valles Secos, enero 2010

Otra gran ventaja del aparato es su autonomia y sostenibilidad. De la parte trasera salen
dos conexiones que permiten conectar el aparato a sendos paneles solares que
mantienen el suministro energético necesario para permitir que se lleven a cabo los
pulsos de saturaciéon de los cuatro sensores. Debido a la elevada demanda de energia
asociada al proceso, el equipo pasa a un estado latente sin consumo energético entre
medida y medida. Esto también permite que la bateria aguante cargada durante mas

tiempo en regiones donde el frio tiende a acelerar el proceso de descarga.

La ultima mejora tecnoldgica del Moni-DA es la capacidad de transmitir los datos via

satélite (Figura 10) o modem (Figura 8) a una pagina web (www.pam-monitoring.com)

en tiempo practicamente real (Figura 11). Esto permite hacer un seguimiento por
internet de toda la informacidn recibida, asi como poder espaciar en el tiempo las visitas

a la localidad de estudio al no ser necesario descargar los datos para trabajar con ellos.
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Esta monitorizacion via satélite en tiempo real no se habia realizado nunca
anteriormente y supone un paso adelante muy significativo en el estudio de la
adaptacion de los liquenes a condiciones extremas. Todo en conjunto convierte al
aparato en una herramienta muy eficaz a la hora de disefiar estudios de monitorizacion a

largo plazo en organismos vegetales.
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Figura 11. Seguimiento por internet de los datos transmitidos por el Moni-DA via

satélite.

Figura 12. Mapa de la Antartida y extremo sur de Suramérica. Las flechas marcan Isla
Livingston en las Shetland del Sur, Antartida maritima (roja) y Valles Secos de
McMurdo (naranja), sur de la Tierra Victoria, Antartida continental. Imagen tomada de

Google Earth.
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El aparato presenta un filtro interno para discriminar sefiales reales de actividad de
posible ruido. El filtro o linea base es de 10 unidades de fluorescencia para la sefial de
Fty de 50 para la sefnal de Fm, de tal manera que si no se llega a estos valores limite no
se genera una sefial de yield o actividad metabolica, aunque el ratio Fv/Fm sea positivo.
La experiencia en el tratamiento de datos nos ha llevado a observar que en condiciones
de inactividad (cuando el aparato indica que no hay ningtn valor de yield en cada punto
de medida) las diferencias entre Ft y Fm son, en ocasiones, mayores a lo deseado. Con
el fin de evitar un posible aumento artificial de la actividad hemos disefiado un segundo
filtro en el que restamos a los valores de Fm la diferencia entre Ft y Fm en condiciones
de inactividad. De esta manera desaparecen ciertos valores de actividad que no
procedan de un incremento nitido de las sefiales de fluorescencia basal y fluorescencia

maxima.

3. RESULTADOS

La figura 13 muestra la evolucion de la fluorescencia maxima (Fm” en luz y Fm en
oscuridad, 13A), la temperatura en las proximidades del talo (13B), la radiacién solar
incidente sobre el talo (13C) y el yield (Fv/Fm” o Fv/Fm en oscuridad, 13D) en U.
antarctica en Isla Livingston durante todo el periodo de medida (20 enero - 2 junio de
2010). La fluorescencia maxima muestra de manera clara picos que oscilan a partir de
una linea base que implica el estado de inactividad, es decir, cuando los liquenes estan
secos. Notese que a lo largo de todo el capitulo, los valores de los ejes Y de las graficas

se ajustan a los valores maximos de cada valor obtenidos en cada uno de los eventos.

La figura 13A se corresponde bien con la 13D, que realmente es la que esta indicando la
actividad metabdlica real, ya que estd mostrando la relacion entre la fluorescencia basal
(Fc y Fo en oscuridad) y la fluorescencia maxima (Fm" y Fm en situaciones de

oscuridad)

En la figura 13D merece la pena destacar un primer periodo en el cual los periodos de
actividad son cortos, con valores de yield que nunca alcanzan 0,6. A partir de la ultima

semana de febrero (en concreto a partir del 24 de ese mes) se empiezan a producir
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eventos de actividad de mayor duracion y ligeramente superiores a los del periodo
anterior, esta vez alcanzando el valor de 0,6 o permaneciendo siempre en las
proximidades. La actividad se mantiene por tanto de forma continuada y en sus valores
maximos hasta el final de la monitorizacion el dia 2 de junio. Otra caracteristica a
destacar en esta grafica es la velocidad con la que se activa y se inactiva el talo, que
pasa de 0 a valores maximos de yield, y de estos a 0 de nuevo de una manera brusca,

casl sin transiciones.

La figura 13B muestra la evolucion de la temperatura en las proximidades del talo de U.
antarctica. La temperatura muestra una oscilacion entre los 15 °C y los -10 °C
aproximadamente, pero se puede observar una tendencia que determina que la
temperatura en la region es bastante estable durante todos los dias de monitorizacion.
Unicamente se percibe un descenso marcado de la temperatura a finales de abril y
principios de mayo, con varios dias de temperaturas mas bajas de lo habitual que llegan
a los -10 °C, pero posteriormente vuelve a subir y permanece en los valores habituales.
Aunque algunos de los picos de temperatura coinciden con incrementos de actividad, no
se puede establecer una relacion directa entre ambos, aunque mas adelante veremos que

la temperatura baja es un factor limitante para la actividad metabolica.

La figura 13C muestra lo mismo que la anterior pero con la radiacion solar incidente. Se
puede observar que el maximo medido supera ligeramente los 1600 pmol m™ s™', con
distintos picos que superan los 1000 pmol m™ s™' hasta la primera semana de marzo, que
coincide con las ultimas fechas del verano austral. A partir de aqui la radiacion
incidente disminuye considerablemente, con picos aislados que dificilmente superan los
400 pmol m™ s™', pero nunca llega a desaparecer del todo. Los picos de radiacién
tienden a coincidir con picos de temperatura debido al efecto calorifico de la radiacion
solar. También se observan coincidencias entre incrementos de radiacion y picos de
actividad, aunque al igual que con la temperatura, la alta frecuencia de fenémenos con

actividad metabolica hace que esta se produzca en todo tipo de situaciones luminicas.

El aparato que hemos usado para nuestra monitorizacion carece de sensores de humedad
relativa del aire, que proporcionan informacion muy tutil a la hora de interpretar la
naturaleza de los eventos en los que se produce actividad metabodlica. Para facilitar la

interpretacion de dichos eventos hemos aprovechado los datos de un sensor de humedad
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relativa conectado a un data-logger que nuestro grupo de investigacion instald en la
localidad afios antes. Dicho sensor recoge la humedad relativa del aire en las cercanias
de un talo del liquen fruticuloso Usnea aurantiaco-atra en el mismo roquedo de nuestro

estudio.

Un repaso a dichos datos nos ha permitido saber que la humedad relativa media en las
proximidades de dicho talo durante todo el periodo de medida fue del 89,6%, un valor
considerablemente elevado. Los momentos de precipitacion (determinados como
aquellos en los que el sensor de humedad relativa aparecia saturado) junto a las
situaciones en las que la humedad del aire fue superior al 95% supusieron un 60% del

tiempo respecto al total en U. aurantiaco-atra.

Las relaciones entre eventos con humedad relativa > 90% o lluvia para este sensor y la
actividad del talo de U. antarctica fueron evidentes, estableciéndose coincidencias

claras en los inicios de ambos procesos.

La distinta morfologia de los dos talos condiciona distintas cinéticas de deshidratacion,
por lo que en muchas ocasiones se mantiene una humedad relativa alta en U.
aurantiaco-atra y el talo de U. antarctica ya aparece sin actividad metabdlica (Figura
14). Los porcentajes de humedad altos en el talo de U. aurantiaco-atra estan indicando
fendmenos con disponibilidad de agua liquida o vapor que también estaria disponible

para la foliacea vecina U. antarctica.
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Figura 13A- 13D. Evolucion de la fluorescencia maxima (13A), la temperatura (13B),
la radiacion fotosintéticamente activa incidente (13C) y la actividad metabdlica (13D)
en el talo de U. antarctica en isla Livingston, Antartida maritima, durante todo el

periodo de monitorizacion.
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Figura 14. Relacion entre la humedad relativa medida en un talo de U. aurantiaco-atra
y la actividad metabolica en le talo vecino de U. antarctica. Las medidas abarcan del 29

de enero al 2 de junio de 2010.

Como se puede observar en la figura anterior (14) durante abril y mayo se producen
varios momentos en los que se dan situaciones de saturacion o de altos niveles de
humedad y el talo permanece inactivo. Estas situaciones parecen coincidir con
descensos de temperatura por debajo de los -4 °C. Para poner de manifiesto este
fendmeno hemos ampliado el evento que comprende la Gltima semana de abril y la
primera de mayo, donde se producen las temperaturas mas bajas de todo el periodo de
medida, llegando hasta los -10 °C (Figura 15). Aunque durante el evento aparecen
diseminados distintos valores de actividad metabolica, estos se producen siempre en los
momentos en los que la temperatura asciende por encima de cero o bien a valores bajo
cero que rara vez caen mas de los -3 °C 6 -3,5 °C. En los momentos de temperaturas
mas bajas los valores de Yield bajan claramente a cero indicando un cese de la actividad

metabolica. La figura 15B muestra la relacion total entre Yield y temperatura.
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Figura 15. Superposicion de la temperatura (azal) y el Yield (rojo) en U. antarctica en
isla Livingston durante la ultima semana de abril y la primera de mayo (15A).

Distribucion del Yield respecto a la temperatura durante todo el periodo de medida en el

mismo talo en Isla Livingston (15B)

La tabla 1 muestra algunos de los parametros metabodlicos y microclimaticos mas
significativos durante todo el periodo de medida en U. antarctica. En negro aparecen
representados los valores promedios, maximos y minimos considerando todos los
puntos medidos, mientras que en azul se muestran los valores en condiciones de

actividad.

Respecto a los valores promedio se puede apreciar como la fluorescencia basal (Fy), la
fluorescencia maxima (Fm”) y la temperatura son superiores en situaciones de actividad
que en inactividad. El valor promedio de radiacion es aproximadamente la mitad en
actividad que en inactividad. El promedio respecto al total en la radiaciéon incidente
considera todos los puntos de medida de la monitorizacion, incluyendo aquellos en los
que no hay luz. Esto explica los valores tan bajos. A pesar de esto, la clara diferencia
entre los valores de actividad e inactividad estdn transmitiendo informacion util sobre la

naturaleza de los momentos de actividad fisioldgica.

El sumatorio de ETR da una idea de la actividad fotosintética total del talo durante todo
el tiempo de monitorizacion. Aunque no aporta un valor exacto de la actividad
fotosintética (es un parametro que no se puede convertir en fijacion real de carbono y el

transporte de electrones se puede producir en procesos metabdlicos distintos a la
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fotosintesis), si que puede ser usado como referente aproximado de dicha actividad con
fines comparativos. La ultima columna de la tabla representa la diferencia entre
actividad e inactividad en el talo durante el estudio, con valores de inactividad
ligeramente superiores a la mitad, lo que indica altos niveles de actividad metabolica
para la especie en esa localidad en isla Livingston. Algo mas de la mitad del tiempo de

actividad del talo ocurre en condiciones de oscuridad (51,5%).

Lo mas destacable de los valores maximos y minimos en actividad y en inactividad en
la tabla 1 es ver como el talo de U. antarctica evita los extremos de temperatura (tanto
altos como bajos) y de radiacion en condiciones de actividad, donde siempre aparecen
condiciones climaticas mas moderadas que en inactividad. El valor maximo de yield

alcanzado durante la monitorizacion fue de 0,626.

20 Enero- 2 Junio F Fm’ T PPFD 2 ETR INAC
2010 FtA Fm'A TA PPFDA ACTIV
(°C) _ (umol m’s™) (%)
U. antarctica Livingston 60,8 135.8 0,5 56 7359,3 54,4
130 291,8 1,1 26,3 45,6
MAXIMO 228 507 15,5 1649 1472
228 507 8,6 922 147,2
MINIMO 0 0 -10,5 0 0
23 52 -4,6 0 0

Tabla 1. Valores promedio (primera fila) , maximos y minimos de fluorescencia basal
(Fy), fluorescencia maxima (Fm"), temperatura (T), radiaciéon (PPFD), sumatorio del
transporte total de electrones (XETR) y porcentajes de actividad en un talo de U.
antarctica en actividad (A) y en total durante todo el tiempo de monitorizacion en isla

Livingston, Antartida maritima. Los valores en negro representan el promedio de los totales, los

valores en azill los promedios de los momentos de actividad.

Las figuras 16A-16D muestran la evolucion de los mismos parametros representados en
el caso de Isla Livingston (y durante el mismo periodo de tiempo) con las especies
pertenecientes al Valle Garwood, en los Valles Secos de McMurdo, Antartida
continental. En total se monitorizaron cuatro talos, tres de U. aprina y uno de Caloplaca
sp. La figura 16 representa los valores de los Unicos talos que mostraron actividad
metabolica detectable durante la monitorizacion, uno de los tres de U. aprina (valores

representados en negro) y el talo del liquen crustaceo Caloplaca sp. (en rojo).
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El talo de U. aprina mostrd dos picos claros de fluorescencia al principio del periodo de
medida, a finales de enero de 2010 (16A). Este aumento de sefial de Fm" se
correspondid con dos picos de actividad metabolica en las mismas fechas (16D), por lo
que se observa de manera clara que el metabolismo de este talo se puso en
funcionamiento de forma breve durante estos eventos. La figura 16A muestra que,
pasadas estas fechas concretas, la sefial de Fm” (al igual que la de F;, no mostrado) se
mantiene estable en una linea base clara. Esta ausencia de aumento en la sefial de
fluorescencia se ve corroborada con la ausencia de sefales de yield durante el resto del
periodo. La linea base correspondiente a la sefial de fluorescencia no mostré ninguna
correlacion definida respecto a la variacion de los parametros de temperatura y luz
(16B, 16C), por lo que se puede deducir que las constantes variaciones de estos durante
el periodo de medida no afectaron a la sefial de fluorescencia. El ligero aumento de la
sefial de Fm” que se produce a mediados de febrero asociado a una disminucion de la
temperatura (Figura 16B, marcado con el numero 3) apenas llega a las 23 unidades. La
escasa intensidad del fenomeno y el hecho de que no vuelve a repetirse a pesar de
multiples cambios de luz y temperatura hasta junio nos lleva a confirmar la mencionada
falta de relacion entre la sefial de fluorescencia y los parametros microclimaticos

estudiados.

En la misma figura 16 aparece representada en rojo la evolucion del talo de Caloplaca
sp. Como se ve en la grafica 16D, hemos clasificado numéricamente los eventos de
yield (del 1 al 4) en Caloplaca sp. con el fin de explicar con detalle su existencia. La
sefial de Fm” muestra picos claros a finales de enero (16A), algunos coincidentes con
los aumentos de sefial de Fm” en el talo de U. aprina, y con la presencia de distintos
aumentos en la sefial de yield (eventos 1 y 2, figura 16D). La coincidencia de los
eventos de actividad en los dos talos de distintas especies refuerza la idea de que
realmente se debio producir una situacion con disponibilidad de agua en esas fechas que
activd el metabolismo de estos dos talos. Ninguno de estos dos eventos aparece
asociado a cambios especificos de luz o de temperatura, como se puede observar en las

figuras 16B y 16C.

En la figura 16D hemos agrupado bajo el evento de actividad numero 3 los escasos
picos de yield que se generan en entre finales de febrero y principios de marzo. Justo en

esas fechas de produce una subida en la linea base de la sefial de Fm’, (16A) pero dentro
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de ese aumento, los picos de Fm’ asociados a los valores de yield no aparecen tan
definidos como en los casos de los eventos 1 y 2. También merece la pena destacar que
las diferencias entre los valores de F; (no mostrados) y los de Fm’, son menores que en
el caso de los eventos 1 y 2, donde el aumento de la sefial de fluorescencia maxima es

mayor.

Como se puede apreciar en las figuras 16B y 16C, el evento 3 esta asociado a un
descenso de la temperatura durante todo el periodo hasta aproximadamente los -10 °C y
a una disminucion de la radiacién incidente, con maximos de 500 umol m™? s™ cuando
antes del evento sobrepasaban claramente los 1000 pmol m™ s™. Tras la finalizacion del
periodo de actividad metabdlica marcado como evento 3, los valores microclimaticos

vuelven a subir hasta aproximarse bastante a lo medido antes del mismo.

El evento 4, por ultimo, aparece como una prolongada sefial de yield (16D) entre finales
de marzo y principios de abril, con temperaturas cercanas a los -30 °C y valores de
radiacién que apenas sobrepasaron los 120 pmol m™ s™ (16B y 16C). El evento es el
mas prolongado de todos, estd asociado a un nuevo aumento en los valores de la linea
base de Fm’ sin picos claros de nuevo (16A), y vuelve a coincidir con un descenso
brusco de la temperatura (16B) y con una disminucion (esta vez irreversible) de la
radiacion incidente. Al igual que en el evento 3, las diferencias entre los valores de F; y

Fm’ observadas son muy escasas.
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Figura 16A-16D. Evolucién de la fluorescencia maxima (16A), la temperatura del talo
(16B), la radiacion incidente en el talo (16C) y la actividad metabolica (16D) en un talo
de U. aprina (en negro) y en otro de Caloplaca sp. (en rojo) durante todo el periodo de

medida en el valle Garwood, Valles Secos de McMurdo, Antartida continental.
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Debido a la relevancia de la deteccion de los eventos de actividad metabodlica en un
entorno tan extremo como los Valles Secos, hemos decidido representar ampliados los

mas representativos. De esta manera podremos interpretarlos con mayor precision.

El evento 1 (17A-17D) se produce exclusivamente en Caloplaca sp., y abarca los dias
21, 22, 23, 24 y 25 de enero. El dia 21 se pudieron apreciar algunos momentos de
actividad, los dias 22, 23 y 24 no se detect6 ningln valor de yield y el 25 se observa de
nuevo una situacion con disponibilidad de agua y, por tanto, actividad. Como se puede
apreciar en los valores de Fm” (17A) la mayoria de los picos se producen en situaciones
de descenso de radiacion incidente, es decir, durante la madrugada. Los picos son
nitidos y se levantan de una linea base bien definida. Merece la pena destacar que
durante este evento todas las situaciones se actividad se inician durante la madrugada,
con la temperatura y la radiacion en sus momentos mas bajos. En el caso del dia 21 de
enero se produce un pico de yield que cierra el episodio de actividad a primera hora de

la mafiana, con un aumento claro de la radiacion y la temperatura.

El evento 2 (18A-18D) abarca del 28 al 31 de enero, y presenta coincidencias en el yield
de las dos especies. Los episodios de actividad en U. aprina se producen principalmente
durante el dia y a radiaciones muy altas en algunas ocasiones, con el talo activo de
forma puntual por encima de los 2000 umol m? s de radiacion y temperaturas sobre
cero o no muy por debajo de cero. Caloplaca sp. repite mayoritariamente el patrén
observado en el evento 1, con inicio de actividad durante la madrugada y picos de
actividad normalmente a primera hora de la mafiana coincidiendo con un aumento
puntual de radiacion y temperatura. El primer dia del evento se produjo un descenso
brusco de la radiacion y la temperatura durante las primeras horas del dia. Este descenso
llama especialmente la atencion si se observa la regularidad en la evolucion del
microclima en el resto de dias. Los picos de Fm” vuelven a aparecer definidos y

netamente superiores a los valores de F.

Los eventos 3 y 4 (19 y 20 A-D) también aparecen representados con detalle con el fin
de entender mejor los resultados principales ya comentados en la grafica general (16A-
16D). Los eventos de actividad no se inician mayoritariamente durante la madrugada
como anteriormente. Esto es especialmente pronunciado en el evento 4, con actividad a

distintas horas del dia.
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Figura 17A-17D. Evolucion de Caloplaca sp. durante el evento 1 (21-25 de enero). Los
parametros representados son los mismos y siguen el mismo orden que los mostrados en

las gréaficas generales.
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Figura 18A-18D. Evolucion de U. aprina (negro) y Caloplaca sp. (rojo) durante el
evento 2 (28 — 31 de enero). Los pardmetros representados son los mismos y siguen el

mismo orden que los mostrados en las graficas generales.
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Figura 19A-19D. Evolucion de Caloplaca sp. durante el evento 3 (15-28 de febrero).

Los parametros representados son los mismos y siguen el mismo orden que los

mostrados en las graficas generales.
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Figura 20A-20D. Evolucién de Caloplaca sp. durante el evento 4 (22 marzo-4 de abril).
Los pardmetros representados son los mismos y siguen el mismo orden que los

mostrados en las graficas generales.
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Para finalizar con las representaciones graficas de los meses en los que se ha llevado a
cabo el estudio, las figuras 21A-D y 22A-D, muestran la evolucion de F, Fm’, T y
PPFD en los dos talos de U. aprina que no presentaron actividad metabdlica en ningan
momento. Como se aprecia en ambas figuras, los cambios bruscos de temperatura y
radiacion desde el 20 de enero al 2 de junio (los mismos que los representados en los
otros dos talos) no generan ningin cambio resefiable en las lineas base de las sefiales de

Fiy Fm'.

La tabla 2 muestra los valores promedio de los cuatro talos monitorizados en los Valles
Secos, los valores del sumatorio total de las tasas de transporte electronico y los
porcentajes de actividad. En el caso de los dos talos que mostraron actividad
metabolica, se distinguen los valores promedio totales (en negro) de los valores
promedio exclusivamente durante los periodos de actividad (en aztl). En los porcentajes
de actividad se puede observar la diferencia entre la actividad del unico talo de U.
aprina activo y el talo crustaceo de Caloplaca sp. La baja actividad de la foliacea U.
aprina se corresponde bien con la ausencia de la misma observada en los otros dos talos
de esta especie. Mientras U. aprina present6 el 100% de su periodo de actividad bajo
luz, Caloplaca sp. estuvo un 32% del tiempo de actividad en condiciones de oscuridad.
Si comparamos los valores de actividad de U. aprina en la Antartida continental frente a
los mostrados por el talo de U. antarctica en la Antartida maritima observamos

diferencias de dos 6rdenes de magnitud.

Los valores del sumatorio del transporte de electrones también aparecen en dicha tabla.
Como se puede observar, la tasa de Caloplaca sp.es ligeramente inferior a la de U.
aprina durante el mismo periodo, lo cual es llamativo porque el porcentaje de actividad
de la segunda es menor. Si consideramos los valores comentados de sumatorio de ETR
para U. antarctica en isla Livingston observamos unos valores muy superiores pero con
tiempos de actividad mucho mayores. Respecto a los valores promedio de F, Fm’, Ty
PPFD, vemos diferencias sustanciales en los dos ultimos. En el caso de U. aprina, la
temperatura en los escasos momentos de actividad registrados es claramente superior a
la temperatura media total. También es significativa la alta radiacion promedio que
mostro el talo durante dicha actividad, en torno a 6 veces mas que el observado en

Caloplaca sp. para valores totales medios similares entre ambos.
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Figura 21 A-D. Evolucién de fluorescencia basal (A), fluorescencia maxima (B),
temperatura (C) y radiacion incidente (D) en el talo numero 2 de U. aprina
monitorizado en el valle Garwood, Valles Secos de McMurdo. Los datos corresponden

a todo el periodo de medida

190



140
120
100
-~ 80 1
60

40 -

0 "
250

200 -

150

Fm”’

100 H

50

2500 -

N
o
[=]
o

1500 H

1000

500
0 mlh.luhlh.h.lh||‘.|‘..\. il

20 Enero-2 Juﬁio

PPFD (pmol m-2 s-1)

Figura 22 A-D. Evolucién de fluorescencia basal (A), fluorescencia maxima (B),
temperatura (C) y radiacion incidente (D) en el talo numero 3 de U. aprina
monitorizado en el valle Garwood, Valles Secos de McMurdo. Los datos corresponden

a todo el periodo de medida
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Caloplaca sp. mostré valores mucho mas similares en la radiacion en actividad respecto
al total. En relacion a la temperatura, la media en actividad resultd practicamente igual

que la media total, lo que muestra un comportamiento distinto respecto a U. aprina.

F: Fm’ T PPFD Y ETR INACT
Fia Fm'y Ta PPFD, ACTIV
(°C)  (umol m”s™) (%)
U. aprina 1 5,7 8.4 -18 160,1 1043,8 99,8
77  110,7 3,6 1214,7 0,2
U. aprina 3 10,4 18,5 - 18,6 187,7 - 100
0
U. aprina 4 39 13,7 - 18,8 136,7 - 100
0
Caloplaca sp 24 299 -173 129 977,8 98,3
49,8 60 -17 216,2 1,7

Tabla 2. Valores promedio de fluorescencia basal (F;), fluorescencia maxima, (Fm"),
temperatura del talo (T), radiacion incidente en las proximidades del talo (PPFD),
valores de sumatorio del transporte electronico total y porcentajes de actividad e

inactividad en los cuatro talos medidos en el valle Garwood, Valles Secos de McMurdo.

Los valores en negro representan el promedio de los totales, los valores en azul los promedios de los

momentos de actividad.

La tabla 3 es similar a la 2 pero representa exclusivamente los valores maximos y
minimos de los dos talos que presentaron actividad durante la monitorizacion. De nuevo
aparecen representados los valores respecto al total y respecto a las situaciones de
actividad metabolica. Merece la pena destacar los altos valores maximos de radiacion en
actividad tanto en U. aprina como en Caloplaca sp., especialmente en la primera, que
refuerza la sensacion ya mostrada de elevada fototolerancia en los Valles Secos. Las
temperaturas maximas en actividad sobrepasan claramente los 0 °C en los dos casos,
llamando especialmente la atencion en el caso de U. aprina. Los valores maximos y
minimos totales de temperatura en las dos especies muestran bien la naturaleza de los

contrastes climaticos en esta region, con una variacion térmica en los dos talos de mas

de 50 °C.

El valor de temperatura minima en actividad de Caloplaca es sorprendente y merece un
analisis en profundidad. La fuerte diferencia respecto al valor de temperatura minima en

actividad obtenido en U. aprina indica estrategias adaptativas distintas entre ambas.
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F¢ Fm’ T PPFD

FtA' Fm'A TA PPFDA
(°C) (pmol mZs™)

U. aprinal 147 210 16,5 2545
Maximos 147 210 11,9 2220
U. aprinal 0 0 -39,2 0

Minimos 34 52 -4,2 145
Caloplaca sp. 95 99 12,1 1458
Maximos 68 80 5,7 1324
Caloplaca sp. 0 0 -39 0

Minimos 40 54 -29.4 0

Tabla 3. Valores maximos y minimos de fluorescencia minima (F;), fluorescencia
maxima, (Fm”"), temperatura del talo (T) y radiaciéon incidente en las proximidades del
talo (PPFD) en los talos de U. aprina y Caloplaca sp. que mostraron actividad
metabolica durante la monitorizacion. Los valores en negro representan los valores

respecto a los totales, los valores en azul respecto a los momentos de actividad.

Por ultimo, los valores de yield fueron inferiores a los observados en el talo de U.
antarctica en isla Livingston (el yield medio en actividad fue 0,544). Considerando las
dos especies de los Valles Secos juntas, so6lo se obtuvo un valor de yield superior a 0,4
en una ocasion, presentando la gran mayoria de sus valores entre 0,1 y 0,3. Los valores
medios en actividad fueron de 0,302 para U. aprina y 0,170 para Caloplaca sp. Ambos

estan lejos de los valores de yield considerados 6ptimos para liquenes.

4. DISCUSION

Uno de los resultados mas determinantes obtenidos en este capitulo tiene que ver con
las claras diferencias en los periodos de actividad apreciados en los distintos liquenes de
las dos localidades monitorizadas. Por un lado, el talo de U. antarctica en isla
Livingston mostrd una actividad superior en dos 6érdenes de magnitud respecto al unico
talo activo (de tres monitorizados) de U. aprina en los Valles Secos durante el mismo
periodo. Por otro lado, aunque la caracteristica mas destacable en los Valles Secos son
los bajos porcentajes generales de actividad, el talo crustaceo de Caloplaca mostré un

comportamiento distinto respecto al resto de talos de Umbilicaria en las dos localidades.
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La diferencia respecto a U. antarctica en Livingston es mas que evidente debido a las
contrastadas diferencias climaticas entre ambos lugares de medida. Las diferencias
observadas entre Caloplaca sp, y los talos de U. aprina en los Valles Secos apuntan mas
a posibles diferencias microclimaticas y estructurales derivadas de su posiciéon en la

roca y de sus distintos biotipos respectivamente.

El elevado periodo de actividad en isla Livingston estd intimamente relacionado con la
abundante disponibilidad de agua caracteristica de la Antartida maritima (Schroeter et
al. 2010; Green et al. 2011a). Esto se ve reforzado por las coincidencias observadas
entre la saturacion del sensor de humedad relativa en el talo vecino de U. aurantiaco-
atra (indicador de precipitacion) y la actividad observada en U. antarctica durante el
periodo de medida. Hasta el dia 24 de febrero no se detect6 la mencionada saturacion de
humedad, por lo se que puede deducir que no se produjeron precipitaciones importantes
hasta la fecha. El periodo coincide con valores de yield ligeramente mas bajos que los
obtenidos a partir del dia 24 de febrero (0,46 frente a 0,56 de media en ambos periodos)
y, principalmente, con menor duracion de la actividad una vez iniciada la misma. La
explicacion mas probable para estos eventos es la activacion a través de una atmodsfera
saturada de humedad, un fendémeno de sobra probado en liquenes (Lange et al. 1986;
Pintado y Sancho 2002), con varios ejemplos ratificados en la Antartida maritima
(Kappen y Redon 1987). Los altos valores medios anuales de humedad relativa del aire
en la Antartida maritima (Longton 1988) junto a la capacidad que presentan muchos
liquenes de hidratarse a partir de humedad ambiental a potenciales hidricos muy bajos
(Green et al. 2011c), parecen indicadores suficientes para aceptar el fendémeno en
Livingston. Aunque los liquenes pueden alcanzar contenidos hidricos muy proximos al
maximo a través del equilibrio con la humedad atmosférica, es habitual obtener valores
de actividad fotosintética inferiores a los obtenidos hidratandolos con agua liquida
(Schroeter 1994). Esto podria estar detras de los valores de yield ligeramente inferiores
y de la escasa duracion de los fendmenos de actividad hasta esta fecha (probablemente
relacionados con contenidos hidricos suboptimos derivados de la forma de hidratacion).
Otra posibilidad es que los fendmenos de actividad mencionados se produzcan por
chubascos débiles y esporadicos, que no lleguen a saturar el sensor de humedad en el

talo de U. aurantiaco-atra.
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A partir del 24 de febrero los valores medios de yield y la duracion de los eventos de
actividad aumentan. El fendémeno debe estar relacionado con una mayor disponibilidad
de formas de hidratacién (bien en forma de nieve o en forma de agua liquida, muy
habitual durante el verano), lo que se refuerza con una elevada frecuencia de saturacion
del sensor de humedad en U. aurantiaco-atra. Estos eventos parecen garantizar una
hidratacion intensa del talo, por lo que la actividad se mantiene durante periodos mas
prolongados con valores de yield mas altos. Para entender la mayor duracion de los
eventos de actividad es imprescindible mencionar también el descenso de la radiacion
incidente, que empieza a hacerse mas patente al final del verano (mediados de marzo,
13C). La disminucion de la radiacion provoca que la hidratacion de los talos se

prolongue durante mas tiempo, y por tanto duren mas los periodos de actividad.

Las graficas 13, 14 y 15 muestran que hay otro factor importante aparte de la
disponibilidad de agua para entender el funcionamiento de U. antarctica en Livingston.
Este factor es la temperatura. El valor minimo en actividad (-4,6 °C) indica que por
debajo de la misma se produce una suspension metabodlica, al menos en lo que respecta
a la actividad fotosintética. Aunque la temperatura mencionada fue el valor limite, es
realmente raro encontrar actividad por debajo de los -3 °C 6 -3,5 °C. Schroeter et al.
(1994) mostraron que la actividad fotosintética de U. aprina en la Antartida continental
disminuia drasticamente al bajar de los -3 °C, asociando este fendémeno al efecto de la
deshidratacion causada por la formacion de hielo extracelular. Los valores obtenidos
aqui para U. antarctica parecen indicar intolerancia fisiologica a la congelacion, por lo
que se puede subrayar que la especie no presenta una adaptacion marcada a las bajas
temperaturas. La adaptacion a un entorno en el que los inviernos no son especialmente

frios parece Optima.

Se puede observar también que la actividad permanece desde el inicio hasta el final de
la monitorizacion. La disminucion de la radiacion de finales de verano no va
acompanada de una bajada suficiente de la temperatura como para detener la actividad
metabolica de forma continuada, por lo que esta permanece. Algunos trabajos de
investigacion anteriores han detectado actividad metabdlica de liquenes fruticulosos
durante practicamente todo el afio en la Antartida maritima (Schroeter et al. 2000,
Schroeter et al. 2010). Esta actividad prolongada durante todo el afio puede provocar

pérdidas por respiracion que podrian generar problemas en el balance anual de carbono
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en las especies de la zona. Este fenomeno podria ser especialmente relevante en posibles
escenarios de cambio climdtico en los que aumente la temperatura media anual, sobre
todo teniendo en cuenta que la Peninsula Antartica esta considerada una de las regiones
del mundo con mayor aumento de temperatura durante las ultimas décadas (Sancho et

al. 2007b).

En los Valles Secos de McMurdo hemos encontrado estrategias adaptativas distintas,
tanto si la comparamos con la tendencia observada en la Antartida maritima como si
comparamos los dos biotipos distintos monitorizados en el mismo valle. En relacion a
esto ultimo, de cuatro talos monitorizados (tres de U. aprina y uno de Caloplaca sp.),
dos de ellos no mostraron ningin tipo de actividad durante el periodo de
monitorizacion. Esta ausencia de actividad durante la segunda mitad del verano y el
resto del periodo de monitorizaciéon no resulta sorprendente, ya que algunos trabajos
realizados en la Antartida continental (algunos de ellos con la misma U. aprina)
apuntan al final de la primavera y al principio del verano como la época del afio en la
que se acumula la mayor parte de la actividad, coincidiendo con fenomenos de deshielo
al aumentar la radiacion (Hovenden et al. 1994; Pannewitz et al. 2003a). El escaso
porcentaje de actividad encontrado en el talo de U. aprina que mostré valores de yield
en algin momento dentro del periodo de estudio apoya la idea de escasa actividad a

partir de la segunda mitad del verano en muchos liquenes antarticos.

Por tanto, la principal razoén por la que esa pequefia (y exclusiva) poblacion de U.
aprina esté presente en el fondo del valle puede ser el aprovechamiento del
derretimiento del hielo y la nieve acumulados durante el invierno en las partes altas del
valle. Este fendmeno parece confirmase por observaciones de campo, que mostraron un
surco claro de agua de escorrentia desde las colinas hasta la roca donde se encontraban
los talos. La disponibilidad de agua liquida durante algunos dias al afio, junto a un
aumento de la radiacion caracteristico de la época, podria ser suficiente para justificar la
presencia de estos liquenes folidceos en un entorno donde soOlo existen formas
crustdceas mucho mas pequefias y menos desarrolladas. La ganancia de carbono durante
este periodo, junto a eventos esporadicos de activacion en momentos puntuales y una
estrategia de resistencia el resto del afio parece ser el método que sigue la poblacién

para sobrevivir en el fondo del valle. Estrategias adaptativas similares a esta han sido
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mencionadas para la misma especie en zonas costeras de la Antartida continental

(Sancho et al. 2003).

A pesar de todo lo mencionado, los talos pueden presentar eventos esporadicos de
actividad fuera de la época mas productiva. Como ejemplo usamos el talo que mostrod
actividad a finales del mes de enero, entre el 28 y 31 (figura 18 A-D). Como se aprecia
en estas figuras, el dia 28 de enero presentd un descenso claro de la radiacion y la
temperatura. Durante este descenso, y posteriormente al mismo, se producen aumentos
claros de Fm’" que generan una sefal de actividad metabodlica, por lo que lo mas
probable es que se produjera una nevada esporadica en forma de ventisca que activara el
talo. La actividad de esta especie bajo la nieve ya ha sido confirmada con anterioridad
(Kappen et al. 1998). Tras dos dias sin actividad se produce un nuevo evento en U.
aprina, con valores de yield altos y radiaciéon muy elevada, por lo que lo mas probable
es que algln resto de nieve derretida activase de nuevo el talo de manera esporadica. La
actividad por agua liquida podria explicar el alto valor de yield, y el hecho de que el
fendmeno fuera mas prolongado en el tiempo. La ausencia de actividad en los otros dos
talos de U. aprina podria ser debida a meras cuestiones de posiciéon en un evento
esporadico y casual. Este evento de finales de enero cierra el periodo activo en los tres
talos de la especie, ya que no presenta nuevos episodios de actividad durante toda la
monitorizacion. El hecho de que poco después de finalizar nuestro periodo de estudio se
inicie el invierno antartico, con temperaturas inferiores a -50 °C y ausencia total de luz
durante varios meses nos invita a pensar que la poblacion de U. aprina monitorizada

inici6 un largo periodo de letargo hasta la primavera siguiente.

El talo de Caloplaca sp. mostr6 también un porcentaje de actividad muy bajo, por lo
que su principal estrategia durante el periodo de medida es, al igual que en el caso de las
Umbilicarias, la resistencia ante las duras condiciones ambientales. A pesar de esto, una
observacion detallada permite intuir ciertas estrategias adaptativas distintas. Los eventos
de actividad 1 y 2 en esta especie (17 y 18 A-D) son, al igual que en U. aprina, muy
claros, ya que los picos de Fm" que generan los valores de yield parten de lineas base
bien definidas y son amplios. Aparte de esto siguen un patron definido, que implica
mayoritariamente inicio de actividad durante la madrugada a temperaturas bajo cero y
con niveles de radiacion mas bajos, para finalmente generar un pico de yield a primeras

horas de la mafiana coincidente con un incremento de la radiacion incidente asociado a
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temperaturas superiores a 0 °C. Nuestra interpretacion del fenomeno es que altos valores
de humedad relativa durante la noche a temperaturas ligeramente inferiores a 0 °C
pueden generar un depdsito de capas fina de hielo en la superficie del talo que puede
generar actividad metabolica. En consonancia con nuestros resultados, Biidel et al.
(2008) mostraron la capacidad de comunidades de cianobacterias endoliticas de
hidratarse y activar su metabolismo a partir de rocio y escarcha en los mismos Valles
Secos. Kieft (1988) propuso a los liquenes como organismos susceptibles de presentar
actividad de formacion de nucleos de hielo (ice nucleation activity, INA) segtn la cual
estos organismos, a temperaturas bajo cero superiores a -5 °C, podrian estimular la toma
de humedad atmosférica favoreciendo la condensacion y/o causando que la deposicion
de hielo del vapor de agua ocurra antes al entrar la temperatura en valores negativos.
Estas capas de hielo, aparte de poder activar al talo durante la noche, se pueden
convertir en agua liquida al subir la radiacion y aumentar la temperatura a primera hora
de la mafiana, produciéndose asi los picos de actividad habituales de estos dos eventos.
Para entender este fendémeno es necesario recordar que los liquenes han demostrado
capacidad de activar su metabolismo a potenciales hidricos muy bajos (Nash et al. 1990;
Green et al. 2008) y que algunos estudios en la Antartida continental han demostrado
ejemplos de hidratacion y actividad metabdlica a partir de vapor de agua tomado

directamente de la nieve o del hielo (Schroeter et al. 1994; Scheidegger et al. 1995).

Los eventos 3 y 4 en Caloplaca sp. (19 y 20 A-D) tienen en comun lineas bases mas
inestables que dificultan interpretar con claridad los fendmenos de actividad. Mientras
el evento 3 es practicamente insignificante debido a su escasa relevancia, el 4 si que
muestra repetidas situaciones de actividad tras pasar los dos filtros aplicados. Ambos
coinciden con claras disminuciones de temperatura y radiacion (ver figura 16 A-D) por
lo que parece que hayan coincidido con grandes nevadas cuya duracion se prolongue
por varios dias. Para confirmar estas suposiciones accedimos a una camara fotografica
colocada en el valle contiguo (valle Miers). Esta camara realizaba varias fotografias
diarias del fondo del valle, por lo que al final se puede ver en forma de pelicula la
evolucion del clima durante todo el afio. Aunque sean valles distintos, se asume que si
bien pequefias nevadas podian ser caracteristicas de cada uno de ellos, grandes eventos
de nieve debian ser comunes a ambos. El inicio y el final de estos dos eventos en
Garwood coinciden de manera concreta con dos fuertes nevadas en Miers. Al producirse

a temperaturas mas bajas y a radiaciones menos intensas que los eventos 1 y 2, la
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presencia de agua liquida parece totalmente descartada, por lo que la unica manera de
poder hidratarse parece a partir de vapor de agua tomado de nieve o hielo. Volviendo a
la teoria de la estimulacion de la formacion de nucleos de hielo mencionada
anteriomente, algunos autores han propuesto que la formacién coordinada de hielo
extracelular en liquenes puede presentar un efecto protector sobre los mismos, evitando
congelaciones en el interior celular que provocarian dafios metabolicos (Schroeter et al.

1994; Bjerke 2009).

Nunca hasta ahora, ni en campo ni en laboratorio, se habia medido actividad metabdlica
a una temperatura cercana a -30°C, por lo que este evento tendria un especial
significado desde el punto de vista fisioldgico. Respecto a la tolerancia de la actividad
metabolica de liquenes a bajas temperaturas, existe soporte bibliografico que puede
apoyar estos ultimos datos. Schroeter et al (1994) mostraron que los liquenes de la
Antartida continental podian ser productivos fuera de la temporada principal de
actividad metabdlica, midiendo intercambio gaseoso real a -17 °C. Los mismos autores
afirmaron que probablemente hubo fijacion de carbono a temperaturas mas bajas, pero
que esta no pudo ser registrada por problemas técnicos. Kappen et al. (1995) indicaron
que la temperatura mas baja a la que se ha medido intercambio gaseoso fue -24 °C en un
experimento de laboratorio llevado a cabo por Lange y Metzner (1965). La casi total
ausencia de especies folidceas en el fondo del valle Garwood puede indicar que los talos
crustaceos de géneros como Caloplaca, Lecidea o Buellia (para nada frecuentes pero si
algo mas abundantes) pueden presentar habilidades adaptativas extra que les permitan
sobrevivir alli. Kappen (1988) propuso que las formas crusticeas pueden aumentar su
frecuencia relativa segun el clima se va volviendo més arido, ya que su area superficial
esta reducida al minimo. Estas estrategias podrian estar relacionadas con la capacidad
de activarse a potenciales hidricos bajos y temperaturas muy por debajo del punto de
congelacion. La presencia de actividad metabdlica con luz y valores de ETR nos indica
que se dan las bases teoricas para el desarrollo de la fotosintesis a temperaturas
inferiores a -25 °C. Estos momentos de fijacion de carbono fuera del verano podrian
tener como objetivo la reparacion de estructuras dafiadas por la exposicion a la
desecacion, alta radiacion solar y bajas temperaturas. Una alternativa mas probable es
que en esos momentos tardios de actividad, el talo de Caloplaca sp. ponga en marcha
mecanismos de disipacion de energia en forma de calor (“quenching” 6 atenuacion no

fotoquimica) con la finalidad de evitar la activaciéon de la ruta fotoquimica en unas
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condiciones de temperaturas muy bajas, donde la luz incidente podria generar dafios en
el aparato fotosintético. Pannewitz et al. (2003a) indicaron que parte de los valores de
ETR encontrados en un musgo de los Valles Secos (Valle Taylor) podian deberse a

mecanismos de disipacion de energia iguales a los mencionados.

Aunque la bibliografia indica que nuestras medidas de actividad a la temperatura
mencionada son factibles, la mayor inestabilidad de las lineas bases de fluorescencia en
los eventos 3 y 4, la baja sefal de fluorescencia generada por el talo de Caloplaca sp. y
el hecho de tener so6lo un talo crustaceo monitorizado, nos hace considerar estos
resultados con precaucion. Los resultados invitan a llevar a cabo una monitorizacion
extensa de especies crustaceas en el fondo de los valles con el fin de confirmar estos

mecanismos de adaptacion a condiciones tan extremas.

El andlisis de los valores obtenidos respecto al tiempo total de medida y los valores
obtenidos exclusivamente en actividad (tablas 1, 2 y 3) nos pueden ayudar a entender
mejor las estrategias adaptativas de cada especie y las diferencias entre ellas y entre
localidades. Los talos de las dos especies de Umbilicaria poseen algunos rasgos
morfologicos comunes; el talo mondfilo, la presencia de abundantes rizinomorfos y la
reproduccion de forma asexual mediante taloconidios. En ambos casos y atn viviendo
en los extremos climaticos de la Antartida encontramos aspectos ecofisiologicos
similares; el promedio de la temperatura en actividad es mayor que el de la temperatura
total y la temperatura limitante para la fotosintesis es de alrededor de -4 °C. Esto indica
que los talos de las dos especies en ambas localidades aprovechan momentos mas
templados que los promedios para activarse y suspenden su actividad en los periodos de
temperaturas mas bajas, siendo esta una estrategia comun de liquenes y musgos
adaptados a ambientes extremos (Green et al. 2007). Los valores maximos y minimos
en actividad respecto a los totales parecen confirmar esta tendencia. Respecto a la
radiacion, U. antarctica en Livingston muestra una clara tendencia a estar activa a
valores mas bajos que los promedios, mientras que U. aprina en los Valles Secos
muestra valores promedio, maximos y minimos que indican lo contrario, una fotofilia
caracterisitica. Los datos de adaptacion a la luz se acoplan bien a las condiciones
luminicas propias de cada zona de estudio. La fotofilia de U. aprina en la Antartida
continental ha sido demostrada de manera precisa anteriormente por Kappen et al.

(1998).
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Los valores de sumatorio de ETR obtenidos por talos de Umbilicaria en las distintas
localidades estan relacionados con la fotofilia mencionada anteriormente. Como ya se
ha comentado en alguna ocasion a los largo de esta tesis doctoral, aunque el ETR no se
puede usar como un indicador cuantitativo de fotosintesis en liquenes, si que nos puede
servir como referencia aproximada de actividad fotosintética. Mientras que en el caso de
U. antarctica en Livingston este valor supera las 7300 unidades con un tiempo total de
actividad cercano a la mitad, en el talo activo de U. aprina en los Valles Secos
obtenemos un valor superior a las 1000 unidades con un tiempo de actividad infimo.
Este dato nos indica estrategias totalmente distintas, ya que las Umbilicarias de los
Valles Secos presentan un patrén de actividad fotosintética breve pero intensa, mientras
que las Umbilicarias de la Antartida maritima prolongan su actividad de manera mas

paulatina y con menor intensidad.

Los valores del talo de Caloplaca sp., muestran también muchas de las diferencias
comentadas respecto a los valores obtenidos en Livingston, pero también muestran
algunas diferencias respecto a U. aprina en los mismos Valles Secos. A las diferencias
ya comentadas a la hora de analizar los distintos eventos de actividad en esta localidad
habria que afiadir la diferencia en las temperaturas promedio totales y en actividad.
Mientras que en U. aprina se observa una temperatura en actividad mucho mas
atemperada que la media total, en Caloplaca sp. se ve que la temperatura en actividad es
analoga a la temperatura promedio en el periodo de monitorizacion. Esta estrategia ya
ha sido descrita en liquenes adaptados a desiertos calidos (Lange et al. 1977; Kappen
1988), y puede indicar una adaptacion de las muestras de los Valles Secos a regimenes
hidricos muy bajos donde el hielo supone una fuente importante de hidratacion. La
combinacion de esta estrategia de adaptacion a la sequia y a las bajas temperaturas
puede ser importante para entender la existencia de estos organismos en un desierto

polar hiperarido.

Mientras la mayoria de los liquenes adaptados a ambientes extremos toleran las bajas
temperaturas evitando estar activos en esas condiciones, los talos crusticeos de los
Valles Secos han podido desarrollar una estrategia mas tolerante para sobrevivir en esta

region.
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Para acabar de entender las relaciones entre fotosintesis y crecimiento en los liquenes de
ambas regiones debemos acudir de nuevo a los porcentajes de actividad obtenidos para
cada especie en ambas localidades. Los valores de U. aprina y Caloplaca sp distan
mucho en ambos casos del obtenido para U. antarctica en la Antartida maritima. Ese
valor cercano a la mitad del tiempo total en actividad permite multiples ocasiones en las
que se puede producir ganancia neta de carbono, requisito imprescindible para el
crecimiento. La mayor biodiversidad, biomasa, cobertura y, posiblemente, la presencia
de fenémenos de gigantismo descritos en la Antartida maritima (@vstedal y Smith,
2001) pueden estar condicionados por periodos de actividad sustancialmente mayores
determinados por la mayor disponibilidad de agua en la Antartida maritima. También es
importante tener en cuenta que mientras los talos de los Valles Secos deben derivar
considerables cantidades del carbono fijado a la proteccion frente a los factores
estresantes del entorno y a la reparacion de los dafios sufridos, los liquenes de la
Antartida maritima estdn sometidos a una presion ambiental menor, por lo que el
carbono derivado al crecimiento debe ser mayor. Esta afirmacion se ve reforzada con
los distintos valores de yield encontrados en ambas localidades, con valores mayores en

Isla Livingston.

Sancho et al. (2007b), plantearon la existencia de un gradiente de crecimiento dentro del
continente Antartico segun el cual liquenes crusticeos de la Antartida maritima
presentaron elevadas tasas de crecimiento, mientras que liquenes de los Valles Secos de
McMurdo mostraron las mas bajas nunca registradas, con unas diferencias de dos
ordenes de magnitud. Los autores sefialaron a la disponibilidad de agua como principal
responsable de este marcado gradiente, que también presentaba valores intermedios en
zonas costeras de la Antartida continental. Dichas conclusiones han sido recientemente
apoyadas (Green et al. 2012). Nuestros valores de actividad refuerzan esta idea desde el
punto de vista fisioldégico. Los resultados obtenidos muestran que, mientras en la
Antartida maritima los liquenes crecen en condiciones 6ptimas para su desarrollo, en los
Valles Secos de McMurdo plantean una estrategia totalmente distinta basada en la

supervivencia.
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CAPITULO V. RESISTENCIA DEL LIQUEN VAGANTE Circinaria
gyrosa A CONDICIONES ESPACIALES EXTREMAS:
RESULTADOS DE EXPERIMENTOS CON VUELO REAL

Raggio J, Pintado A, Ascaso C, De la Torre R, De los Rios A, Wierzchos J,
Horneck G y Sancho LG (2011) Whole Lichen Thalli Survive Exposure to Space
Conditions: Results of the Lithopanspermia Experiment with Aspicilia fruticulosa.
Astrobiology 11: 281-292
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1. INTRODUCCION

1.1. GENERALIDADES DE LA ZONA DE ESTUDIO

Las regiones de parameras ibéricas pueden considerarse incluidas en el amplio concepto
de estepas. Estan formadas por espacios abiertos con vegetacion lefiosa dispersa y
abundancia de pequeias matas y gramineas. Las estepas estan distribuidas por distintas
partes del planeta, por lo que su composicion floristica y sus caracteristicas climaticas
concretas dependen de la variable localizacion geografica. A pesar de esto, las
parameras parecen presentar unas caracteristicas comunes que las definen, como son
una considerable altitud combinada con escaso desnivel, fuertes vientos, pocas
precipitaciones irregularmente repartidas durante el afio y fuertes contrastes de
temperatura entre estaciones y entre la noche y el dia dentro de las mismas. Estos
fuertes contrastes de temperatura provocan que el agua retenida en el suelo se congele
durante la noche en buena parte del afio, para descongelarse debido a la intensa
radiacion durante el dia. En consecuencia, se generan repetidas contracciones y
dilataciones de los suelos, con el consecuente impacto sobre la vegetacion, en un
fenomeno conocido como crioroturbacion. Estas caracteristicas han sido mencionadas
por Pérez (1997) y Crespo y Barreno (1978) para definir el paramo andino a mas de
4000 m de altitud en el caso del primer autor y las parameras (seudo-estepas
montafiosas segun Follman y Crespo 1974) de Castilla la Mancha y Castilla Leon entre

1200 y 1400 m de altitud en el segundo caso.

Los fendmenos mencionados generan una marcada inestabilidad del suelo que hace que
muchos liquenes terricolas encuentren muchas dificultades para permanecer unidos al
mismo, por lo que se favorece la aparicion de talos vagantes no unidos al sustrato con
formas circulares que favorecen el desplazamiento (Crespo y Barreno 1978). De esta
manera, los talos circulares despegados del sustrato ven favorecida su dispersion
considerablemente al encontrarse en regiones con amplios espacios libres y con fuerte
incidencia de vientos. La mencionada transformacién morfoldégica hacia formas
rodantes lleva asociada una disminucion de la relacion superficie-volumen que implica
menor pérdida de agua por evapotranspiracion (Rundel 1982), lo que facilita su
adaptacion a ambientes con escasa disponibilidad hidrica, donde estas comunidades

vagantes estan especialmente bien desarrolladas (Rogers 1977). La cuestion de si dichas
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modificaciones morfologicas son debidas a meras adaptaciones a las caracteristicas
macro y microclimdticas de la zona o llevan implicadas transformaciones genéticas ha
sido estudiada por autores como Weber (1967) y Kunkel (1980). Ambos sugirieron un
fuerte impacto ambiental en transiciones morfoldgicas de talos crustaceos a fruticulosos.
Rosentreter (1993) abordd de nuevo la cuestion proponiendo la existencia de formas
vagantes genéticamente distintas y aceptando a su vez la aparicion de formas
morfologicas diferentes debidas exclusivamente al factor ambiental. Recientemente se
ha abordado desde distintos puntos de vista el estudio de la especie Cetraria aculeata
(Pérez-Ortega et al. 2012), que presenta en el mismo habitat de estepa formas unidas al
sustrato y formas deformadas vagantes. Los autores no diferenciaron los dos morfotipos
como especies distintas, y atribuyeron los cambios morfoldgicos observados a
caracterisiticas concretas del ambiente de estepa. A pesar de esto, dejaron la puerta
abierta a un posible proceso de especiacion, manteniendo por tanto ciertos aspectos de

la linea desarrollada por Rosentreter (1993).

El mismo Rosentreter mencion6 en dicho trabajo que el género de liquenes con mayor
numero de especies vagantes es Xanthoparmelia, existiendo otros importantes en su
zona de estudio (Norte América) como Aspicilia (que actualmente ha pasado a
denominarse Circinaria para dichas formas vagantes, Sohrabi 2011), con el segundo
mayor numero de especies vagantes en el mundo, Masonhalea y Rhizoplaca, todos
compartiendo habitats con las condiciones ya mencionadas. Aparte de Norte América,
el autor destacod otras zonas del mundo propicias para albergar vegetacion liquénica
vagante, incluyendo Asia, Australia, Europa del Este, Oriente Medio y Sudafrica. Como
ya se ha mencionado anteriormente, las estepas altas del centro de la Peninsula Ibérica,
retnen también las condiciones adecuadas para este tipo de liquenes. La vegetacion que
aparece en estas regiones debe estar bien adaptada a las duras caracteristicas climaticas
de la zona. Desde el punto de vista bioclimatico la vegetacion de parameras esta
definida como supramediterranea calcicola seca o semidrida por Rivas-Martinez et al.
(2002). Dicha vegetacion esta constituida principalmente por la sabina albar o Juniperus
thurifera acompaniada de un sotobosque formado por Juniperus communis (enebro),
Thymus vulgaris (tomillo), Lavandula latifolia (espliego), Genista scorpius y multiples
gramineas. También hay parameras en la region con una composicion distinta,
dominadas por la encina y un sotobosque formado por Juniperus communis y por

Acotostaphylus uvaursi (gayuba). Una de las especies adaptadas a este tipo de
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ambientes y a esta forma de vida, Circinaria gyrosa Sohrabi, Sipman, V. John & V.J.
Rico sp. nov. provis., es la escogida para realizar los estudios que se plantean en este

capitulo.

Figura 1. Region de estepa en Guadalajara, fotografia de Leopoldo Garcia Sancho

1.2. ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

El desarrollo de la tecnologia espacial ha abierto las puertas a multiples experimentos en
el campo de la astrobiologia, un campo de investigacion pluridisciplinar que pretende
conseguir una mejor comprension de los procesos que condujeron al origen, evolucion y
distribucion de la vida en la Tierra o en cualquier otra parte del Universo (Horneck
1995). Richter (1865) y Arrhenius (1903) propusieron por primera vez la teoria de la
Panspermia, que especula acerca de la posibilidad de transferencia de vida entre
distintos planetas. Aunque la teoria sigue siendo poco més que una hipotesis y no existe
evidencia alguna de que haya ocurrido, los pasos requeridos para la transferencia de
organismos de un planeta hacia otro se han convertido en reproducibles para las
condiciones experimentales actuales (Cockell 2008). Esta capacidad tecnoldgica ha
conducido tanto a estudios realizados bajo condiciones de simulacion espacial (Buecker
y Horneck 1970; Mancinelli y Klovstad 2000; De la Torre et al. 2003), como a estudios
llevados a cabo en condiciones de vuelo espacial real (Horneck 1993; Fajardo-Cavalzos
et al. 2005; Sancho et al. 2007a; De los Rios et al. 2010; Horneck et al. 2010). Uno de
los objetivos principales de estos trabajos ha sido probar si distintos tipos de organismos

pueden sobrevivir en las condiciones extremas para la vida del espacio interplanetario,
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entre las que destaca el vacio espacial, la radiacion cosmica y la radiacion ultravioleta.
El vacio genera una fuerte deshidratacion celular en las muestras expuestas, la radiacion
ultravioleta genera mutaciones en las moléculas de ADN, y la radiacion cosmica tiene
un poder de penetracion en la materia superior al de la radiacion ultravioleta (Cockell
2008). La capacidad de supervivencia de los organismos expuestos es, por tanto, una
caracteristica importante que indirectamente puede ayudar a apoyar o denegar la antigua
teoria de la Panspermia y recientes revisiones (Fajardo-Cavalzos et al. 2005; Stoffler et

al. 2007).

Teniendo en cuenta las duras condiciones del espacio, la eleccion de organismos
adecuados para este tipo de experimentos es de especial importancia. Algunos autores
como Horneck (1993), Horneck et al. (1994, 2001) han trabajado con esporas
bacterianas y otros como Mancinelli et al. (1998) con microorganismos adaptados a
condiciones de alta salinidad, ambos debido a su conocida resistencia a condiciones
extremas en sus habitats naturales en el planeta Tierra. En los ultimos afios, los liquenes
han sido utilizados también en este tipo de experimentos (Sancho et al. 2007a; 2008; De
la Torre et al. 2010; De Vera et al. 2010; Raggio et al. 2011). Su capacidad de vivir en
ambientes extremos ha sido ya debidamente comentada, siendo capaces de colonizar
todo tipo de habitats alrededor del mundo (Kappen 1988), incluyendo desiertos (Lange
et al. 1994; Pintado et al. 2005), alta montafia (Sancho y Kappen 1989; Reiter et al.
2008) y las regiones polares (Green et al. 1998; Pannewitz et al. 2003a, b). En la
Antartida son la vegetacion dominante en buena parte de los ecosistemas terrestres, y su
presencia ha sido documentada hasta los 86° de latitud sur (Siple 1938; Qvstedal y
Smith 2001). En condiciones particularmente duras, como en los desiertos helados de la
Antartida continental, los liquenes llegan a sobrevivir en el interior de las rocas, donde
forman comunidades endoliticas protegidas del exterior (Kappen y Friedmann 1983; De
los Rios et al. 2005a,b). Como organismos pohiquilohidros que son, los liquenes estan
activos exclusivamente cuando estan hidratados; cuando se deshidratan pasan a un
estado inactivo en el cual son muy resistentes a factores estresantes como puede ser la
sequia, la temperatura y la luz (Kappen y Valladares 2007). Debido a todas las
caracteristicas mencionadas, los liquenes han sido usados con éxito en experimentos de
simulacion espacial (De la Torre et al. 2003; De Vera et al., 2003; 2008; 2010) y han
sido lanzados al espacio en el experimento LICHENS (Sancho et al. 2007a) y en el
experimento LITHOPANSPERMIA (De la Torre et al. 2010; Raggio et al. 2011).
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Ambos experimentos han aportado informacién novedosa sobre los efectos de la

exposicion espacial en organismos pluricelulares eucariotas.

El experimento LITHOPANSPERMIA incluyd por primera el liquen fruticuloso y
vagante C. gyrosa (Figura 2), bien adaptado a las caracteristicas climaticas concretas de
las parameras altas de la provincia de Guadalajara. La especie fue elegida para este
experimento por varios motivos. En primer lugar, es un buen ejemplo de adaptacion
morfolodgica a las duras condiciones climaticas que se dan en las parameras (Sancho et
al. 2000). Ademas de esto la especie presenta un tamafio lo suficientemente pequefio
(6,2 mm de diametro medio) para poder ocupar el soporte de las muestras que se iban a
exponer, que al ser parte de varios experimentos, presentaba considerables limitaciones
de espacio. Este pequefio tamafio nos permitid, por primera vez, exponer un talo
liquénico completo al espacio exterior, ya que en experimentos anteriores solo se
expusieron fragmentos. La alta relacion masa/superficie de C. gyrosa (debido a su alto
grado de compactacion) permitid que un organismos tan pequefio se pudiese usar

individualmente, ya que sus tasas de intercambio gaseoso son detectables.

Algunos autores han intentado abordar el estudio de los pardmetros fisiologicos
implicados en la variacién morfoldgica en liquenes. A los ya mencionados trabajos de
Weber (1967) y Kunkel (1980), habria que anadir el realizado por Sancho et al. (2000).
Los autores propusieron una explicacion ecofisiologica para el crecimiento globular de
A. fruticulosa (actualmente C. gyrosa, ver Sohrabi 2011) como una estrategia para
disminuir las pérdidas de agua debido a la fuerte evaporacion que se da en su habitat,
con fuertes contrastes de temperatura, fuerte radiacion y periodos prolongados de
sequedad. En el trabajo aparecen fotografias de microscopia electronica de barrido a
baja temperatura de la anatomia del talo, y en ellas destaca un cortex grueso que puede

sobrepasar las 200 um de grosor.

En el experimento LICHENS, dos liquenes saxicolas (las especies alpinas Rhizocarpon
geographicum (L.) DC. y Xanthoria elegans (Link) Th. Fr.) fueron estudiadas usando la
fluorescencia de la clorofila a y técnicas de microscopia para evaluar su estado tras la
exposicion espacial. El objetivo principal de este estudio es repetir dicha evaluacion tras
el vuelo con talos enteros del liquen fruticuloso C. gyrosa, pero afiadiendo por primera

vez técnicas de intercambio gaseoso. La introduccion de esta técnica va a proporcionar
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informacion mas precisa sobre el estado de los fotosistemas, ya que se va a evaluar el
proceso fotosintético in situ de manera global, y a su vez se va a poder conocer el
estado fisiologico de los hongos, anteriormente desconocido. Pensamos que la
combinacion de fluorescencia de la clorofila a, ultraestuctura de alga y hongo a través
de microscopia y medidas de intercambio gaseoso va a proporcionar informacion

novedosa sobre los limites de la resistencia de la simbiosis liquénica en el espacio.

Figura 2. Circinaria gyrosa en la localidad de recoleccion. Fotografia de Leopoldo

Garcia Sancho

2. MATERIAL Y METODOS

2.1. DESCRIPCION DE LA ESPECIE Y CARACTERISTICAS DE LA
LOCALIDAD DE RECOLECCION

Como se ha mencionado anteriormente, el reciente trabajo de Sohrabi (2011), clasifica a
todas las formas vagantes de Aspicilia dentro del género Circinaria, ademas de
sinonimizar a este ultimo género los conocidos anteriormente como Agrestia,
Chlorangium y Sphaerotallia. El autor comenta detalladamente las diferencias mas

significativas entre los géneros Aspicilia y Circinaria, entre las que merece la pena
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destacar los distintos biotipos (siempre crustaceos en Aspicilia), el tamafio de las
esporas (mayor en Circinaria), las pseudocifelas (siempre ausentes en Aspicilia,
presentes en algunas especies de Circinaria) y la distinta composicion quimica respecto

a la aspicilina y el 4cido subestictico.

Para la descripcion de la especie seguimos por tanto el actual trabajo de Sohrabi (2011),
pero de manera mas resumida: C. gyrosa presenta un talo vagante mas o menos globoso
entre 0,5 y 2 cm de alto y 0,5 y 3 cm de ancho, con l6bulos coraloides fuertemente
divididos, con forma de cerebro. Superficie de marrén a gris con distintas tonalidades
posibles, presentando pseudocifelas de manera habitual. El cortex puede llegar a medir
hasta 110 um de ancho, presenta la parte externa paraplectenquematica y la interna poco
definida, mezclada con tejido prosoplectenquemadtico de la capa medular. La médula es
blanca, I-, entre 0,3 y 4 mm de grosor, pudiendo llegar hasta 6. El fotobionte pertenece a
los chlorococcales, con células entre 5 y 22 um de diametro. Los apotecios son raros,
con disco de negro a marrén oscuro. Ascos clavados, y ascdsporas hialinas, simples, de
globosas a subglobosas, con maximos medidos de 26x25 pum. Picnidios y conidios
presentes. Respecto a la quimica, todos los reactivos dieron negativo, y no se detectaron

sustancias liquénicas ni por TLC ni por HPLC.

En relacion con la ecologia y distribucion, los talos aparecen repartidos en suelos
calcareos de distintos habitats, como en praderas de clima mediterraneo, abiertas y poco
densas formadas por matorral y arboles de los géneros Juniperus y Artemisia (como es
el caso de las especies presentes en la Peninsula Ibérica) y en bosques submontanos de

la provincia de Golestan en Iran. Normalmente entre los 1000 y los 2000 m de altitud.

La especie se puede confundir con facilidad con C. fruticulosa y C. vagans. La principal
diferencia respecto a la primera reside en la forma y ramificacion de los 16bulos,
irregular en C. gyrosa y habitualmente dicotomica en C. fruticulosa. Otras diferencia
entre ambas es el tamafio y la localizacion de las pseudocifelas, mas pequeiias en C.
fruticulosa y situadas en las puntas de las ramificaciones. C. vagans presenta conidios

mayores que C. gyrosa y aparece siempre a altitudes inferiores a los 1000 m.

Los talos de C. gyrosa fueron recolectados en Zaorejas, Guadalajara (40°45°14"'N

02°11'51770) a 1260 m de altitud, sobre suelo arcilloso (Figura 3). Fueron recolectados
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en una zona de poca densidad de vegetacion, en un bosque abierto de Juniperus
thurifera. La especie no era facil de distinguir debido a su color similar al de la arcilla
rojiza del suelo y crecia junto a otras especies de liquenes terricolas y vagantes, como
Xanthoparmelia vagans, Diploschistes bryophillus, Cornicularia steppae, Cladonia
convoluta y Collema tenax. La zona tiene un clima de tendencia continental, con bajas
temperaturas en invierno (la media del mes mas frio es de 2°C) y veranos calidos (la
media del mes mas calido es de 20°C). La precipitacion media anual es de 500 mm, pero
como se ha comentado en la introduccion, la distribucion es heterogénea, con picos en
invierno y primavera y una considerable sequia estival. La localidad comparte los

fuertes vientos caracteristicos de la region.

Figura 3. Bosque abierto de Juniperus thurifera en Zaorejas, Guadalajara, localidad de

recoleccion de C. gyrosa. Fotografia de Leopoldo Garcia Sancho

2.2. CONDICIONES EXPERIMENTALES DEL VUELO ESPACIAL

El experimento LITHOPANSPERMIA/BIOPAN, al cual pertenecen estas
investigaciones relacionadas con la resistencia de C. gyrosa, se encuadra dentro de la
logistica de la agencia espacial europea (ESA), y fue lanzado desde Baikonur,
Kazajistan, el 14 de septiembre de 2007. La capsula BIOPAN (Figuras 4 y 5) y donde
se encontraban las muestras (entre otros experimentos) estaba unida al satélite FOTON

M3, media 38 cm de didmetro y estaba equipada con sensores de temperatura, radiacion
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ultravioleta y visible y presion. Ambas estructuras entraron en Orbita terrestre a unos
300 km de altura, momento en el cual la capsula BIOPAN qued6 abierta con las
muestras expuestas e las condiciones del espacio exterior durante 10 dias, en las cuales
se completaron 190 vueltas a la Tierra. Dentro de la capsula BIOPAN se encontraba el
soporte espacial sobre el cual se colocaron las muestras expuestas, que consistia en una
mezcla de aluminio y silicio y estaba formado por un nivel superior (L1) y otro inferior

(L2), con dimensiones de 146 mm x 129 mm x 23 mm.

Figura 4. Capsula BIOPAN 6 abierta mostrando los soportes con las muestras.
Fotografia tomada de De la Torre et al (2010)

Cada nivel albergaba 36 perforaciones cilindricas de 13 mm de didmetro y 9 mm de
altura donde se situaban las muestras (Figura 6), adheridas a la superficie del soporte
por un adhesivo de silicona. Las muestras situadas en el nivel superior (muestras de
vuelo expuestas) estaban protegidas por distintos filtros de radiacion ultravioleta, por lo
que cada muestra de C. gyrosa del nivel superior estuvo expuesta a distintas dosis de
radiacion. Cada filtro presentaba las siguientes caracteristicas: (i) Un filtro de MgF, que
era transparente a toda la radiacion solar, dejando pasar radiaciones de A> 110nm. (i)
Filtro de cuarzo sintético SQO, que permitia le paso de radiaciones de A> 200 nm,
simulando asi las condiciones de radiacion de la superficie de Marte. (iii) Filtro de A>
290 nm que simulan la radiacion de la superficie terrestre y (iv) flitro de A> 400 nm que
excluia la radiacion ultravioleta sobre la muestra. Todas las muestras de este nivel
estuvieron expuestas también a un rango de temperatura entre -23 °C y 27 °C en
distintos momentos del vuelo, 100 mGy de radiaciéon cosmica ionizante y 10 Pa de

vacio espacial. Las muestras del nivel inferior (muestras control vuelo) no recibieron
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radiacion solar alguna al estar protegidas por el nivel superior. La radiacion cdsmica si
que consiguid penetrar el soporte y alcanzdé los 4 mGy en el nivel inferior. La
perforacion del soporte permitid que las muestras estuvieran expuestas a las mismas
condiciones de vacio y temperatura que las del nivel superior, consiguiéndose mantener
cada celda estanca debido a un sistema de membranas tubulares porosas (GmbH&Co,
Eningen, Alemania). Al finalizar el proceso de exposicion, la capsula se cerrd y se
inicio el proceso de vuelta a la Tierra. La capsula aterrizé en Kostanay, Kazajistan, el 27
de septiembre de 2007. La descripcion del vuelo, la capsula BIOPAN, el soporte de las

muestras y las condiciones espaciales se han tomado de De la Torre et al. (2010).

Figuras 5 y 6. Figura 5 (izquierda) simulacion de la capsula BIOPAN orbitando la
Tierra y Figura 6 (derecha) soporte espacial donde se situaron las muestras durante el

vuelo

Las limitaciones de espacio impuestas por la necesidad de albergar varios experimentos
dentro de la capsula generd que el numero de réplicas para cada tratamiento luminico en
las muestras de vuelo expuestas fuera de n= 1, aunque el namero total de muestras de
dicho nivel superior fuese n= 4, al igual que las muestras situadas en el nivel inferior.
Un tercer grupo de ocho muestras (control Tierra) se mantuvo seco y en oscuridad en la
Tierra mientras dur6 todo el proceso de exposicion espacial. El disefio experimental,
que se llevé acabo con la intencion de conseguir resultados ttiles inmediatos, asi como
informacion suficiente para planificar investigaciones futuras, paso diferentes revisiones

antes de ser aprobado y seleccionado por la ESA para el vuelo.
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2.3. MEDIDAS DE FLUORESCENCIA DE LA CLOROFILA a

Las muestras fueron reactivadas en camara refrigerada siguiendo el protocolo descrito
en los capitulos I y II. Tanto el aparato utilizado para medir la fluorescencia (Mini-
PAM, Walz, Alemania) como el parametro utilizado para evaluar el estado de los
fotosistemas (Fv/Fm) y su significado fisiologico han sido explicados también en el
capitulo I con detalle. EI Fv/Fm se midid en todas las muestras antes del vuelo espacial,
y se consider6 este rendimiento de fluorescencia como un valor dptimo previo al estrés.
Tras ser recogidas y de vuelta en nuestro laboratorio, se midi6é de nuevo el Fv/Fm a las

3h, 24h, 48h, y 72h, con el fin de monitorizar la evolucion del parametro.

2.4. MEDIDAS DE INTERCAMBIO GASEOSO

Tras un nuevo ciclo de revitalizacion, se midid el intercambio de CO, de todas muestras
a 20°C y a 0, 400, 800, 1200 pmol m™? s’ de radiacion. Se usd un aparato de
intercambio gaseoso (GFS-3000, Walz, Alemania) de flujo abierto diferencial con un
detector de infrarrojo para determinar las concentraciones de CO, en el aire. El aparato
presenta un funcionamiento muy parecido al CMS 400, ya descrito en el capitulo I. En
el caso del GFS-3000, la cubeta es mucho mas pequena (3 cm de longitud y 4 cm de
ancho, Figura 7), por lo que permite medidas rapidas y precisas (= 0,1%) de muestras

individuales de baja biomasa.

El procedimiento utilizado para las medidas fue el estandar mencionado en el capitulo 1,
con las medidas de respiracion realizadas en oscuridad al principio de cada curva tras
inmersion en agua mineral de composicion conocida durante 20 minutos. Tras esta
medida, y siempre a 6ptimo contenido hidrico, se fue aumentando la radiacion con una
lampara (LED tipo 3040-L) hasta alcanzar la maxima tasa de fotosintesis neta a los
1200 umol m™ s, Las medidas realizaron en un periodo de 5 dias. La temperatura
dentro de la cubeta y la humedad ambiental se mantuvieron controladas durante el
experimento. Los datos finales de intercambio gaseoso se expresaron en funcion del

peso seco de cada una de las muestras.
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Figura 7. Cubeta del GFS-3000 con fuente de luz en la parte superior midiendo un talo

de C. gyrosa en el laboratorio

2.5. ANALISIS DE MICROSCOPiA

2.5.1. Microscopia electréonica de barrido a baja temperatura: Las muestras
de C. gyrosa fueron examinadas en un microscopio SEM DSM 960 Zeiss, al que esta
asociada una unidad de criomicroscopia Oxford CT 1500A. Las pruebas de microscopia
se realizaron tras los experimentos de intercambio gaseoso. Se tomaron pequeios
fragmentos de liquen y se fijaron al porta-muestras de forma mecanica. De ahi se
pasaron al sistema de crio-transferencia, se criofijaron por inmersidon en nitroégeno
liquido subenfriado y por ultimo fueron transferidos a la unidad de preparacion
mediante un dispositivo de transferencia en vacio siguiendo De los Rios et al. (2005b).
Las muestras congeladas se fracturaron en la unidad de preparacion y fueron
transferidas a la camara del microscopio (-135 °C), donde se mantuvieron 2 minutos a
-90 °C para sublimar el hielo supeficial. Tras la sublimacion del hielo, las muestras son
trasladadas a la unidad de perparacion donde fueron recubiertas (sputtering) con
particulas de oro. Posteriormente la muestra vuelve a la camara del microscopio para su

observacion (-135 °C). Se observaron a un potencial de aceleracion 2 Kv y 300 Pa.

2.5.2. Microscopia electronica de transmision: De nuevo tras las medidas de
intercambio gaseoso, pequefios fragmentos de C. gyrosa fueron fijados en soluciones de
glutaraldehido al 3% en tampon fosfato 0,1M, ph 7,1 y tetraéxido de osmio al 1% en

tampon fosfato SOMm y ph 7,1. Dichos fragmentos se deshidrataron en series crecientes
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de etanol y se incluyeron en una resina Spurr siguiendo el protocolo descrito por Ascaso
(1978) y De los Rios y Ascaso (2002). Las secciones ultrafinas fueron tefidas
posteriormente con citrato de plomo (Reynolds 1963) y observadas en un microscopio

electrénico de transmision LEO 910 operado a 80 kV.

2.6. CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA

Se tomaron fragmentos de talos de C. gyrosa con el fin de realizar ensayos de
cromatografia en capa fina que permitieran detectar sustancias liquénicas presentes en
dicha especie. La extraccion se llevd con acetona siguiendo a Huneck y Yoshimura
(1996), y las muestras se pincharon en placas de cromatografia de cristal Merck 60
F254 recubiertas de gel de silice (grosor de la capa 0, 25 mm, tamafio placa 20x20cm).
El solvente utilizado para desarrollar la cromatografia fue el C (170 ml tolueno/ 30 ml

acido acético) y el revelado se llevé a cabo con acido sulfurico diluido.

2.7. ANALISIS ESTADISTICO

Las comparaciones de las medias de los distintos grupos de muestras se llevaron a cabo
a través de un analisis simple de la varianza con un nivel de significancia de p< 0,05. La
comparacion de los datos de control vuelo y control Tierra se realizaron con un test de
Duncan de rango multiple (p< 0,05). Se utiliz6 la version 5.1 del programa

Statsgraphics.

3. RESULTADOS

3.1. FLUORESCENCIA DE LA CLOROFILA a

Los valores de Fv/Fm previos al vuelo de todas las muestras medidas (expuestas vuelo,
control vuelo y control Tierra) oscilaron entre 636 y 756 (Figuras 8-12, Tabla 1). Estos
valores fueron tomados como un nivel de referencia para determinar un estado saludable
de los fotosistemas (Demmig-Adams et al. 1990). Tras el vuelo espacial, los valores de

Fv/Fm de todas las muestras expuestas al vuelo que fueron medidas tras 3h de
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reactivacion se redujeron significativamente en comparacion a los valores previos al
vuelo. El valor mas bajo (49% del valor pre-vuelo) aparecid en la muestra que estaba
expuesta al mayor rango de radiacion ultravioleta y visible (A> 110 nm, Figura 8). El
resto de muestras presentaron una disminucién menos pronunciada de Fv/Fm a las 3h de
la reactivacion (84% para las muestras expuestas a A> 200 nm; 77% para las expuestas a
A>290 nm y A> 400 nm, Tabla 1, Figuras 9-11). Los valores de Fv/Fm se incrementaron
gradualmente al ir aumentando el tiempo de reactivacion hasta llegar al maximo de 72h,
donde se alcanzaron valores muy proximos al Fv/Fm pre-vuelo y en algunos casos
practicamente idénticos. Como ejemplo, la muestra mas afectada, que fue la expuesta a
A> 110 nm, alcanzo el 99,5% respecto al valor de pre-vuelo. Esta elevada capacidad de
recuperacion es un buen indicador de reversibilidad respecto al dafio que la exposicion

espacial pudo generar en la muestra, detectado por el bajo Fv/Fm medido a las 3h.

800 800
700 - 700 -
g 600 -
L
=
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400 A
300 T T T T 300 T T T T
3h 24h 48h 72h 3h 24h 48h 72h
Tiempo de recuperacion (h) Tiempo de recuperacion (h)

Figuras 8 y 9. Figura 8 (izquierda) valores de Fv/Fm a lo largo del periodo de
recuperacion metabdlica en C. gyrosa expuesta a radiaciones de A> 110 nm durante el
vuelo espacial (circulos negros) respecto al valor prevuelo (circulos blancos), y Figura 9

(derecha), que representa lo mismo en la muestra de vuelo expuesta a A> 200 nm
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Figuras 10 y 11. Figura 10 (izquierda) valores de Fv/Fm a lo largo del periodo de
recuperacion metabdlica en C. gyrosa expuesta a radiaciones de A> 290 nm durante el
vuelo espacial respecto al valor pre-vuelo, y Figura 11 (derecha), que representa lo

mismo en la muestra de vuelo expuesta a A> 400 nm

300 T T T T
3h 24h 48h 72h

Tiempo de recuperacion (h)

Figura 12. Valores de Fv/Fm durante el periodo de recuperacion de C. gyrosa para los
controles vuelo (circulos negros y linea continua) y Tierra (circulos blancos y linea de
puntos) frente a los valores pre-vuelo para muestras control vuelo (tridngulo invertido

negro y linea discontinua) y control Tierra (tridngulo recto blanco y linea discontinua)
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Vuelo Vuelo Vuelo Vuelo Control Control
2>2110nm 2>2200nm 22290 nm 2=>400nm vuelo Tierra
n=1 n=1 n=1 n=1 n=4 n=8§
Pre-vuelo 636 726 753 735 694,0+38,0°  688,0+44,1°
3h 312 611 579 563 625,8+81,2°  620,4+71,4°
24h 410 680 687 644 640,0+42,2"  609,6+65,6"
48h 548 711 710 662 661,8£32,7  618,8+58,5"
72h 633 726 719 710 683,8+25,3"  654,3+55,6™

Tabla 1. Valores de Fv/Fm obtenidos en los distintos tratamientos de C. gyrosa durante
el periodo de recuperacion. Los valores de desviacion estandar aparecen representados
siempre que n> 1. Diferentes letras dentro de una misma columna implican diferencias

estadisticas significativas siguiendo el test multiple de rango de Duncan (p< 0,05)

Las muestras de control vuelo alcanzaron un 90% respecto al Fv/Fm pre-vuelo a las 3h
de recuperacion. A las 48h alcanzaron el 95%, y a las 72h lleg6 hasta el 98% (los
porcentajes son medias de cuatro réplicas). Los controles de Tierra mostraron una ligera
reduccion de su Fv/Fm a las 3h (el 90% del inicial) de recuperacion, bajo al 89% a las
24h, subié 90% a las 48h y finalmente alcanz6 el 95% del valor inicial al final de la
recuperacion (Figura 12, Tabla 1). No se encontraron diferencias estadisticas
significativas (p< 0,05) entre las muestras de control vuelo y control Tierra durante los
distintos tiempos del periodo de recuperaciéon. Tampoco se encontraron diferencias
estadisticas significativas para ambos grupos de muestras entre los valores de Fv/Fm

medidos antes del vuelo y aquellos obtenidos tras 72h de recuperacion

3.2. INTERCAMBIO GASEOSO

Los valores de intercambio de CO, para las muestras expuestas al vuelo aparecen
representados en la Figura 13. En ella se observan los valores de la respiracion en
oscuridad (valores negativos) y de la fotosintesis neta (positivos) al ir incrementando la
radiacion. Las barras horizontales representan las medias de los valores de control vuelo

y control Tierra, que no mostraron diferencias estadisticas significativas para
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respiraciéon en oscuridad y fotosintesis neta. Por lo tanto, estos valores fueron
seleccionados como controles respecto a las muestras que si estuvieron expuestas
totalmente a las condiciones del vuelo. A pesar de la similitud estadistica encontrada,
merece la pena recordar que las muestras de control vuelo habian recibido cierto grado
de radiacion césmica, y las fluctuaciones de temperatura y el vacio caracteristicos del
espacio, cosa que no ocurrié con las muestras control Tierra. La linea discontinua
representa el valor medio control de la maxima fotosintesis neta y la linea sélida es el

mismo valor para la respiracion en oscuridad.
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0,0 -
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RO / FN (n mol CO, kg ps™ s™)
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PPFD (pmolm?s™)
Figura 13. Curvas de luz fotosinteticamente activa (PPFD) de las cuatro muestras
expuestas al vuelo representadas frente a los valores medios de maxima fotosintesis neta
0o Amax (valores positivos, linea horizontal discontinua, n= 8) y respiracion en
oscuridad (valores negativos, linea horizontal continua n= 8) de los controles, que no
mostraron diferencias estadisticas entre ellos. En las curvas de luz encontramos muestra
vuelo > 110 nm (circulos negros), vuelo > 200 nm (circulos blancos), vuelo > 290 nm

(tridngulo negro invertido) y vuelo > 400 nm (triangulo blanco recto).

La Tabla 2 muestra los valores numéricos obtenidos en las medidas de intercambio de
CO; para todas las muestras estudiadas. Las maximas tasas de asimilacion fotosintética
para las muestras expuestas al vuelo y las muestras control vuelo oscilaron entre 1,1 y

1,7 pmol CO, m™s™, y estuvieron proximos al valor medio de fotosintesis neta maxima
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obtenido en los controles Tierra (Tabla 2). Si consideramos el valor medio de todas las
muestras expuestas al vuelo (a pesar de haber sufrido tratamientos de radiacion
distintos), la media obtenida de 1,44+0,2 umol CO, m'2s'1, de nuevo muy proximo a los
valores promedio obtenidos en los controles de Tierra, lo que sugiere poco efecto de las
distintos tipos de radiacion sobre el rendimiento fotosintético. La respiracion en
oscuridad de las muestras control vuelo y las control Tierra resultaron iguales
estadisticamente, y fueron muy parecidas a los valores obtenidos para las muestras
expuestas al vuelo de 2> 110 nm y A> 400 nm. Sin embargo, las muestras expuestas de
vuelo de A> 200 nm y 2> 290 nm, mostraron tasas de respiracion superiores al resto
(Tabla 2). Excepto para estos dos datos de respiracion, el resto de muestras expuestas al

vuelo mostrd una actividad metabodlica similar a la de los controles de Tierra.

Vuelo Vuelo Vuelo Vuelo Control Control

2>2110nm 22200 nm 22290 nm  2>400nm vuelo Tierra

n=1 n=1 n=1 n=1 n=4 n=4
Amax 1.5 1.4 1.7 1.1 1.2+0.4 1.6£0,6
RO 0.6 1.7 1.5 09 0.9+04 0.7+0.2

Tabla 2. Valores de intercambio de CO; en todas las muestras expuestas, control vuelo

y control Tierra. La desviacion estandar aparece representada siempre que n> 1

3.3. ANALISIS DE MICROSCOPiA

Las Figuras 14 y 15 muestran el aspecto de las células del fotobionte y el micobionte en
muestras control Tierra. Las membranas tilacoidales del cloroplasto del fotobionte
presentaron un aspecto normal, pero los pirenoides (P) aparecieron con distinta densidad
de pirenoglébulos (Pg). El aspecto de los globulos lipidicos citoplasmicos (Sb) fue
bueno, igual que el de las mitocondrias (m) (Figura 14). No se observaron vacuolas en
las células del fotobionte. Las células del micobionte (Figura 15) presentaron tanto

mitocondrias (m) como cuerpos concéntricos (cc) bien conservados
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Los pirenoides de las células del fotobionte del control vuelo (Figura 16) presentaron
mayor cantidad de pirenoglobulos que en los controles de Tierra. Aparece material

electrodenso en las vacuolas (V) y complejos membranosos electrodensos entre los
tilacoides (flecha). También se observaron granulos de almidén (s) entre los tilacoides.
Las células del micobionte mostraron vacuolas (Figura 17) con acumulaciones

irregulares de material electrodenso.

Los pirenoides de las algas de la muestra expuesta a A> 110 nm (Figura 18) mostraron
matrices densas y numerosas membranas tilacoidales. Se observaron frecuentemente
complejos membranosos electrodensos en el interior del cloroplasto (flecha). Se
observaron también vacuolas en el citoplasma de las algas (V), tanto vacias como con
presencia de material electrodenso (indicando estrés) y mitocondrias poco definidas
estructuralmente. En las células del micobionte (Figura 19) no se detectaron cuerpos
concéntricos, y las mitocondrias aparecieron en buen estado. Todas las vacuolas (V)
presentaron depdsitos electrodensos. La figura 20, obtenida por microscopia electronica
de barrido a baja temperatura, muestra la integridad de la pared celular de las algas de

las muestras mas expuestas a la radiacion (A> 110 nm).

Las células de alga de las muestras expuestas al vuelo de 2> 200 nm (Figura 21)
mostraron pirenoides con matrices densas y muchas membranas tilacoidales, asi como
cloroplastos con almidon en su interior. Aparecieron vacuolas (V) con material
electrodenso en el citoplasma de las células del fotobionte, indicando de nuevo posible

estrés

Respecto a la muestra expuesta al vuelo de A> 290 nm (Figura 22), las c€lulas de alga
mostraron membranas tilacoidales apiladas en el interior del pirenoide y menor
presencia de almidon que el control vuelo y las muestras expuestas de A> 290 nm. El
citoplasma de estas células presentd vacuolas y la mitocondrias desorganizadas desde el
punto de vista ultraestructural. Dichas células algales (Figura 23) mostraron nucleolos
compactos (n), lo que podria indicar menor actividad celular. El hongo (Figura 23)
presentd cuerpos concéntricos bien desarrollados y vacuolas con menor nimeros de

cuerpos electrodensos.
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Figuras 14-19. Imagenes de microscopia electronica de transmision para células de
fotobionte y micobionte en muestras de control Tierra, control vuelo y A> 110 nm. Para

mas informacion ver el texto
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Figuras 20-25. Imagenes de microscopia electronica de barrido a bajas temperaturas
(20) y de microscopia electronica de transmision (resto) de células de fotobionte y
micobionte en muestras expuestas a A> 110 nm; 200nm; 290 nm y 400 nm. Para mas
informacion ver el texto
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Por ultimo, las células de alga expuestas al vuelo con A> 400 nm (Figuras 24 y 25)
mostraron pirenoides y pirenogldébulos con aspecto similar a aquellos encontrados en el
control de vuelo. En esta ocasion no aparecieron complejos membranosos electrodensos
entre las membranas de los tilacoides. El aspecto de los cuerpos lipidicos citopldsmicos
fue similar al observado en células del tratamiento control Tierra. Las células del hongo
del tratamiento A> 400 nm presentaron vacuolas y cuerpos concéntricos de aspecto

normal (Figura 25).

3.4. CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA

Dos talos individuales de C. gyrosa recolectados en la misma localidad fueron
analizados por cromatografia de capa fina. Los resultados mostraron la ausencia de
sustancias liquénicas, como ha sido documentado con anterioridad por Hafellner et al.

(2004) y Sohrabi (2011) para otros liquenes vagantes del mismo género.

4. DISCUSION

En el espacio exterior, los organismos estan expuestos a un complejo conjunto de
condiciones ambientales extremas, que consisten principalmente en vacio espacial,
radiacion solar ultravioleta extraterrestre y un amplio rango de temperaturas (Nicholson
et al. 2005). El vacio espacial genera una deshidratacion extrema, lo que ha sido
considerado como uno de los factores mas letales para los organismos vivos expuestos a
un vuelo espacial (Sancho et al. 2007a). Mientras la mayoria de los organismos sufren
dafios ante dicha deshidratacion, las muestras de C. gyrosa del control vuelo expuestas
al vacio durante 10 dias, no sufrieron ningin dafio metabdlico aparente. Esto se deduce
de sus valores inalterados de fluorescencia de la clorofila a, fotosintesis neta y
respiracion en oscuridad. Otros autores han encontrado una resistencia similar a la
desecacion generada por el vacio en vuelos espaciales previos, tanto para los liquenes
Rhizocarpon geographicum y Xanthoria elegans (Sancho et al. 2007a; 2008),
tardigrados (Jonsson et al. 2008) y esporas de la bacteria Bacillus subtilis (Horneck et
al. 2010).
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Aunque el estado fisiologico de las muestras del control vuelo no fue distinto al
encontrado en los controles de Tierra, si que mostraron algunas diferencias
ultraestructurales. Entre estas cabe destacar la presencia de cuerpos densos en el
citoplasma de las células del fotobionte y en las vacuolas de las células del micobionte,
ambas debidas posiblemente a la exposicion al vacio espacial. También se observaron
mas pirenoglobulos en las muestras de control vuelo que en las muestras de control
Tierra. La disminucion de los pirenoglobulos puede ser debida tanto por Ila
deshidratacion (Ascaso et al. 1986) como por la exposicion a oscuridad (Brown et al
1988). Aunque lo esperado a priori deberia ser menor nimero de pirenoglobulos en las
muestras expuestas al vacio (control vuelo) que en las control tierra, el almacenamiento
en condiciones de deshidratacion y oscuridad de estas ultimas puede ser responsable del

mencionado descenso.

La microscopia electronica de transmision muestra mas consecuencias de la fuerte
deshidratacion. Entre estas destaca una posicion periférica de los pirenoglobulos en el
interior del pirenoide (Ascaso y Galvan 1976; Ascaso 1978), un descenso del numero de
pirenoglobulos por area de pirenoide (Ascaso et al. 1986), o una tincion débil de
algunas partes de la matriz proteica del pirenoide (Ascaso 1978; Brown et al. 1987). La
tolerancia a la desecacion en liquenes ha sido pertinentemente estudiada y debatida por
Kappen y Valladares (2007), asi como por otros autores (Lange et al. 1997b, Pintado et
al. 2005; Del Prado y Sancho 2007). Los polialcoholes liquénicos han sido considerados
por Sancho et al. (2007a) como importantes a la hora de entender la resistencia a la

desecacion en liquenes expuestos a la deshidratacion que ocurre en el espacio.

Aparte del mencionado efecto del vacio, los organismos vivos en el espacio deben
resistir la exposicion a la radiacion cdsmica y a la radiacion solar ultravioleta. De los
datos obtenidos en las medidas de fluorescencia de la clorofila a durante el periodo de
recuperacion (Figuras 8-12) podemos concluir lo siguiente: (i) el intervalo de radiacion
ultravioleta solar comprendido entre los 100 y los 200 nm fue con toda probabilidad la
parte mas dafiina del espectro solar para las muestras, y (ii) la actividad del fotosistema
II de todas las muestras expuestas a distintos rangos de radiacion ultravioleta y visible
mostrd una capacidad clara de reversibilidad durante el periodo de recuperacion. Esto
demuestra que los posibles dafios fisiologicos generados por las distintas exposiciones

no fueron permanentes en ningln caso. La ausencia de dafio metabdlico en los controles
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de vuelo (Figura 12) confirmé también que la radiacion solar extraterrestre ultravioleta
fue el pardmetro espacial mas dafiino comparado con el vacio, la radiacion cosmica o

los contrastes de temperaturas experimentados por las muestras.

Tres dias de reactivacion han sido demostrados como suficientes para la recuperacion
total de las muestras expuestas a las condiciones espaciales, y mostraron a su vez que
estos parametros estresantes no fueron suficientes para comprometer la actividad
fotosintética de C. gyrosa tras 10 dias de exposicion al espacio. Esta observacion fue
confirmada a través de las medidas de intercambio de CO,. Tras 72h de reactivacion, las
muestras de vuelo expuestas presentaron valores muy parecidos a los obtenidos en las

muestras control Tierra.

Varios autores (Millanes y Vicente 2003; Solhaug et al. 2003) han sugerido que las
sustancias liquénicas son una fuente de proteccion eficaz frente a la radiacion
ultravioleta. La ausencia de estas sustancias se confirmo a través de la cromatografia en
capa fina, por lo que la resistencia a la radiacion debe ser debida a otro mecanismo
diferente. Este podria ser la estructura del cortex superior. El papel de un cortex fingico
grueso y con alto grado de compactacion de hifas como protector frente a excesiva
radiacion ultravioleta incidente ha sido demostrado en trabajos de campo por De la
Torre et al. (2002). Parece que las poblaciones de algas fotosintéticas estan muy bien
protegidas por esta capa que actua como una pantalla protectora. Aunque hemos podido
observar algunos dafios ultraestructurales en células de los fotobiontes, los fotosistemas
han permanecido bien protegidos como una de las estructuras mas importantes de las

algas.

Las vacuolas con material electrodenso han sido observadas con frecuencia en los
citoplasmas de las células de los fotobiontes de talos expuestos a longitudes de onda de
A> 110, 200 y 290 nm, pero no en aquellas expuestas a A> 400 nm. Estos cuerpos
electronicos densos podrian representar una acumulacion de lipidos como consecuencia
de la pérdida de los mismos de las membranas celulares, lo que estaria relacionado con
un cierto grado de senescencia celular (Ascaso et al. 1986). La integridad de la pared
celular de las algas de las muestras expuestas a radiaciones de A> 110 nm, puede ser
considerado un hecho positivo a la hora de valorar la resistencia a las condiciones

espaciales. La relacion entre los datos metabdlicos obtenidos y el andlisis de
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ultraestructura muestra caracterisiticas interesantes que deben ser evaluadas con
detenimiento. En respuesta a las condiciones de vuelo, se observd una desorganizacion
de las lamelas del tilacoide dentro de los pirenoides, que podria ser el resultado de una
pérdida de lipidos desde la membrana tilacoidal. La mayoria de los tibulos del tilacoide
colapsaron y en consecuencia se produjo una distribucion desorganizada de los
pirenoglobulos. El colapso de los tiabulos pudo ser debido tanto por una retirada de agua
del lamen de los tabulos, o bien por un cambio en la configuracién de la estructura
proteica del pirenoide deshidratado. Los pirenoides mas afectados aparecieron en las
células del control vuelo y de la muestra expuesta al vuelo que recibié mayor rango de
radiacion ultravioleta (A> 110). También aparecieron afectadas las muestras de vuelo
expuestas que recibieron radiaciones de A> 200 y 290 nm, ya que las membranas del
tilacoide perdieron su integridad. La presencia de cuerpos densos entre las membranas
del tilacoide podria ser debida a una pérdida de lipidos en la misma. En todos los casos
el siguiente paso podria haber sido la desorganizacion total del pirenoide. Todas estas
observaciones implican una desorganizacion de los cloroplastos de las muestras
expuestas a las condiciones de vuelo en los tratamientos A> 110, 200 y 290 nm. De los
Rios et al. (2010) observaron los mismos depositos electrodensos mencionados
anteriormente en células de Rhizocarpon geographicum tras la exposicion espacial en el
experimento LICHENS. En las muestras de control Tierra y en aquellas expuestas al
vuelo con radiaciones superiores a los 400 nm, el aspecto del tilacoide fue normal, con

pirenoglobulos unidos a las mebranas tilacoidales.

Se puede deducir por tanto que a nivel de ultraestructura, las células mas danadas
aparecieron en los tratamientos A> 110, 200 y 290 nm, con cloroplastos desorganizados,
y algunas mitocondrias desestructuradas, lo que ha sido asociado anteriormente a
exposicion a radiacion ultravioleta (Poppe et al. 2002) y a exposicion espacial en algas
(Popova 2003). También se debe destacar la presencia de material electrodenso en el
interior de las vacuolas de células de fotobionte y micobionte, lo que normalmente es un
indicador de secuestro vacuolar de componentes celulares. Esto ultimo se puede traducir

como una respuesta al estrés.
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Estas muestras estaban expuestas a distintos grados de radiacion ultravioleta y al vacio,
por lo que parecen responder a dicha exposicion. El siguiente grupo de muestras mas
dafiadas fue el control vuelo, solo expuesto a las condiciones estresantes del vacio
espacial. La discriminacion entre lo efectos de la radiacion ultravioleta y del vacio es
compleja. La respuesta de los organulos celulares a las situaciones de estrés es
inespecifica, es decir, responde a una situacion general de estrés mas que a un factor
aislado (Tarhanen 1998). A pesar de la irregularidad del menor nimero de
pirenoglobulos por pirenoide en las muestras de control Tierra respecto al control vuelo,
el estado de las células de este tratamiento es mas proximo a la normalidad. Las células
del tratamiento vuelo expuesto a A> 400 nm mostraron un aspecto muy parecido a las de

control Tierra a pesar de la exposicion al vacio.

Parece que los cambios ultraestructurales observados pudieron ser reversibles o, que al
menos, la integridad celular fue lo suficientemente alta para mantener el metabolismo
de los liquenes funcionando de una manera adecuada. Sancho et al. (2007a) y De los
Rios et al. (2010), demostraron que dafios ultraestructurales en células de los liquenes
alpinos Rhizocarpon geographiucm y Xanthoria elegans expuestos a las mismas

condiciones espaciales, no implicaron necesariamente un fallo metabolico.

A pesar de que las iméagenes de microscopia proporcionan varios ejemplos de los
distintos tipos de tratamientos, es muy dificil saber cual es el porcentaje exacto de
células afectadas, ya que no se puede estudiar toda la poblacion. El analisis de los dafos
ultraestructurales observados por microscopia y sus consecuencias sobre el metabolismo
de los liquenes, revela, como se mencionaba anteriormente, varias respuestas
relacionadas con los efectos derivados de la exposicion espacial. Estos resultados

suponen una aproximacion a un campo que deberia ser estudiado en profundidad.

La ventaja principal que presenta C. gyrosa respecto a otros liquenes usados
anteriormente en experimentos de astrobiologia es su morfologia compacta separada del
sustrato. Esto permite el estudio de talos enteros individuales, que genera informacion

mas completa que la proporcionada por fragmentos de talos unidos a un sustrato rocoso.
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El hecho de haber podido medir inicamente una réplica en los distintos tratamientos de
las muestras expuestas al vuelo, abre una linea para futuras investigaciones relacionadas
que corroboren estos resultados prometedores. La misma especie ha mostrado una
resistencia muy similar a la demostrada aqui en experimentos de simulacion de
atmodsfera marciana (Sanchez et al. 2012), lo que confirma la especie como un excelente

candidato para experimentos de astrobiologia.

La cuestion de si la panspermia aparece como una posibilidad real o se queda en meras
especulaciones parece seguir siendo objeto de debate. La disponibilidad actual de
buenos disefios experimentales a través del desarrollo de tecnologia adecuada abre
nuevas puertas a cientificos de varias disciplinas interesados en esta linea de
investigacion. Los liquenes han demostrado ser organismos adecuados para este tipo de
experimentos, ya que las tres especies estudiadas hasta la fecha han demostrado su
resistencia fisioldgica a experimentos con vuelo real. La resistencia de distintos tipos de
liquenes adaptados a hébitats distintos, la posibilidad de estudiar propagulos liquénicos
que pudieran sobrevivir a una posible entrada en la atmdsfera y experimentos de
exposicion espacial de larga duracion son nuevos retos pendientes para estos
organismos. De esta manera se podran responder algunas de las preguntas pendientes en

experimentos de astrobiologia con liquenes.
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CONCLUSIONES GENERALES / GENERAL CONCLUSIONS

233



234



1. Relacion entre fotosintesis y crecimiento en liquenes adaptados a regiones

polares y alpinas

1.1. Los talos crustaiceos de alta montafia del género Rhizocarpon subgénero
Rhizocarpon no mostraron ningin vinculo significativo entre fotosintesis y tamafio del
talo, por lo que el uso de la liquenometria queda reforzado desde el punto de vista
fisioldgico a lo largo del ciclo de vida de estas especies, independientemente de la edad

de los talos.

1.2. Los talos crusticeos de ambientes de montafia mostraron una relacion entre
morfologia y fisiologia, segin la cual los talos mas desarrollados presentaron mayor
fotosintesis bruta por superficie que el resto. Esta mayor fotosintesis bruta es debida a

mayores cantidades de clorofila por unidad de superficie.

1.3. Los vinculos fisiologicos encontrados entre fotosintesis neta, fijacion de nitrogeno
y contenido en nutrientes en las tres especies crustaceas del género Placopsis en Tierra
de Fuego apuntan a los cefalodios y a la fijacion de nitrégeno como claves para

entender una colonizacidn pionera rapida y eficaz.

1.4. Los porcentajes de actividad de liquenes comparados en extremos climaticos de la
Antartida permiten una mejor interpretacion de las grandes diferencias en cobertura

vegetal, biomasa y tasas de crecimiento entre ambas localidades.

2. Mecanismos de resistencia a ambientes extremos y limites de dicha resistencia

2.1. Las especies de montafia presentaron una adecuada adaptacion a las condiciones de
su habitat a través de rendimiento fisioldgicos Optimos a bajas temperaturas y a una
mayor tolerancia a la radiacion incidente. Los mecanismos de disipacion de calor no

mostraron una respuesta homogénea.
2.2. Las muestras tripartitas del género Placopsis procedentes de morrenas glaciares en

Tierra de Fuego demostraron rendimientos fisioldgicos dptimos en un habitat deficitario

en nitrégeno.
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2.3. Los resultados obtenidos tras la monitorizacion realizada en los Valles Secos de
McMurdo indican que la estrategia adaptativa fundamental durante el periodo de
medida es la resistencia a través de la inactividad metabodlica. Teniendo esto en cuenta,
el talo crustaceo de Caloplaca sp. mostré mayor capacidad para activar su metabolismo

que las tres Umbilicarias monitorizadas.

2.4. Nuestros primeros datos sobre la resistencia fisiologica del género Umbilicaria en
la Antartida apuntan hacia una temperatura de -4 °C como limite comun para la

actividad metabdlica en especies del genero que habitan en los extremos del continente.
2.5. La especie fruticulosa C. gyrosa ha mostrado la capacidad de revertir el estrés

fisiologico generado tras diez dias expuesta al espacio exterior en estado deshidratado.

Los limites de la resistencia de los liquenes a ambientes extremos permanecen abiertos.
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GENERAL CONCLUSIONS

1. Relationships between growth and photosynthesis in lichens from alpine and

polar environments.

1.1. The crustose samples belonging to the alpine genus Rhizocarpon subgenus
Rhizocarpon did not show any significant link between photosynthesis and thallus size,
which provides physiological support for their use in lichenometry during the life cycle

of these species independently of thallus age.

1.2. The crustose lichens from mountain environments showed a relationship between
morphology and physiology, with the most developed thalli showing higher gross

photosynthesis due to higher values of chlorophyll in a surface basis.

1.3. The physiological links found between net photosynthesis, nitrogen fixation and
nutrients content in the three crustose species of the genus Placopsis in Tierra de Fuego
points to cephalodia and nitrogen fixation as the key to understanding the species fast

and efficient pioneer colonization of the moraine.

1.4. The considerable differences in the percentages of activity found in lichens in very
different regions with strong contrasts in Antarctica are related to differences in

vegetation cover, biomass and growth rates between both localities.

2. Resistance mechanisms to extreme environments and limits of the resistance.

2.1. The alpine species showed a correct adaptation to the environment through optimal
physiological activity at low temperatures and a higher tolerance to incident radiation.
Heat dissipation mechanisms did not show a consistent behaviour within the group of

samples.

2.2. Tripartite species belonging to Placopsis genus from glacial moraines in Tierra de
Fuego showed an optimal physiological performance despite being in a nitrogen

deficient environment.
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2.3. The results obtained after the monitoring period in the McMurdo Dry Valleys
showed that the resistance mechanism there is mainly based on avoidance through
inactivity. Despite this, the crustose Caloplaca showed a better ability to activate its

metabolism compared with the Umbilicaria samples.

2.4. Our first data about physiological resistance of the genus Umbilicaria in Antarctica
points to a temperature of -4 °C as a common limit for activity, even considering that

the two species life in the extremes of the continent.
2.5. The fruticose lichen C. gyrosa showed the physiological ability to withstand 10

days of space exposition in dry conditions. The limits of lichens resistance to extreme

environments have still not been reached.
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RESUMEN EXTENSO Y PLANTEAMIENTOS FUTUROS / LONG
SUMMARY AND FUTURE POSSIBILITIES
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Los dos objetivos fundamentales propuestos en esta tesis doctoral han sido abordados
desde distintos puntos de vista a lo largo de los cinco capitulos presentados, pero
siempre manteniendo un hilo conductor que sostuviera las relaciones entre fotosintesis y
crecimiento en liquenes de regiones polares y alpinas y/o mecanismos de resistencia a
estos habitats extremos. Las relaciones entre fotosintesis y crecimiento se plantean
fundamentalmente (incidiendo mas en los liquenes crustaceos) en los capitulos I, II, 11
y IV, mientras que la resistencia a ambientes extremos, a pesar de estar presente a lo

largo de casi toda la memoria doctoral, se hace més patente en los capitulos [V y V.

En el capitulo I se aporta un grueso de informacion ecofisiologica sobre liquenes
crustdiceos y folidceos de ambientes de montafia que cubre el vacio existente
anteriormente, con escasos trabajos al respecto (sobre todo respecto a los crustaceos,
grandes desconocidos desde el punto de vista fisioldgico). Aparte de la informacion
propuesta sobre relaciones hidricas, curvas de luz, curvas de temperatura, contenidos en
clorofila y curvas de induccion de fluorescencia a distintas radiaciones, se ha detectado
una relacion positiva entre fotosintesis bruta y grado de desarrollo del talo en todas las
especies crustaceas. De esta manera, las formas crusticeas con una morfologia mas
desarrollada (es decir, lobulada y bulada) mostraron diferencias significativas en los
principales parametros ecofisiologicos respecto a las formas crustdceas mas sencillas. El
crecimiento en grosor de los liquenes crustaceos estudiados parece estar relacionado por
tanto con las tasas de fotosintesis bruta por unidad de superficie a través de una mayor
cantidad de clorofila por unidad de superficie. La relacion entre ganancia de peso por
unidad de superficie y fijacion de carbono ya ha sido sugerida en liquenes anteriormente
(Sundberg et al. 2001). Aunque las especies folidceas estudiadas cumplieron el
gradiente mencionado, parece mas razonable atribuir sus mayores tasas metabolicas a

mayores cantidades de clorofila favorecidas por hébitats fuertemente nitrogenados.

Por otro lado, el conjunto de pardmetros fisiologicos estudiados muestran tendencias
adaptativas a las caracteristicas predominantes de la alta montafia, aunque en todo
momento se ha destacado que las diferencias microclimaticas pueden ser mas
determinantes a la hora de evaluar una respuesta fisioldgica. Las tendencias adaptativas
mencionadas en liquenes de montafia ya han sido sugeridas anteriormente (Kappen
1988; Heber et al. 2000), y en este trabajo se deducen de mayores puntos de

compensacion y saturacion de luz, éptimos de temperatura ligeramente desplazados a
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temperaturas mas frias y mayor tolerancia a la luz en las curvas de induccion de
fluorescencia en buena parte de las especies respecto al control de sombra. Las especies
estudiadas no se comportaron de forma homogénea respecto a la capacidad de eliminar

energia radiativa incidente en forma de calor.

Las tendencias adaptativas a las condiciones ambientales de su entorno pueden convertir
a los liquenes de zonas de montafia especialmente vulnerables a posibles cambios
ambientales. El impacto del cambio global en plantas se espera especialmente
pronunciado en regiones articas y alpinas, ya que las plantas en estas regiones estan
limitadas por bajas temperaturas y escasa disponibilidad de nutrientes (Jagerbrand et al.
2006). El IPCC (Intergovernmental Panel of Climate Change) considera las regiones
polares y alpinas como vulnerables y en riesgo ecoldgico de dafio irreversible
(McCarthy et al. 2001). Algunos estudios de simulacion de cambio climético en
regiones alpinas han mostrado efectos negativos sobre la flora liquénica (Ellis et al.
2007; Britton et al. 2009) aunque otros han mostrado divergencia en sus resultados, en
los cuales los liquenes de regiones artico-alpinas disminuian, aumentaban, o no se veian
afectados en funcion del tipo de tratamiento de simulacion utilizado o en funcion de la
zona de estudio (Cornelisen et al. 2001; Jagerbrand et al. 2009). Otro factor importante
a tener en cuenta es, mas que el efecto del cambio ambiental en si, el posible efecto de
un aumento de la presencia de plantas vasculares en estas comunidades criptogdmicas
poco habituadas a la competencia (Cornelisen et al 2001). Estudios especificos sobre el
comportamiento fisioldgico de liquenes de estos ecosistemas sometidos a mayores
concentraciones de CO,, a mayores temperaturas y a una mayor disponibilidad de
nutrientes ayudarian a clarificar los efectos de las posibles modificaciones ambientales

en un escenario de cambio.

En el capitulo II se continua con el estudio de las relaciones entre fotosintesis y
crecimiento en liquenes crustdceos habituales en ambientes de montafia. El objeto de
estudio en este caso, liquenes verde-amarillentos del género Rhizocarpon, presenta la
peculiaridad de ser el objetivo principal de la mayoria de trabajos de datacion de
superficies a través de la liquenometria. La controversia asociada a esta técnica (ya
explicada anteriormente) y la fuerte presencia de este tipo de liquenes en muchas
regiones frias (mayormente regiones de media y alta montafia y regiones de alta latitud),

ha dado lugar a un exhaustivo estudio del grupo en los ultimos afios (Bradwell y
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Armstrong 2007; Matthews y Trenbirth 2011). Aparte de los trabajos estrictamente
liquenométricos, se han realizado varios estudios que han pretendido aclarar la biologia
del grupo con la finalidad de responder a los interrogantes que permanecian abiertos en
el uso de la liquenometria (Loso y Doak 2006; Armstrong y Bradwell 2010; Armstrong
2011). Una de estas aclaraciones bioldgicas que se ha intentado llevar a cabo ha sido el
estudio del crecimiento de este tipo de liquenes, predominantemente marcado por la
presencia de un hipotalo fingico que sostiene un talo liquénico areolado. Aunque la
informacion al respecto es abundante (Armstrong y Smith 1987; Asta y Letrouit-
Galinou 1995; Armstrong y Smith 2009), ningun trabajo hasta la fecha ha considerado

la fotosintesis como parametro fundamental para entender el crecimiento del grupo.

Siguiendo a Palmqvist et al. (2008), el crecimiento y la supervivencia de organismos
autotrofos fotosintéticos (como los liquenes) estan limitados principalmente por su
asimilacion fotosintética de carbono menos la las pérdidas de CO,; relacionadas con el
crecimiento y el mantenimiento de la respiracion. Teniendo esto en consideracion, el
aporte de datos que relacionen la fotosintesis de los talos del género Rhizocarpon
subgénero Rhizocarpon con el tamaio de los mismos ayuda a entender mejor la biologia

y el crecimiento del grupo.

En este capitulo hemos comprobado como la fotosintesis neta de todos los talos
estudiados no mostr6 ninguna relacion definida respecto al tamafio, lo que podria
entenderse como una no dependencia de la fotosintesis con respecto a la edad de los
individuos. El grupo de talos medidos mayor de 50 mm no mostré en ninglin caso un
descenso de la fotosintesis, por lo que la fase de senescencia mencionada por algunos
autores no se ve apoyada a nivel fisiologico (Bradwell y Armstrong 2007). El parametro
Fv/Fm (indicador del estado de salud del fotosistema II) se midi6 también frente al
tamafio de los talos, en esta ocasion afiadiendo todas las muestras inferiores a 20 mm.
Aunque se observa una cierta tendencia a mayores valores de Fv/Fm en los talos
pequefios, las tendencias son dificiles de confirmar y no aparecen claras. El conjunto de
datos recopilado respecto a fotosintesis frente a tamafio invita a pensar en una ausencia
de relacion definida entre ambos, lo cual apoya la validez de la liquenometria desde el

punto de vista fisiologico.
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En los datos de respiracion se observo una relacion lineal (muy débil) entre la misma y
el tamafio de los talos estudiados. Si esta relacion se confirmase se deberia pensar que a
mayor tamafio de los talos, mayor tasa de respiracion por unidad de superficie. Esta
informacion podria apoyar la presencia de un anillo de crecimiento formado por las
areolas mas cercanas al hipotalo que derivase mas carbono al crecimiento marginal,
mientras que la zona central (mas grande segin aumenta el tamafio del talo) derivaria
recursos fotosintéticos a reproduccion y proteccion frente al estrés, sin apenas contribuir
al crecimiento marginal. Armstrong (2011) defiende que la presencia del hipotalo (entre
otros factores) condiciona el crecimiento lento de este tipo de liquenes, ya que para
desarrollarse necesita aporte de nutrientes por parte de las areolas. El autor sostiene que
una posibilidad es que las areolas mas cercanas al hipotalo sean las encargadas de la
transferencia de carbono al mismo, apoyando de esta manera nuestra teoria de una

posible zona periférica sosteniendo el crecimiento marginal.

Aunque se postule aqui la existencia de esta zona periférica, nuestros datos de clorofila
y fluorescencia medidos en el centro y en la periferia de los talos mas grandes del
estudio han mostrado que no tiene porqué haber diferencias en la fijacion de carbono
entre ambas zonas (aunque no se haya medido fijacion de carbono real tenemos
informacion potencial del proceso fotosintético, se puede afirmar que no tendria porqué
haber diferencias fotosintéticas entre ambas zonas del talo). Esto se sostiene con los
valores de fotosintesis neta real medidos en los talos intermedios y grandes, que no
mostraron diferencias entre ellos. La conclusion refuerza el hecho ya mencionado de
que no deberia haber diferencias de fijacion entre centro y periferia, sino una distinta

alocacion de los productos de la fotosintesis.

Aunque los datos aportados son novedosos y deberian ser considerados en futuros
estudios liquenométricos, las diferencias de tamafio entre los grupos muestrales hacen
que consideremos necesario mdas trabajo experimental en esta direccion. El mayor
problema reside en la diferencia de nimero de muestras entre los grupos pequefio (n=
35) e intermedio (n= 28) y el grande (n= 8). Aunque la fotosintesis y pardmetros
asociados a la misma sean fundamentales para entender la biologia del crecimiento de
cualquier organismo fotosintético autotrofo, hay un vacio de la relacion entre ambos en
la literatura. Considerando que hablamos de uno de los grupos de liquenes mas

estudiados, la ausencia de esta valiosa informacion solo se entiende desde la
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problematica metodologica asociada a la misma. Los talos mayores de 50 mm son poco
abundantes en el campo, y tanto su recoleccidon en su habitat con martillo y escoplo,
como los cortes en el laboratorio para adecuar su tamafio a el de la cubeta donde se
mide la fotosintesis son sumamente dificultosos. La pérdida de muestras fue muy
habitual, y al final se aceptd trabajar con grupos muestrales distintos con el fin de
abordar un experimento que, a nuestro entender, es imprescindible para profundizar en

el crecimiento de este tipo de liquenes.

Como planteamiento para el futuro, se podria planificar un trabajo que permita aportar a
la base de datos obtenida mas informacion sobre la fisiologia de los talos de los grupos
de mayor y menor tamafio (recolectados en el mismo lugar y en la misma época del

afo). Esto ayudaria a confirmar las tendencias encontradas.

En el capitulo III se produce una transicion de las regiones de alta montafia a las
regiones polares, en concreto al sur de Tierra de Fuego, territorio subantartico a las
puertas de la peninsula Antartica. Los liquenes crustaceos tripartitos han sido muy poco
estudiados desde el punto de vista fisiologico, por lo que este capitulo aporta
informacion considerable a un grupo de liquenes poco conocido. Recientemente se ha
puesto de manifiesto la importancia de las cubiertas vegetales de criptdgamas en los
balances globales de fijacion de carbono y nitrogeno, siendo estas responsables de hasta
un 7% y casi un 50% de la fijacion global de carbono y nitrégeno respectivamente que
lleva a cabo toda la vegetacion terrestre del planeta (Elbert et al. 2012). Este trabajo
contextualiza la relevancia de nuestro estudio sobre el impacto del metabolismo de estos
liquenes en un ecosistema con limitaciéon de nutrientes como las morrenas glaciares de
Tierra de Fuego. La fotosintesis, la fijacion de nitrogeno, el contenido y la
disponibilidad de nutrientes fundamentales como son el nitrégeno y el fosforo son
imprescindibles para entender el crecimiento en liquenes de estas caracteristicas. El
vinculo encontrado entre estos componentes en las tres especies refuerza esta ultima
idea, y pone de manifiesto las interacciones entre los distintos miembros de la simbiosis
liquénica. A pesar de la contrastada relevancia de de una relacién adecuada entre
nitrogeno y fosforo para el desarrollo de este tipo de liquenes (Crittenden at al. 1994), el
fosforo ha mostrado tener un papel fundamental en la regulacion del metabolismo, con
mayor relevancia incluso que el nitrogeno. También merece la pena destacar el

comportamiento ecofisioldégico compacto encontrado entre las dos especies de roca y
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los rasgos diferenciales observados en la especie de suelo, todas compartiendo la
morrena de una glaciar subantartico. P. pycnotheca parece tener unas capacidades
fisiologicas excelentes (Raggio et al. 2012), que le permiten consolidar el suelo y
favorecer la sucesion vegetal (De los Rios et al. 2011) fomentando la entrada de

nutrientes en una region con un claro déficit en aporte de nitrégeno.

Las tasas de crecimiento de P. perrugosa, las mas altas medidas a dia de hoy, se han
explicado a través de una mezcla entre su actividad fisiologica y su morfologia, que
condiciona tiempos de vida cortos. Nuestra hipotesis cuadran con tasas de crecimiento
también altas para el terricola P. pycnotheca condicionadas por su intensa actividad
fisiologica y tasas algo mas bajas para el otro liquen saxicola, P.stenophylla, explicadas
por el mayor peso por unidad de superficie de este Gltimo. La confirmacion de estas
predicciones podria profundizar en la comprension de las bases fisiologicas del
crecimiento en liquenes crusticeos frecuentemente utilizados en trabajos

liquenométricos (Winchester y Harrison 2000; Winchester et al. 2001).

El capitulo IV compara cuatro meses y medio de medidas de metabolismo y microclima
en liquenes antarticos de dos ambientes con fuertes contrastes. El gradiente entre Isla
Livingston y los Valles Secos es el mas marcado que se haya monitorizado en el
continente hasta la fecha. Los resultados obtenidos van en consonancia con los fuertes
contrastes entre las dos regiones, ya que las diferencias observadas en los porcentajes de
actividad entre especie del mismo género que aparecen en ambos lugares es tan fuerte
como las diferencias encontradas en las tasas de crecimiento en liquenes crusticeos
entre ambas localidades (Sancho et al. 2007b). El capitulo entra de lleno en los
objetivos principales de esta memoria. Por un lado pone de manifiesto la importancia de
la relacion entre actividad metabodlica y crecimiento, con talos grandes asociados a
periodos de actividad altos en Livingston y el fenomeno contrario en los Valles Secos.
Por otro lado plantea un ejemplo claro de adaptacion a un ambiente extremo,
proporcionando posibles estrategias de adaptacion que permitan aprovechar los escasos
momentos con disponibilidad de agua en el Valle Garwood en McMurdo. La principal
estrategia de proteccion frente al ambiente durante el periodo de medida parece ser la
resistencia a través de la inactividad metabdlica. La mayor actividad encontrada en el
talo monitorizado de Caloplaca sp. en esta localidad ha servido para entender que el

biotipo crustaceo se puede comportar de manera distinta que los talos folidceos en el
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fondo del valle, y que a partir de aqui se pueda explicar su mayor abundancia en esta
zona tan pobre en vida terrestre. La inestabilidad de los valores de fluorescencia en
Caloplaca sp. en los eventos de actividad mas extremos nos invitan a plantear mas
trabajo para el futuro para confirmar los valores de actividad obtenidos hasta -29,4 °C.
Por ultimo, las dos especies de Umbilicaria que habitan extremos de la Antartida han
mostrado un limite de temperatura muy parecido para la actividad metabolica. Este
patron abre la puerta para estudiar adaptaciones fisioldgicas a la temperatura a nivel de

geénero.

La comprension de los mecanismos por los cuales los liquenes sobreviven en un
ambiente tan extremo como los Valles Secos de McMurdo invita a pensar que las
caracteristicas que marcan los limites de la resistencia de estos organismos a
condiciones extremas se pueden encontrar fuera de los limites de nuestro planeta. Con
esta idea surgieron los experimentos de astrobiologia en liquenes, que han ido
demostrando con éxito que en estado inactivo pueden resistir de manera adecuada las
condiciones estresantes del espacio exterior. El capitulo V se enmarca dentro de este
contexto, y aporta a la literatura existente los primeros experimentos de intercambio
gaseoso real tras un vuelo espacial. Si bien trabajos anteriores ya demostraron que los
fotosistemas y la ultraestructura del talo resistian con éxito las condiciones espaciales, el
poder analizar al completo todo el proceso fotosintético con resultados positivos supone
una prueba importante para confirmar la mencionada resistencia. También se ha podido
evaluar la respuesta fisiologica de los hongos a través de las medidas de respiracion en
oscuridad, que present6 valores normales, y se ha medido por primera vez la respuesta a
la exposicion espacial de una especie fruticulosa vagante distinta al modelo tipico de

liquen saxicola crustaceo o foliaceo usado en los experimentos anteriores.

Al finalizar la discusion del capitulo V se comentaron algunas posibles cuestiones
interesantes para continuar con la linea de investigacion de resistencia de liquenes a las
condiciones extraterrestres. En este contexto se encuadra el experimento BIOMEX,
coordinado por el DLR en Alemania, donde distintos tipos de liquenes (incluyendo C.
gyrosa) van a ser expuestos a condiciones de vuelo real de larga duraciéon (mds de un
afio) y a distintos experimentos de simulacion. A la espera de los resultados de dicha
exposicion, la resistencia de los liquenes inactivos a condiciones espaciales o marcianas

parece de sobra contrastada.
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Las lineas de investigacion en astrobiologia en el futuro deberian ir enfocadas hacia la
posible supervivencia de organismos a entradas y salidas de atmoésferas planetarias y a
la posibilidad de que los liquenes puedan sobrevivir en estado de actividad metabolica a
las condiciones extraterrestres. El primer aspecto debe ser comprendido en profundidad
para permitir nuevas especulaciones sobre la teoria de la panspermia. La segunda
cuestion es fundamental para ampliar el conocimiento actual sobre la viabilidad de los
liquenes como candidatos reales a sobrevivir bajo condiciones extraterrestres.
Experimentos como el llevado a cabo por De Vera et al. (2010), en el que se mide
actividad del fotosistema II en condiciones de baja disponibilidad de agua y bajo una
atmosfera rica en CO, con la misma composicion de gases que hay en Marte, pueden
ayudar a profundizar en un aspecto que parece el siguiente paso experimental en
astrobiologia con liquenes. En este sentido, Cockell y Raven (2004), propusieron que
sobre la superficie de Marte podian darse condiciones de disponibilidad de luz
fotosinteticamente activa y proteccion suficiente ante la radiacion ultravioleta como
para que la fotosintesis fuera algo teéricamente viable. Trabajos que profundicen sobre
estas ideas considerando de manera global todos los pardmetros ambientales
involucrados seran fundamentales para ampliar el conocimiento sobre todo lo que los

liquenes puedan aportar en la biisqueda de rastros de vida extraterrestre.
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SUMMARY AND FUTURE POSSIBILITIES

The two main themes developed in this work have been approached from different
perspectives, but always keeping in mind the relationship between growth and
photosynthesis in lichens from polar and alpine regions and/or the adaptation
mechanisms to those environments. The links between growth and photosynthesis have
been dealt with mainly in the chapters I, II, IIT and IV. The resistance to extreme
environments, although has been present in almost the whole text, is specifically studied

in chapters IV and V.

Chapter I contains considerable ecophysiological information of different types of
lichens (mainly crustose) from alpine environments. This fills an important gap in the
literature, mainly if we consider crustose species, which remain the big unknowns from
a physiological point of view. In addition to the information related with water curves,
temperature and light curves, chlorophyll contents and induction curves through
fluorescence at different light levels, a positive link has been found between gross
photosynthesis and degree of development in the crustose species. In addition, the
lobulate and lobate crustose samples showed significant differences with respect to the
main ecophysiological parameters compared to the strictly crustose samples. The
growth in thickness for the studied crustose lichens seems to be linked with gross
photosynthesis per surface unit with higher amounts of chlorophyll on a surface basis.
The relationship between weight on a surface area basis and carbon fixation has already
been suggested for lichens before (Sundberg et al. 2001). Although the foliose species
studied here fitted with this morphological gradient, they not only have higher
photosynthetic rates but also higher chlorophyll contents, probably because of their

preference for habitats with high amounts of nitrogen.

All the ecophysiological information obtained points to trends showing adaptations to
alpine environments, but always keeping in mind that microclimatic differences
normally have the final determination in relation with the physiological status of the
lichens. The adaptation trends suggested have been proposed before (Kappen 1988;
Heber et al. 2000). In this work we interpret these adaptative trends from the higher
light compensation and saturation points, temperature optima displaced to colder values

and higher tolerance to light in the induction curves in most of the species compared
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with the shadow control used. The species studied did not show a consistent behaviour
in dispelling incident light energy as heat (NPQ), which suggests that this ability is not a

common protection strategy in alpine cryptogams against light damage.

If lichens are well adapted to these mountain environments, they can be vulnerable to
environmental changes. The impact of global change in plants is expected to be
especially harmful in polar and alpine regions, because plants in these regions are
nutrients and temperature limited (Jagerbrand et al. 2006). The IPCC
(Intergovernamental Panel of Climate Change) considers the regions mentioned as
vulnerable and in ecological risk of irreversible damage. Some simulation studies of
global change in alpine regions have shown negative effects over the lichen flora (Ellis
et al. 2007; Britton et al. 2009) but others have shown quite different responses
depending on the simulation treatment used and the study zone chosen to perform them
(Cornelisen et al. 2001; Jagerbrand et al. 2009). Another important factor to consider in
addition to the global change effect itself is the competition effect due to a raise in the
presence of vascular plants (Cornelisen et al. 2001). More studies related with responses
of alpine lichens to enhanced CO,, temperatures and nutrients would help in order to

understand possible consequences of environmental changes.

The study of the relationships between photosynthesis and growth continues in chapter
II. This time the studies are on yellow-green alpine species of the crustose genus
Rhizocarpon sp., which are the most commonly used lichens in the dating technique
known as lichenometry. The controversy linked to the technique (see chapter II) and the
abundance of this lichens in cold regions has resulted in an exhaustive study of the
group in recent years (Bradwell and Armstrong 2007; Matthews and Trenbirth 2011).
Besides of the works strictly lichenometrical, some studies have been done in order to
clarify the biology of these species, trying to answer some questions still open in the use
of lichenometry (Loso and Doak 2006; Armstrong and Bradwell 2010; Armstrong
2011). One of these biological questions is related with the type of growth in these
lichens, which normally show a fungal hypothallus with an aerolate lichen thallus.
Although it is easy to find information about this in the literature (Armstrong and Smith
1987; Asta and Letrouit Galinou 1995; Armstrong and Smith 2009), no other work was

found using experimentally measured photosynthesis as a driver for growth.
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Following Palmgvist et al. (2008), the growth and survival of photosynthetic autotroph
organisms (as lichens) is suggested to be mainly limited by their photosynthetic carbon
assimilation minus carbon dioxide losses related to growth and maintenance respiration.
This underlines the importance of measuring photosynthesis, respiration and samples
size in the genus Rhizocarpon sp. in order to understand the biology and growth of this

widespread group of lichens.

In this chapter, net photosynthetic rate in all the samples did not show any clear
relationship with thallus size. The largest thalli, those bigger than 50 mm, did not show
any decrease in photosyntheis in a surface basis. These results do not support the
presence of a senescence phase in growth found by some authors (Bradwell and
Armstrong 2007). The chlorophyll a fluorescence parameter Fv/Fm (health indicator in
photosystem II) was also measured at different thallus size, this time including samples
lower than 20 mm that could not be measured in the gas exchange experiment.
Although some trends for higher Fv/Fm values were observed in the smaller samples,
they are not clear and are difficult to confirm. The data relating photosynthesis and
thallus size points to a lack of relationship between both. This would support

lichenometry from a physiological point of view.

The respiration data showed a linear (but really weak) relationship with thallus size. If
this is so then respiration in a surface basis would increase with thallus size. This
information could support the existence of a marginal ring consisting of the areolates
closer to the hypothallus. The ring could support marginal growth and the central part
could use photosynthesis products for reproduction and protection strategies. Armstrong
(2011) supports that the fact of having hypothallus determines the slow growth of these
lichens due to the need of nutrient demand from thallus to hypothallus. The author
argues that the areolates closer to the hypothallus are the responsible for carbon transfer

to it, supporting the theory of a peripheral ring standing marginal growth.

The data shown here are new and are relevant to future lichenometric studies, but we
recognize that the difference number of samples in each of the three size groups invites
to more research. One problem could be the difference in number of samples between
the small (n= 35) and medium (n= 28) group and the large one (n= 8). Taking into

account that Rhizocarpon sp. is one of the more studied lichen genus, the lack of
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physiological data to explain growth rates can be best understood when the
methodological problems involved are considered. Samples bigger than 50 mm
diameter are difficult to find in the field. Their collection and later cutting using the
diamond razor was difficult, and the loss of samples was normal during the procedure.
The different number of samples in each size group is a consequence of all these

methodological problems.

Considering future research, it would be interesting to continue working in this
direction, getting gas exchange for samples belonging to the smallest group and more
physiological data from samples belonging to the biggest one. A bigger and connected
data base would definitely better help clarify everything related to the links between

photosynthesis and growth in the genus.

In chapter III there is a transition from alpine to Polar Regions, specifically to the south
of Tierra de Fuego, a subantarctic environment at the gates of the Antarctic Peninsula.
Tripartite crustose lichens have been poorly studied from a physiological point of view,
and this chapter tries to fill this gap. The importance of cryptogamic covers in the global
balances of nutrients has been addressed recently, being responsible of a 7% and 50% of
the total carbon and nitrogen fixed in the Earth (Elbert et al. 2012). The work in this
thesis shows the relevance of the impact of the metabolism of these lichens in the
glacial moraines of Tierra de Fuego, a nitrogen deficient environment. Photosynthesis,
nitrogen fixation and nutrients availability are important to understand the growth of
this type of lichens. The physiological link found in the three species reinforces this idea
and reveals the interactions between the members of the symbiosis. Despite of the
importance of a good balance between nitrogen and phosphorus for the development of
tripartite lichens (Crittenden et al. 1994), phosphorus is shown to play a key role in the
regulation of metabolism, even more important than nitrogen. It is worthwhile to also
highlight the similar ecophysiological behaviour found in the two rock species
compared with the totally different behaviour seen in the soil species.The latter species,
P. pycnotheca, seems to have great physiological abilities (Raggio et al. 2012), which
help the species consolidate soil and enhance future plant succession in the moraine (De
los Rios et al. 2011). All this have a special ecological relevance in a region with

continual geomorphological changes.
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The growth rates of P. perrugosa — the fastest crustose lichen ever measured- have been
explained through a mix between physiological performance and morphology, which
implies short life spans. From the physiological and morphological data obtained it
would be reasonable to expect very high growth rates in P. pycnotheca and lower
growth values in P. stenophylla. The confirmation of these predictions could be
interesting for lichenometric users, in particular because the genus has often been used

for this purpose (Winchester and Harrison 2000; Winchester et al. 2001).

Chapter IV compares four and a half months of metabolic and microclimatic activity in
antarctic lichens from contrasting habitats. The differences in length of activity of the
lichens between Livingston Island in maritime Antarctica and The McMurdo Dry
Valleys are the strongest ever monitored to date. The results obtained agree with the
differences between both regions. The differences in percentages of activity between the
localities fit very well with the growth rates measured in the same places (Sancho et al.
2007b). The chapter is linked with the two main themes proposed at the beginning of
this thesis. It highlights the importance of the link between photosynthesis and growth,
with bigger thalli, higher growth rates and higher vegetation cover in Livingston Island.
On the other hand, it represents a good example of adaptation to extreme environments,
showing strategies to profit from scarce water availability in the Dry Valleys. Although
the main adaptation strategy in these polar deserts is the avoidance through metabolic
inactivity, we have found different patterns in the two species studied. The higher
activity found in Caloplaca sp has been useful to get a better understanding of the
performance of the crustose lichens inside the Valleys, where others type of lichens are
absent. The instability of the fluorescence signal in the more extreme activity events
during the Antarctic autumn, support further monitoring of crustose lichens inside the
Valleys to confirm the activity values found until -29,4 °C. Finally, the two Umbilicaria
species monitored in the extremes of Antarctica have shown a similar behaviour in
relation with the temperature limit for metabolic activity. This opens interesting gates

for research in physiological adaptations to temperature at genus level.

The adaptation mechanisms to such an extreme habitat as the Dry Valleys invite us to
guess about the possibility of finding the limits of the resistance outside the Earth. This
idea initiated the research in astrobiology with lichens. Chapter number V contributes to

this line of research with the first gas exchange measurements after a real space flight
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with lichens. The resistance of the fruticose lichen Circinaria gyrosa has been proved in
terms of gas exchange (measuring algae and fungi metabolism), fluorescence and
ultrastructure. For the first time a complete fruticose lichen has been exposed

successfully to space conditions.

The good results obtained in this work have encouraged more research related with this
species exposed to extraterrestrial conditions. Mars simulation experiments have been
successfully developed (Sanchez et al. 2012). The German DLR is currently
coordinating the BIOMEX experiment, where different types of lichens (including C.
gyrosa) are going to be exposed to long term exposition (more than one year) to real
space and simulation conditions. Meanwhile, the resistance of dry lichens under

extraterrial conditions has been totally corroborated.

The research efforts related with lichens and astrobiology in the future should be
focussed on two main points. First, the capacity of lichens fragments to survive
atmospherics transits should be checked. That is the only way to have something more
than pure speculation in relation with the panspermia theory. The second should be
survival possibilities of active lichens exposed to space conditions. De Vera et al.
(2010) have measured the activity of photosystem II in low water availability conditions
under a Martian atmosphere rich in CO,. This seems to be an interesting line to follow.
In relation with this, Cockell and Raven (2004) proposed that Mars surface could have
light and protection conditions enough for, theoretically, photosynthesis to appear.
Future work considering all the environmental parameters involved under these
conditions is needed to improve the knowledge about what lichens can do for us in

order to follow the track of extraterrestrial life.
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