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Introduccién general

I. Simbjosis liquénica

Los liquenes son una simbiosis constituida basicamente por un hongo, micosimbionte y un
alga y/o una cianobacreria, forosimbionte. En p‘:a.labras de Margulis y Sagan (1995) el resultado de
la simbiosis es mucho mas que una simple suma, es una sorpresa aditiva, donde de algiin modo, el

alga y el hongo perciben la presencia del otro, formando un consorcio emprendedor y complejo.

Dentro de los organismos considerados como liquenes los tpos de asociaciones que denen
lugar entre simbiontes son muy variados. Los liquenes incluyen desde asociaciones, de forma
practicamente al azar, de unas pocas células de fotobionte con células fingicas (Caliciales), a
asociaciones donde las células del fotobionte y €l micobionte se organizan en un talo y las células
del forobionte se sitian en una capa bajo el tejido flingico cortical. En estos tltimos casos, el liquen
tiene muy poco parecido con los biontes que lo consttuyen. Debido a todos estos diferentes
grados de liquenizacién es muy dificil encontrar una definicién que pueda incluir a todos fas

distintas relaciones existentes dentro de los liquenes (Nash, 1996a).

La naturaleza de la simbiosis liquénica ha sido ampliamente debatda desde que en 1869
Schwendener propusiera la idea de que los liquenes eran organismos de naturaleza dual y todavia
en nuestros dias sigue siendo objeto de debate. Para muchos autores los liquenes son un ejemplo
claro de munualismo en el que rodos los miembros de la asociacién obtienen beneficio de la
relacién. Alternativamente, los liquenes son considerados como un ejemplo de parasitismo
controlado debido a que el hongo parece obtener la mayoria de los beneficios y que el organismo
autdtrofo en estado liquenizado crece de forma mds lenta que en vida libre (Ahmadjiam, 1993).
Kappen en 1994 tampoco encuentra desde un punto de vista ecofisiolégico fundamentos para

considerar que exista una relacion mutualista entre ambos simbiontes.
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En relacién a estas dos concepciones es interesante destacar los siguientes aspectos:

- Estd bien establecido la existencia de un flujo de carbohidratos desde el fotobionte al micobionte,
en forma de polioles en el caso algas verdes y de giucosa en cianoliquenes (Smith & Douglas,
1987). Sin embargo, no estd demostrado que exista flujo del micobionte al fotobionte, aunque no
se puede descartar que el micobionte actiie como reservorio de nutrientes inorgdnicos, al igual que

sucede en otras simbiosis (Nash, 1996a).

- En los liquenes se producen compuestos secundarios tnicos en la naturaleza y que generalmente

no son producidos por los componentes de la simbiosis cuando no estdn en estado liquenizado.

- La simbiosis liquénica supone un éxito desde el punto de vista ecoldgico ya que los liquenes se
encueniran en todos los hdbitats terrestres desde los trdpicos hasta las regiones polares. Como
resultado de la simbiosis las algas y las clanobacterias, que funcionan como fotobiontes y los
hongos que funcionan como micobiontes, se han expandido en hdbitats donde aisladamente serfan
raros o no existirian. La mayoria de las algas de vida libre y cianobacterias se encuentran en hdbitats
acudticos o al menos en hdbitats terrestres muy hiimedeos, sin embargo, cuando forman parte de los
liquenes pueden exisdr en hdbitats frecuentemente secos (Nash, 1996a). Esta idea no es apoyada
por todos los autores; en este sentido, Kappen (1994) considera que en general, no hay indicios de
que la simbiosis sea una respuesta adaptativa de los organismos autéwrofos, ya que las algas verdes y
las cianobacterias de vida libre estdn presentes en la mayoria de los lugares donde los liquenes son

pioneros y en ambientes con condiciones muy adversas.

- La organizacion del micobionte en el talo podria permitr una mayor acumulacion de agua que
beneficie al forobionte (Nash, 1996a). Sin embargo, un alto contenido hidrico en los talos, puede
no suponer tal beneficio porque provoca un aumento de la resistencia a la difusidn del CO;, (Lange

etal., 1996).
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- Una alta intensidad luminosa puede afectar adversamente al fotobionte; la formacién por parte
del micobionte de un cortex grueso y la pigmentacién debida a sustancias liquénicas protege

parcialmente al fotobionte ante una radiacién excesiva.

De todo lo expuesto anteriormente se deduce que los beneficios obtenidos por el
micobionte son mucho mis claros que los del fotobionte. Pero quizds, lo mas importante no es
tratar de evaluar Ja liquenizacién sélo desde un punto de vista coste-beneficio sino reconocer el
gran éxito de la estrategia de la liquenizacién (Nash, 1996a). La vida puede evolucionar
stbitamence a saltos cuando se unen partes separadas (Margulis & Sagan, 1995); la simbiosis
liquénica pudo suponer un cambio evolutivamente importante y su permanencia hasta nuestros
dias demuestra sus ventajas. Es fundamental tener en cuenta que los liquenes son capaces de crecer
en hdbitats donde otros organismos menos emprendedores no son capaces de hacerio (Margulis &

Sagan, 1995).

II. Planteamiento y objetivos generales

En esta tesis se ha pretendido ahondar en el conocimiento de los simbiontes liquénicos,
obteniendo nuevos datos que permitan comprender mejor el funcionamiento de la simbiosis
liquénica en condiciones naturales. Para ello, el trabajo se ha planteado a diferentes niveles:
ultraestructural, anatémico y bioquimico, con el fin de obtener una idea global de la ecofisiologfa
de los liquenes estudiados. Los aspectos de la simbiosis investigados en esta tesis pueden ampliar el
conocimiento de su funcionamiento con un nuevo enfoque (microclima y sustrato), para lo cual, se
han utilizado técnicas de imagen y bioquimicas, que en muchos casos se han puesto a punto en

liquenes durante la realizacién de este trabajo.

El desarrollo de los talos liquénicos estd muy influenciado por condiciones microclimdticas
y por el sustrato sobre el que se asientan. El microclima y el sustrato pueden tener un papel
fundamental en el funcionamiento de la simbiosis y es por ello por lo que se ha planteado su

Investigacion.
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La zona de estudio elegida, la cual serd descrita con detalle en este mismo capitulo,
pertenece a la zona denominada como alta montafia mediterrinea. Esta zona presenta la
peculiaridad de un clima caracterizado por una gran sequfa estival, una elevada radiacién que se
mantiene durante todo el periodo invernal y un marcado contraste de temperaturas entre €l verano
y el invierno (Pintado, 1996). Aunque todas estas caracteristicas hacen de ella un lugar de gran
interés para investigaciones ecofisiolégicas en liquenes, sélo en los tiltimos afios se han abordado
estudios en estas zonas (Sancho & Kappen, 1989; Valladares, 1993; Sancho et al,, 1994 y 1997,
Pintado, 1996).

Para poder estudiar la influencia del microclima sobre los liquencs, el trabajo se ha centrado
en talos liquénicos de las especies Lasallia hispanica, Parmelia omphalodes y Cornicularia normoerica,
recolectados en dos zonas muy préximas pero con caracteristicas microchimadticas, a priori, muy
diferentes y, de forma simultinea a la recoleccidn del material, se ha realizado el seguimiento de
ciertos parimetros microclimdticos a lo largo del ano. En los liquenes recolectados se han estudiado
aquellos parimetros ultraestructurales, anatémicos y fisiologicos que puedan estar influenciados
por variaciones microclimaticas y estacionales. Con toda la informacion obtenida se ha watado de
establecer algunas pautas de comportamiento, de las especies liquénicas estudiadas, en su ambiente

natural.

Para tratar de clarificar los cambios ultraestructurales y enzimdricos que se pueden producir
en estas especics, tanto por variaciones microclimdticas como estacionales, se han llevado a cabo
experimentos en cl laboratorio bajo condiciones controladas. Se han estudiado los efectos de ciclos
de hidratacién-deshidratacion sobre pardmetros ultraestructurales y enzimdticos iguales a los que se
estudian en condiciones naturales. También se han abordado estudios encaminados al
conoamiento del funcionamiento de los procesos de adquisicion forosintédca del CO; y su
relacién con el mecanismo concentrante de CO,, que permitan comprender estos procesos en

condiciones naturales,
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Por tltimo, para el estudio de las relaciones de los liquenes con el sustrato sobre el que se
asientan se ha planteado la investigacién de la interfase walo liquénico-sustrato. El sustrato con sus
caracteristicas especificas y los microorganismos que pueden vivir en €l, estdn en estrecho contacto
con el talo, por lo que las interrelaciones existentes entre todo el sistema pueden tener influencia en
el establecimiento y mantenimiento de la simbiosis. Este es un tema que no ha sido muy estudiado

hasta el momento y que puede aportar nuevos datos sobre el funcionamiento de la simbiosis.

Los objetivos generales propuestos con la finalidad de cumplir los citados plantcamientos

SC ICSUINCE €11

1.- Caracterizacién microclimdtica y estudio de los periodos de actividad potencial en la alta

montafia mediterrdnea.
2.- Caracterizacién de las actuvidades ribonucleasa y nitrato reductasa en talos liquénicos.

3.- Caracterizacién de Ia adquisicién fotosintética del carbono en Trebouxia aisiada y

liquenizada.

4.- Estudio de las variaciones ultraestructurales y anatémicas en relacién a variaciones

microclimdticas y estacionales.
5.- Estudio de los cambios de los pardmetros fisiolégicos siguientes: actividad ribonucleasa,
actividad nitrato reductasa, contenido en Rubisco, clorofilas y proteinas, en relacion a

variaciones microclimdticas y estacionales.

6.- Estudio de cambios ultraestructurales y enzimdticos relacionados con variaciones en el

estado hidrico del talo.

7.- Bstudio de la interfase talo-sustrato en relacidn a aspectos biddcos y abiéticos.
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Cada uno de estos objetivos generales constituird un capitulo, al principio del cual se
planteardn los objetivos especificos derivados del mismo (aparccen en negrita en cada

introduccién).

IIT. Descripcion de las especies

Parmelia omphalodes:

Talos de hasta 20 ¢m, a menudo en apretado contacto con otros talos cubriendo amplias
extensiones; estin compuestos por Iébulos de + 4 mm de ancho, algo quebradizos, sublineales,
discretos, contiguos o imbricados y con dpices marcadamente truncados; superficie superior
brillante marrén oscuro o parcialmente gris (en localidades de sombra) con pseudocifelas ovaladas
o eclongadas, las cuales se fusionan frecuentemente para formar una red blanca mas o menos
continua; superficie inferior negra, rugosa con numerosas rizinas simples o bifurcados, raramente
ramificados. Apotecios infrecuentes.

Biotpo folidceo. Se asienta sobre rocas siliceas pobres en nutrientes.

Cornicularia normoerica:

Talos de 1-2 cm de alto, formando arbustillos mds o menos erectos, firmemente unidos al
sustrato; las ramas principales son de 0.3-1 mm de ancho, erectas, rigidas, duras; aplanadas,
moderadamente ramificadas y afiladas hacia los dpices; la superficie es negra-marrén, mds o menos
brillante. Muestra con frecuencia apotecios de 1-5(-8) mm de didmewo, apicales o subapicales,
constituidos por discos negros y brillantes, normalmente con algunas proliferaciones cilindricas.

Biotipo fruaculoso. Se asientan sobre rocas siliceas.
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I asallia hispanica:

Talos de 2-8 cm de didmetro, moderadamente pustulado. Superficie superior grisicea,
fuertemente areolada o lisa y espinoso-areolado en la zona central. Superficie inferior gris o
marrdn, mas o menos oscura, negrnuzea alrededor del ombligo, lisa o ligeramente areolada. Escasos
isidios, marginales y laminares, negros e irregularmente ramificados (no coraloides). Apotecios
comunes, redondeados, 1-2,5 (-3) mm de ancho, estipitados, 2 menudo con borde corticado, disco

plano negro y ligeramente céncavos.

TV. Caracterizacion de la zona de estudio

Situacion geggrifica

Las muestras han sido recolectadas en tres localizaciones situadas en la Sierra de
Guadarrama (Sistema Central) que pertenece a la regién Mediterrinea y dentro de ella a Ia
provincia Carpetano-Ibérico-Leonesa, sector Guadarrdmico (subsector Guadarramense) (Rivas-
Martinez et al., 1987). La zona de estudio se encuentra localizada en la hoja denominada Puerto de
Navacerrada del mapa topografico nacional, a escala 1:25.000, de la hoja de Cercedilla n® 508 del
mapa topogrifico nacional de Espafia 2 escala 1:50.000 (II cuadrante).

Las tres dreas estudiadas denominadas: El Ventorrillo, Las Cabrillas y Bola del Mundo,

estin situadas en el sector oeste de Cuerda Larga, con la localizacién geogrifica que se indica a

continuacién:
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Localidad de El Ventorrillo (1600 m.s.m.): Se encuentra localizada al norte de la
estacién biogeolégica de El Ventorrillo, mds concretamente en el arroyo de la Fraguilla, en la
vertiente meridional de la Sierra de Guadarrama. Sus coordenadas geogrificas son: longitud
4°01 ‘31" y latitud: 40°45 *57" (Meridiano Grenwich).

Localidad de Las Cabrillas (1936 m.s.m.): Localizada en la zona cumbrefia de la Cuerda
de las Cabrillas, préxima a la zona norte del Risco de los Emburriaderos. Sus coordenadas

geogrificas son: longitud 3°59 ‘50" y ladtud 40°46°40" (Meridiano Grenwich).

Localidad de Bola del Mundo (2257 m.s.m.): Se encuentra localizada casi en el vértice y
un poco al SE de Bola del Mundo. Sus coordenadas geogrificas son: longitud 3°58 '45" y latitud
40°47 05" (Meridiano Grenwich).

Entre la primera y la tiltima localidad hay una distancia, en direccién SW-NE, de 6,5 Km.
Generalidades y morfoestructura

La Sierra de Guadarrama estd ubicada en la parte mds oriental del Sistema Central y
presenta la morfologia tpica de este sistema: presencia de horst y grabens dando lugar a bloques
granidcos con caracteristicas disontas en cada sector. Su limite al este queda definido en la
depresion de Buitrago (Somosierra) pero el occidental no queda caracterizado por falta de criterios
orogrificos y geoldgicos definitivos. Unos autores lo sitian en la desembocadura del rio Alberche

en el Tajo y otros en la sierra de Malagén y su entorno.

En conjunto, las dreas de estudio se ubican en el horst intermedio de los tres que Pedraza et
al. (1994) diferencia en la Sierra de Guadarrama. Este horst comprende la lineacién Cuerda Larga-
Llanos de la Morcuera. A lo largo de esta direccidn, la interferencia de uno de los bloques alineados

con otros secundarios, perpendiculares, han ocasionado morfologias en teclas de piano.

En este sector de la Sierra de Guadarrama el modelado mds proximo en el dempo se ha

llevado a cabo por procesos fluviales, glaciares, periglaciares, gravitacionales y mixtos. La
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intensidad e influencia es muy dispar siendo dominantes los procesos fluviales. Los Unicos cursos
de agua préximos son: al oeste el Arroyo de la Fraguilla que va a desembocar al rio Navalmedio y
el Arroyo de Pefia Cabrita que junto con el Regajo del Pez y el del Cancho Negro da origen al rio

Navacerrada.

Los procesos glaciares en Cuerda Larga afectaron a ambas vertientes y fue una de las zonas
de Guadarrama junto con el macizo de Pefialara y Pefia Cabras donde estos procesos tuvieron su
miximo desarrollo. Se trata en esencia de glaciares de circo en los que la cuenca de alimentacién
comenzaba alrededor de los 2000 m y los frentes de fusidn, en la Jaguna de los Pdjaros, a cotas
variables desde 1650 m hasta 2170 m. Estos episodios se consideran producidos en la fase Wiirm

(Pleistoceno superior).

El periglaciarismo se manifiesta en formas morfolégicas de canchales y pedreras, asociados
a crestas y aristas. Estos procesos permanecen activos en la actualidad, aunque son la arroyada de

fusidn y la solifluxién los procesos dominantes.

Los bloques granfticos aludidos anteriormente vienen definidos por fallas y estas lineas de
falla son concordantes con las direcciones de las laderas, por lo que éstas pueden considerarse

estructurales, es decir las laderas son escarpes de falla.

Las acciones modeladoras sobre el paisaje se han quedado reducidas a efectos puntuales
(glaciares, cuencas de recepaidn, etc) o lineaciones tecténicas (barranco, vaguadas, etc) que
introducen pocos cambios al relieve inicial. En resumen, el @inico agente importante del modelado
es la arroyada pluvial y nival (escorrenda en su sentddo amplio). Quizds sea necesario hacer
mencién a los fendmenos de tpo gravitacional que pueden provocar deslizamieptos de ladera de
forma combinada con procesos de solifluxién y preferentemente en zonas donde aparezca una

litologia apropiada (canchales periglaciares).
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Por ultimo, es importante destacar que la cobertura edifica estd altamente erosionada y
degradada por la accién antrépica lo que implica la posibilidad de producirse fenémenos de
vertiente con arrastres por lavado de los sedimentos no fijados por la vegetacién.

Encuadre geoldgico

La zona de desmuestre estd constituida por rocas igneas y metamorficas pertenecientes al
Macizo Hercinico de edades precdmbrico-paleozoicas. Estos materiales estin afectados por la
orogenia Hercinica y estdn ubicados en Ia zona Galaico-Castellana de Lotze (1945) o dentro de la
zona Centro-Ibérica de Julivert et al (1972).

Dentro de la divisién que hace Bellido et al (1981) del Sistema Central la presente zona se
localiza en el dominio central caracterizado por lo siguiente:

- Presencia de series preordovicicas exclusivamente.

- Alto grado de metamorfismo.

- Procesos de anatexia.

- Presencia de rocas graniticas tardihercinicas.

Localmente en el punto denominado El Ventorrillo la litologia es una adamellita porfidica
de grano grueso con fenocristales de feldespato y con enclaves o diques, de pequefia extensioén o
potencia, de microdioritas y pérfidos graniticos. Las adamellitas estdn compuestas por cuarzo,
plagioclasa, feldespato potdsico y biotita; los enclaves de microdioritas por plagioclasa, hornblenda
y biodta como minerales principales y finalmente los pérfidos graniticos por cuarzo, plagioclasa,

feldespato potdsico y biotita.

En Las Cabrillas afloran Jeucogranitos de grano fino-medio. La composicién mineraldgica
de estas rocas es de cuarzo, feldespato potdsico, plagioclasa, biodta y moscovita, viéndose algtin
cristal de cordierita pequefio. Como accesorios se observan apatito, circén, opacos y turmalina.
Puntualmente, se pueden apreciar coloraciones rojizas en cstas rocas que corresponden a
fenémenos de episienitizacién. Estos leucogranitos estin atravesados por diques de pdrfidos
graniticos de direccién ENE-ESE, de potencia muy variable y formados por cuarzo, plagiociasa,

feldespato potisico y biotita.
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En Bola del Mundo los liquenes tenen un sustrato de rocas metamorficas {(ortoneises

glandulares). Son rocas cuarzofeldespdticas con megacristales de feldespato y algo de biotita.
Vegetacion y biockimatologia

En la Sierra de Guadarrama estin representados cuatro de los seis pisos bioclimdticos
reconocidos en la regién Mediterrinea: mesomediterrineo, supramediterrineo, oromediterrdneo y
criomediterrineo (Rivas-Martinez et al., 1990). Las principales series de vegetacién climatdfilas

correspondientes a estos cuatro pisos bioclimdticos son:

- Seric mesosupramediterrdnea de encinares silicolas Junipero oxycedri-Querceto
rotundifoleae S.

- Serie supramediterrinea subhumeda-humeda silicola de roble melojo, luzulo forsteri-
Quercet pyrenaicac S.

- Serie oromediterrdnea silicola de los pinares, encbrales y piornales, senecioni carpetani-
cytuseto oromediterranei S.

- Serie Criomediterrdnea de los pastizales psicroxerofilos, hieracio myriademni- Festuceto

aragonensis S.
Las tres dreas estudidas tienen las sigutentes caracteristicas:

Localidad de El Ventorrillo: se clasifica en la serie supramediterrinea silicola de melojares
supramediterrineos. Es una zona de bosque de pinares de repoblacidn de Pinus sylvestris L. var
iberica con abundancia de Preridium aguilinum L. y presencia de Cytisus scoparius (L.) Link y Cistus
laurifolius 1.

Localidad de Las Cabrillas: se clasifica en la serie oromediterrdnea silicola de pinares
albares (Pinus sylvestris L. var iberica), piornales (Cytisus ovomediterranens Rivas-Martnez, T E.

Diaz, F. Prieto, Loidi & Pefias) y enebrales rastreros (Juniperus communis L. subespecie alpina). El
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drea de estudio comprende una zona de roquedo cumbreiio, situada por encima del bosque y por

tanto totalmente expuesta.

Localidad de Bola del Mundo: se clasifica en la serie criomediterrdnea de pastizales

psicoxerdfilos con presencia de Festuca indigesta Boiss. Constituye una zona totalmente expuesta.
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1 Caracterizacién microclimdtica y estudio de los periodos de

actividad liquénica potencial en la alta montafia mediterrianea

1.1. INTRODUCCION

El funcionamiento de la simbiosis liquénica en su ambiente natural estd muy influenciado
por el microclima de los biotopos. Las respuestas fisioldgicas de los talos liquénicos son mds
dependientes de las caracteristicas microclimdticas que de las climdticas debidas a la latitud
(Kershaw, 1985). Los factores que mayor influencia denen en la fisiologia liquénica son

fundamentalmente la luz, la humedad y la temperatura.

La radiacién recibida por los talos es fundamental para los procesos fotosintéticos. La
radiacion forosinteticamente activa se encuentra en €l rango de 400-780 nm y puede ser ficiimente
cuantificada por medio de sensores especificos (Nash, 1996b). Ademds de la intensidad de la
radiacién recibida, el fotoperiodo es otro factor que parece controlar las respuestas acomodativas

de la fotosintesis en condiciones naturales (Kramer, 1980; Tudela & Tadeo, 1993; Nash, 1996).

Respecro a la humedad, los liquenes como organismos poiquilohidricos son enteramente
dependientes de periodos de lluvia, niebla o elevada humedad relativa ambiental que les permita
alcanzar un nivel éptimo de hidratacién y con ella una acuvidad metabodlica relevante (Kershaw,

1985).

Los liquenes tienen la capacidad de sobrevivir a un amplio rango de temperaturas. Las
temperaturas a las que los liquenes estdn expuestos en sus microhdbitats pueden variar mucho
respecto a las del aire circundante. En habitats expuestos, las temperaturas suelen exceder a las del
aire y sin embargo, en habitats protegidos son similares o inferiores a las del aire circundante
(Ahmadjian, 1993). El desarrollo reciente de sensores de temperatura tan finos que pueden ser

introducidos en el interior de los talos liquénicos, permite una mejor determinacion de la

1 Caraterizacidn microclimirica-14



temperatura de Jos talos. De esta forma, es posible conocer su temperarura interna que depende de
la evapotranspiracién y de la canddad total de radiacién absorbida por el talo, la cual es
dependiente entre ouos factores de su color y textura (Sancho & Kappen, 1989; Sancho et al.,

1994).

En los ambientes rupicolas pueden existir importantes diferencias entre macro- y
microclima que pueden permitr la presencia de comunidades liquénicas cn regiones que
aparentemente son poco apropiadas para ellas. La decisiva influencia de pequefas variaciones
topogrificas en la distribucidn de las especies hiquénicas ha sido demostrada en diversas regiones
bioclimdtcas, especialmente en zonas polares y subpolares (Kershaw & Larson, 1974; Jahns &
Ott, 1983). En la alta montafia mediterrdnea se alternan estacionalmente condiciones tpicas de la
alta montafa centro europea con largos periodos de sequia esaval. Debido a estas caracteristicas
climaucas, las especies que viven en este medio deben poscer mecanismos de adaptacion especificos
a estas situaciones extremas. La habilidad para adaprarse a diferentes condiciones de temperatura,
luz, longitud del dia y humedad, permite a los liquenes optimizar sus procesos fisiologicos (Hahn
et al.; 1989), sin embargo, la capacidad adaptativa y acomodativa es limitada por lo que los

liquenes de estos hdbitats pueden sufTir estrés en situaciones tales como:

- Alwos niveles de radiacidn, sobre todo cuando los talos tenen un alto grado de
hidratacién, como puede ser durante los periodos de fusidn de la nieve o las tormentas de
verano.
-Cambios bruscos de temperatura dependientes de la exposicion y de la alternancia dia-
noche.

-Déficit hidrico estival.

Debido a la gran influencia que el microclima parece tener ¢n la fisiologia liquénica y
la falta de una caracterizacién microclimatica anual en la alta montana mediterrinea, se han

propuesto los siguientes objetivos:
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1.- Caracterizar desde un punto de vista microclimdtico, dos biotopos rupicolas de la alta
montafia mediterrinea frente a las variaciones climdticas estacionales a lo largo de un afio de
medidas ininterrumpidas. Para ello se instalé un sistema de evaluacién microclimdtica en

continuo, en dos localidades de diferente altitud en la Sierra de Guadarrama.

2.- Caracterizar los periodos de actividad potencial de los talos liquénicos en la zona de

estudio.

1.2. MATERIAL Y METODOS

Una de las estaciones microclimdticas se instald en la localidad de El Ventorrillo (Sierra de
Guadarrama) en la cara oeste de un roquedo granitico donde crecen las poblaciones de Lasallia
bispanica v Parmelin omphalodes. La segunda estacion se instald en la Cuerda de las Cabrillas (Sierra
de Guadarrama) en las caras sur y noroeste de un roquedo granitico. Las dos Jocalidades son
ecoldgicamente muy diferentes (Introduccién, apartado II), la de Las Cabrillas es una zona

totalmente expuesta (Fig. 1a) y la de El Ventorrillo estd situada en una zona boscosa (Fig. 1b).

En El Ventorrillo, se instalaron cuatro sensores de remperatura de 1,5 mm de grosor
(Thermistor, Grant Instrument, GB), introduciéndose dos de ellos entre los lobulos de P.
omphalodes y otros dos bajo wlos de L. hispanica, en contacto con sus superficies. Se instalaron
también dos sensores de humedad (Humicamp, Vaisala, Finlandia) para medir la humedad reladva
del aire en las proximidades de los talos y dos sensores de luz (LI-190SB, USA) para medir la
densidad de flujo incidente de fotones fotosintéticamente activos (PPEDY), a la cual a partir de
ahora nos referiremos como radiacion (Fig. 1¢). Los datos se tomaron en intervalos de 2 minutos
registrandose automdticamente las medias cada 15 minutos en un data-logger (Squirrel 1200,

Grant, GB) (Fig. 1d).
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En Las Cabrillas, en la cara noroeste se instalé un sensor de temperatura de 1,5 mm de
grosor (Thermistor, Grant Instrument, GB) bajo un talo con orientacién horizontal de L. fmpunm
¥y en contacto con su superficie (Fig. le). El otro sensor de temperatura de 0,4 mm de grosor, se
situd entre los lIébulos de un walo con orientacién noroeste de P. omphalodes (Fig. 1f). En esta cara
se instalaron también un sensor de humedad (Humicamp, Vaisala, Finlandia) y uno de PPED (LI-
190SB, USA). En la cara sur se instalé un sensor de temperatura de 1,5 mm de grosor, en un talo
con orientacién horizontal de L. hispanica y owo de temperatura de 0,4 mm de grosor en un talo
con orientacién sur de P. omphalodes. Se instalaron también en esta cara, un sensor de humedad
(Humicamp, Vaisala, Finlandia) y uno de PPFD (LI-190SB, USA). Los datos fueron registrados
como en la localidad de El Ventorrillo en un dara-logger (Squirrel 1200, Grant, GB).

Los datos obtenidos fueron procesados con la finalidad de comprobar la existencia de
diferencias en los pardmetros microchimadricos entre dos localidades distintas de la Sierra de
Guadarrama y entre dos exposiciones distintas de una de ellas. También se estudié la evoluaén
diaria de los datos microclimdticos en dias representativos de las disuntas estaciones, pudiendo asi
hacer una caracterizacion mds fina de las diferencias microclimdticas. Para el estudio de los periodos
de actividad potencial, se ha considerado que existe actividad potencial cuando hay una humedad
relativa del aire en la proximidad de los talos superior al 90%. No se han tenido en cuenta los
momentos en que fos liquenes pueden estar hidratados debido a fendmenos de condensacién con

humedad relativa del aire menor del 90%.

Para la exposicion y cl esmudio de los datos se calcularon, a pardr de los datos

microclimdticos medidos, los siguientes pardmetros para cada localidad:

- Temperatura media (°C): media de las medidas de los cuatro sensores de temperatura
en un periodo de tempo.
- Temperatura mixima mensual (°C): valor de la temperatura mdxima durante el mes.

- Temperatura minima mensual (°C): valor de la temperatura minima durante el mes.
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- Temperatura media en "luz" u "oscuridad” (°C): media de la temperatura de los cuatro
sensores para un perfodo de tiempo y una radiacién incidente mayor o menor de 2 umol
m?s? respectivamente.

- Temperatura media en periodo de actividad (°C): media de la temperatura de los
cuatro sensores de temperatura cuando la humedad relativa del aire es mayor del 90%, para
un periodo de tiempo.

- Humedad relativa mensual (%): valor medio mensual de la humedad relativa del aire en
la proximidad de los talos.

- Porcentaje de dias con actividad: Porcentaje de dias en los que se alcanza en algiin
momento una humedad relativa mayor de 90%.

- Porcentaje de actividad diaria: media del porcentaje de ‘ticmpo del dfa con humedad
relativa mayor del 90% en dias en los que en algin momento se alcanzé una humedad
relativa mayor de 90%. Este parimetro es desglosado en "luz" v "oscuridad”, siendo "luz” el
porcentaje del tiempo del dia con humedad relativa mayor del 90% y radiacién incidente
mayor de 2 umol m%s y "oscuridad” el porcentaje del tiempo del dia con humedad relativa
mayor del 90% y radiacién incidente por debajo de 2 pmol m?s™, este dltimo se ha
denominado también respiracién potencial en oscuridad. -A

- Porcentaje de horas de actividad: porcenmje de horas totales con humedad relativa del
aire del 90% en la proximidad de los talos. Cuando se indique se desglosa este pardmetro
en "luz" y "oscuridad”, con el mismo criterio ya utilizado.

- Porcentaje de horas de actividad fotosintética potencial: porcentaje de horas totales
con humedad refativa del aire del 90% en la proximidad de los talos y una radiacion
incidinte por encima de 25 pmol m%s

- n° de dias con actividad: n° de dias en los que en algin momento se ha alcanzado una
humedad relativa del 90% en la proximidad de los talos.

- Radiacion diaria (mol m? dia™): media de los valores de la radiacion total diaria
recibida por los talos, en un periodo de tiempo.

- Radiacién diaria en periodo de actividad (mol m? dia™): media de los valores de la

radiacion total diaria recibida por los talos en condiciones de actividad potencial.
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- Radiacién media en periodo de actividad (mmol m™ h™): radiacién media recibida en

una hora de actividad potencial.

El andlisis estadistico fue realizado rhcdiantc andlisis de la varianza (ANOVA) a través del
programa estadistico Sigma-Plot (Jaendel Scientic USA), con el fin de establecer las diferencias

estadisticamente significativas (p< 0,05) entre parametros.

1.3. RESULTADOS

1.3.1. Caracterizacién microclimatica:

Las medidas se hicieron en el periodo comprendido desde el 24 de marzo de 1995 al 28 de
octubre de 1995 para ambas localidades y del 28 de diciembre de 1995 al 17 de enero de 1996
para El Ventorrillo y del 28 de diciembre al 20 de febrero de 1996 para Las Cabrillas. La falta de
medidas en el intervalo del 28 de ocrubre a 28 de diciembre se debid a un problema téenico en el
volcado de los datos. La falra de medidas en El Venrorrillo a partir del 17 de enero se debid a una

desaparicion de la estacidn microclimadtica correspondicnte.

A conunuacidn se realiza una descripcion detallada de fa evolucién de los distintos

pardmetros microclimdticos.

Las mayores diferencias entre ambas localidades se dieron en el parimetro de radiacién
incidente diaria. Este parimetro fue claramente mayor en la localidad de Las Cabrillas, sobre todo
durante los meses de verano que fue cuando hubo una radiaciéon incidente mayor (Fig. 2a). Las
diferencias en radiacidén diaria, entre las dos localidades, fueron también claras cuando se
expresaron los datos estacionalmente (Fig. 3a). La aplicacion de ANOVA en los datos estacionales

de radiacién diaria, nos ha indicado que hubo diferencias estadisucamente significatvas entre las
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dos localidades sélo en las estaciones de primavera, verano y otofio. Los valores de radiacién diaria
en invierno fueron significativamente menores a los de las otras estaciones. En cada localidad, no
cxistieron diferencias significativas entre la radiacién diaria en las estaciones de primavera y verano,
pero si respecto a las otras dos estaciones (Fig. 3a). La radiacién diaria en otofio presentd valores
mds bajos que en primavera y verano, siendo en la localidad de Las Cabrillas del mismo rango que

los obtenidos en El Ventorrillo para las estaciones de primavera y verano.

La humedad relativa mensual presentd los menores valores en los meses de julio y
agosto, aumentd en septiembre y octubre y alcanzé los maximos valores en diciembre y enero (Fig,
2b). En las dos localidades la humedad media relativa del aire presentd valores similares en los
meses de enero, marzo, abril, julio, agosto y diciembre. En mayo y junio la humedad relativa fue
mayor en El Ventorrillo y en septiembre y octubre la tendencia sc invirtid con mayores valores en

Las Cabrillas.

El porcentaje de dias con actividad presentd diferencias mensuales: aumenté de abril a
junio, descendié mucho en los meses de julio y agosto y aumenté de nuevo en los meses de
sepdembre, octubre y diciembre (Fig. 2c). En la localidad de El Ventorrillo los valores del
porcentaje de dias con actividad, tnicamente fucron superiores a los de la localidad de Las Cabrillas

en los meses de abril y septiembre.

El porcentaje de actividad diaria presentd valores entre el 15-25% en los meses de mayo,
junio, julio y septiembre, siendo siempre algo mayor en la localidad de El Ventorrillo (Fig. 2¢). En
los meses de abril, septiembre y octubre, el porcentaje de actividad diaria, estd por encima del 30%
y es siempre mayor en la localidad de Las Cabrillas. Las mayores diferencias entre las dos
localidades en el porcentaje de acuvidad diaria se dan en el mes de abril, donde su valor es el doble
en la localidad de Las Cabrillas que en la de El Ventorrillo. Existe por tanto la tendencia de que en

los meses con mayor porcentaje de actividad diaria, csta es mayor en la localidad de Las Cabrillas.

El porcentaje de horas de actividad fuc mayor en la localidad de Las Cabrillas y en horas

nocturnas mayor que e¢n diurnas (Fig. 3b). Las mayores diferencias entre las dos localidades y
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dentro de cada localidad entre noche y dia, se dieron en otofio. En verano los porcentajes de horas
de actividad, fueron muy similares a excepcion del porcentaje "nocturno” en la localidad de Las

Cabrillas que fue superior, al de El Ventorrillo y a los "diurnos” de las dos localidades.

La temperatura media mensual aumenté de enero a julio donde se alcanzaron los valores
mdximos y disminuyé de julio a diciembre (Fig. 2d). La temperatura media fue siempre mayor en
El Ventorrillo. La temperatura maxima mensual fue superior en la localidad de El Ventorrillo, a
excepcién del mes de Sepdembre. La temperatura minima mensual fue menor en la localidad de
Las Cabrillas; en enero, marzo y abril se produjeron las mavores diferencias para este pardmetro
entre localidades (Fig. 2d). Cuando se han estudiado los datos de temperatura estacionalmente
(Fig. 3¢) y se ha aplicado ANOVA sc ha visto que las mayores diferencias entre las dos localidades
existeron para la temperatura durante la noche. Hubo diferencias significatvas enwe las dos
localidades, en la temperatura nocturna de primavera, verano v otono. La remperatura diurna solo
mostrd diferencias significativas entre las dos localidades en verano. En cada localidad las
remperanuras diurnas v nocturnas mostraron diferencias significauvas en todas las estaciones menos
en invierno. Las temperaturas nocturnas de primavera v otofo fueron muy similares para cada
localidad. 1as temperaruras diurnas de primavera v otofo sélo estuvieron en el mismo rango en El

Ventorrillo, ya que en Las Cabrillas en orofio fueron interiores a las de primavera.

1.3.2. Caracterizacién de periodos de actividad liquénica potencial:

A continuacidén, se describirdn los pardmetros microclimdticos en condiciones de actvidad
liquénica potencial, condiciones que corresponden a una humedad relaniva del aire mayor del 90%

en la zona proxima a los talos.
Respecto a la radiacion diaria en periodo de actividad, ANOVA nos ha mostrado que

sélo los valores de radiacidn diaria en invicrno e¢n la localidad de Las Cgbrillas fueron

estadisticamente diferentes de los de la localidad de El Ventorrillo en la misma estacion y de los de
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las dos localidades en las demds estaciones (Fig. 4a). La radiacién diaria en perfodo de actividad
siempre fue mayor en Las Cabrillas, pero debido a la gran varianza existente, las diferencias no
fueron significativas. La radiacién diaria recibida en El Ventorrillo fue muy constante a excepcién
del invierno donde los valores fueron mayores. En [a localidad de Las Cabrilias la radiacidn diaria
en perfodo de actividad fue similar en verano y otofio y algo mayor en primavera. En invierno en
las dos localidades a pesar de que Ia radiacidn diaria fue muy baja (Fig. 3a), fue cuando existieron
los mayores valores de radiacién diaria en periodo de actividad, porque los sensores de humedad en
este perfodo marcaron siempre una humedad relativa mdxima. Coincidiendo con los datos de
radiacién diaria, existi6 la tendencia en primavera, verano y otofio a2 mayores valores de radiacién
diaria en periodo de actividad, en la localidad de Las Cabrillas, aunque las diferencias no fueron

significativas.

El porcentaje de actividad diaria sélo mostré diferencias significativas en los valores
pertenecientes al invierno, respecto a las otras estaciones (Fig. 4b). La tendencia e¢s a mayores
valores en El Ventorrillo que en Las Cabrillas y en los periodos nocturnos mas que en los diurnos,

pero sin ser en ninguno de los casos estadisucamente diferentes.

La temperatura media en periodo activo (Fig. 4c), fuc menor que la temperatura media
(Fig. 3c). La aplicacidn de ANOVA ha mostrado que en todas las estaciones hubo diferencias
significativas en la temperatura en periodo de actividad entre las dos localidades (Fig. 4c), incluso
en invierno, donde las temperaturas generales no las mostraron (Fig. 3c). Las temperaturas diurnas
y nocturnas, en condiciones de actividad potencial, sélo mostraron diferencias significadvas, en la
localidad de Las Cabrillas, en las estaciones de verano y otofio (Fig. 4¢). Los talos de El Ventorrillo
mostraron la tendencia (no diferencias significanvas) a mayores temperaturas diurpas en las
estaciones de primavera y verano, invirtiéndose la tendencia en otono e invierno. En Las Cabrillas a
excepaidn del invierno donde las temperaturas medias diurnas y nocturnas fueron muy préximas,
en el resto de las estaciones existié la tendencia (sin diferencias significativas) de temperanuras

diurnas mayores.
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Dentro de la caracterizacién de las dos localidades, hay que tener en cuenta que pueden
existir diferencias también dentro de cada localidad debidas a diferente orientaciéon. Para ilustrar
este aspecto, se han comparado los parimetros microclimdticos en condiciones de actividad, en las
dos orientaciones distintas de los talos de P. omphalodes en la localidad de Las Cabrillas, lo que ha
permitido obtener los siguientes datos. En la orientacién noroeste el porcentaje de horas de
actividad durante el dia fue mayor que en exposicién sur, coincidiendo con una menor radiacién
media en periodo de actividad (tabla I). Durante la noche el porcentaje de horas de actividad fue
similar para ambas orientaciones. La temperatura en periodo de actividad del talo de P.
omphalodes de orientacién noroeste, durante ¢l dia, fue mayor que en el de exposicion sur. Las
temperaturas nocturnas en periodo de actividad fueron similares en ambas orientaciones. Las
diferencias entre orientaciones (tabla I) fueron muy inferiores a las existentes entre localidades

(Tabla II).

TABLA I: Datos de los valores medios globales de P. ompalodes, de la localidad de Las Cabrillas, de
orientacién Noroeste y Sur. Los pardmetros presentados son porcentaje de horas de acuvidad, media +

desviacién de Lx temperacura v a radiacion media en periodo de actividad (a.p.).

IHHORAS TEMPERATURA Radiacion media
ACTIVIDAD (a.p.) (a.p.)
(%) (°C) (mmol m*h™")
dia noche dia noche rad>2
P.omphalodes (N.O) 11.2 14.9 39+4 3,7+4 581
P.omphalodes (Sur) 10.3 15,34 2,14 3,.2+4 655
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Para obtener conclusiones generales se han estudiado los datos de las dos localidades en

todo el periodo de experimentacién (Global) (Tabla IT).

La radiacién diaria recibida por los talos fue significativamente superior en la localidad de
Las Cabrillas, incluso en condiciones de actividad. Los datos globales de radiacién en perfodo de
actividad, confirman las tendencias (no significativas) que mostraba este mismo pardmetro referido

a los distintos periodos estacionales.

La temperatura media fue significativamente inferior en los talos de la localidad de Las
Cabrillas y también la temperatura media en periodo activo. La temperatura media fue superior
a la temperatura media en periodo activo.

El porcentaje de actividad diaria no mostré diferencias significativas.

El nimero de dias con actividad, fue mayor en Las Cabrillas, coincidiendo con el mayor

porcentaje de horas de actividad descrito para los talos de esta localidad (Fig. 3b).

El porcentaje de horas con actividad (tanto diurna como nocturna) y el porcentaje de

horas con actividad fotosintética potencial fue mayor para los talos de Las Cabrillas.

Todos estos resultados globales confirman lo que se ha ido viendo en el estudio desglosado

a nivel mensual y estacional.
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TABLA II: Datos de los valores medios globales de todos los talos en la localidad de El Ventorrillo y la
localidad de Las Cabrillas, para los periodos especificados en materiales y métodos (n° total de dias: 239). Los
pardmetros empleados son: radiacién diaria, temperatura media, porcentaje de actividad diaria, radiacién
diaria y temperatura en periodo de actividad y -n° total de dias con actividad. Los valores excepto en nimero
toral de dfas con actividad, el porcenraje de horas de actividad potencial y porcentaje de horas de actividad

fotosintérica potencial, se presentan como media * desviacién tipica.

LAS CABRILLAS | EL VENTORRILLO
Radiacién diaria (mol.mdfa™)
(talos HR >90%) 2,7 =31 1,32 £ 1,44 P<0,05
Temperamra (°C) 45 =36 7229 P<0,05
(talos HR >90%)
Acuvidad diaria(%) 246 = 156 236+ 17,1 n.s.
Radiacién diaria (mol.m™dfa™) 17,5 = 8.1 11,7 + 4.7 P<0,05
Temperarura (°C) 9758 122+ 54 P<0,05
n° rotal de dias con actividad y 121 (50%) 105 (44%)
(%)
Horas de actvidad dia (%) 10.3 9.16
Horas de actividad noche {%) 13.7 10
Respiracion en oscuridad
potencial
Horas de fotosintesis potencial 8 53
(%)
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1.3.3. Evolucién microclimaitica diaria

A continuacién se presenta la evolucién diaria de los pardmetros microclimdticos para

ciertos dias caracteristicos de las distintas estaciones.

PRIMAVERA:

- 18 de Abril de 1995:

Este dia con una humedad relativa media del aire del 43% en El Ventorrillo y en Las
Cabrillas 43,8% (exposicién noroeste) y 42,8% (exposicion sur), es representativo de un dia de
primavera sin precipitaciones. Las temperaturas medias fueron 11,3°C (El Ventorrillo) y 14,7°C

(Las Cabrillas).

El Ventorrillo:

La radiacién incidente alcanzo altos valores, en dos periodos uno a media mafiana y otro
a media tarde. La temperatura nocrurna fue muy estable; con el dia se produyjo un aumento de
temperatura muy estrechamente ligado a un aumento de radiacidn incidente. Los cuatro
sensores de temperatura no presentaron grandes diferencias entre elos (Fig. 5a). La humedad
relativa estuvo regulada también por la radiacidn incidente, disminuyendo al comenzar el

aumento de la radiacion y no volviendo a subir hasta que esta descendid (Fig. 5b).

Las Cabrillas:

La radiacion fue claramente diferente en las dos exposiciones. Los miximos de radiacién
no fueron muy diferentes pero en el sensor de exposicién noroeste se alcanzaron por la tarde
{con muchas subidas y bajadas), mientras que en el de exposicidn sur estos mdximos se
alcanzaron por la mafana (permancciendo muy estable) (Fig. 5c). La temperatura y la humedad
como sucedié en El Ventorrillo variaron reguladas por la radiacidn. El descenso de humedad

relativa fue mds acusado para la orientacidn sur donde el gran aumento de radiacién se dio por la
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mafiana. En orientacién noroeste este descenso fue mis gradual, debido a que las altas

radiaciones se alcanzaron por la tarde (Fig. 5d).

- 22 de Abril de 1995:

Este dia de humedad relativa media del aire en El Ventorrillo del 86% y en Las Cabrillas
82% (exposicion noroeste) v 93,4% (exposicion sur), es representativo de un dia de primavera
con abundantes precipitaciones. Las temperaturas sufrieron un fuerte descenso desde el 18 del

mismo mes, siendo la media 1°C (El Ventorrllo) v -3°C (Las Cabrillas).

El Ventorrillo:

Se waté de un dia cubierto, la radiacidén presentd valores bajos alcanzando sélo
radiaciones de 1000 umol.m?s en algunos momentos por la tarde. La temperatura aumentd
paralelamente a la radiacién, siendo similar en las ralos de las dos especies (Fig. 6a). La humedad
relativa fue muy alta durante todo el dia, presentando sélo un descenso por la tarde cuando la

radiacién incidente fue mayor (Fig. 6b}.

Las Cabrillas:

La radiacién recibida por la mafiana y por la tarde en exposicién sur, al igual que sucedio
en El Ventorrillo, presenté valores bajos. Por la tarde alcanzé en dos momentos radiaciones
importantes alrededor de los 2500 p,n*u:)l.m"”s'l en la exposicién noroeste. Hubo una marcada
diferencia entre la temperatura de los talos durante ef dia v la noche. La temperatura parece
depender mas de la especie que de la exposicion. La temperatura de L. hispanica, cuando la
comparamos con P. eomphalodes, tavo valores mds bajos durante la noche, alcanzé valores
superiores en las primeras horas del dia v de nuevo inferiores, con mayores diferencias, a partir
de las 10:00. Las diferencias entre especies pucden deberse bien a distnta exposicion o al hecho
de que tienen distinto tipo de sensor (1,5 mm v 0,4 mm de grosor) (Fig. 6c). La humedad
relativa descendié algo en dos intervalos durante las primeras horas de la mafiana en los dos

sensores (atribuible al aumento de radiacién), fuc estable con valores médximos en el resto del dia
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ara el sensor de exposicién sur v sufrié un descenso a niveles del 60% en la exposicidn noroeste
P P Yy

(mayor radiacion) (Fig. 6d).

VERANO:
- 12 de julio de 1995:

Este dfa la humedad relativa media del aire fue del 45% en El Ventorrillo y en Las
Cabrillas 53% (exposicién noroeste) y 48,5% (exposicion sur). La temperatura media fue de

21,4°C (El Ventorrillo) y 19°C {Las Cabrillas).

E!l Ventorrillo:

La radiacion presentd valores maximos en dos periodos, uno por la manana y otro por la
rarde. La remperatura fue aumentando a lo largo del dia; alcanzando los valores méximos
cuando la radiacién fue maxima (Fig. 7a). La humedad relativa descendio con el aumento de la

radiacién, siendo préoximos al 0% cuando la radiacién fue maxima (Fig. 7b).

Las Cabrillas:

En la exposiciéon noroeste los valores de alta radiacion se dieron por la tarde y en la
exposicion sur por la manana. Para L. hispanica la temperatura medida por los dos sensores fue
similar. P. omphalodes en exposicion sur, presentd valores siempre inferiores, al resto de los
sensores. P. omphalodes exposicion noroeste, tuvo valores de temperatura similares a Jos de L.
hispanica, aungue debido a que las mdximas radiaciones en csta exposicién se dan por la rarde, se
retrasa su consecucion (Fig. 7c). La humedad relatva descendid con el aumento de radiacion,
por lo que el descenso de humedad es mds brusco en la exposicidn sur, donde la radiacién fue

mads fuerte a primeras horas del dia (Fig. 7d).
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- 5 de agosto de 1995:

Dia con una humedad relativa media del aire de 50,3% en El Ventorrillo y en Las
Cabrillas 66,4% (exposicién noroeste) y 55,3% (exposicién sur). La temperatura media fue de

18,3°C (El Ventorrillo) y 22,1°C (Las Cabrillas). Fue un dia de verano con tormentas.

El Ventorrillo:
El comportamiento fue similar al 12-7-95, pero con menores fluctuaciones de radiacién
(Fig. 8a) y con un descenso mds brusco de la humedad relativa, debido a que sus valores durante

la noche fueron mds altos (Fig. 8b). No se alcanzaron valores del 100% de humedad relativa.

Las Cabrillas:

Las dos exposiciones presentaron mdximos de radiacion (con pocas fluctuaciones, como
ocurre en El Ventorrillo) en periodos del dia diferente como sucedid el 12-7-95. L. hispanica
presentd muchas diferencias entre los dos sensores de temperatura. En P. omphalodes se
alcanzaron valores similares de remperatura en los dos sensores, pero en distintos momentos
como ocurrid con la radiacién (Fig. 8¢). Durante la noche se alcanzaron valores maximos de
humedad relativa en los sensores de las dos orientaciones, sufriendo un descenso a lo largo del
dia que fue de nuevo mds brusco en la exposicién sur {Fig. 8d). Los valores de humedad relativa

fueron superiores a los alcanzados en El Ventornillo.

OTONO:
- 7 de Octubre de 1995:
Dia de humedad relativa media del aire de 67,8% en El Ventorrillo vy en Las Cabrillas

de 79,4% (exposicién noroesee) v 73% (exposicidn sur). La temperatura media fue de 14,9°C

(El Ventorrillo) y 12,2°C (L.as Cabrillas).
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El Ventorrillo:

La radiacién incidente alcanzé los miximos valores por la tarde, coincidiendo con los
méiximos valores de temperatura y los minimos de humedad relativa (Fig. 9a, 9b). El descenso
de la humedad relativa no fue gradual debido a que los valores mdximos de radiacién se dieron

por la tarde.

Las Cabrillas:

La radiacién incidente en las dos exposiciones tuvo pocas fluctuaciones y alcanzé valores
mayores en exposicion sur (manana), que en la exposicion noroeste (tarde), L. bispanica presentd
valores diferentes en sus dos sensores de temperatura. P. omphalodes alcanzd mayores
temperaturas que L. bispanica, pero los mdximos se produjeron en diferente momento, segun la
distunta onentacién (Fig. 9¢). El descenso de Ia humedad relativa fue mds brusco en orientacién

sur, como ocurrio en los otros dias estudiados (Fig. 9d).

INVIERNO:

- 10 de enero de 1996:

Dia con humedad relativa media del aire del 100% en las dos localidades, posiblemente

los h’quencs se encontraban cubiertos de nieve.

El Ventorrillo:
1

A

La radiacion incidente alcanzd valores muy bajos, no superando los 500 pmol m™s
maximo que ocurrio por la tarde. La remperatura aumenté durante ¢l dia dindose ¢l maximo cn

el momento en que se produjo la mdxima radiacion (Fig. 10a).
Las Cabrillas:

La radiacién incidente fue muy baja. Los midxumos valores se produjeron durante la

rarde. Las temperaturas fueron cn todo momento muy estables, presentado vaiores muy bajos.
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Las temperaturas en Las Cabrillas presentaron una gran diferencia con El Ventorrillo, siendo

del orden de 3-4°C menores ( Fig. 10b).

1.3.4. Resumen de los principales resultados

A continuacion sc describe de forma resumida los aspectos mds caracteristicos del

microclima en las dos localidades estudiadas, a nivel global, mensual/estacional y diario:

Global:

En la localidad de Las Cabrillas la radiacién fue significativamente mayor y la
temperatura significativamente menor, que en la localidad de El Ventorrillo, tanto bajo
cualquier condicidn como cn las correspondientes a actividad potencial. La radiacidn diaria y la
temperatura media en periodo de acuvidad fueron inferiores, a los valores generales.

El porcentaje de acrividad diaria no mostré diferencias entre las dos localidades; sin
embargo, en la localidad de Las Cabrillas hubo un mavor niimero de dfas con actividad.

El porcentaje de horas de forosintesis potencial v respiracion en oscuridad potencial fue

mayor en la localidad de Las Cabrillas.

Estacional/mensual:

La radiacion diaria en la localidad de El Ventorrillo, fue significativamente inferior a la
recibida en la localidad de Las Cabrillas, en todas las estaciones menos en el invierno. En
condiciones de actividad rambién sc recibié menos radiacién en El Ventorrillo, pero s6lo

existieron diferencias significativas entre ambas localidades en invierno.

Las temperaturas nocturnas  fueron estadisticamente  inferiores a las diurnas. Las
temperaturas nocturnas de la localidad de Las Cabrillas tueron significativamente inferiores a las
de El Ventorrillo, ¢n todas las eseaciones menos en ¢l invierno. Las temperaturas diurnas del
verano en El Ventorrillo fueron significatvamence superiores a las de Las Cabrillas y no lo

fueron en el resto de las estaciones. Las temperaturas en condiciones de actividad, en la localidad
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de E! Ventorrillo fueron significativamente superiores, a las de la localidad de Las Cabrillas, en
todas las estaciones. Las temperaturas diurnas y noctwrnas, en periodo de actividad, sélo
mostraron diferencias significativas en la localidad de Las Cabrillas en verano y otofio, siendo las

diurnas superiores.

Existié un mayor porcentaje de horas de actividad en la localidad de Las Cabrillas y por
las noches fue mayor que durante los dias. No hubo diferencias entre el porcentaje de actividad

diaria entre ambas localidades.

Diarto:

Los médximos de radiacion diaria en la localidad de El Ventorrillo se alcanzaron en dos
periodos uno por fa mafiana y otro por la tarde. Los liquenes en la localidad de Las Cabrillas,
recibieron los mdximos valores de radiacion en un unico periodo aunque més amplio, que se

produjo por la mafana en orientacién sur y por la tarde en orientacién noroeste.

Las variaciones de temperatura en las dos localidades fueron paralelas a las varjaciones de

radiacion,

La humedad relatva, descendié paralelamente al aumento de radiacién. El descenso de
los niveles de la humedad relativa nocrurna con el inicio del dia, fue anterior y mds acusado, en
la localidad de Las Cabrillas, ya que la radiacién se recibié mds temprano. En la localidad de Las
Cabrillas, el descenso fue diferente en las dos exposiciones, en la exposicion sur fue mids brusco

que en la noroeste ya que los maximos de radiacidn se alcanzaron por la mahana.
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1.3.5. Caracteristicas microclimdticas en los periodos previos a las recolecciones.

Para poder realizar un mejor andlisis de las variaciones ultrastructurales y enzimdticas que

se produjeron en ¢l periodo de las medidas microclimdticas, se han calculado los valores medios

de los pardmetros mds importantes para el periodo previo a la recoleccion de las muestras (Tabla

).

TABLA III: Datos de los valores medios de los talos en el periodo anterior a la recogida de muestras. V

(El Ventorrillo) v C (Las Cabuillas). Los pardmetros presentados son porcentaje de horas con actividad,

temperatura en periodo de acnividad v radiacidn media en condiciones de actividad potencial (a.p.).

HORAS ACTIVIDAD TEMPERATURA Radiacién media
(%) (@p) (°C) (a.p.) (mmol.m”h™)
PERIODO dia noche dia noche rad>2
abril 0 0 i A )
Vv
0 0 - -
C
mayo v 10,13 15,34 5,64 5,17 324 3
14,3 19 1,5 1,25 6925
C
sept 3,99 4,67 1352 12,5 1442
Vv
44 5.75 8.86 8.75 451
C
marzo 1111, 1n.111. 11.111. 11.1M. I.1I11.
vV
54 46 0.4 -1,43 674
C
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Fig. 1: Aspecto de las localidades y especies estudiadas: A-Localidad de Las Cabrillas (en primer plano), con
una flecha se indica la sitvacidn de la localidad de El Ventorrillo; B-Localidad de El Ventorrillo; C- Estacién
microclimduca de fa localidad de EL Ventorrillo; D- Data-logger (Squirrel, Grant); E- Lasallia hispantca con
un sensor de temperatura {Thermistor, Grant instrument) bajo el talo; F- Panmnclia omphalodes con un sensor
de temperarura entre sus lobulos.; G- Cornicularta nonnosrica.
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Fig. 2: Datos microcliméticos mensuales registrados en fas localidades de El Ventorrillo y Las Cabrillas,

A- Variacion mensual de la radicion diaria; —®— (El Ventorrillo) ~O~ (Las Cabrillas).

B- Variacion mensual de la humedad relativa del aire en la zona préxima a los talos; —— (El Ventorrillo)

—O- (Las Cabrillas).

C- Porcentaie de dias con actividad; ® (El Ventorrillo) O (Las Cabrillas)
Porcentaje de actividad diaria; = (El ventorrillo}, /#/ (Las Cabrillas}).

D- Temperatura méaxima mensual, Temperatura media y Temperatura minima mensual; —®— (El}
Ventorrillo) —O— (Las Cabrillas),
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B- Variacion estacional del porcentaje de horas de actividad diuma y nocturna; O (diurna, El Ventorrillo),

gistracdos en las localidades de El ventorrilio y Las Cabrillas.
(nocturna, El Ventormillo), W (diurna, Las Cabrillas), # (nocturna, Las Cabuiilas}.

Primavera Verano
C- Variacion estacional de la temperatura; O (diurna, El Ventorrillo), /// (nocturna, El Ventorrillo), W (diurna,

Fig. 3: Datos microclimaticos estacionales rc
Las Cabrillas), # (nocturna, Las Cabrillas).

A- Variacion estacional de la radiacion diaria;
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Fig. 4: Datos microclimaticos estacionales registrados en las localidades de El ventorrillo y Las Cabrillas, en

periodo activo (Humedad relativa del aire en la proximidad de los talos mayor del 90%)..

B- Variacién mensual del porcentaje de actividad diaria divrno y noctumo;, O {diurna, El Ventorrilley, /#/

A- Variacién mensual de 1a radiacién diaria en periodo activo; (0 (El Ventorrillo), /// (Las Cabrillas).
{nocturna, El Ventorrilio), W (diuma, Las Cabrillas), # (nocturna, Las Cabrillas).

C- Variacidon mensual de 1a temperatura cn periodo activo, [ (diuma, El Ventorrillo), /#/ (nocturna, El

Ventorrillo), W (diuma, Las Cabrillas), # (nocturna, Las Cabrillas).



Graficas de la evolucidn microclimética diaria:

Fig. 5-10: Evolucién diaria de los parimetros microclimdticos en dias representativos de las diferentes
estaclones.
Ay B- Localidad de El ventorrillo:
T1 (rojo) y T3 (verde): sensores de temperatura de Lasallia bispantca (orientacién ocste).
T2 (rosa) y T4 (azul): sensores de temperatura de Parmelia omphalodes {orientacién ocste).
HI1 (marrén) y H2 (azul): sensores de humedad (orientacion ocste).
R1 (...) y R2 (---): sensores PAR (orientacidn oeste).
Cy D- Localidad de Las Cabrillas:
T1 {rojo} y T3( verde): sensores de temperatura en Lasallia hispanica (orientacion noroeste).
T2 (rosa): sensor de temperatura de Parmelia omphalodes (orientacion noroeste).
T4 (azul): sensor de temperatura de Parmelia omphalodes (orientacion sur).
H1: sensor de humedad (orientacién noroeste).
H2: sensor de humedad (orientacion sur).
R1: sensor PAR (orientacién noroeste).
R2: sensor PAR (orientacion sur).
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2 Caracterizacién de las actividades nitrato reductasa y

ribonucleasa en talos liquénicos

2.1. INTRODUCCION
2.1.1. Rijbonucleasas

Las moléculas de RNA son estables bajo condiciones fisioldgicas e i vive sélo pueden ser
hidrolizadas enzimdticamente. Los niveles de las diferentes formas moleculares de RINA necesarios
en la célula en cada momento, pueden ser controlados por regulacion de su sintesis y por

modulacidn de su hidrolisis.

Las ribonucleasas (RNasas), enzimas que degradan el RNA, son esterasas con modo de
accion endo- o exo-, dependiendo de que actiien sobre las uniones diester internas o externas de la

cadena polinucleduda. Algunas RNasas pueden también actuar sobre DNA (Farkas, 1982).

Dentro del reino vegetal han sido descritas en una gran variedad de organismos. En plantas

superiores, en basc a criterios btoquimicos, se distinguen cuatro apos principales (Green, 1994):

1- RNasas gpo I, endoribonucleasas solubles, son especificas de RNA, su pH 6ptimo es 5-
5,5 , tenen un peso molecular de 20-25 KDa y baja sensibilidad al EDTA.

2- RNasas tipo 1T, endoribonucleasas microsomales, son especificas de RNA, tienen un pH
dptimo entre 6 y 7, un peso molecular de 17-21 KDa y baja sensibilidad al EDTA.

3- Nucleasas tipo I, son endonucleasas que degradan tanto RNA como DNA, con un pH
éptimo entre 5 y 6,5 , un peso molecular de 31-35 KDa y una elevada sensibilidad al
EDTA.

4~ Exonucleasas tipo 1, son exonucleasas solubles que degradan tanto RNA como DNA,
tienen un pH Gpidmo entre 7 y 9, un peso molecular de 100 KDa y una clevada

sc_nsibi]idad al EDTA.
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En Chlorella se ha identificado una RNasa Tipo I (Brown & Marshall, 1977). En tejidos
vegetales ha sido detectada acavidad RNasa en distintas partes de la célula, como cloroplastos,

mitocondrias, preparaciones ribosomales, nticleo, sistema vacuolar, pared y espacios extracelulares

(Green, 1994).

Las RNasas en plantas estin asociadas 2 un amplio rango de procesos fisioldgicos y del
desarrollo. Asi mismo, se observan cambios en los niveles de RNasa en respuesta a diferentes
factores tales como el déficit de agua, el déficit de fosfato, la luz, las bajas temperaruras y el ataque
por patégenos (Green, 1994). No siempre el aumento de actividad RINasa se correlaciona con un
descenso en los niveles de RNA. Esta aparente discordancia puede entenderse si a las RNasas se les
atribuyen otras funciones ademds de la de control de los niveles de RNA. Por ejemplo, se han
descrito RNasas exocelulares que intervienen en procesos de autoincompatibilidad. Owo ejemplo
lo constutuye la induccién de RNasas que se produce bajo condiciones de déficit de fosfato
inorgdnico. En este dltimo caso se sugiere que estas enzimas formarian parte del mecanismo de
recuperacion de fosfato; las RNasas podrian proporcionar fosfato teniendo en cuenta que el RNA
consttuye el mayor reservorio interno de fosfato orgdnico. Por Gldmo, sehalar que las RNasas
podrian intervenir en los mecanismos de defensa frente a patdgenos, ya que ha sido descrito un

aumento de sus niveles tras la infeccion (Green, 1994; Dods et al., 1996).

Cabe destacar que el incremento de actividad RNasa bajo determinadas condiciones se ve
acompafiado de un cambio en el patrdn elecuoférmico (Baumgartner & Matile, 1977; Bryant et

al., 1976).

El conocimiento de las enzimas que degradan el RNA es fundamental para poder
comprender un gran nimero de procesos regulatorios y del desarrollo en los que las
moléculas del RNA intervienen. Hasta ahora la actividad RNasa no ha sido estudiada en
liquenes, por ello y por sus importantes funciones se propone comprobar la presencia de esta

actividad en talos liquénicos y caracterizarla bioquimicamente. El hecho de que la actividad
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pueda venir determinada por varias isoformas, como sucede en otros organismos, justifica

otro de los objetivos planteados, el realizar su estudio electroforético.

2.1.2. Nitrato reductasas

El nitrégeno es un macronutriente esencial para la vida, necesario para la sintesis, de dcidos
nucleicos y proteinas, entre otros componentes celulares. Cuando existe una [imitacién en el
suministro de nitrdgeno, frecuentemente se produce una reduccidén del crecimiento y la
productividad, de los ecosistemas asi como de sus componentes considerados aisladamente (Nash,
1996¢). En los suelos el nitrégeno experimenta cambios en su estado de oxido-reduccién como
consecuencia de la acuvidad metabdlica de diferentes grupos de bacterias. La forma de nitrégeno
inorgdnico mds abundante del suclo es el nitrato, esto se debe a que las condiciones de la mayoria
de fos suelos, a excepcidn de los dcidos y los poco aireados, favorecen el proceso de nitrificacién

(Maldonado, 1992).

Los liquenes con un alga verde como unico fotobionte pueden utlizar como fuente de
nitrégeno nitrato y amonio. En el crecimiento y la supervivencia de dichos liquenes resulta critica la

canddad de nitrégeno disponible (Nash, 1996c¢).

El nitrato absorbido por los vegetales es reducido a amonio y este es seguidamente
incorporado a esqueletos carbonados para la sintesis de aminodcidos. Este lumo proceso se

denomina asimilacion de amonio.

El proceso de reduccién de nitrato se lleva a cabo en dos etapas; en la primera el nitrato se
reduce a nitrito por accidn de la nitrato reductasa y en la segunda el nitrito se reduce 2 amowio por
accion de [a nitrito reductasa. A contnuacion se produce Ia asimilacién del amonio generado y la

formacién de distintos compuestos nitrogenados.
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La enzima nitrato reductasa es clave en la regulacién del proceso de reduccién de nitratos.
Existen dos dpos de nitrato reductasa segin el donador de electrones que wtilizan: nitrato
reductasas dependientes de piridin nucledtidos, que estin presentes en organismos eucariotas y las
dependientes de ferrodoxina, que son las que se encuentran en procariotas (Nakamura et al.,

1994).

Se ha detectado actividad nitrato reductasa en liquenes, tanto con métodos de valoracién

"tn vivo" como "in vitre" (Shapiro, 1985, 1987, 1989, 1991; Avalos & Vicente, 1985).

La enzima nitrato reductasa es inducible por sustrato y muestra una elevada velocidad de
turnover (Sinha & Nicholas, 1981). Se encuentra estrictamente regulada por un mecanismo
posiblemente complejo que se compone de:

- Regulacidn de la sintesis

- Regulacién de la degradacion

- Regulacion de la acuvidad (inactvacién reversible, activacién por efecrores,

compartimentacion).

La acavidad nitrato reductasa se encuentra regulada por factores enddgenos tales como la
disponibilidad de poder reductor en hojas (Kenis et al., 1992) y en el caso de los liquenes, ¢l
contenido de sustancias liquénicas (Shapiro, 1987), asi como por factores externos tales como la
luz (intensidad y distribucién espectral), la temperatura, concentracién de oxigeno y diéxido de
carbono, disponibilidad de nitrato y otros metabolitos (Kennis & Trippi, 1987; Kennis et al,,

1989; Shapiro, 1989; Solomonson & Barber, 1990).

En base a la importancia que la nitrato reductasa tiene en el proceso de asimilacion
de nitrégeno y que es una enzima cuya actividad se ve afectada por factores muy diversos, se
ha propuesto el valorar s vivo la actividad nitrato reductasa de las especies Lasallia
hispanica, Pavmelia omphalodes y Cornicularvia normoerica. 1a técnica de valoracion n vivo se

presenta como una técnica muy atractiva en ecofisiologia porque da una buena estima del
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poder reductor y del contenido de la enzima y ademds requiere una menor inversién de
tiempo en el proceso que la valoracién "in vitro" (Pizelle & Thiéry, 1994). La acdvidad
medida in wivo se puede denominar "actividad nitrato reductasa funcional" (Sinha &
Nicholas, 1981). También se propone un estudio de la variabilidad intratalina ¢ intertalina
de la actividad en talos de L. bispanica. Los estudios de variabilidad se han relizado sélo con
L. hispanica ya que su biotipo umbilicado permite reconocer mds ficilmente los individuos

independientes.

2.2. MATERIAL Y METODOS
2.2.1. Actividad rbonucleasa

2.2.1.1. Extraccién enzimatica:

Los talos liquénicos fueron previamente lavados con agua destilada y mantenidos en ella
durante 15 minurtos para su hidratacién, elimindndose posteriormente el exceso de agua de los
talos con papel de filoo. Los talos fueron macerados con nitrégeno liquido y homogeneizados en
tampon Tris-HCI 0,05 M (pH 7,3), 0,25 M sacarosa, frio, en la proporcién de 10 ml de tampdn
de extraccion por gramo de peso seco. El homogeneizado fue centrifugado a 26.000g-30 minutos
(2°C) y el sobrenadante correspondiente, tras ser filrado a wavés de filtro de fibra de vidrio
(Whatman GF/A}, constituy6 el extracto libre de células ualizado en la valoracién de la actividad

ribonucleasa. La medida se realizd inmediatamente después de la obtencidn del extracro.

Los extractos utlizados para llevar a cabo, el isoelectroenfoque, la electroforesis y la
determinacién de peso molecular por cromatografia liquida (FPLC), se prepararon, partiendo de
los extractos libres de células obtenidos como se ha indicado previamente, procesindolos seguin el
método de Fashele (1980) con algunas modificaciones. Las proteinas de los extractos fueron
precipitadas con {NH,),504 al 80% de saturacion y centrifugados a 23.000g-30 munutos. El

precipitado fue resuspendido en 3 ml de glicina al 1% (p/v) y transferido a tripas de didlisis, las
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cuales habfan sido previamente embebidas en glicina al 1%. La didlisis se realizé a 5°C. A las 12
horas, se renueva la solucién de glicina y se mantiene en las mismas condiciones otras 12 horas.

Finalizada la didlisis las muestras fueron liofilizadas y almacenadas a -20°C hasta su uso.

2.2.1.2. Actividad enzimaitica:

La actvidad ribonucieasa fue ensayada segiin el método descrito por Blackburn et al.
(1977) con algunas modificaciones. El método estd basado en la medida de la produccién de
mono- y oligonucledtidos solubles en medio dcido, en presencia de nitrato de lantano, usando

RNA de levadura como sustrato.

Ensayo: Se incubaron a 37°, durante 5 minutos, 100 pl de extracto enzimdtco, 100 ul de rampé6n
acetato 0,5 M (pH 4,5) y 50 pl de seroalbumina bovina al 1% (p/v). La reaccién que comenzo por
adicién de 250 pl de RNA de levadura (Sigma, tipo IT) al 0.2% (p/v) se llevo a cabo durante 60
minutos a 37°C. La reaccién se pard introduciendo los tubos en un bafio con hielo y adicionando,
tras 5 minutos, 500 ! de una solucién fria de nitrato de lantano 22 mM en dcido perclérico 1,2 M
como agente precipitante. La suspension resultante se agitd vigorosamente y s¢ mantuvo en el
bafo con hielo, durante 30 minutos. A contnuacion se centrifugd a 10.000g-10 minutos y el
sobrenadante se diluy6 diez veces con agua destilada, midiéndose la absorbancia a 260 nm en un
espectrofotémetro Zeiss PM2 DL tras ajustar ¢l aparato con el blanco. El control se preparé de la
misma forma que el tubo de reaccién pero omiuendo los 60 minuros de reaccién. El blanco fue
preparado con 500 ml de agua destilada. A los valores de absorbancia de la muestra se restaron los
del control para calcular la absorcién neta. Se define como unidad de actividad enzimdtica a la
cantidad de enzima capaz de producir un aumento neto en la absorcidon a 260 nm de 1,0, en las

condiciones del ensayo.
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2.2.1.3. Localizacién subcelular de la actividad RNasa de Lasallia hispanica

Para poder determinar la localizacién subcelular de la actividad RNasa de L. hispanica,
extractos libres de células fueron fraccionados como se indica a continuacién. El liquen fue lavado
en agua destilada, pulverizado con nitrégeno liquido, homogeneizado en frio con tampdn Tris-
HCI 0,05M, 0,25M sacarosa (pH 7,3) (10 ml por gramo de peso seco) y centrifugado a 1000g-
10 minutos (2°C). El sobrenadante fue filtrado y centrifugado a a 26.000g-30 minutos. Este
segundo sobrenadante fue considerado la fraccién F1. El precipitado fue lavado con agua destilada,
centrifugado a 30.000g-30 minutos (2°C) y el sobrenadante resultante constituyé la fraccion F2.

En las fracciones F1 y F2. se valoré la actvidad RNasa a diferentes pH.

2.2.1.4. Determinacién del pH 6éptimo y sensibilidad al EDTA

El pH 6ptimo fue determinado usando tampén 0,05M en el rango de pH de 4,0 a 8,0,
bajo las condiciones estdndar. Para el rango de pH 4,0-5,5 sc empled tampén acetato sédico y para

el rango 6,5-8,0 se utilizd tampdn fosfato.

La sensibilidad al EDTA (Acido Etilendiaminoterracético sal disédica) se determiné
midiendo la actividad enzimdtica en presencia de una concentracion 1 mM de EDTA en la mezcla

de reaccidn.

2.2.1.5. Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato sédico

(SDS)

- Preparacion del gel:

Los geles discontinuos de poliacrilamida se prepararon segin Laemmli (1970). En el
molde de polimerizacién del Miniprotean IT (Biorad), se vertié despacio, para evitar la formacion
de espuma, la mezcla correspondiente al gel separador que se traraba de una disolucién filtrada y

desgasificada de acrilamida al 11,7% (p/v}, N,N-metilenbis-acrilamida 0,32% (p/v), SDS al 0,1%
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en tampén Tris-HCl 0,375 M (pH 8,8), a la que se afiaden 2,5 ml de NNN'N'-
tetrametiletilendiamina (TEMED) y 25 ml de una solucién acuosa recién preparada de persulfato
amonico al 10% (p/v). Con el fin de favorecer Ia polimerizacién sin formacién de menisco, se
deposité cuidadosamente una delgada capa de tampén Tris-HCI 0,3 M (pH 8,8) sobre la mezcla
de polimerizacién. Transcurridos 45-60 minutos, se eliminé el tampon y sobre el gel separador, ya
polimerizado, se vertié la disolucién del gel concentrante compuesta de acrilamida 3,8% (p/v),
N,N'-metilenbis-acrilamida al 1% (p/v), SDS al 1% (p/v) en tampdn Tris-HCI 0,125 M (pH 6,8)
a la que se afadié 5 ul de TEMED y 25 pl de persulfato an;énico al 10%. Antes de que se
produjera la polimerizacidn del gel concentrante se colocd el molde que forma los pocillos de

aplicacion.

- Preparacién de las muestras:

Las muestras liofilizadas, las cuales han sido preparadas segin sc explica en ¢l apartado
2.2.1.1, sc resuspendieron en agua destilada anadiendo previamente a la electroforesis un volumen
igual al de la resuspensién de tampodn de aplicacidn Tris-HCI 125 mM (pH 6,8) conteniendo SDS
4% (p/v), glicerol 21,4% (p/v) y azul de bromofenol 0,01%. El tampdn de aplicacion no levaba
mercaptoctanol porque los agentes reductores tienen efectos negativos sobre la deteccion de
actividad ribonucleasa (Yen & Green, 1991). Las muestras asi preparadas se calentaron en un bano
a 100°C durante 2 minutos. Se cargaron aplicaciones de 10 ul que contenfan alrededor de 4 mg de

proteina.

- Condiciones de la electroforesis:

La electroforesis se llevé a cabo en tampdn glicina 38 mM, Tris 5 mM (pH 8,3),
conteniendo SDS al 0,1% (p/v). Fue desarrollada a una diferencia de potencial constantc de 80
Voltos cuando la muestra estd en el gel concentrante y de 180 Voluos desde que alcanza el gel
separador. El proceso se dio por finalizado cuando el azul de bromofenol alcanzo el extremo del
gel separador.

Para el cdlculo del peso molecular (Pm) de las proteinas de la muestra, se realizo una recta
de calibracion construida con las siguientes proteinas paron (MW-SDS-70, Sigma):

- Lisozyma. Pm=14,3 KDa.
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- B-lactoglobulina. Pm=18,4 KDa.

- Trypsinogeno. Pm=24 KDa.

- Pepsina: Pm=34.7 KDa.

- Albtimina de huevo: Pm=45 KDa.

- Seroalbiimina bovina: Pm=66 KDa.

2.2.1.6. Isoelectroenfoque en placa

- Preparacién del gel:

Geles de poliacrilamida de T 7,5%, C 3% y grosor 3 mm, sobre soporte de plistico, fueron
elaborados siguiendo las instrucciones del Muldphor II (LKB). En el molde de polimerizacién se
vertd la solucién det gel desgasificada que contenia acrilamida 7,275% (p/v), N,N'-metilenbis-
acrilamida 0,225% (p/v) y anfolitas al 8% (rango de pH 2-11, Serva) y a la que se afiadié 60 ul de
TEMED al 10% v 75 ul de persulfato aménico al 10%.. Después de 60 minutos de
polimerizacién el gel fue desmoldado y almacenado por un periodo no superior a 18 horas, en

ambiente hiimedo a 5°C, hasra su uso.

- Preparacidn de las muestras:
Las muestras liofilizadas, las cuales han sido preparadas segtin se explica en la seccién

2.2.1.1, fueron disueltas en agua destlada, en funcién de la concentracion requerida.

- Condiciones eléctricas del isoelectroenfoque en placa:

Para llevar a cabo el isoelectroenfoque se utilizé el equipo Multiphor TI-2117, el cual fue
conectado a un bafo tesmostatizado LKB-Multitemp I, para mantener una temperatura de 4°C
durante el experimento.

El gel fue preelectroenfocado durante 45 minutos a una intensidad constante de 15 mA.
Tras este proceso se dispusieron las muestras sobre el gel, a un centimetro del cdrodo, utilizando
como aplicadores papel Whatman n° 1 de dimensiones (5 mm x 5 mm). El volumen de las

aplicaciones fue de 10 ul, conteniendo aproximadamente 8 mg de proteinas.
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El enfoque fue llevado a cabo a una potencia méxima de 15 W y una diferencia de
potencial mdxima de 1500V, durante 180 minutos. Los aplicadores fueron retirados a los 30
minutos del inicio del enfoque.

El punto isoeléctrico de las proteinas de la muestra fue determinado a partir de una recta de

calibracién construida con las siguientes proteinas patrén (rango amplio de pI de Pharmacia):

Amyloglucosidasa, pI 3,50

Inhibidor de la tripsina de soja, pI 4,55
B-lactoglobulina A, pI 5,20 '

Carbdnico anhidrasa B bovina, pI 5,85

Carbdnico anhidrasa B humana, pI 6,55

Randa dcida de myoglobina de caballo, pI 6,85

Banda bdsica de myoglobina bésica de caballo, pI 7,35
Banda dcida de lectina de lenteja, pI 8,15

Banda media de lectina de lenteja, pI 8,45

Banda bdsica de lectina de lenteja, pl 8,65

Tripsindgeno, pl 9,30

2.2.1.7. Localizacién de proteinas en geles de electroforesis y electroenfoque:

La dncidn general de proteinas fue realizada con el sistema de tincion de plata Biorad,
siguiendo la metodologia recomendada por la casa Biorad, con algunas modificaciones. El
protocolo constd de los siguientes pasos:
1-Fijacién con retirada de las anfolitas (sélo en geles de isoclectroenfoque)

- Fijacién en una solucion de 30% metanol, 10% tricloroacético y 3,5% dcido

sulfosalicilico (1 hora).

- Fijacién en varios volimenes de una solucién 30% metanol, 12% dcido tricloroacético (2

horas).

2-Fijacion:
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- Incubacién en 40% metanol, 10% 4cido acético (Toda Ia noche).
- Incubacién en 10% etanol, 5% 4cido acético. (2x10 minutos)
3- Lavados con agua destilada, hasta eliminar el 4cido acético de las etapas de fijacion.
4- Incubacién con solucién oxidante (Biorad) (3 minutos).
5- Lavados con abundante agua hasta que se elimina el color amarilio de los geles.
6- Incubacién con reactivo de plata (Biorad) (15 minutos).
7- Lavado con agua destilada (1 minuto).
8- Incubacién en desarrollador (Biorad), varios cambios.

9- Lavado en 4cido acético para parar el desarrollo.

En geles de isoelectroenfoque para revelar bandas minoritarias sin aumento del velo del gel,
sc realizé una doble tincién. Para ello los geles renidos con el protocolo anterior, se lavaron con
abundante agua destilada al menos durante 1 hora (eliminacién del dcido acético) y después se
repitiS el protocolo anterior desde el paso 6.

En todos los pasos de protocolo se utlizo agua destilada y desionizada.

2.2.1.8. Localizacién de la actividad RNasa en geles de electroforesis y electroenfoque

En esta tesis siguiendo el método de Blank et al. (1982), se ha desarrollado un método de
deteccidn de la acdvidad sin necesidad de incluir el RNA del gel. La reaccién tuvo lugar al incubar
los geles en una solucién de RNA vy las zonas donde se ha producido la hidrohisis se detectan, por
tincién negativa, udlizando un colorante bidsico, el cual sélo inreracciona con el RNA no

hidrolizado.
Rutinariamente el mérodo de tincidn seguido consta de las sigutentes etapas:
1.- Fase de reaccion:

Incubacién del gel en una solucidn de RNA de levadura (Sigma, tipo IIT) 3mg/ml en

tampdn acetato 0,5 M (pH 4,5), a 37°C, durante 60 minutos.
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2.- Fase de tincidn:
Incubacion en azul de medleno 0,2% (p/v) en tampén Tris-HCl 10mM (pH 8,0) a
temperatura ambiente, durante 20 minutos.

3.- Fase de revelado:
Lavado con agua destilada abundante hasta que se ha eliminado el exceso de colorante y se

hacen visibles las bandas incoloras de RNasa sobre fondo azul.

En el caso de los geles de electroforesis en condiciones desnaturalizantes, previamente a la
deteccién de la actvidad tienen que ser tratados con el fin de eliminar el SDS y renaturalizar la
enzima. El método seguido se basa en el descrito por Blank et al. (1982), con algunas

modificaciones:

A.- Incubacién en tampén Tris-Hcl 10 mM (ph 8,0) a 20°C; (2x15 minutos)
B.- Incubacién en tampén Tris-Hel 10 mM (ph 8,0), isopropanol 25%(v/v), a 20°C  (2x15
mMinutos).

C.- Incubacién en tampédn Tris-Hel 10 mM (ph 8,0), a 20°C, (2x15 minutos).

2.2.1.9. Determinacion del peso molecular por FPLC:

Se ha utilizado un sistema de FPLC (Fast permeation lhiquid cromatography) de
Pharmacia.

El liofilizado de proteinas de L. hispanica, preparado segin estd descrito en la seccidn
2.2.1.1, fue resuspendido en tampdn fosfato 0,05 M (pH 7,4), 0,15 M CINa. La carga de 0,15 mg
de proteinas en 100 ul fue introducida en una columna Superdex 75HR1030 equilibrada con el
tampon de resuspension. La elucidn se realizé pasando este tampén a una velocidad de 0,25
ml/min a temperatura ambiente. Se recogieron fracciones de 0,5 ml en las cuales se valoré la
actividad RNasa. El peso molecutar fue determinado a partr de una recea de calibracidn construida
con los datos obtenidos al cargar, en las mismas condiciones del ensayo, una mezcla que contenia

las siguiente proteinas de peso molecular conocido (Sigma, MW-GE-70):
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- Seroalbimina bovina; Pm=66 KDa.

- Carbénico anhidrasa de eritrocitos bovinos; Pm=29 KDa.
- Citocromo C de corazén de caballo; Pm=12,4 KDa.

- Aprotinina de pulmén bovino; Pm=6,5 KDa.

Las proteinas fueron medidas por el método de Lowry et al. (1951) y tras Ia elucién de la

columna por absorbancia a 280 nm con un registrador

2.2.2. Actividad nitrato reductasa
2.2.2.1 Valoracién de la actividad nitrato reductasa

La acovidad mitrato reductasa fue valorada iz vive segiin el mérodo descrito por Guerrero
(1985). La actvidad fue estimada midiendo la cantidad de nitrito producido por la enzima a partr
de nitratos, ualizando el poder reductor endégeno. La reaccién se realizé en oscuridad para evitar
la reduccién de nimitos a amonio y en condiciones anaerdbias, para prevenir la compedcidn del
oxigeno por piridin nucledtidos reducidos (Guerrero, 1985).

La metodologia seguida fue la que se describe a contnuacién. Los talos hiquénicos fucron
lavados ¢ hidrarados por inmersion en agua destilada, 15 minutos y parridos en trozos cuadrados
de aproximadamente 5 mm” de 4rea. Los fragmentos correspondientes a 0,2 g de peso seco fueron
infiltrados al vacio durante 3 minutos en 5 ml del medio de incubacidn siguiente:

-Tampdn fosfato potisico 0,1 M (pH 7,7)

-Nitrato potasico (KINO3), 0,1 M.

-Isopropanol 1% (v/v).

El isopropanol fue afiadido para aumentar la permeabilidad a los nitratos y nitritos.

Tras la infiltracién, que por un lado favorece la accesibilidad del medio del ensayo al

interior de las c¢élulas y por otro facilita condiciones anaerdbias, se redraron 0,9 ml para la medida

de los nitritos que existian en la muestra a tempo 0.
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El tubo de reaccidn, tras introducir nitrégeno gas durante 5 minutos, se incubd 30
minuros a 37°C y en oscuridad. Transcurrido este tempo se tomd una alicuota de 0,9 ml para la
determinacién de nitritos.

La valoracion de nitritos se realizé segiin el método de Snell & Snell (1949). Este método
esti basado en la formacién de una sal diazénica al reaccionar el nitrito con sulfanilamida, en
medio 4cido y la posterior formacién de un complejo coloreado al reaccionar la sal diazénica con
N-(1-naphtyl)etlendiamina. El complejo de color rosa, dene un méximo de absorcién en 540 nm.

El ensayo de nitritos consistié en mezclar 0,9 ml de solucién problema, 0,3 mi de
sulfanilamida al 1% (p/v) en HCl 2,4 N y 0,3 ml de dicloruro de N-(1-naphtyl)enlendiamina al
0,02% (p/v). Los tubos una vez agitados vigorosamente, fueron centrifugados a 5.000g-10
minutos, para clarificar la mezcla. En el sobrenadante se midid la absorbancia a 540 nm.

Como blanco de la reaccién se atilizé 0,9 mi del tampén de incubacion, el cual se procesé
como el resto de los tubos para la medida de nitritos. Los datos de absorbancia se transformaron
en nanomoles de nitrito, utlizando una recta pawén. La diferencia entre el tubo de reaccidn y el
tbo a dempo cero corresponde a los nitritos generados durante la reaccidn enzimdtica. Se define
como unidad de actividad enzimdtca a la cantidad de enzima capaz de producir un nanomol de

nitrito en las condiciones de ensayo.

2.2.2.2. Variabilidad intertalina ¢ intratalina de la actividad nitrato reductasa.

Para el estudio de la variabilidad intertalina se valord la actvidad en 15 muestras diferentes,
recolectadas el mismo dia y en el mismo lugar. Cada una de las muestras estd constituida por uno o
varios talos siempre completos y de tamafo y aspecto externo similar hasta completar un peso
suficiente para la valoracién de la acdvidad. Se determind el peso seco y el peso plenamente
turgente de todos los talos y se calculd el drea de su superficie a partir de una fotocopia de los talos

en el momento de mdxima hidratacién, con un analizador semiautomdtico Mop-Videoplan.
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Para el estudio de 'a variabilidad intratalina, se hicieron tres partes de cada talo, zona
central, intermedia y marginal, obtenidas mediante el corte de circulos concéntricos determinados

por la divisién del radio del talo en wes segmentos iguales.

2.3. RESULTADOS

2.3.1. Actividad ribonucleasa

2.3.1.1. Distribucién subcelular en Lasallia bispanica:

La actvidad ribonucleasa (RNasa) en esta especie liquénica presentd una localizacion

predominante en la fraccién soluble como puede verse en la tabla Y.

2.3.1.2. pH éptimo y sensibilidad al EDTA

En las tres especies estudiadas la acuvidad presentd un pH 6ptimo 4cido; para Lasallia
hispanica v Corniculavia normoerica se situé a pH 4,5 y para Parmelia omphalodes a pH 4, bajo las
condiciones de ensayo (Tabla I, Fig. 1a, 1b, 1c).

La acuvidad RNasa no se modifico en presencia de EDTA.
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Tabla I. Localizacién subcelular de actividad RNasa en extractos de Lasallia hispanica. Los extractos fueron
fraccionados en dos fracciones solubles, F1 y F2. La actividad RNasa fue medida « diferentes pHs y fue

expresada como porcentaje de la actividad total detectada.

ACTIVIDAD RNasa (%)
pH
Fraccién 45 6,5 8
F1 99,72 99 4 0
F2 0,27 0,53 0

2.3.1.3. Caracteristicas electroforéncas

En isoclectroenfoque en placa de extractos de L. hispanica se scpararon 7 bandas de
actividad, caracterizadas por los siguientes puntos isoelécrricos (pls) 7, 6,28 | 4,58 |, 4,45 , 4,25 |
3,98 y 3,47 (Fig. 2). Las bandas mds intensamente tefidas para actividad RNasa, fueron las cuatro
bandas dentro del rango de 3,95 a 4,58 (Fig. 2). En C. normoerica se detectaron 4 bandas con pls
6,28 13,95, 3,57 y 3,39 (Fig. 2). Las bandas mds importantes fueron las de pls 3,39 y 3,57. En P.
omphalodes debido a la menor acdvidad de la enzima y la complejidad de su extracto (presencia de

pigmentos dificiles de eliminar), no fue posible detectar bandas de actividad.

En electroforesis con SDS, en los extractos de L. hispanica fue detectada una tinica banda
de actividad RNasa de peso molecular estimado de 31,8 KDa (Fig. 3). C. normoerica present tres

bandas, dos de cllas mds intensas con un peso molecular estimado de 36,07 KDa, 31,8 KDa y oua

de 17,13 KDa.
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2.3.1.4. Cdlculo del Peso Molecular por cromatografia en gel de L. hispanica:

El peso molecular aparente de [a RNasa no desnaturalizada de L. #ispanica, fue alrededor
de 33 KIDa (Fig. 4a, 4b).

2.3.2. Actividad nitrato reductasa

2.3.2.1. Actividad nitrato reductasa en talos liquénicos

La actividad nitrato reductasa fue detectada # vive en las especies liquénicas Lasallia
hispanica, Pavmelia omphalodes y Cornicularia normoerica. En la tabla II, se muestran los valores
medios de actividad nitrato reductasa para talos recolectados a lo largo de todo el periodo de
experimentacién. La actvidad medida en la especie P. omphalodes fue superior a la de las otras dos

especies.

TABLA II: Tabla de los valores medios de actividad nitrato reductasa de talos de las especies L. bispanica, P.
omphalodes y C. normoerica, recolectados entre marzo del 95 v abril del 96. Los valores se presentan como

media {(error estindar).

Actividad nitrato reductasa n° muestras
(urndad/g peso seco)
L. hispanica 395 (3,3) 48
P. omphalodes 133,9(11) 48
C. normoericn 21.9(1.7) 20
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2.3.2.2 Variabilidad intertalina ¢ intratalina en Lasallia bispanica

Para estudiar la variabilidad intertalina de [a actividad nitrato reductasa i pivo en talos de L.
hispanica, se ha relacionado esta actividad con el peso plenamente turgente referido a peso seco
(Fig. 5a) y con cl drea del talo referida a peso plenamente turgente (Fig. 5b). En ambos casos se

observé una gran variabilidad de la nitrato reductasa.

Se ha estudiado también, la variabilidad intratalina, en talos de L. hispanica. 1.a mdxima
acavidad se detecté en la zona central del talo y la minima en l2 zona marginal (Fig. 5¢). El
descenso entre las dos zonas se produce de forma gradual. Sin embargo, la actividad en las distintas
zonas no mostrd diferencias significatvas. En la figura 5d se representa la variacién en la retencién
de agua, determinada como peso plenamente nurgente respecto a peso seco, en tres zonas del talo
{central, intermedia y marginal). La retencién de agua aumenté gradualmente desde la zona central
a la zona marginal. La retencién de agua no mosurd tampoco diferencias significativas ente las

distintas zonas del talo.
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Fig. 1: Efecto del pH sobre la actividad RNasa en la fraccién F1 de Lasallia hispanica (A), Parmelia
omphalodes (B) y Cornicularia nomoerica (C).



Fig. 2: [soelectroenfoque, en placa, de rango amplio (2-11), en geles de poliacrilamida de 0,3mm de grosor,
de proteinas de Lasallia hispanica y Cornicularia normoerica. Linea A: Tincién de plata de las proteinas del
Kit de rango amplio de pl (Pharmacia). Linea B: Cornicularia normoerica, tincion de actividad ribonucleasa.
Linea C: Lasallia hispanica, tincién de actividad ribonucleasa,

Fig. 3: Electroforesis SDS-PAGE de proteinas de Lasallia hispanica y Cornicularia normoerica. Linea A:
Cornicularia normoerica, tincién de actividad ribonucleasa. Linea B: Lasallia hispanica, tincién de
actividad ribonucleasa.
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Fig. 4: A- Cromatograma de las proteinas de la fraccién F1 de Lasallia hispanica precipitadas con
sulfato aménico en una columna Superdex 75HR1030. 4 Actividad ribonucleasa, -- proteinas. B-
Estimacién del peso molecular por calibracién de la columna 75HR1030. Proteinas estindar (1): 1,
serodlbumina bovina (66 KDa); 2, carbénico anhidrasa de erirocito bovino (29 KDa); 3, citocromo ¢
de corazdn de caballo (12,4 KDa); apoproteina de pulmon bovino (6,5 KDa); RNasa principal de L.
hispanica (33 KDa) (@). La linea ha sido dibujada segun el ajuste log m =2,022-2,79<Kav (r = -
0,997).
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Fig. 5: Variabilidad de la actividad nitrato reductasa en Lasalfia hispanica. A y B- Varabilidad
intertafina:  Acuvidad nitrato reductasa de 15 ralos diferentes relacionado con peso plenamente
turgente referido a peso seco (A) y reiacionado con drea del talo referida a peso plenamente
turgente{B). C y D- Variabihdad intratalina, Acuvidad nitrato reductasa (C) y el cocdente peso
plenamente turgente peso seco (D) en la parte central, intermedia y marginal del alo (detalles

materiales y metodos).



2.4. DISCUSION

2.4.1. Actividad ribonucleasa

Por primera vez se ha detectado actividad ribonucleasa (RNasa) en talos liquénicos, en las
especies Lasallia hispanica, Parmelia omphalodes y Cornicularia normoerica, liquenes saxicolas de
diferente biotpo.

La actvidad RNasa en estas tres especies liquénicas estd presente, cOmo en oOtros
organismos, principalmente en la fraccién soluble. La mayor parte (por encima del 80-90%) de Ia
actividad nucleolitica en extractos libres de células vegetales puede ser recuperada en la fraccién
soluble; esta acuvidad RNasa se suele considerar como “citosélica”, aunque enzimas localizadas en
compartmentos ficilmente fragmentables, como vacuolas y cloroplastos pueden representar las
mayores fuentes de la fraccién enzimdtica "citosdlica" (Abel & Glund, 1986; Boller & Kende,
1979; Farkas, 1982). Por tanto, la RNasa de estas especies liquénicas podria proceder del citosol o
de algiin compartimento subcelular ya que la mayoria de las enzimas nucleoliticas pueden ser

solubilzadas tanto si ellas estin contenidas en algiin orginulo o unidas a €L

El pH 6pumo 4cido junto con su sensibilidad al EDTA y la localizacién en la fraccidn
soluble de la enzima en L. bispanica, puede permiur el considerar a esta actividad como RNasa tpo
Y (de los Rios et al., 1996b). RNasa upo I son endoribonucleasas solubles con un pH éptimo de
5,0-55 y un peso molecular de 20-25 KDa; generan como producto 3' nucledtidos
(E.C.3.1.27.1), y no son sensibles a EDTA (Green, 1994). El pIl épumo de la actividad en los
talos fue inferior, pero esta diferencia no debe considerarse importante ya que el pH dpumo de una
enzima depende del rampdn, del susirato, de la fuerza idnica y de la composicidén del extracto
(Farkas, 1982). Sin embargo, debido a la falta de ensayos de especificidad de sustrato, estas
consideraciones deben tomarse con precaucion. Ademds muchas enzimas degradadoras de RNA
no son ficilmente clasificables dentro de alguna de las cuatro clases principales y las diferencias

entre ellas no estdn siempre claras (Green, 1994).
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La informacién del patrén electroférmico sugiere que la enzima(s) es un complejo de
formas moleculares diferentes unas de otras en punto isocléctrico y comportamiento eletroforético,

como

ocurre en otros organismos (Kazmicrezak & Knypl, 1994) y en otras actividades enzimiticas de
liquenes (Hageman 8 Fashelt, 1990; Fashelt, 1994; de los Rios et al., 1996, 1997). L. hispanica y
C. normoerica denen electroformas neutras y dcidas. El patrén electroférmico es diferente en ambas
especies; s6lo existe una banda comun de pI 6,28 por isoclectrocnfoque y una banda de 31,9 KDa
por electroforesis. La gran diversidad de puntos isoeléctricos observada sobre todo en L. hispanica,
puede ser debida a la naturaleza dual de los liquenes. El patrdn clectroforético de bandas de
enzimas extraidas de eucariotas normalmente incluye isoenzimas producidas en distntos
compartimentos celulares. En liquenes, sin embargo, los patrones algunas veccs son especialmente
complejos porque las formas pueden tener su origen en cada uno de los simbiontes. Ademds, en un
talo pueden estar presentes varias razas genéucas (Fashelt, 1994). También hay que tener en cuenta

las posibles modificaciones de los patrones electroférmicos por diferentes situaciones fisiolégicas.

2.4.2. acuvidad nitrato reductasa

Lasallia bispanica, Cornicularia noymoevica y Parmelia omphalodes presentan actividad

nigato reductasa sin necesidad de incubar los talos en soluciones de nitrato.

La acuvidad nitrato reductasa encontrada en P. omphalodes es mayor que la presente en L.
bispanica y C. normoerica. Teniendo en cuenta que estos tres especies de liquencs se asientan sobre
el mismo sustrato, seria descartable que la diferente disponibilidad de nitratos sea la causa de las
diferencias de actuvidad. Parece mds acertado atribuir estas diferencias a la mayor tasa de
crecimiento del genero Parmelin (Hale, 1973), con el consiguiente mayor requerimiento de

nitrégeno.

2 Caracterizacién ribonucleasa y nitrato reductasa-.63



La alta variabilidad intertalina de la actividad observada podrfa deberse a muchos factores:

- El aporte de nitrégeno en forma de nitrato al talo es fundamental para el desarrollo de la actividad
en una enzima inducible por sustrato como la nitrato reductasa. En el caso de los liquenes saxicolas
la

disponibilidad de nitrdgeno es, posiblemente, dependiente de la disposicidn del talo en la roca, ya
que los aportes estin determinados por fenémenos metereoldgicos tales como lluvia o nieve y de

los restos animales o vegetales depositados sobre ellos.

- El hecho de que la valoracidn sea "in »imo", hace que la actividad enzimdtica dependa de la
disponibilidad de poder reductor endégeno (Kenis et al., 1992). Esta disponibilidad puede variar

segun el estado fisiolégico del talo.

- Ademis hay que tener en cuenta la alta heterogeneidad genética de los talos liquénicos, ya que en
un talo pueden existir diferentes razas genédcas. Esta heterogeneidad que aumenta con la edad,
puede ser atribuible a la incorporacién de propdgulos o a la acumulacién de mutaciones somdtcas

{(Larson & Carey, 1986; Fashelt, 1994).

Este comportamiento de alta variabilidad interralina observado, ha sido también descrito

en Lobaria pulmonaria (Shapiro, 1987).

Por dltimo, hemos encontrado en L. kispanica que la acavidad nitrato reductasa muestra
una distribucién no homogénea a lo largo del talo, siendo mayor en la zona central y descendiendo
gradualmente cuando nos acercamos a la zona marginal. El origen de esta enzima es doble, fiingico
y algal; siendo mayor la contribucion del micobionte (Shapiro, 1988). La variacién intratalina de Ia
nitrato reductasa, podria deberse a la diferente proporcién de los dos simbiontes a lo largo del talo;
el hecho de existr una mayor proprcidén del fotobionte en la zona marginal (Valladares et al,,
1994}, podria confirmar €l origen principalmente fiingico atribuido a esta actividad enzimdtica en
los liquencs. Las diferencias aunque no son significativas, si muestran una tendencia a una
distribucion heterogénca, tendencia que se repite para oo pardmetro, la retencién de agua,

medido como proporcién de peso plenamente turgente y peso seco (Fig. 5d). La existencia de

2 Caracterizacién ribonucleasa y nitrato reducrasa- 64



gradientes intratalinos en liquenes de la familia Umbilicareacea ha sido descrita previamente para los
siguientes pardmetros: clorofilas, médximo contenido hidrico (Valladares ct al., 1994) y sustancias
liquénicas (Serifia et al., 1991). En esta familia también han sido encontrados patrones intratalinos
heterogéneos de tipo mosaico (Larson, 1983; Larson & Carcy, 1986; Posner et al., 1990; Posner
etal, 1991).
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3 Adquisicién fotosintética del co, en Trebouxia aislada y

liquenizada

3.1. INTRODUCCION

El proceso fotosintético se inicia con la fijacién de CO, reaccién catalizada por la Rubisco,
enzima clave del proceso, que utiliza como sustrato ¢l CO, y no su forma disuelta. Los fotobiontes
liquénicos han desarrollado diferentes estrategias de adquisicién fotosintética del CO,. Los
fotobiontes que son cianobacterias asi como algas verdes con pirenoide como Trebouxia y algunas
especies del genero Stichococcus poseen un mecanismo concentrante del CO, (CCM), el cual
permite acumular y mantener una mayor concentracién de carbono inorgénico disuelto (DIC) en
relacion al medio externo (Badger & Price, 1992, 1994; Badger et al,, 1993; Palmquist, 1993;
Palmqvist et al., 1994, Smith & Griffiths 1996a). Esta alta concentracién en las proximidades del
sitio actvo de la Rubisco supone un aumento de la concentracién de sustrato para la actvidad

carboxilasa, con lo que se favorece la fijacién del CO, en perjuicio de la fotorrespiracién (Badger

& Andrews, 1987).

El CCM podria ser muy importante en talos liquénicos bajo ciertas situaciones tales como
baja difusién del CO, en ellos por un alto contenido hidrico (Lange et al. 1996). Los organismos
que poseen este mecanismo concentrante del CO, muestran una mayor eficacia en el uso del
nitrégeno (biomasa producida por contenido de nitrégeno} debido a {a disminucién de la tasa de

fotorrespiracion (Beardall et al. 1982; Raven er al. 1985).

A pesar de su gran importancia no se conocen los detalles del mecarusmo CCM en
fotobiontes liquénicos; su presencia ha sido inferida de la medida de pools internos de DIC, de Ia
eficiencia en [a carboxilacién de liquenes intactos y en base a experimentos de discriminacién
1sotopica del carbono (Badger et al., 1993; Palmqvist et al., 1994b; Maguas et al,, 1995; Smith &

Griffiths, 1996a). La evidencia de la presencia de CCM en liquenes se ha obtenido por el estudio
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de cambios rdpidos en el intercambio gaseoso del CO,. En cianoliquenes, con esta técnica ha sido
posible detectar una aumento del pool interno de carbono inorgdnico en luz y disminucién en
oscuridad, el pool desciende en presencia de etoxizolamida (EZA) inhibidor de la enzima carbénico
anhidrasa (CA) (Badger et al., 1993). El fotobionte Trebouxia muestra también un aumento del
pool aunque menor que el de cianobacterias, ¢l cual es mayor en presencia de EZA a pesar de que
la fotosintesis se encuentre reducida bajo estas condiciones (Badger et al. 1993; Palmqvist et al,,
1994; Palmqvist et al, 1997). El diferente efecto del EZA sobre el pool en ambos tipos de
simbiontes podria reflejar tanto diferencias en el funcionamiento del mecanismo concentrante de
CO, enue algas verdes y cianobacterias, como la existencia y la localizacién de las diferentes

isoenzimas de CA (Palmqvist, 1995).

El pirenoide parece jugar un papel muy importante en la acumulacién y fijacién del CO,
en el cloroplasto (Smith & Griffiths, 1996a) y podria tener una funcién parecida a la de los
carboxisomas en cianobacterias, donde se localizan las enzimas Rubisco y CA (Badger & Price,
1992, 1994). La Rubisco ha sido localizada en el pirenoide de algunas especies de algas verdes de
vida libre (Lacoste-Royal & Gibbs, 1987; Kajikawa et al., 1988; McKay & Gibbs, 1989; Osafune
et al., 1990); sin embargo, hasta el momento no se ha realizado una localizacién de la enzima en

Trebouxia de vida libre y en Trebouxia liquenizada.

En algas con mecanismo concentrante de CO, se ha comprobado la existencia de diferentes
1soenzimas de carbonico anhidrasa (CA) con funciones relacionadas con la adquisicién y/o fijacién
del CO;, (Badger & Price, 1994). La enzima CA cataliza la interconversion del CO, y HCO3”

CO, + H,O=HCO; + HY

Esta enzima es totalmente necesaria ya que la reaccién espontdnea, no catalitica, se produce de

forma mds lenta de lo que se necesita en células vivas (Badger & Price, 1994).

La enzima CA se encuentra en animales, plantas, arquebacterias y cubacterias. Se pueden

agrupar en tres familias : «-CAs (eubacterias, algas verdes y animales), 8-CAs (cubacterias y
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cloroplastos de plantas) y y-CAS (arquebacterias, cubacterias y plantas) (Ericksson et al., 1996).
Las distintas isoenzimas tiencn diferente localizacién y funcién. Enire ellas, una CA peripldsmica
inducible a bajas concentraciones de CO, ha sido bien caracterizada (Coleman et al, 1984;
Fukuzaba et al., 1990). Hay también una o varias CAs internas involucradas en el CCM (Karlson
etal., 1995; Sultemeyer et al., 1995, Erickson et al., 1996). En vanas ocasiones se ha intentado sin
éxito medir la actividad CA interna y peripldsmica en Trebouxia y liquenes con Trebouxia como
fotobionte (Badger et al, 1993; Palmqyvist et al., 1994). Hasta ahora sélo ha sido posible detectar
actividad CA en Trebouxia con el método, exwemadamente sensible, de valoracidn del intercambio
de '®0 in vivo por espectofotometrfa de masas. Sin embargo, debido a la complejidad de los
sistemas ## vive estos resultados de deteccion de la CA son dificiles de interpretar (Palmqvist &

Badger, 1996).

En este estudio se ha propuesto localizar la enzima Rubisco y caracterizar la
adquisicién fotosintética de CO; incluyendo la CA, en un cultivo de Trebouxia evici y en L.
hispanica. El conocimiento de las propiedades fotosintéticas del alga libre puede permitir
una mejor comprension del proceso fotosintético en el liquen sin la complejidad que
conlleva el trabajar con el talo completo. Algunas medidas serdn realizadas con el liquen a
fin de comprobar si los resultados obtenidos con el alga de vida libre son transportables al

estado liquenizado.

3.2. MATERIAL Y METODOS

3.2.1. Recoleccion del material y cultivo del alga
Lasallin. hispanica se recolectd en octubre de 1995 en la Sierra de Guadarrama en estado

seco y se transportd en este estado y en oscuridad hasta la Universidad de Umed, donde fue

almacenado en las mismas condiciones en una cimara fria (4° C). Previamente a su uso para las
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medidas de fluorescencia, talos sanos e intactos fueron reactivados, durante 2-3 dias, a 15°C, en 90-
95% dc humedad relativa y una irradiancia de 30-35 pmol fotones m™? s (fotoperiodo de 14
horas) aportado por un banco de fluorescentes (Luxline-ES; Sylvania Danvers Mass, USA; cool-
white F36W/184).

Para los estudios de microscopia electrénica de transmisién se recolectaron talos de L.
bispanica, Pamelin omphalodes y Cornicularia novmoerica, en estado seco, en la Sierra de

Guadarrama; su procesamiento comenzé el mismo dfa de la recoleccion.

Trebouxia evici (IB 364) se obtuvo de la coleccién de algas de Insbruck, Austria. Se hicieron
crecer cultivos liquidos en botelias de 0,5 1 a 20 °C en medio minimo de Bold (BBM) (Nichols y
Bold, 1965) y luz continua (80 umol fotones m*? s'l) suministrada por un banco de fluorescentes
(TL 20W/55; Philips, Eindhoven, Holanda). En los culuvos se hizo burbujear aire ambiente (35
Pa CO,) y fueron agitados con una varilla magnética para obtener una distribucién homogénea de

, .1 o .
células (5-10 mg clorofila ml™) y diluidos cada semana con medio fresco.
3.2.2. Procesamiento de las muestras para microscopia electrénica de transmision
Para microscopia clectrénica de ransmisidn se han realizado dos tipos de procesamiento de
la muestra segun el uso posterior de cada una de ellas. Las muestras utilizadas para la observacién

ultraestructural convencional, se incluyeron en resina spurr (Spurr, 1969) y cuando se deseaban

realizar estudios inmunocitoquimicos, la inclusién se realizé en resina LR-White.
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3.2.2.1. Protocolo para el procesamiento de muestras para la observacién convencional en

microscopia electrénica de transmision:

- Fijacién durante 3 horas en glutaraldehido al 3% en tampén fosfato sédico 0,1 M (pH 7,1) (TP),
a 4°C. Pasadas las tres horas se hacen dos lavados de 20 minutos y un tercer lavado durante toda la
noche con TP, todos ellos a 4°C.

- Postfijacién de cinco horas en tetréxido de osmio al 1%, en oscuridad y a temperatura ambiente.
Pasadas las 5 horas se hacen tres lavados de 30 minutos con TP.

- Deshidratacidn en serie creciente de etanol, a temperatura ambiente. Lavados de 15 minutos en
etanol del 30%, 50%, 70%, de 30 minutos en 90% vy para finalizar 3 lavados de 1 hora con etanol
absoluto. La deshidratacién se completa con dos lavados de 20 minutos en éxido de propileno.

- Infileracién durante toda la noche en mezcla de resina Spurr- oxido de propileno 1:1.

- Impregnacién en resina Spurr durante tres dias en nevera.

- Inclusién y polimerizacidn en Spurr, 24 horas a 37°C.

- Obtencién de cortes ulrafinos, de aproximadamente 90 nm, con ultramicrotomo Reichert
Ultracut—E-‘iJrovisto de una cuchilla de diamante. Los cortes son recogidos en rejillas de cobre
cubiertas por una pelicula de formvar.

- Tincidén de los cortes durante 12 minutos con citrato de plomo (Reynolds, 1963).

3.2.2.2. Protocolo para el procesamiento de muestras para estudios inmunocitoquimicos

por microscopia electronica de transmision.

- Fijacidn durante 2 horas y media en glutaraldehido al 2,5% en tampén cacodilato 0,05 M (pH
7.4) (TC), a 4°C. Transcurridas las 2,5 horas se hacen dos lavados de 20 minutos y un tercer
lavado durante toda la noche, con TC, todos ellos a 4°C.

- Deshidratacidén en serie creciente de etanol, a 4°C, con lavados de 15 minutos en soluciones
acuosas de etanol al 30%, 50%, 70% y tres lavados en 90%, el primero de media hora y los otros
dos de 1 hora.

- Infiltracion durante 4 horas, a2 4°C, en una mezcla de alcohol del 90%:LR-White (2:1).
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- Infiltracién durante 4 horas, a 4°C, en una mezcla de LR-White:etanol absoluto (2:1).

- Impregnacién en resina LR-White durante 3 dfas, realizdindose dos cambios del medio de
inclusién durante el periodo.

- Inclusién en cdpsulas de gelatina cerradas, para evitar la presencia de oxigeno.

- Polimerizacién a 60°C durante 48 horas.

- Obtencién de cortes ultrafinos de aproximadamente 90 nm, con ultramicrotomo Reichert
Ultracut-E provisto de cuchilla de diamante. Los cortes son recogidos en rejillas de niquel cubiertas

por una pelicula de formvar.

3.2.3. Proceso inmunocitoquimico para la localizacion de la Rubisco

La técnica utilizada fue el inmunomarcado con oro coloidal post-inclusién. El proceso
inmunocitoguimico se llevo a cabo en un periodo no superior a 12 horas después de la obtencién
de los cortes ultrafinos. El protocolo incluyé los siguientes pasos:

- Bloqueo: Las rejillas fueron introducidas durante 1 hora en tampén uis salino con seroalbiimina
en una concentracidén de 20 mg/ml. El tampén udliiado fue Tris-HCI 10 mM (ph 7.4) (tampén
A).

- Incubacion a 37°C durante 1 hora con el antcuerpo primario diluido en tampén A con 20
mg/ml de seroalbimina. El anticuerpo primario utilizado fue anticuerpo ant-subunidad L de la
Rubisco de Euglena gracilis obtenido en conejo. El antcuerpo se utlizé con una dilucién 1:1000

- Lavados en tampdn A con 20 mg/ml seroalbimina (5 lavados de 2 minutos). Temperatura
ambiente.

- Incubacién a 37°C durante 1 hora con antcuerpo secundario. Como anticuerpo secundario se
utilizé anticuerpo comercialmente disponible de cabra anti-conejo unido a oro coloidal de 15 nm
{Biocell). Este anticuerpo secundario es utilizado a la dilucién 1:25.

- Lavados cn tampén A con 2 mg/ml de seroalblimina (5 lavados de 3 minutos). Temperatura
ambiente.

- Lavados en tampén A con seroalbumina 2 mg/ml, triton x-100 al 0,1% (3 lavados de 1 minuto).

Temperatura ambiente.
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- Lavados en agua destilada. Temperatura ambiente.
- Tincidn de las rejillas: una vez que las rejillas estuvieron secas, fueron tefiidas durante 1 minuto

con acetato de uranilo en oscuridad y 8 minutos con citrato de plomo.

Paralelamente al proceso descrito, fueron realizados dos controles:

* Rejillas las cuales no fueron incubadas con el anticuerpo primario sino con tampén A con 20
mg/ml de seroalbtimina.

* Rejillas las cuales no fueron incubadas con el anticuerpo secundario sino en tampdn A con 2

mg/ml de seroalbimina .

3.2.4. Medidas de fluorescencia

Para la medida de la fluorescencia modulada de la clorofila a se utilizd un fluorémetro
PAM 2000 (Walz, Effelmich, Alemama) en una cubeta de temperatura controlada (LD2,
Hansatech). La luz de medida modulada, la luz actinica (19-400 pmol m™ s™), Ia luz rojo lejano y
los flashes saturantes (8000 umol m? s, fueron suministrados por las fuentes de luz propias del
PAM 2000 a través de un haz de fibra éptica. Todos los datos fueron almacenados en un
ordenador portitil (compaq 386) conectado al PAM 2000 y en un registrador Seikonic SS 250F.

El talo liquénico reactivado como ha sido indicado previamente se introdujo en una cubeta
con una temperatura conuolada de 15°C (gracias a un bafo termostatizado al que estaba
conectada) y una humedad relativa del 100%. El talo hidratado se mantuvo dentro de la cubeta y
en oscuridad durante 15 minutos; tras esta adaptacién a la oscuridad se midié inmediatamente la
fluorescencia minima (Fp) y la fluorescencia mdxima (F,). Después de esta medida se suministré la
luz actinica de menor intensidad (19 pmol m?sh y cuando se alcanzo el estado estacionario de
fluorescencia (10-15 minutos) se midié Fq* (Fq de la muestra preiluminada), ¥, (fluorescencia en el
momento del estado estacionario} y Fp" (Fn de la muestra preiluminada). El mismo
procedimiento se utilizd para la medida de estos pardmetros a las otras intensidades de luz actinica:
44,90, 200 y 400 pmol m™? 5™

A parar de los datos recogidos se calcularon los siguientes pardmetros:
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- Rendimiento de finorescencia:

AF/F," = (F,'- B)/Fy’ (Genty et al., 1989)
- Atenuacién fotoquimica de fluorescencia:

gP = (F'-F.)/(Fm’-Fo) (Genty et al., 1989)
- Atenuacién no fotoquimica de fluorescencia:

gN = (Fo-Fry )/ (Fm-Fo ") (Snel & van Kooten, 1990)

Se determind también el efecto de inhibidores de la enzima Carbénica anhidrasa (CA)
sobre estos pardmetros. Para ello, se midié la fluorescencia en talos reactivados, incubados en
tampén Hepps (dcido 4-(2-hidroxietil)- 1-piperazinapropanosulfonico) 100 mM (pH 8,0) durante
50 minutos y después en estos mismos talos tras ser incubados durante 50 minutos en
acetazolamida (5-acetamido-1,3-thiadiazole-2-sulfonamida) o etoxizolamida (6-etoxi-2-benzo-

tihazol-2-sulfonamida) en las mismas condiciones.

3.2.5. Medidas de la evolucion fotosintética del oxigeno

La evolucidn fotosintética del O, en T. erver fue medida con un elecrodo de oxigeno de
fase liquida (Hansatech Ltd, King 's Lynn, U.K.).

Previamentre a las medidas las células fueron recogidas de su medio de crecimiento por una
centrifugacién ligera (700g-5 minutos) y lavadas dos veces en medio de ensayo libre de CO,, BBM
tamponado con 1,3-bis[tris(hydroximetil} metil-amino]propano (BBM-TTP). El precipitado algal
fina] fue suspendido en medio de ensayo a una concentracién algal de 1-2 mg Clorofila ml?,
burbujeado con aire libre de CO; y mantenido en luz de baja intensidad (5 pmol m? s} a
temperatura ambicnte por un periodo previo al uso experimental no mayor de 2 horas. Los
experimentos fueron llevados a cabo con luz de saturacion (150 pmol m’ s1) medida en el punto
donde estd la cdmara del electrodo con un sensor cudnnco (Li-189; Li-Cor Inc., Neb., USA) y que

es suministrada por una ldmpara de proyector de diaposinvas (Philips 24V 250W).
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Con el fin de poder estudiar los efectos de los inhibidores de Ia actividad CA sobre [a
evolucién del O,, antes de la medida, las muestras fueron incubadas en la cdmara del elecorodo
durante 20 minutos con luz de baja intensidad (5 pmol fotones m? s™), con diferentes
concentraciones de los inhibidores o sin ellos (control). Tras el periodo de incubacion se ilumind la
muestra ¥ se permitié el consumo del CO,, que pudiera quedar en el medio, hasta que no se
observé evolucidn de oxigeno. Después se comenzd con la adicién en pasos sucesivos de
concentraciones conocidas de NaHCO; en forma creciente (5-500 puM DIC). La adicién de una
nueva concentracion se produjo cuando se alcanzaba una tasa constante de evolucién de O, para la
concentracién anterior, tiempo que va aumentando segdn aumenta la concentracién. La
concentracién de CO», al principio de cada adicidn, fue estimada a pardr de la ecuacién (1) usando
la constante de equilibrio (K;) corregida para la fuerza idnica y temperatura del medio (-log

K;=6,25 (25 °C) (Stumm & Morgan, 1981).
CO, + H,0 ~HCO; + H'; donde K, = [H*}[HCO;)/[CO,(aq)}

A partir de los datos obtenidos, se calcularon las curvas de respuesta DIC y CO,, en todos los

€as0s.

3.2.6. Medida de la actividad carbdnico anhidrasa

Aislamiento de la cavbonica anbidrasa:

Las células de T. erici fueron recogidas de su medio de crecimicnto por centrifugacién
(700g-5 minutos), lavadas dos veces y resuspendidas en tampdn A y entonces rotas al ser
sometidas dos veces a una prensa francesa pre-enfriada (160 MPa). La acdvidad CA fue
determinada como se describe abajo y referida al contenido de clorofila de este homogeneizado. El
homogeneizado fue posteriormente centrifugado a 100.000g-1 hora, usando un rotor de dngulo
fjo (Beckman Ti70); la mayoria de la acdvidad fue recuperada en el precipitado. Parte de la

actuvidad CA quedd en el sobrenadante, pero su concentracién fue demasiado baja para hacer
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caracterizaciones bioquimicas. Con el fin de solubilizar la CA el precipitado fue resuspendido en
tampén veronal 20mM (pH 8,3), 200 mM CIK, 1 mM ZnSOy; la suspension fue agitada
vigorosamente en un bafio de hielo durante 15 minutos y centrifugada a 100.000g-1 hora.
Después de este proceso la mayorfa de la actividad fue recogida en el sobrenadante ¢l cual fue

usado para determinar las caracteristicas de la inhibicién por AZA de la enzima.

Los talos de L. hispanica fueron lavados con agua desulada, pulverizados con nitrégeno
liquido en un mortero y homogeneizados en tampén veronal 20 mM, pH 8,3 (tampén B) (5 ml/g
peso seco) con un Ultra-Turrax (Janke & Kunkel, TP 18/2N). El homogeneizado fue cenuifugado
a 1000g-5 minutos; el sobrenadante (S;) fue conservado a 4°C y el precipitado fue resuspendido
en tampén B (3 ml/g peso seco), agitado durante 1 hora en baio de hielo y de nuevo centrifugado
a 1000g-5 minutos. El precipitado fue desechado y el sobrenadante (S,) se unid con el primer
sobrenadante. La acdvidad CA fue medida en esta mezcla (S1+S;) y referida al contenido en
clorofilas. Posteriormente €l homogeneizado se centrifugé a 17.000g-15 minutos; de nuevo la
mayoria de la actvidad fue recogida en el precipitado aunque una pequena parte, como sucedia en
T. erici, quedo en el sobrenadante. Para la solubilizacién de la CA, el precipitado fue tratado como
en T. erici pero la ulracentrifugacion fue sustituida por una centrifugacién de 12.500g-15 minutos.

El sobrenadante fue utilizado para determinar las caracteristicas de la inhibicién de la enzima por

AZA .

Actividad Carbinico anbidrasa:

La acuvidad fuc determinada en extractos del cultivo de Trebouxia erice y de talos de
Lasallia bispanica en distuntos pasos de purificacion; también se intentd la medida de la acividad en
células intactas de T. erici. La valoracién de la acuvidad enzimdtica se realizo siguiendo el mérodo
electroquimico descrito en Karlson et al. (1995). El fundamento del ensayo es la medida
potenciométrica del cambio de pH que se produce en el extracto celular al afadir agua saturada
con CO,. El CO;, disuclto en el agua se hidrata transformdndose en bicarbonato y HY, lo que hace
que ¢l pH descienda. La reaccion fue llevada a cabo en una cubera que se mantenia en un bafio a

0°C, en la que se introducia un pHmetro conectado a un registrador. En la cubeta se puso de 0,25
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a 1 ml de extracto y se completd hasta un volumen de 4 ml con tampén veronal 20 mM, pH 8,3
(tampén B). Se esperd hasta que se estabilizd a medida de pH y se adicioné 2 mil de agua destilada
frfa (2°C) saturada de CO;; se midi6 el dempo que tarda en descender el pH de 8,0 a 7,2. Se
realizé también la medida con 4 ml de tampdn, sin adicién de muestra, La actividad enzimdtica se
expresa en unidades WAU (Wilbur & Anderson, 1948; Yang et al., 1985) definido como:

WAU = (1o-t)/t

tp = tempo invertido en la reaccién quimica (descenso de pH con 4 ml de tamp6n).

t = gempo invertido en el descenso de pH cuando se adiciona el extracto.

Para asegurar que la actividad medida se debia a actvidad carbdnico anhidrasa, se afiadié a
la mezcla de reaccidn el inhibidor de la enzima acecazolamida (AZA) a la concenaacién de 100
mM. La adicién de acerazolamida inhibié la acavidad, por lo que se confirmé como actividad

carbénico anhidrasa.

La sensibilidad a la inhibicién de la CA por AZA fue determinada valorando la acavidad de
muestras parcialmente purificadas como se indica en el siguiente apartado, con adicidn de
concentraciones nanomolares de AZA (2,5-100nM) a la mezcla de reaccidn. El inhubidor se afladié
un minuto antes de la adicidn del agua saturada con CO, para el inicio de la reaccién. Una vez
conocida la sensibilidad de la CA a las distintas concentraciones de AZA se realizd un ajuste de
minimos cuadrados y a pardr de la recta resultante, se calculd la concentracién de inhibidor

requerida para obtener una inhibicién de la actvidad enzimdtica del 50% (Isq).
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3.3. RESULTADOS

3.3.1. Localizacién de la Rubisco

La enzima Rubisco ha sido localizada en las células del fotobionte de Lasallia hispanica,
Paymelia omphalodes y Cornicularia normoerica con el uso de anucuerpo frente a la subunidad L de
la Rubisco de Euglena graciis. El inmunomarcado aparecié principalmente en el pirenoide (Fig.
1a, 1b) y dentro de ¢l en la matriz pirenoidal; en los espacios o tibulos pirenoidales, no existié
inmunomarcado como puede observarse en dichas imdgenes. El marcado también se encontré en
unas zonas denominadas "cuerpos proteindceos” que aparecen en algunas ocasiones en el
cloroplasto de estos forobiontes y que tienen una martiz similar a la pirenoidal, pero carecen de
pirenoglébulos y wibulos (Fig. 1c). La densidad de marcado en el pirenoide y en los cuerpos
proteindceos fue muy similar (Fig. 1c). En la figura 1d podemos observar el aspecto de estos
cuerpos proteindceos por microscopia electronica de transmisién convencional y comprobar cdmo
SU matriz tiene un aspecto muy similar a la que presenta el pirenoide satélite mostrado en la misma.
Aunque en una densidad muy inferior también existié marcado en el estroma del cloroplasto. La
ausencia de marcado en zonas como los tibulos tilacoidales nos hace descartar la posibilidad de
que la baja densidad de marcado presente en el estroma alacoidal se deba a fondo de la reaccién
inmunolégica. En este mismo senudo hay que destacar que ¢l marcado en otras zonas del
cloroplasto, diferentes al pirenoide y cuerpos proteindceos, se da principalmente en el estroma y

nunca sobre las membranas tilacoidales.

Para comprobar si el estado liquenizado influye en la localizacién de la Rubisco en el
cloroplasto se realizd también el inmunomarcado de esta enzima en las o€lulas de un cultvo T.
ericz. La matriz del pirenoide de los cloroplastos de T. ericz fue similar a la de los fotobiontes
Trebouxia de los talos estudiados y se presentd igualmente lleno de pirenoglébulos (Fig. le). El
inmunomarcado presenté una localizacién similar (Fig. 1f) a la de Trebouxia liquenizada; la enzima

se localizé principalmente en el pirenoide y con baja densidad en el estroma.
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3.3.2. Medidas de fluorescencia;

Los efectos de los inhibidores sobre el rendimiento de la fluorescencia y la arenuacidn
fucron muy leves. En L. hispanica el rendimiento fue ligeramente inferior a bajas intensidades
luminicas en presencia de etoxizolamida (EZA) y la atenuacién no fotoquimica fue mayor en

presencia de acetazolamida (AZA), también en bajas intensidades (Fig. 2a, 2by 2c).

3.3.3. Evolucidn fotosintética del oxigeno:

En las figuras 3a y 3b se muestran las curvas de respuesta de la evolucién def O, frente a la
concentracidn de carbono inorgdnico disuelto (DIC) v a la concentracién de CO, disuelto en
Trebouxia evici medida a dos pH distintos 6,2 y 7,9. Cuando la evolucion fotosintéaca del O, fue
relacionada con el carbono inorginico disuelto toral (DIC), las células medidas a bajo pH
producen una mayor fotoproduccién de O, que a pH 7,9 (Fig. 3a). Sin embargo, cuando la
evolucién se relaciond con la concentracién de CO, (Fig. 3b), no existieron diferencias de la
eficiencia fotosintétca para las células ensayadas a los dos pH, lo que indic6 que T. erici preficre
como sustrato externo para la fotosintesis el CO, al HCO;z™. Se observd un descenso en la
fotosintesis por encima de 150-200 uM CO;(acuoso), concentracién que corresponde a 500 Pa

CO,(g) (Fig. 3Db).

La incubacion de 7). erier con acetazolamida (AZA), inhubidor de la CA insoluble en
lipidos, causé una inhibicién de la fotosintesis neta en concentraciones inferiores a 1 uM CO,. La
presencia de etoxizolamida (EZA), inhibidor de la CA soluble en lipidos, produjo un efecto mayor,
alcanzdndose una inhibicién del 100% en concentraciones de CO, menores de 1 uM (Fig. 4).

3.3.4. Actividad carbénico anhidrasa en Lasallia bispanica y Trebouxia ervici.

No se detectd actividad CA en células intactas de Trebouxia evict.
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Los niveles de actividad CA presentes en los extractos libres de células de Lasallia hispanica
y el cultvo de T. erics, fueron muy similares cuando se expresaron en relacién a la canddad de

clorofilas (Tabla I}.

La actividad carbénico anhidrasa, en ambos organismos, ha sido detectada en la fraccién

insoluble.

La actividad se mostré muy sensible a la inhibicién por AZA, como puede verse en la tabla
I. L. hispanica presenté una mayor sensibilidad al inhibidor, lo cual no puede en principio ser
atribuida como propia del estado liquenizado ya que otra especie liquénica ensayada Cladonia

rangiferina presentd un Isp en el rango de la presentada por T. erici (datos no mostrados).

TABLA I. Valores de actividad carbénico anhidrasa expresados como WAU/mg clorofila (media y desviacion
dpica), n® de experimentos (entre paréntesis) y Ja concentracién necesaria de inhibidor para obtener una

inhibicién de la actividad enzimdtica del 50% (Iso} en L. bispanica vy T. evics.

Especies WAU/mg Clorofila Iso
L. lnspanica 24+2.3 (2) 3nM
Terici 25.7+6.7 (3) 10-20 nM

Fig. 1: Micrografias obtenidas mediante microscopia eclectrénica de transmision del fotobionte
Trebowxia de ralos de Lasallia hispanica v Parmelia omphalodes y de T. erici de vida libre. A y B-
Inmunomaracado en ¢l pirenoide de  P. omphalodes C- Inmunomarcado en un pirenoide y en un
cuerpo proteindceo de L. bispanica. D- Cuerpos proteindceos y un pirenoide satélite de L. bispanica. E-
T. erici de vida libre. F- Inmunomarcado de la Rubisco en el pirenoide de T. erici. a, almidén; cp,
cuerpo proteindceo; cmv, complejos multivesiculares; p, pirenoide; ps, pirenoide satélite; m,
mitocondira; N, nucleo; las flechas indican los tubulos ulacoidales. Barra 0,5um excepto la figua 3.
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Fig. 2: Efecto sobre el rendimiento de la fluorescencia (A) y la arenuacion foroquimica (B) y no
fotoquimica (C), en la especie Lasallia hispanica, de 500 uM EZA (A) y AZA (M) comparados con ¢l
control {®). Las barras de error indican la desviacién estandar; n<3 para cada serie.
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Fig. 3: Tasa neta de evolucién fotosintética del O, en funcidn de la concentracién toral de carbono
inorganico disuelto (DIC) (A} o de la estima de la concentracion de CO; disuelto (B), en células de un
cultivo de Trebotscta evici. Las medidas se llevaron a cabo a 25°C y luz de saruracién (200 mmol fotones
m? sy en BBM-TTP a pH 6,2 (®) o pH 7,9 (B} con adiciones controladas de de HCO;'. Las barras
de error indican el error estandar; 33 para cada serie.

Fig. 4: Efectos de los inhibidores de la carbénico anhidrasa AZA (5 mM y 30 mM) y EZA (150 mM y
350 mM), sobre la evolucién neta fotosintética del O, en funcién de la concentracién de CO, disuelto.
Las medidas se llevaron a cabo a 25°C y luz de saturacién (200 pumol fotones m? sy en BBM-TTP a
pH 7.9 con adiciones controladas de de HCOj'. Los datos representan la media de dos experimentos
independientes para cada concentracién del inhibidor.



3.4. DISCUSION

Hasta ahora, la técnica de inmunolocalizacién no habia sido aplicada para la localizacién de
la enzima Rubisco en el fotobionte Trebouxia. En este trabajo el uso de anticuerpos ant-Rubisco
de Euglena gracilis ha permitido la localizacién de la enzima en el pirenoide de Trebouxia aislada y
liquenizada, como sucede en otras algas verdes que presentan pirenoide (Lacoste-Royal & Gibbs,
1987; Kajikawa et al., 1988; McKay & Gibbs, 1989; Osafune et al., 1990). La Rubisco consaruye
el 90% de las proteinas aisladas del pirenoide en algunas especies de alga estudiadas (referencias
MCKay & Gibbs, 1989). En estudios con mutantes de Chlamydomonas reinhardtis sin Rubisco, se
ha demostrado que la presencia fisica de la Rubisco es fundamental para la formacién del pirenoide
y 1o lo es tanto el proceso de la fijacién de CO; ni el estado acuvo de la Rubisco (Rawat et al,,
1996). En el forobionte Trebouxia la densidad de marcado- en el pirenoide es muy alta y como se
muestra en el capitulo 5, existe una fuerte relacién entre desarrollo del pirenoide y la presencia

fisica de la Rubisco.

La funcién fisiolégica del pirenoide no estd clara, [a acumulacién de Rubisco en €l podria
constituir un almacén de enzima inactiva o favorecer la actividad carboxilasa de la Rubisco frente a
la oxigenasa por existir en ¢l pirenoide menor tension de oxigeno. La localizacién en el pirenoide
de algas de vida libre de una enzima auxiliar que activa a fa Rubisco, Rubisco activasa (McKay et
al., 1991) apoya la segunda opcidn. Ademds se ha comprobado una estrecha relacién entre la
presencia de pirenoide y el desarrollo del mecamsmo concentrante de CO, (CCM) (Badger et al.,
1993; Maguas et al,, 1993, Palmquist et al., 1994a; Maguas ct al, 1995; Smith & Giriffiths,
1996a, 1996b); la existencia de un pirenoide en Trebouxia con una alta concentracion de Rubisco

puede ser de gran importancia en el funcionamiento de este mecanismo en esta especic.

La presencia de la proteina Rubisco en los "cuerpos proteindceos” nos permite profundizar
en el conocimiento de estas estructuras y ¢l uso del calificativo proteindceo para denominarlos.
Griffiths (1980) describié una progresion gradual en cl reino vegertal, que comienza con un finico
gran pirenoide por célula, contintia con presencia de pequefios y multples pirenoides y finaliza con

drcas proteindceas muy pequenas distribuidas en el cloroplasto. En c¢sta progresion, los cuerpos
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proteindceos podrian representar situaciones intermedias entre pirenoides satélites y simples dreas
proteindceas. Los cuerpos proteindceos no estén siempre presentes en las células del fotobionte; en
determinados estados fisiolégicos estas estructuras podrian originarse generando acumulaciones de
Rubisco en otras zonas del cloroplasto distintas del pirenoide. Los cuerpos proteindceos podrian

también intervenir en el CCM pero hasta ¢l momento no es posible afirmarlo.

El hecho de que no existan diferencias significativas en las medidas de fluorescencia, en
presencia y ausencia de inhibidores de la carbdnico anhidrasa (CA), apoya la idea de que en
liquenes con Trebouxia como fotobionte el rendimiento cudntico del fotosistema II no es reflejo de

la tasa de fijacién del CO; de forma similar a como sucede en liquenes con Nostoc como fotobionte

(Sundberg et al., 1997).

Las diferencias observadas en el rendimiento de la forosintesis en presencia de los dos
inhibidores, AZA y EZA (Fig. 4), hace pensar en la posibilidad de la existencia de una forma
interna de CA (inhibida por EZA) y una forma de CA peripldsmica (inhibida por AZA). Sin
embargo, la imposibilidad de detectar actividad CA peripldsmica en Trebouxza erice, sugiere que el
efecto del AZA cs debido a al inhibicién de la CA interna ya que posiblemente una pequena parte
de este inhibidor penetra al interior de la célula (Geib et al., 1996). Ademas la alta sensibilidad de
la CA interna al inhibidor AZA mostrada en los estudios i vitro del presente trabajo, apoya

también esta idea.

La actividad CA en la especie Trebouxzia, tanto en estado liquenizado como en estado de
vida libre, ha sido medida # vitre por primera vez cn este trabajo. Los niveles de la acuvidad CA
encontrada en Trebouxia aislada y liquenizada, fueron muy similares por lo que la acnvidad no

parece verse afectada por el estado de liquenizacion.
La localizacién de la enzima mayoritariamente en la fraccion imsoluble junto con la

sensibilidad a los inlubidores AZA y EZA, nos indican que la forma predominante en T erecz y L.

hispanica es una carbénico anhidrasa tipo a. En Chlamydomonas veinhardrii, alga que posee CCM
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ha sido descrita también la existencia de una CA interna dpo «, que juega un papel fundamental en

la fijacién del CO, (Karlsson et al,, 1995).

Palmqvist y colaboradores (1997) sciialan que T. erici y el fotobionte Trebouxia de L.
hispanica son capaces de acumular carbono inorgdnico disuelto. Este hecho junto con la presencia
de Rubisco en el pirenoide y el requerimiento de carbénico anhidrasa en la fotosintesis en ambas
Trebouxias indican que la adquisicién fotosintética del carbono en Trebomyia es similar a otras aigas
verdes con mecanismo concentrante de CO,, tales como Chlamydomonas, Chiorelia y Scenedesmus
(Badger & Price, 1992, 1994). En relacién a la adquisicién fotosintética del carbono en Trebouxia

respecto a otros algas verdes con CCM se pueden seialar los siguientes aspectos.

1.- En algas de vida libre la concentracion externa de CO, durante el crecimiento determina tanto
la eficacia como la activacién/inhibicién del mecanismo concentrador del CO, (CCM) (Badger &
Price, 1992; 1994). En este sentido, a altas concentraciones de CO; la fotosintesis (Fig. 13) fue
inhibida en Trebomxia y no se puede descartar que el CCM pueda ser también reprimido en este

genero en estas condiciones.

2.- La alta actvidad de la CA periplismica que ¢s inducida con baja concentracién de CO,, por
ejemplo en Chlamydowmonas. reinhardtii, Chlorella v Scenedemus (Arzawa & Miyachi, 1986; Badger
& Price, 1992, 1994), no pudo ser detectada en T. ersez de vida libre. La CA peripldsmica parece
permiur a las células utilizar HCO3™ como sustrato externo (Aizawa & Miyachi, 1986). Si ésta es la
funcién de la CA peripldsmica, su ausencia no es extrana en Trebouxia, ya que la forma HCO3”

debe estar en pequena cantidad debido a que el apoplasto de los liquenes es daido.

3.- En T. evici y en el forobionte de L. hispanica no se ha observado una cubierta de almidon
alrededor del pirenoide como ocurre en especies de algas verdes crecidas a bajas concentraciones de
CO; y que poseen CCM. A la citada cubierta de almidén se le ha atribuido la funcion de barrera a
la difusién del CO, fuera del pirenoide (Badger et al, 1993; Ramazanov ct al., 1994). Sin
embargo, recientemente sc ha demostrado con mutantes de Chiorella pyrenoidosa que no sintetnzan

almiddn, que la formacién de la cubierta de almidén es un proceso simultdneo al funcionamiento
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del CCM pero no necesario (Plumed et al, 1996). Por tanto, la no existencia de grandes
cantidades de almiddén alrededor del pirenoide en estas especies de Trebowaa no seria un

impedimento para el funcionamiento del CCM en ellas.

Evolutivamente, en cianobacterias, algunas algas eucariotas y Anthoceros €l desarrolio del
CCM usando DIC como fuente de carbono se pudo producir como respuesta 2 un aumento de O,
en la atnésfera que supone una competencia con el CO; (Smith & Griftiths, 1996b). El desarrollo
del CCM parece estar relacionado con una Rubisco de baja afinidad al CO; (Palmqvist, 1995). La
menor presencia de Rubisco en las lamelas y su acumulacién en zonas como ef pirenoide ticne la
ventaja de que la fijacién de CO, se lleva a cabo en un ambiente con menor concentracién de O,
lo que implica menor fotorespiracién (Vaughn er al., 1990). Por tanto, la existencia de pirenoide
puede conferir importantes ventajas para organismos con una Rubisco de baja afinidad. Otros
fotobiontes como Coccomyxa que no presentan CCM, podrian haber perdido el pirenoide en su
evolucidn y haber desarrollado una Rubisco con mayor afinidad y especificidad al CO,; ¢ incluso

nuevas formas de CA (tipo 88) (Palmquvist et al.,, 1997).

Esta ruta de adquisicion del CO, de los ralos liquénicos puede tener una gran unportancia
ecoldgica. En liquenes donde la difusién del CO, al fotobionte puede estar reducida debido al
entramado formado por las hifas del micobionte, es importante la existencia de un mecanismo que
permita la fijacién de CO; a bajas concentraciones. Ahora bien, el CCM no estd influido sélo por la
disponibilidad del CO; sino que existen otros factores ambientales de los que puede depender que
su funcionamiento sea ventajoso para el talo. La existencia de CCM suponc un aumento de la
proporcion CO,/O; en el entorno de la Rubisco o que hace disminuir la rasa de fotorrespiracion,
en consecuencia, el CCM serd mas necesario a altas temperaturas ya que cvita ¢l aumento de la
fotorrespiracién que conlleva la mayor solubilidad del oxigeno a mayor temperatura (Badger &
Adrews, 1987). La disponibilidad dc nitrdgeno podria ser otro factor importante ¢n el desarrollo
de ios CCM ya que supone un uso mds eficaz del nicrdgeno por suprimir su inversién en la

fotorrespiracidn.
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